i nnn ﬁ

alnin

Museu NACIONAL
UFR]

Contribuicdo da reproducao sexuada e assexuada e conectividade
entre populacdes da estrela-do-mar Coscinasterias tenuispina
(Lamarck, 1816) na costa do Estado do Rio de Janeiro.

Barbara Feital Fonseca

Dissertacdo apresentada a P06s-Graduacdo em
Ciéncias (Zoologia) do Museu Nacional,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como
parte dos requisitos necessarios para obtencdo do
grau de Mestre em Ciéncias Biologicas -
Zoologia.

Rio de Janeiro
2015



Contribuicao da reproducao sexuada e

assexuada e conectividade

entre populacdes da estrela-do-mar Coscinasterias tenuispina

(Lamarck, 1816) na costa do Estado do Rio de Janeiro.

Barbara Feital Fonseca

Banca examinadora;

Presidente, Prof. Dr. Carlos Renato Rezende Ventura (MN/UFRJ)

Prof. Dr. Edson Pereira da Silva (UFF)

Prof®. Dr®. Christine Ruta (UFRJ-Macaé)

Prof®. Dr?. Helena Passeri Lavrado (UFRJ)

Prof’. Dr®. Ana Claudia dos Santos Brasil (UFRRJ)

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2015

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Poés-Graduacdo em  Ciéncias
Bioldgicas (Zoologia), Museu
Nacional, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias
Biologicas (Zoologia).

Orientador: Dr.Carlos Renato Rezende
Ventura



Esta dissertagéo foi desenvolvida no

Laboratorio de Equinodermatologia
do Departamento de Invertebrados
do Museu Nacional — UFRJ.

Orientador:
Prof. Dr. Carlos Renato Rezende Ventura

Departamento de Invertebrados
Museu Nacional — UFRJ

Foto da capa: Espécime de Coscinasterias tenuispina.



Ficha Catalografica

FONSECA, Barbara Feital

Contribuicéo da reproducéo sexuada e assexuada e conectividade entre as populagdes da estrela-
do-mar Coscinasterias tenuispina (Lamarck, 1816) na costa do Estado do Rio de Janeiro. /
Barbara Feital Fonseca. Rio de Janeiro: UFRJ, Museu Nacional, 2015.

Xv, 64f.:i 1.; 29,7cm.

Orientador: Dr. Carlos Renato Rezende Ventura

Dissertacdo (Mestrado). UFRJ/MN/Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Biologicas
(Zoologia), 2012.

Referéncias bibliogréficas: f.52-64

1. Asteroidea. 2. Genética de Populacdes. 3. Microssatélites. 4. COIl. 5. Clonalidade. 6.
Desenvolvimento Embrionario.

I. Ventura, Carlos Renato Rezende. 1l. Universidade Federal do Rio de Janeiro, Museu Nacional,
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Biologicas (Zoologia). 11l. Contribuicdo da reproducao
sexuada e assexuada e conectividade entre as populacdes da estrela-do-mar Coscinasterias
tenuispina (Lamarck, 1816) na costa do Estado do Rio de Janeiro.




Se amanha o que eu sonhei ndo for bem aquilo, eu tiro um
arco-iris da cartola. E refago. Colo. Pinto e bordo. Porque a
forca de dentro é maior. Maior que todo mal que existe no

mundo. Maior que todos os ventos contrarios. E maior

porque é do bem. E nisso, sim, acredito até o fim.

Caio Fernando Abreu

A coisa mais bela que o homem pode experimentar é o
mistério. E essa emocdo fundamental que esta na raiz de

toda ciéncia e toda arte.

Albert Einstein



Agradecimentos

E impossivel desenvolver uma dissertacio sem a participacio e/ou colaboragdo de outras
pessoas. Foram dois anos gratificantes, de muito aprendizado e desafios em um mundo
completamente novo para mim. Muitas pessoas contribuiram de forma essencial para a
conclusédo desse trabalho e, por isso, faco questdo de expressar a elas meu sincero
agradecimento.

A0S meus pais e a0 meu irmado que sempre foram meus amigos, meus exemplos e meus
alicerces. E que nunca interferiram nas minhas escolhas, por mais dificeis que fossem. Obrigada
por todo amor, educacdo, apoio, confianga e valores que deram. Cada passo que eu dou é
pensando em, um dia, dar muito orgulho a vocés.

Aos meus familiares que sempre estiveram presentes, torcendo por mim e que sempre me
rodearam de muito carinho. Agradecimento especial para tia Narda, a qual apesar da constante
correria que a sua profissdo de médica exige, sempre foi um anjo para todos nés; minha prima
Joca que sempre me ensina muito com sua docura e amizade; minha cunhada Isabelle, que
sempre me apdia e vibra comigo a cada conquista (ndo poderia desejar melhor pessoa para 0 meu
amado irmdo); minha avé Odete por todas as rezas e boas energias transmitidas; minha prima
Cynthia, por sempre estar tdo perto de mim mesmo morando tdo longe (somos a prova que
amizade independe de proximidade); minha tia do coracéo, llana, que onde quer que ela esteja eu
sei que esta me apoiando como sempre fez.

Ao meu grande orientador e amigo Renato Ventura, por toda dedicacdo e confianga no
meu trabalho. Pelos estimulos nos momentos de desanimo, pelas agradaveis coletas (e conversas)
e por ter me apresentado o “mosquitinho da ciéncia”. Pois ¢, fui picada durante a monografia e
como resultado saiu essa dissertacdo. O maior incentivador e responsavel disso tudo.

A toda equipe do laboratério: Mariana, Elinia, Marcela, Vanessa, Alanna, Fernanda,
Jéssica, Gilmar e Marcira. Vocés tornam o ambiente de trabalho ainda mais prazeroso. Obrigada
pela agradavel e divertida companhia. Além de muitas outras coisas, aprendi 0 que € parceria de
verdade e também fiz amigos de verdade. Obrigada por toda ajuda, pelas conversas diarias,
desabafos, gargalhadas e tudo mais. Sei que alguns nomes que citei ndo estdo mais no
laboratdério, mas podem ter certeza que continuam e sempre vao continuar fazendo parte dele.

Um agradecimento especial a Mari, minha grande companheira durante os meses trabalhando em



Vi

Arraial e a qual me ensinou muito também; e para Elinia que teve muita paciéncia de me ajudar
com a parte da genética entre tantas outras contribuices que fizeram muita diferenca.

Ao professor Paulo Paiva e todo o Laboratério de Polychaeta da UFRJ, por todo o suporte
com a parte molecular e pela constante ajuda que oferece ndo sé a mim, mas a toda a nossa
equipe.

A Universidade de Barcelona, em especial ao Alex e a Rocio, também pela cooperagio
com a parte molecular. Foi uma troca extremamente positiva para mim.

Ao Instituto de Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira por ter me acolhido durante
alguns meses e ter possibilitado o sucesso da fertilizagdo in vitro depois de muitas tentativas
frustrantes. Em especial, queria agradecer a querida Dr?. Elizabeth Souza Martins, por toda a
experiéncia que compartilhou comigo e com a Mari. Por todas as conversas e apoio que nos
ofereceu. Esse tempo no IEAPM me presenteou com uma grande amiga.

Queria agradecer aquelas que, muito além de amigas de escola sdo amigas para vida toda:
May, Naty Rente, Isa, Pri, Kak4, Deh, Kikinha e Zelius. Ndo importa os diferentes caminhos que
escolhemos, vocés estdo sempre ao meu lado me apoiando, compartilhando os risos e os choros.
E tenho certeza que assim sempre sera.

Ao Pudim: Aline, Fiat, Gisa, Glica, Natita, Livia e Patricia. Vocés foram um verdadeiro
presente da Biologia UFRJ. Obrigada por sempre garantirem os momentos mais divertidos!
Companheiros de profissdo e da vida. Me orgulho muito de cada um de vocés. E nds, Moscada!

Ao meu xodo6 querido, Stop, por sempre dar um jeitinho de colorir ainda mais a minha
vida. Ao Prost, por sempre ser esse grande amigo. Ao Axel, que além de ter tido paciéncia de
estudar comigo (sem a qual eu nédo teria conseguido passar) ainda foi meu grande companheiro e
me ajudou muito ao longo do mestrado todo, uma grande amizade que ganhei!

Ao Gabe, por fazer parte disso tudo em todos os momentos. Por ser, acima de tudo,
verdadeiro amigo e companheiro. Por sempre estar a0 meu lado me incentivando; e por ter
contribuido diretamente para essa dissertacdo, seja me ajudando com as formulas ou ficando
comigo até de madrugada no skype me ajudando com a formatac&o.

A Capes pela bolsa de auxilio & pesquisa.

Aos exemplares de “Coscinas” que sacrifiquei.

A todos, que direta ou indiretamente contribuiram para a conclusdo de mais esta etapa de

minha vida, um muitissimo obrigada!



vii

RESUMO

Contribuicdo da reproducédo sexuada e assexuada e conectividade entre as populacGes da estrela-
do-mar Coscinasterias tenuispina (Lamarck, 1816) na costa do Estado do Rio de Janeiro.

Barbara Feital Fonseca
Orientador: Dr. Carlos Renato Rezende Ventura

Resumo da Dissertacdo submetida ao Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Biologicas
(Zoologia) do Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ , como parte dos
requisitos necessarios a obtencédo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Zoologia).

A estrela-do-mar Coscinasterias tenuispina reproduz-se sexuada e assexuadamente por fissao.
Essas formas de reproducdo acarretam efeitos diretos na constituicdo genética das populaces.
Para estimar a contribuicdo de ambos os modos de reproducdo em quatro populacdes de C.
tenuispina no litoral do Rio de Janeiro (Praia da Tartaruga, Praia da Ferradura, Prainha e Itaipu)
e a conectividade entre elas, foram realizadas analises moleculares da sequéncia de DNA
mitocondrial (COIl) e microssatélites. Os resultados mostraram a maior contribuicdo da
reproducdo assexuada em todas as populacfes analisadas, sendo a populacdo de Itaipu a que
possui menor diversidade genotipica amostrada (95,9% da popula¢do pertencem a um dnico
gendtipo multi-locos). Os dados obtidos corroboram evidéncias bioldgicas e populacionais, como
a alta incidéncia de fissdo, o desequilibrio da razdo sexual, os indicios de reducéo populacional e
0 baixo indice gonadal, registrados ao longo de 12 anos, em estudos pretéritos com as mesmas
populacBes. Ha alta conectividade entre as subpopulacBes da Praia da Tartaruga, Praia da
Ferradura e Prainha (variacdo de F¢ de 0,0005 a 0,0625). A populacdo de Itaipu mostrou ser a
mais estruturada (variacdo de Fs de 0,2402 a 0,3984), provavelmente, pela maior distancia
geografica. A cronologia do desenvolvimento embrionéario até o estagio de larva bipinaria, até
entdo nunca documentada, foi descrita. O estagio de blastula ocorre ap6s 20 horas da fertilizacao
e de gastrula durante as trés horas seguintes (23 horas de vida). Coscinasterias tenuispina
desenvolve larvas planctotréficas. A larva bipinaria é formada no quarto dia apds a fertilizacdo e
clivagens. A dificuldade de encontrar espécimes maduros e a fragilidade de embribes e larvas
criados em laborat6rio sdo consideradas indicativos indiretos da menor frequéncia da reproducéo
sexuada nestas populacdes no ambiente natural.

Palavras-chave: Asteroidea, Genética de populacGes, Microssatélites, COI, Clonalidade,
Desenvolvimento embrionario.

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2015
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ABSTRACT

Contribution of sexual and asexual reproduction and connectivity among populations of seastar
Coscinasterias tenuispina (Lamarck, 1816) on the Rio de Janeiro coast.

Barbara Feital Fonseca
Orientador: Dr. Carlos Renato Rezende Ventura

Abstract da Dissertacdo submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
(Zoologia) do Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos
requisitos necessarios a obtencédo do titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas (Zoologia).

The seastar Coscinasterias tenuispina is able to reproduce both sexual and asexually by fission.
These types of reproduction cause direct effects on the genetic constitution of populations.
Molecular analyses of mitochondrial DNA sequence (COI) and microsatellites were performed
to estimate the contribution of both reproductive modes in four populations of this species along
the Rio de Janeiro coast (at Ferradura Beach, at Tartaruga Beach, at Prainha Beach and Itaipu
Beach) and to estimate the connectivity among them. The results showed a higher contribution of
asexual reproduction in all populations analyzed. The population of Itaipu presented the lowest
genetic diversity sampled (95.9% of population have unique multi-loci genotype). The data
corroborate to biological evidences of high incidence of fission, sexual disequilibrium, signs of
population density reduction and low gonad index, recorded over 12 years by previous studies on
the same populations. The subpopulations of Ferradura Beach, Tartaruga Beach and Prainha
Beach showed high connectivity. The population of Itaipu is the most structured, probably
because of the largest geographical distance apart of other ones. The chronology of early
development of C. tenuispina is firstly described. Blastula stage is achieved 20 hours after
fertilization and gastrula is formed 3 hours later (23 hours of age). C. tenuispina develops
planktotrophic larva. Bipinnaria is developed after the 4™ day of age. Difficulties to find mature
specimens in the environment and the fragility of embryos and larvae reared in laboratory are
considered as indirect cues to the low frequency of sexual reproduction in these populations.

Key-words: Asteroidea, Population Genetics, Microsatellites, COl, Clonality, Embryonic
Development

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2015
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1. Introducgéo

O filo Echinodermata é composto por invertebrados exclusivamente marinhos e, em sua
maioria, bentbnicos que habitam, predominantemente, o infralitoral. S&0 muito abundantes e
morfologicamente diversificados. Sdo caracteristicas deste filo: a simetria radial pentdmera, o
sistema hidrovascular celémico, o tecido conjuntivo mutavel e o esqueleto interno composto de
ossiculos calcarios. Ha, atualmente, cerca de 7000 espécies distribuidas em cinco classes:
Crinoidea, Asteroidea, Ophiuroidea, Echinoidea e Holoturoidea (RUPPERT & BARNES, 1996;
SMITH, 1992; BRUSCA & BRUSCA, 2002).

Os equinodermos possuem uma variedade de modos reprodutivos, incluindo mecanismos
sexuados e assexuados. Estratégias de reproducdo desempenham um fundamental papel
evolutivo e tém importantes efeitos ecoldgicos nos ecossistemas dos invertebrados marinhos
(EMSON & WILKIE, 1980).

A reproducdo sexuada, na maioria dos equinodermos, envolve a producdo de gametas,
sua liberacdo na agua do mar e, posteriormente, a fertilizacdo, o desenvolvimento de fases
larvais, a metamorfose e o recrutamento. Esse tipo de reproducdo é responsavel pela maior
dispersdo geogréafica das espécies e pela recombinacdo genética, que promove a variabilidade.
Esta variabilidade pode favorecer a capacidade de exploracdo espacial e temporal do habitat e
facilitar a adaptacdo em ambientes mais instaveis (HURST & PECK, 1996). A reproducdo sexuada
é a mais comum entre as espécies do filo (LLODRA, 2002).

Considerando o modo de nutri¢do, as larvas podem ser classificadas em lecitotréficas,
planctotréficas ou planctotréficas facultativas (MCEDWARD & CHIA, 1991; MCEDWARD &
JANIES, 1993). Espécies com desenvolvimento lecitotrofico produzem um pequeno nimero de

ovdcitos grandes, ricos em vitelo, o qual subsidiara a posterior nutricdo das larvas. Estas



possuem curta permanéncia na coluna d’agua. Ja as espécies com desenvolvimento
planctotréfico produzem um grande ndmero de ovocitos pequenos e com pouco Vitelo. Logo,
necessitam de fontes nutricionais exogenas obtidas em suspensdo na coluna d’agua. Assim,
possuem maior permanéncia na coluna d’agua e, consequentemente, um potencial de dispersao
maior (STRATHMANN, 1985; MCEDWARD & CHIA, 1991; MCEDWARD & JANIES, 1993). Espécies
planctotroficas facultativas sdo aquelas cujas larvas tém a capacidade de ingerir e digerir
alimentos em particulas, e se beneficiarem a partir da digestdo desse alimento. Porém, ndo
necessitam de alimentacdo exdgena para completar o desenvolvimento até a metamorfose. Os
beneficios da alimentacdo durante o desenvolvimento planctotréfico facultativo incluem o
aumento da sobrevivéncia larval, um longo periodo de competéncia metamorfica, 0 aumento do
tamanho das larvas, o aumento do tamanho do juvenil e a capacidade de abreviar o tempo de
desenvolvimento desde a fecundacéo até a metamorfose (ALLEN & PERNET, 2007).

Na reproducdo assexuada (ou clonal) ndo ocorre fecundacdo, ou seja, ha producdo de
individuos geneticamente iguais. Ja foram descritas diferentes formas de reproducdo assexuada
em equinodermos, tanto na fase adulta como na fase larval, como: partenogénese ameiotica,
autotomia de larvas e adultos e fissdo (JAECKLE, 1994; MLADENOV, 1996). O mecanismo de
reproducdo assexuada mais comum dentre os equinodermos € a fissdo. Nesta, ocorre divisdo do
corpo em duas partes, cada uma capaz de regenerar um novo individuo (CROZzIER, 1920; EMSON
& WILKIE, 1980; RUBILAR et al., 2005). Neste processo, a dispersdo geogréafica é limitada, pois
ndo ha formacdo de larvas capazes de dispersarem. Fatores populacionais e ambientais, como
disponibilidade de alimento, baixa densidade populacional, altos niveis de predacdo e variacao
na temperatura da agua do mar podem provocar o aumento da incidéncia da reproducédo

assexuada (GEORGIADES et al., 2006). Como vantagens, a reproducdo clonal promove a réapida



amplificacdo dos geno6tipos bem adaptados as condicdes locais e produz individuos ja adultos,
capazes de produzir gametas (MLADENOV & EMSON, 1990; MLADENOV, 1996; DUCATI et al.,
2004), permitindo maior sobrevivéncia dos recrutas (clones) (VENTURA et al.,2004). A fisséo
ocorre apenas nas espécies das classes Asteroidea, Ophiuroidea e Holothuroidea (MLADENOV,
1996).

A classe Asteroidea, conhecida como estrelas-do-mar, € composta por animais de vida
livre. Por serem predadores de topo, em sua maioria, possuem um papel importante na dindmica
das comunidades de invertebrados marinhos e na manutencédo do equilibrio da diversidade dessas
comunidades (CLARK & DOWNEY, 1992; HENDLER et al., 1995). Algumas espécies de asterdides
sdo capazes de se reproduzir sexuada e assexuadamente. Apenas poucas espécies de asterdides
sdo capazes de realizar fissdo espontanea (EMSON & WILKIE, 1980). Existem em torno de 1600
espécies de estrelas-do-mar pertencentes a cinco ordens (Paxillosida, Platyasterida, Spinulosida,
Valvatida e Forcipulatida) e que estdo divididas em 30 familias. Apenas 23 espécies de quatro
dessas familias (Asteriidae, Asterinidae, Echinasteridae e Solasteridae) sdo fissiparas (CLARK,
1967; CLARK & DownNey, 1992). A reproducdo sexuada e assexuada tém diferentes
consequéncias para o recrutamento. O potencial de dispersdo e sobrevivéncia varia muito,
dependendo do modo de reproducdo. O balango entre a dispersdo e a sobrevivéncia pode moldar
as diferencas entre as populacdes locais no que diz respeito a variabilidade genética e o
isolamento geografico (VENTURA et al., 2004). Essas formas de reproducdo acarretam um efeito
direto na constituicdo genética das populacGes e, portanto, sdo consideradas muito importantes
para 0 sucesso adaptativo das espécies.

Nas estrelas-do-mar, o ciclo da reproducdo sexuada pode ser estimado através do peso

relativo das gbnadas (indices gonadais) e através de cortes histolégicos destas, que aferem os



estagios gametogénicos ao longo do ciclo (GEORGIADES et al., 2006). Ja a reproducdo assexuada
é aferida pela ocorréncia de fissdo, estimada pela contagem de individuos recentemente
fissionados, em regeneracdo e intactos (ALVES et al., 2002; HARAMOTO et al., 2006). Apesar do
indice gonadal fornecer evidéncias para a ocorréncia da reproducdo sexuada, ele ndo fornece
provas de recrutamento larval para as populacdes locais, pois as larvas podem morrer ou se
dispersar. Devido a dispersdo, até mesmo as populacdes locais sem reproducdo sexuada podem
receber recrutamento larval significativo de outras populacGes. Considerando estes fatos, a
abordagem genética oferece informacGes Uteis sobre a contribuicdo da reproducdo assexuada e
sexuada para a manutencdo das populacdes (JOHNSON & THRELFALL, 1987). Exemplos dos
efeitos contrastantes de diferentes modos de reproducdo sobre a composi¢do genética de
populacdes marinhas sdo fornecidos por varios estudos de anémonas-do-mar (por exemplo,
BLACK & JOHNSON, 1979; SHicK et al., 1979; AYRE, 1983; HOFFMAN, 1986) e corais (por
exemplo, STODDART, 1984; HEYWARD & STODDART, 1985; AYRE & RESING, 1986). Estudos de
genética de populacbes fornecem medidas de diversidade genotipica que permitem estimar, em
uma populacdo, a quantidade de individuos clonais gerados por reproducdo assexuada e
individuos geneticamente diferentes gerados por reproducédo sexuada (COFFROTH et al., 1992).

A taxa de evolucdo é um dado importante na escolha do gene para resolver questdes
filogenéticas, taxondmicas e de genética de populacdes. Quando se pretende comparar categorias
muito préximas, como por exemplo, individuos da mesma espécie, é apropriado o uso de
marcadores com taxas de substitui¢bes mais altas (SACCONE, 1994).

Os marcadores do tipo microssatélites, também conhecidos como Simple Sequence
Repeats- SSR, consistem em repeti¢des de um a seis pares de base em sequéncia e podem ser

encontradas em todo o genoma, especialmente em regides intergénicas (entre genes) e introns



(regides ndo codificadoras de proteinas) (ELLEGREN, 2004). Tais regides podem ser amplificadas
pela técnica de Reacdo da Polimerase em Cadeia (Polymerase Chain Reaction— PCR) atraves de
iniciadores (primers) elaborados especificamente para a sequéncia flanqueadora de cada
marcador (locus) obtida através do sequenciamento de fragmentos do genoma estudado. A
diferenca no tamanho dos produtos de PCR obtidos, ou seja, o polimorfismo observado se deve
tanto a insercdes quanto delecdes as quais alteram o numero de repeticdes do microssatélite,
gerando um nudmero potencialmente elevado de alelos. Um locus de microssatélite geralmente
varia de 5 a 40 repeticGes (ou motifs), mas nimeros maiores podem acontecer (LI et al., 2002;
ELLEGREN, 2004; SELKOE & TOONEN, 2006). Os microssatélites tém sido considerados o0s
marcadores ideais para os estudos de genética de populacdes por apresentarem alto grau de
polimorfismo, expressdo codominante, presenca abundante em todo o genoma e relativa
facilidade de execucdo técnica (LEHMAN et al., 1996).

A subunidade 1 da Citocromo ¢ Oxidase (COIl) do DNA mitocondrial é parte de um
complexo génico codificante de proteinas transmembranas, envolvidas no transporte elétrico e
catalise da cadeia respiratoria de organismos eucariotos. Por sua universalidade e importancia
evolutiva, este gene vem sendo alvo de estudos populacionais de variabilidade genética. Possui
sequéncias nucleotidicas conservadas interespecificamente e variaveis quando se compara as
mesmas espécies, possibilitando o estudo comparativo dessas sequéncias. Estas regides também
podem ser amplificadas pela técnica de PCR (PALUMBI, 1996).

A ordem Forcipulatida abrange quatro familias: Asteriidae, Heliasteridae, Zoroasteridae e
Brisingidae. Entre os géneros pertencentes a familia Asteriidae esta o género Coscinasterias
Verril, 1870. Este é considerado monofilético e é composto por quatro espécies atuais que se

reproduzem tanto sexuadamente quanto assexuadamente. A distribuicdo do género é ampla:



Coscinasterias acutispina (Stimpson, 1862) e Coscinasterias muricata Verrill, 1870 s&o
encontradas nos oceanos Indico e Pacifico; Coscinasterias calamaria (Gray, 1840) e
Coscinasterias tenuispina (Lamarck, 1816) no oceano Atlantico. A dispersdo larval ¢
considerada o principal mecanismo biogeografico que explica a ampla distribuicdo dessas
estrelas-do-mar (WATERS & RoY, 2003). No entanto, alta variacdo genética tem sido encontrada
entre as populacdes destas espécies (JOHNSON & THRELFALL, 1987; SKOLD et al., 2003)
sugerindo que elas ndo sejam panmiticas. Espécies fissiparas desse género sdo facilmente
identificadas pela presenca de bragcos com comprimentos assimétricos (WALTER & Roy, 2003).
Coscinasterias tenuispina (Figura 1) habita substratos rochosos e possui uma ampla
distribuicdo geografica, porém descontinua, sendo encontrada no Mar Mediterraneo, Bahamas e
na costa sudeste do Brasil, de Salvador (BA) a Santos (SP) (CLARK & DowNEY, 1992). No
entanto, segundo WATERS & Roy, (2003) populacbes do Brasil, Bahamas e do Mediterraneo séo
proximas filogeograficamente, ou seja, exibem um alto grau de conectividade, 0 que sugere
dispersdo em longas distancias. Entretanto, tais resultados foram baseados em poucos espécimes

amostrados por localidade e por apenas um marcador molecular (COI).

Figura 1 - Espécime de Coscinasterias tenuispina em ambiente natural.



Por ser uma espécie fissipara, ndo € raro encontrar individuos de C. tenuspina com seis a
nove bracos assimétricos e multiplos madreporitos, variando de um a cinco (CROzIER, 1915).
Esta espécie possui um ciclo gonadal anual, com um periodo de liberacdo de gametas mais
prolongado (quatro meses) do que outras espécies da regido como Asterina stellifera e
Astropecten brasiliensis (VENTURA et al., 1997; ALVES et al., 2001; CARVALHO & VENTURA,
2002).

Populacdes de C. tenuispina no litoral do Rio de Janeiro vém sendo estudadas pela equipe
do Laboratorio de Echinodermata do Museu Nacional durante os Gltimos 12 anos. Foi observada
uma grande queda na abundéncia populacional da espécie (de 86%) quando se comparam dados
de estudos realizados entre 1997 e 2000 (ALVES et al., 2001) e estudos atuais entre 2010 e 2012,
nas mesmas regides (FONSECA, 2012). Atualmente, a reproducdo sexuada parece contribuir
pouco para a manutencdo destas populacdes, pois ha uma grande incidéncia de individuos sem
gbnadas ou com gbnadas vazias. Recentemente, foram registrados baixos valores do indice
gonadal nas populacdes de C. tenuispina, com pequena varia¢do durante 14 meses (FONSECA,
2012), sendo estes menores que aqueles encontrados em estudos pretéritos (ALVES et al., 2001).
Também foi observado um desequilibrio sexual, com a predominancia de machos, em oposi¢do
as razdes sexuais anteriores (de uma fémea para um macho) nas populacdes da Praia da
Ferradura (Armacdo de Blzios, RJ) e Prainha (Arraial do Cabo, RJ) (VENTURA et al., 2004).

Na populacdo de Itaipu, foi verificada uma alta incidéncia de individuos com sinais de
fissdo recente ou em regeneracdo e um forte desequilibrio sexual com predominancia de machos
(ALVES et al., 2001). Esses autores sugerem que a reproducdo assexuada por fissdo € dominante
e, consequentemente, ha uma alta concentracdo de clones na populagdo de Itaipu. Entretanto, a

analise genética de multi-locos (com aloenzimas e RAPD) revelou que a incidéncia de clones



nessa populacdo ndo é significativamente alta para considerar a fissdo como preponderante
(PAzoTTO €t al., 2010).

Populacdes de equinodermos nas quais a fissdo foi considerada a forma de reproducéo
predominante ja foram descritas (OTTESSEN & LUCAS, 1982; MLADENOV, 1996). A reproducao
sexuada nas espécies fissiparas, geralmente, resulta na producdo de um pequeno numero de
larvas, uma vez que a energia alocada é utilizada tanto no desenvolvimento de gametas quanto na
regeneracdo de uma nova parte. As larvas produzidas por essas espécies, provavelmente, tém
como principais funcdes a colonizacdo de novos ambientes, ja que os individuos fissionados
apresentam limitacdo no potencial de dispersdo e a recombinacdo genética (EMSON & WILKIE,
1980; OTTESEM & LucAs, 1982).

A contribuicdo da reproducdo clonal na dinamica populacional pode, muitas vezes, se
igualar ou exceder a da reproducdo sexuada (DORKEN & ECKERT, 2001). A permanéncia destas
condi¢des por um longo periodo pode ocasionar baixa variabilidade genética e diminuicdo na
capacidade de dispersdo geografica da espécie na regido dificultando a colonizacdo de novos
habitats distantes do original. Isto pode acarretar uma reducdo populacional da espécie, ja que as
populacdes serdo constituidas por poucos genoétipos diferentes, os quais podem ter baixa
resisténcia a mudancas ambientais (PoTTs, 1983). Uma preocupacdo com relacdo a preservacao
de espécies é a sua diversidade genética, uma vez que populacdes com baixa diversidade sdo
menos resistentes a disturbios naturais e antropogénicos e mais susceptiveis as extingdes locais.
Por possuir distribuicdo geografica descontinua, € relevante avaliar a magnitude dos eventos
reprodutivos (sexuados e assexuados) que regem a manutencdo populacional e a disperséo desta

espécie.



2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Investigar a estratégia da espécie Coscinasterias tenuispina em relacdo aos modos de
reproducado e seu potencial de dispersdo natural e estimar a diversidade genética e conectividade

entre populacdes de quatro localidades da costa do Estado do Rio de Janeiro.

2.2 Objetivos Especificos
- Estimar a frequéncia de clones e a diversidade genética em popula¢bes de quatro
localidades da costa do Estado do Rio de Janeiro;
- Avaliar a conectividade entre estas populacGes de Coscinasterias tenuispina;
- Descrever o desenvolvimento embrionario e larval de Coscinasterias tenuispina, em

laboratério;
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3. Material e Métodos

3.1. Locais e Métodos de Coleta

As coletas de individuos da espécie Coscinasterias tenuispina foram realizadas, através
de mergulho livre, entre setembro de 2010 e setembro de 2014, em quatro localidades do litoral
do Estado do Rio de Janeiro (Figura 2):

e Arraial do Cabo — Prainha (22° 58°S e 43° 01"W).
e Armacdo de BUzios — Praia da Ferradura (22° 46°S e 42° 53" W).

e Armacao de Blzios — Praia da Tartaruga (22° 45°S e 41° 54°W).

e Niter6i — Praia de Itaipu (22° 59°S e 43°04°W).

Praia da Tartaruga
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Figura 2 - Localizacdo das areas amostradas no Estado do Rio de Janeiro entre as coordenadas
22°45°S - 41° 54°W € 22° 59°S - 43° 04"W. N= Sentido do norte geogréafico. Escala = 20 km.
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A escolha destas localidades de coleta deveu-se a facilidade de obtencdo dos espécimes,
assim como a existéncia de dados referentes a biologia reprodutiva desta espécie nesses locais. A
Praia de Ferradura e Praia da Tartaruga sdo bem préximas geograficamente, cerca de 15 km ao
longo da costa. As praias de Ferradura e Prainha distam entre si, aproximadamente, 32 km. Ja a
Praia da Ferradura esta distante de Itaipu por cerca de 130 km e Itaipu distante da Prainha por

cerca de 111 km.

3.2 Meétodos Moleculares

Para o estudo da frequéncia de clones e conectividade nas populagdes, os pés ambulacrais
dos espécimes coletados foram preservados em etanol a 99% em eppendorfs individuais e
armazenados em freezer a -20°C para posterior extracdo do DNA a partir de pequenas adaptacoes
do protocolo do kit de extragdo DNAeasy (Qiagen) (ZIGLER & LEssIos, 2003), que constituiu
em:

- Secar o tecido em papel toalha com auxilio de uma pinca (a cada amostra a pinca foi lavada em
NaOH e depois em agua destilada a fim de evitar contaminacao);

- Colocar o tecido em eppendorfs com 300 uL de lise celular;

- Deixar 15 minutos em banho-maria seco a 65°C;

- Adicionar 3 pL de proteinase;

- Deixar em banho-maria a 55°C por 60 minutos;

- Adicionar 100 pL da solucéo para precipitar proteina e misturar no vortex por 20 segundos;

- Deixar durante 5 minutos no gelo e depois centrifugar a 14000 rpm por 6 minutos. Repetir mais

uma vez esse procedimento;
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- Retirar cuidadosamente o sobrenadante com uma pipeta e adiciona-lo em novos eppendorfs
com 300 pL de isopropanol 100%. Everter 50 vezes;

- Centrifugar por 5 minutos;

- Descartar 0 sobrenadante e deixar o precipitado secando por 5 minutos, com a abertura dos
eppendorfs voltada para baixo em um papel absorvente. Adicionar 300 uL de etanol 70%.
Everter 25 vezes e centrifugar, durante um minuto, na velocidade de 14000 rpm. Repetir mais
uma vez esses procedimentos;

- Adicionar 50 pL de solucdo hidratante de DNA e agitar no vortex por 5 segundos;

- Por fim, deixar 1 hora (ou over night) no banho-maria a 65°C.

Dos métodos atuais para medir a diversidade de sequéncias do DNA, os mais utilizados
sdo baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (SAIKI et al., 1985), que permite a
amplificacdo de partes especificas do DNA a partir de pequenas amostras que podem ser
amplificadas milhdes de vezes. Para tal, regibes conservadas especificas sdo identificadas de
cada um dos lados do segmento alvo da amplificacdo, flanqueado pelas regifes conservadas, e, a
partir delas, os iniciadores sdo desenvolvidos (FRANKHAM et al., 2008). As analises moleculares
foram efetuadas através da analise de sequéncia de DNA mitocondrial (citocromo oxidase
subunidade I-COIl) e microssatélites, por meio da PCR. Em cada amplificacdo, foi utilizado um
controle negativo sem DNA (branco), permitindo descriminar eventuais contaminaces. A
confirmacgéo do sucesso de amplificacdo foi efetuada por corrida eletroforética em gel de agarose

0,8% com GelRed.
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3.2.1 Microssatélites

A identificagdo genética individual através da utilizagdo de microssatélites baseia-se no
pressuposto de que, recorrendo a loci altamente polimorficos, se podera tracar um perfil genético
multi-locos Unico para cada individuo. Deste modo, foram amplificados doze loci de
microssatélites (Tabela 1) obtidos através de uma cooperacdo com a Universidade de Barcelona.
Estes foram desenvolvidos de acordo com o método de GARCIA-CISNEROS et al. (2013). Para
todos os locos, a reacdo de amplificacdo foi feita em um volume final de 15 pL utilizando-se, 4
ML de cada primer; 3 pL de 5X Green Buffer; 1,5 pL de BSA (Bovine Serum Albumin); 1,5 puL
de MgCly; 1,5 pL de dNTP (2 mM); 0,2 pL de Tag DNA polimerase (1U) e 1 uL de DNA. As
condicdes de amplificacdo consistiram de cinco passos: (1) desnaturagéo inicial da fita dupla a
95°C por 5 minutos; (2) desnaturacdo a 95°C por 30 segundos; (3) hibridacdo dos iniciadores a
49°C por 30 segundos; (4) extensdo a 72°C por 40 segundos e (5) extensdo final a 72°C por 10
minutos.

Tabela 1- Lista dos loci caracterizados para a espécie Coscinasterias tenuispina. Estdo
apresentados os motifs microssatélites e os tamanhos dos alelos em pares de base (pb). Dados
retirados de GARCIA-CISNEROS et al.(2013).

Loci Motif Tamanho (pb)
m.tenl9 (GATT)*8 133-150
m.tenl4d (TAA)*7 137-138
m.tend0 (AG)*11 151-154

m.ten6 (TAA)*7 160-163

m.tenl  (ATT)*12 171-174
m.ten32 (TAGA)*8 245-249
m.ten27 (AT)*9 293-295
m.ten25 (GTA)*10 295-298
m.ten31 (TGTT)*9 298-302
m.tenl3 (ATAC)*12 360—-364
m.ten24  (GT)*11 365-367

m.ten30 (AGTC)*17 397-409
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Os produtos das amplificacGes foram encaminhados para sequenciamento pela Macrogen
Inc. (Seul, Coreéia do Sul). Para a determinacgédo dos genotipos, os 91 eletroferogramas resultantes
(provenientes de 21 individuos da Praia da Ferradura, 22 da Praia da Tartaruga, 24 da Prainha e
24 de Itaipu) foram analisados no programa PEAK SCANNER v1.0 (Applied Biosystems).

Apos a identificacdo dos alelos, os dados foram analisados de modo a detectar possiveis
erros. Em estudos de genética populacional, os erros de genotipagem afetam as estimativas das
frequéncias alélicas e a discriminacdo dos diferentes genotipos, podendo levar a inferéncias
errobneas da estruturacdo populacional. Assim, o primeiro passo foi testar, pelo programa
MICRO-CHECKER v.2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et al., 2004), a presenca de alelos nulos, de
bandas ““falsas™ (stutter) e de picos +A, que ocorrem durante o processo de PCR e que podem
afetar a leitura dos microssatélites. Os alelos nulos sdo alelos ndo amplificados que, quando em
heterozigosidade, resultam num aparente homozigoto. Para os microssatélites, os alelos nulos
podem aparecer quando ocorrem mutac6es nas regides flanqueadoras, impedindo um ou os dois
primers de se ligarem. A presenca de alelos nulos em marcadores microssatélites é frequente,
especialmente em grandes populacbes naturais (L1 et al., 2002; KARLSSON & MORK, 2005). O
seu aparecimento produz um erro importante nas propor¢fes genotipicas, de modo que se
observa um claro desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg devido a um excesso de homozigotos.
As bandas sttuter sdo produzidas por deslizamentos da DNA polimerase durante a reacdo de
PCR, de modo que se originam fragmentos que s&o uma ou Varias repeti¢cbes mais curtas ou mais
longas que o verdadeiro alelo. Apos migracao, estas bandas apresentam-se como uma cadeia de
picos seguidos, sobressaindo um que serd o verdadeiro alelo. Por fim, os picos +A sdo criados
pela DNA polimerase ao adicionar um nucleotideo, geralmente adenina, a extremidade 3'do

fragmento amplificado (MATSUMOTO et al., 2004).
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Os niveis de diversidade genética foram estimados através de uma estatistica descritiva
que determinou o0 numero de locos polimorficos (mais de um alelo detectado), as frequéncias
alélicas, assim como a heterozigosidade observada (Ho) e a esperada (He), utilizando o programa
GENEPOP v4.2 (RAYMOND & ROUSSET, 1995). O mesmo programa foi utilizado para testar o
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e desequilibrio de ligacdo. A heterozigosidade observada
¢ uma medida da variabilidade genética das populacdes e reflete a quantidade de individuos
heterozigotos para um determinado loco. A heterozigosidade esperada reflete a quantidade
tedrica de individuos heterozigotos, que é esperada de acordo com o equilibrio de Hardy-
Weinberg. A hipotese nula parte da premissa de que os alelos ou genotipos séo retirados de todas
as populacdes de forma idéntica, ou seja, que estes estdo distribuidos entre todas as populacbes
na mesma proporcdo. O principio do equilibrio de Hardy-Weinberg estipula que apds uma
geracdo (cruzamento), as frequéncias genotipicas para um locos com dois alelos A e a, devem

seguir a seguinte férmula:

(p+a)* = p*+2pg+q’

Onde p? é a frequéncia esperada do genétipo AA; 2pq é a frequéncia esperada do
gendtipo Aa; e g’ é a frequéncia esperada do genétipo aa.

Para testar a ocorréncia de desequilibrio de ligacdo, foram feitas tabelas de contingéncia
para cada par de locos em todas as populagGes. Neste caso, a hipdtese nula é que os alelos de um
loco sdo independentes dos alelos de outros locos.

Estimativas de distancia genética (Fst) (WEIR & COCKERHAM, 1984; feito par a par com

1000 permutacdes) e fluxo génico (Nn) foram realizadas utilizando o programa GENETIX
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v.4.05 (BELKHIR et al., 2004). Fst é definido como a correlacdo entre gametas retirados ao acaso
da mesma subpopulacdo em relacdo ao total (WRIGHT, 1951, 1965), é um indicador informativo
de diferenciacdo genética que examina a divergéncia genética total entre as subpopulacdes.
Também pode ser definido como a variancia estandardizada das frequéncias génicas ou
coeficiente efetivo de hibridacdo (WEIR & COCKERHAM, 1984). O Fsr compara a
heterozigosidade média (supondo o EHW) entre os niveis menos inclusivos [subpopulacGes
(Hs)] com os mais inclusivos [populacéo total (Ht)]: Fst = (Ht — Hs)/Hr; e seus valores variam
de O (toda a diversidade génica é compartilhada igualmente e ndo ha diferencas genéticas entre
as populacdes) a 1 (quando ha diferencas extremas na diversidade génica entre as populacées).
Dessa forma, a partir do Fst € possivel detectar desvios da situacdo de panmixia, ou seja,
existéncia de estruturacdo populacional (HOLSINGER & WEIR, 2009). J& a estimativa de N, é
inversamente proporcional ao valor de Fst, uma vez que o fluxo génico torna as frequéncias
alélicas entre as populacfes mais homogéneas, diminuindo a diferenciacdo genética entre elas.

A estimativa de clones foi realizada pelo programa MLGsim v.1.0 (STENBERG et al.,
2003). A principio, foram considerados como clones dois ou mais individuos que
compartilharam a mesma combinacdo de gendtipos para todos os locos analisados (MLG).
Porém, individuos com o mesmo geno6tipo multi-locos também podem ser originados por eventos
de reproducdo sexuada. Assim, para corrigir esse efeito, 0 mesmo programa foi utilizado para
calcular a probabilidade de encontrar tantos individuos com o mesmo genotipo quanto aquele
esperado numa populacdo panmitica (Psex) através das frequéncias dos alelos de cada populacéo
amostrada. Também foi calculada a significancia desses valores de Psy. Foram realizadas
1.000.000 de simulagOes considerando o valor de alfa de 0,01. Ao final, foi gerada a

probabilidade total de obter individuos com um mesmo gendtipo via reproducdo sexuada (Peritico)-



17

Um valor de Psex menor do que o valor de Pgitico Significa que o genotipo multi-locos observado
mais de uma vez é, provavelmente, resultado da reproducéo clonal. Ja um valor de Pse maior do
que o valor de Pgtico indica geracao de individuos com o mesmo gendtipo devido a cruzamentos
aleatorios (via reproducédo sexuada).

Para comparar a contribuicdo da reproducdo assexuada e sexuada dentro das populacgdes,

foram utilizados outros trés parametros:

1. Indice de diversidade genotipica observada (G,), segundo STODDART & TAYLOR (1988):

Diversidade genotipica € um pardmetro informativo da estrutura genética dentro das

populacdes. E definido pela formula:

Go=1Y " pi®

Onde pi é a frequéncia relativa do genétipo i na populacdo e k é o nimero total dos
diferentes gen6tipos na populacdo. Assim, quando houver apenas um genotipo representando a
populacdo, o valor de G, serd 1 e quando os gendtipos estiverem distribuidos uniformemente na
populacdo, G, tera valor maximo de k.

Este indice pode ser usado para refletir a integracdo da diversidade de cada loci em
gendtipos multi-locos. Desta forma, a comparacdo da diversidade genética de uma populacéo
(variavel dependente) prevista a partir das frequéncias dos genes (variaveis independentes) pode
ser utilizada para testar o qudo proximo o seu modo de reproducdo estad da panmixia. Em
espécies que empregam ambos 0s modos de reproducdo (sexuada e assexuada), esta comparagédo

pode ser utilizada para estimar a proporcéo relativa da contribuicdo clonal dentro de uma
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populacdo ou para comparar esta contribuicdo entre populacdes (STODDART, 1983a; HOFFMANN,
1986, 1987).

A relacdo entre a diversidade genotipica observada e a aquela esperada pelo Equilibrio de
Hardy-Weinberg (Ge¢) é expressa pela proporcdo Go/Ge. Devido a improbabilidade de um
gendtipo ocorrer mais vezes em uma populacdo panmitica que se reproduz sexuadamente
(COFFROTH & LASKER, 1998; CHEN et al., 2002), G, foi expressa pelo tamanho amostral. Uma
populacdo dominada por poucos gendtipos terd uma baixa relacdo G,/G. (indicando a ocorréncia
de reproducdo clonal), enquanto que em populacdes com muitos gendtipos e poucos clones

Go/Geird se aproximar de 1 (AYRE et al., 1997a; ZILBEBERG et al., 2006).

2. Contribuicdo minima da reproducao sexuada, segundo UTHICKE et al. (1998):

E expressa pela formula:

Ngo/N

Onde Ng, corresponde ao nimero de gendtipos na populacdo e N corresponde ao tamanho
amostral. Ng/N tera seu valor minimo igual a 0 quando apenas um genotipo for registrado na
populacéo e tera seu valor maximo igual a 1 quando todos os gendtipos forem diferentes. Ngo/N €
o0 estimador mais simples de entrada sexual, mas é provavel que seja subestimado porque ignora
a producéo repetida do mesmo genotipo através da reproducdo sexuada. O inverso dessa relacao,
ou seja, N/Ngo gera 0 numero médio de individuos por genotipo, ou seja, a quantidade média de

clones na populagdo (MCFADDEN, 1997).
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3. Contribuicdo maxima da reproducédo sexuada, segundo JONHSON & THREFALL (1987):

E calculada pela formula:

N*/N

N* corresponde ao nimero maximo de individuos na populacdo assumido como sendo o
produto da reproducdo sexuada e N corresponde ao tamanho amostral. Desta forma, esse
parametro fornece uma estimativa corrigida da entrada da reproducdo sexuada. O valor de N* é

obtido pela formula:

N* =3 [Ppos (N-1)]

Pgs equivale ao valor do limite superior a 95% do intervalo de confianca da probabilidade
de cada genotipo ter sido gerado por reproducdo sexuada. Este valor foi multiplicado numero
total de individuos (N) menos 1 (o primeiro individuo com o genoétipo). Este intervalo de
confianca foi gerado aplicando a férmula de Hald.

Quando, em uma populacéo, a contribuicdo da reproducdo clonal for maior que a da reproducao
sexuada, o valor de N*/N serd mais proximo de 0. J4, quando a contribuicdo da reproducéo

sexuada for maior, este valor serd mais proximo de 1.
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3.2.2. Anélise do gene mitocondrial Citocromo Oxidase

Para amplificacdo do gene COI mitocondrial, foram utilizados os iniciadores universais
F210-CO1 (5 GGTAATGCCAATTATGATTGG 3%) e COA (5’
AGTATAAGCGTCTGGGTAGTC 3”) (PALUMBI et al.,1991), com base nas condicBes descritas
por WATERS & RoY (2003). Todas as reacdes de amplificagdo foram feitas em um volume final
de 25 pL utilizando-se 1 uL de cada primer (1,6 uM); 5 uL de 5X Green Buffer; 1,5 pL de BSA;
2,5 uL de MgCly; 2,4 puL de dNTP (2 mM); 0,21 pL de Tag DNA polimerase (1U) e 1 pL de
DNA. As condicBes de amplificacdo consistiram em cinco passos: (1) desnaturacdo inicial da fita
dupla a 94°C por 5 minutos; (2) desnaturacdo a 94°C por 60 segundos; (3) hibridagcdo dos
iniciadores a 48°C por 30 segundos; (4) extensdo a 72°C por 30 segundos e (5) extensdo final a
72°C por 10 minutos. O sequenciamento dos produtos das amplificagcdes foi realizado no
laboratdrio de Biodiversidade Molecular do Departamento de Genética da UFRJ e Macrogen Inc.
(Seul, Coré¢ia do Sul). As 65 sequéncias resultantes (provenientes de 17 individuos da Praia da
Ferradura, 13 da Praia da Tartaruga, 19 da Prainha e 16 de Itaipu), foram editadas através do
programa SEQUENCHER (Gene Codes Corporation) e alinhadas pelo programa MEGAG6
(TAMURA et al., 2011) através do algoritimo de ClustalwW (CHENNA et al., 2003). Apo6s o
alinhamento automatico, este foi otimizado manualmente. O mesmo programa foi utilizado para
a determinacdo dos agrupamentos baseados nas similaridades entre as sequéncias dos individuos.
As andlises foram obtidas pelo método de Mé&xima Verossimilhanca utilizando o modelo
evolutivo GTR, obtido pelo programa jModalTest (PosADA, 2008). Para a determinagdo dos
limites de confianca nas ramificagdes, os dados foram submetidos ao teste de bootstrap
(FELSENSTEIN, 1985) para 1.000 replicacGes e os valores sdo apresentados em porcentagem

proximos ao ramos. Estimativas de distancia genética (Fst) foram realizadas utilizando o
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programa ARLEQUIN v3.5.1.2 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010). O programa NETWORK v4.6
(BANDELT et al., 1999) foi utilizado para gerar uma rede de haplétipos, no entanto, isto nédo foi

possivel pela insuficiéncia de haplotipos encontrados.

3.3. Estudo do Desenvolvimento Inicial

Apb6s muitas tentativas sem sucesso e com 0 intuito de otimiza-las, os experimentos de
fertilizag&o in vitro foram realizados no Instituto de Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira
(IEAPM), em Arraial do Cabo. A proximidade dos pontos de coleta possibilitou a realizacdo das
tentativas de fertilizacdo in vitro no mesmo dia em que os espécimes foram amostrados. O
IEAPM disponibilizou autoclaves para a esterilizagdo de todo o material utilizado e facilitou a
obtencédo de 4gua do mar da llha de Cabo Frio, que é de extrema qualidade.

Para o estudo do desenvolvimento embrionério, os espécimes foram dissecados, em
laboratorio, e separados por sexo, visualmente aferidos pela coloracdo das génadas (Figura 3).
As gobnadas masculinas possuem coloragdo esbranquicada ou amarelada enquanto que as

femininas apresentam coloragdo salméo.

Figura 3 - Coscinasterias tenuispina. A- Braco com a gonada feminina (salmé&o) exposta. B -

Braco dissecado mostrando a génada masculina (amarelada) e cecos piloricos.
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Inicialmente, as gbnadas retiradas foram imersas, separadamente, em solugdo contendo 4 mL
de 4gua do mar e 2 mL de 1-metiladenina a 10°M, segundo KANATANI (1969). Ap6s algumas
tentativas sem sucesso, adotou-se a estratégia de imergir as génadas em solucbes contendo
apenas 20 mL de agua do mar filtrada em filtro Millipore de 0,45 pL. Apds a liberacdo, a
mobilidade dos espermatozéides foi observada através de exame microscopico para que fosse
usado no processo de fertilizacdo (Figura 4). Assim, solugdes de odvulos (4 mL) e
espermatozdides ativos (200 pL) foram misturadas em um recipiente com 500 mL de agua do
mar filtrada em 0,45 pL e mantidos em temperatura ambiente. Essa diferenca na quantidade de
gametas masculinos e femininos teve o objetivo de evitar a polispermia e permitir a fertilizagédo

da maioria dos ovocitos.

Figura 4 - Coscinasterias tenuispina — Observacao das génadas em lupa. A- Génada masculina

em processo de liberacdo dos espermatozéides. B- Gdnada feminina liberando ovacitos.

A partir da unido dos gametas, amostras dessa solucdo foram observadas em um microscopio
Optico em intervalos de 10 minutos, para verificar o sucesso da fertilizacdo. Apos a decantagéo
dos ovos no recipiente e uma vez comprovado 0 sucesso da fertilizacdo pela presenca da

membrana de fertilizacdo, a agua foi trocada para retirar 0 excesso de espermatozoides. Os
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embrides e larvas foram observados em microscopio Optico para registro fotografico das
clivagens e metamorfoses. Os mesmos foram fixados em solucdo de glutaldeido 2,5% para
posterior andlise em microscopio eletronico de varredura do Departamento de
Invertebrados/MN/UFRJ. Atraves das fotografias obtidas, foram medidos os diametros dos
ovocitos e comprimento das larvas utilizando o software ImageJ (E.U. National Institute of
Health).

Durante a fase embrionaria, a 4gua foi trocada a cada dia. Para isso, a agua foi filtrada em
uma malha de 50 um com o auxilio de uma mangueira. Os embrides retidos na malha foram,
entdo, transferidos para uma nova agua do mar filtrada. O mesmo procedimento foi feito com as
larvas, porém de dois em dois dias. Apos a troca de agua, as larvas foram alimentadas com 400
uL de microalga da espécie Dunaliella tertiolecta em concentragdo de, aproximadamente,
3,2x10%células/mL. Em uma dieta com apenas um tipo de microalga ou associada a outra
espécie, Dunaliella tertiolecta € um bom alimento durante todo o desenvolvimento larval de
equinodermos até a sua metamorfose (STRATHMANN, 1987).

Durante as tentativas de fertilizacdo, foram testadas diferentes temperaturas (20°C, 24°C e
27°C) e salinidades (27 US, 30 US, 33 US e 35 US). Apenas os resultados na temperatura
ambiente de 24°C e salinidade 35 US foram apresentados, pois foram as condi¢Ges nas quais o

sucesso da fertilizacdo foi obtido.
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4. Resultados

4.1. Microssatélites

Um total de 91 espécimes (21 individuos da populacdo de Ferradura, 22 da populagéo da
Tartaruga e 24 espécimes das populagdes da Prainha e 24 de ItaipQ) foi utilizado para as analises.
Dezenove alelos foram encontrados para o conjunto dos marcadores analisados. Dos 12 locos
amplificados, seis revelaram-se monomorficos (m.tenl14, m.ten30, m.ten13, m.tenl19, m.ten24 e
m.ten27). J& os locos m.tenl, m.ten6, m.ten31, m.ten32, m.ten25 e m.ten40 apresentaram
polimorfismo.

A partir das frequéncias genotipicas, foram calculadas as frequéncias dos alelos em cada

um dos locos polimérficos (Tabela 2).

Tabela 2 — Frequéncias alélicas verificadas nos loci polimorficos encontrados em C. tenuispina.

Loci Alelos Frequéncias
177 0,316
tenl 171 0,356
m.ten 168 0,339
163 0,947
m.tenb 166 0.07
298 0,495
m.ten31 302 0.505
245 0,947
m.ten32 249 0.053
295 0,5
m.ten25 208 05
152 0,369
m.ten40 160 0.631

Né&o foram encontradas evidéncias de alelos nulos ou de erros de nomeacdo gerados por
stuttering.
Os pares de locos m.tenl-m.ten6, m.tenl-m.ten32 e m.ten6-m.ten32 apresentaram

desequilibrio de ligagdo nas populacGes da Praia da Ferradura e Prainha (Tabela 3).
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Tabela 3 — Valores de P significativos para desequilibrio de ligacdo entre os pares de locos das
populagdes da Praia da Ferradura e Prainha.

Pares de locos Valores de P
Ferradura Prainha
m.tenl-m.ten6 0,04588 0,000
m.tenl-m.ten32  0,04907 0,000
m.ten6-m.ten32  0,04876 0,000

Houve excesso de heterozigotos em todas as populacbes (Tabela 4), apds a comparagao
das heterozigosidades médias observadas e esperadas. Testes para desvios do Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) demonstraram que todos os locos polimorficos analisados apresentam-
se fora de equilibrio nas diferentes populagdes amostradas (exceto locos m.ten6 e m.ten3 na

populagéo da Prainha) (Tabela 5).

Tabela 4 - Valores de nimero médio de alelos por loco (N,) e de heterozigosidade esperada (He)
e observada (H,) para Coscinasterias tenuispina em cada localidade amostrada. A= Populacdo da

Ferradura; B= Populacdo da Tartaruga; C= Populacdo da Prainha e C= Populacdo de Itaipu.

Populagdes N, H. H,
A 1,58 0,18 0,34
B 1,33 0,17 0,32
C 1,58 0,23 0,36
D 1,67 0,08 0,16
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Tabela 5 - Estimativas de Equilibrio de Hardy-Weinberg (valores de P) para cada populacéo de
Coscinasterias tenuispina. S.E. = Erro padréo. P<0,05 signficativo. A= Populacdo da Ferradura;

B= Populacao da Tartaruga; C= Populacédo da Prainha e C= Populacéo de Itaipu.

P S.E. P S.E. P S.E. P S.E.
0 0 0,0002  0,0001 0 0 - -
- - - - 0,5505  0,0014 - -
0 0 0 0 0 0 0 0
- - - - 0,552 0,0014 - -
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 - -

Os valores de distancia genética (Fst) e fluxo génico (Nn,), apresentados na Tabela 6,
variaram de 0,0005 (populacdo da Praia da Ferradura X Praia da Tartaruga) a 0,398 (populacéo
da Praia de Itaipu X Tartaruga) e 0,38 (populacdo da Praia de Itaipu X Tartaruga) a 453,23
(populacdo da Praia da Ferradura X Tartaruga), respectivamente. Segundo WRIGHT (1978), 0s
valores de Fstna faixa de 0 a 0,05 indicam fraca diferenciacdo genética; valores entre 0,05 e 0,15
indicam moderada diferenciacdo genética entre as populagdes, valores entre 0,15 e 0,25 indicam
alta diferenciacdo genética entre as populacbes e para valores acima de 0,25 a diferenciacédo

genética é considerada muito alta.

Tabela 6 - Estimativa do coeficiente de diferenciacdo populacional entre pares de populagdes,
Fst, na parte abaixo da diagonal da matriz e da estimativa do fluxo génico, N, , na parte
superior. A= Populacdo da Ferradura; B= Populacdo da Tartaruga; C= Populacdo da Prainha e

D= Populagéo de Itaipu.

Populagdes A B C D
A -
B 0,00055 -
C 0,04476 0,06252 -
D 0,37728 0,39845 0,24021 | -
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Dos 91 genotipos multi-locos distintos esperados (correspondente ao tamanho amostral),
apenas seis foram encontrados (Tabela 7). Para cada um desses gendtipos, em cada uma das
populacdes, a probabilidade de terem sido originados por reproducdo assexuada (Psex<Pecritico) OI
estatisticamente alta. Somente dois individuos (da populacdo da Praia da Tartaruga)
compartilhando o0 mesmo MLG apresentaram baixa probabilidade de terem sido gerados por
reproducdo assexuada (Psex>Peritico). EStes gendtipos idénticos podem ter sido formados ao acaso
em dois eventos distintos de reproducdo sexuada, portanto neste caso, ndo seriam clones (Tabela

8).

Tabela 7 -Gendtipos multi-locos idénticos (MLGs) detectados nas populacGes amostradas, a
partir do tipo de alelos (altura dos picos no eletroferograma) e o nimero de individuos que

compartilham cada MLG em cada populacéo.

MLG Populagdo

m.tenl m.ten6 m.ten31 m.ten32 m.ten25 m.tend0 Ferradura Tartaruga Prainha Itaipu
168/186 163/163 298/302 245/245 295/298 152/160 2 1

168/177 163/163 298/302 245/245 295/298 152/160 20 19 14

168/177 163/163 298/302 245/245 295/298 152/160 1

171/171 163/163 298/302 245/245 295/298 152/160 23
171/171 163/163 302/302 245/245 295/298 152/168 1

171/171 163/166 298/302 245/249 295/298 152/160 1 9
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Tabela 8 -Quantidade de genotipos multi-locos idénticos (MLGs) presente em cada populacao;

Valores de Psex € Peritico. *** = Valor significativo para (p<0,01); n.s. = valor no significativo.

Populagdo/MLG N Psex Pcritico
Ferradura 9,35x107
MLG1 20 O **

MLG2 1 -

Tartaruga 9,55x107
MLG1 2 0,19 (n.s.)

MLG2 19 O **

MLG3 1 -

Prainha 8,25x107°
MLG1 1 -

MLG2 14 O **

MLG3 9 Q**

Itaipu 9,8x10°
MLG1 23 2,49x10 3% **

MLG2 1 -

As populacgdes da Praia da Tartaruga e da Prainha apresentaram maior quantidade de MLGs,

entretanto, a maior parte dos espécimes nestas populacbes (86,4% e 58,5%, respectivamente)

compartilha 0 mesmo genoétipo. Este também é comum a populacdo da Praia da Ferradura. A

populacdo da Praia de Itaipu é a Unica que ndo possui genotipos em comum com as demais

populacdes. Nesta populagdo, foram encontrados dois genotipos, sendo um deles representado

apenas por um individuo (4,1%) (Figura 5).
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Ferradura

Tartaruga

= MLG1
HMLG1 B MLG3
mMLG2 = MLGS
Prainha Itaipu
B MLG1 o MLGS
mMLG2 MLGE

o MLG3

Figura 5 - Proporcdo dos genotipos multi-locos idénticos (MLGs) em cada uma das populagdes
Praia da Ferradura, n = 21; Praia da Tartaruga, n = 22; Prainha, n = 24; Praia de Itaipu, n = 24).
Cada MLG em comum nas diferentes populac@es foi representado pelo mesmo nimero e pela

mesma Ccor.

Os demais parametros utilizados para estimar a contribuicdo de reproducdo sexuada e
assexuada podem ser visualizados na Tabela 9. As populac¢des da Prainha e da Praia da Tartaruga
foram as que apresentaram 0s maiores valores destes parametros, enquanto que as estimativas
para a populacdo de Itaipu foram as mais baixas. A proporcdo entre a diversidade genotipica
observada e esperada (Go/G.) variou de 0,03 (na populacéo de Itaipu) a 0,09 (na populacdo da
Prainha). A contribui¢éo minima da reproducéo sexuada (Ngo/N) variou de 0,08 (na populacéo de

Itaipu) a 0,14 (na populacdo da Praia da Tartaruga). Ja a contribuicdo méxima da reproducao
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sexuada (N*/N) variou de 0,12 (na populacdo de Itaipu) a 0,31 (ha populacdo da Praia da
Tartaruga). Sendo assim, os parametros indicaram niveis mais elevados de recrutamento

assexuado para todas as populagdes amostradas.

Tabela 9 - Estimativas da contribuicdo da reproducdo sexuada e assexuada para as quatro
populacbes de C. tenuispina separadamente e considerando todas as popula¢fes como uma so.
G, = Indice de diversidade genotipica observada; G, = Diversidade genotipica esperada; Ngo =
numero de gendétipos na populacdo; N = tamanho amostral; e N* = namero de individuos

sexualmente produzidos.

Populagio Gy Go/Ge Ng/N N* N*/ N
Ferradura 1,09 0,05 0,09 2.8 0.13
Tartaruga 1,32 0,06 0,14 6.93 0.31
Prainha 2,07 0,09 0,12 2.81 0.12
Itaipu 1,09 0,04 0,08 2.81 0.12
Todas 2,4 0,03 0,06 11.7 0.13
4.2. Citocromo Oxidase subunidade |

As 65 sequéncias analisadas resultaram em fragmentos de 684 pb do gene COIl. A anélise
filogeogréfica de maxima verossimilhanca gerada a partir do deste gene mitocondrial (Figura 6),
revelou dois grupos distintos: um deles maior, formado pelas populagdes da Praia da Ferradura,
Prainha e Praia da Tartaruga; e 0 outro grupo composto pelos espécimes da populacdo de Itaipu.

Os valores de distancia genética (Fst) apresentados na Tabela 10, variaram de -0,02192
(populacdo da Praia da Ferradura X Praia da Tartaruga) a 1 (populacdo da Praia de Itaipu X
Tartaruga). Em analises de Fsy, valores negativos indicam que ha mais variagdo

intrapopulacional do que interpopuloacional nessas localidades. Assim, os valores negativos
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devem ser interpretados como zero, ou seja, auséncia de diferenciacdo entre as populacdes

(SoTkA et al.,2005; RoEST!I et al.,2012).

Tabela 10 - Valores da estimativa do coeficiente de diferenciacdo populacional (Fst) entre pares
de populages, baseados nas sequéncias resultantes das amplificacfes do gene COI.

*=significativo para P>0,05.

Ferradura Tartaruga Prainha Itaipu
Ferradura -
Tartaruga -0,02192 -
Prainha 0,19881 0,27389 -
Itaipu 0,93938* 1* 0,73727* -
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Figura 6 - Dendrograma obtido pela analise de Maxima Verossimilhanca a partir das sequéncias de COI de cada

individuo de C. tenuispina. Os nimeros nos ramos indicam o valor de bootstrap. Grupo externo: Asterias amurensis.
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4.3. Cronologia do Desenvolvimento de Coscinasterias tenuispina

Foram feitas 25 coletas para realizacdo da fertilizacdo in vitro, totalizando 253 espécimes
coletados (média de 10 individuos por coleta), onde mais da metade (61,7%) ndo possuiam
gbnadas. Nem sempre foi possivel encontrar machos e fémeas férteis em uma mesma coleta.
Houve uma grande dificuldade no sucesso da fertizacdo in vitro dessa espécie. Foram realizadas
27 tentativas, das quais uma chegou ao estagio de clivagem, duas chegaram ao estagio de
gastrula e apenas duas tentativas alcancaram o estagio larval de bipinaria.

Os dvulos de Coscinasterias tenuispina variam de 0,13 a 0,17mm de diametro (Figura 7) e
sdo arredondados, de coloracdo marrom escura e circundados por uma camada gelatinosa.
Geralmente, em outras espécies, esta camada € constituida por um complexo de polissacarideos
glico-proteicos (HosH!I et al, 2012). A partir de observagdes microscopicas regulares, apds 40
minutos da tentativa de fertilizacdo in vitro, foi visualizada a membrana de fertilizacdo em torno
dos ovos (Figura 8 A). O processo de divisdo celular teve inicio duas horas ap6s a inseminacao
de ovulos e espermatozoéides, quando o zigoto se dividiu em duas células (primeira clivagem)
(Figura 8 B). A segunda clivagem (quatro células) (Figura 8 C) foi observada trés horas depois e,
ap6s quatro horas, embrides multicelulares foram encontrados (Figura 8 D). A clivagem de C.
tenuispina é radial e holoblastica. O estagio final das clivagens foi visualizado apds 17 horas da
fertilizagdo (Figura 8 E). O desenvolvimento de blastula avangada foi registrado 20 horas depois
(Figura 8 F). Em 23 horas, originaram gastrulas arredondadas (Figura 8 G), levemente ovaladas,
de cor marrom escura e com um poro invaginado em um dos polos (blastoporo). As gastrulas
(com 0,16-0,18mm de comprimento) apresentaram movimentos giratorios em torno do proprio

eixo e/ou movimentos circulares curtos. No 2° dia de desenvolvimento, os poros das gastrulas



34

estdo mais invaginados com o crescimento do arquéntero, na blastocele (Figura 8 H). No 3° dia,
0s embrides sofrem um estiramento longitudinal do corpo. Ha o inicio da formacéo de uma larva
bipinaria (com 0,23-0,25mm de comprimento), cujo formato aparenta um feijdo (Figura 8 | e J;
Figura 9 A, B; Figura 10 B). Nesta fase, células mesenquimais comecam a se expandir do
arquentéro migrando em direcéo a blastocele (Figura 9 A e B). A enterocele direita e esquerda
forma bolsas na extremidade do arquentéro (Figura 8 J). A natagdo por cilios é bem evidente.
Estes estdo distribuidos por toda a superficie do corpo, proporcionando movimento ao redor do
eixo antero-posterior (Figura 10 B). No 4° dia, a larva (com 0,26-0,27mm de comprimento)
apresenta o trato digestorio completo e é capaz de se alimentar de microalgas (Figura 8 L e M).
A regido posterior se dobra e, a partir desse momento, o blastéporo pode ser considerado o anus
larval. No 5° dia, segue o alongamento do eixo longitudinal do corpo larval. O eixo antero-
posterior da larva (com 0,3-0,37mm do comprimento) se encontra mais alongado (Figura 8 N e
O; Figura 10 C e D). As regides do intestino se diferenciam com a expansao do estdbmago e
ocorre a separacdo do estbmago e do eséfago por um esfincter cardiaco (BYRNE & BARKER,
1991) (Figura 8 N). As larvas permaneceram neste estagio por mais duas semanas e pereceram.
Como este processo de desenvolvimento ndo seguiu adiante, ndo foi possivel a caracterizacdo

dos estagios larvais mais avancados, como a larva braquiolaria.

Figura7 - Coscinasterias tenuispina — Ovulo circundado por camada gelatinosa. Escala =
0,05mm.
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Figura 8 - Coscinasterias tenuispina- A- Embrido com membrana de fertilizagdo indicada pela

seta. B- Primeira clivagem do embrido. C- Segunda clivagem do embrido. D- Estagio adiantado
de clivagem. E- Estagio final das clivagens. F- Estagio de blastula. G- Inicio de uma gastrula
com o blastoporo, indicado pela seta. H- Final de uma géastrula com o arquéntero alongado,
indicado pela seta. I- Inicio da formacdo de uma larva bipinaria, visdo lateral. J- Inicio da
formacdo de uma larva bipinéria com enteroceles direita e esquerda indicadas pelas setas, visdo
frontal. L- Larva bipinaria com trato digestério completo, visdo lateral. M- Larva bipinaria com
trato digestorio completo e anus indicado pela seta, visdo frontal. N- Larva bipinaria com eixo
antero-posterior mais alongado e com distin¢do visivel entre o estdmago (indicado pela seta
branca) e o esdfago (indicado pela seta amarela), visao lateral. O- Larva bipinaria eixo antero-

posterior mais alongado, visdo frontal. Escalas = 0,1mm.
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Figura 9 - Coscinasterias tenuispina — A-Inicio da formacdo de uma larva bipinaria com células
mesenquimais (indicadas pela seta) migrando da ponta do arquéntero em direcdo a blastocele,
visdo lateral. B- Inicio da formagdo de uma larva bipinaria com células mesenquimais (indicadas
pela seta) saindo da ponta do arquéntero em direcdo a blastocele, visao frontal. Escalas =
0,05mm.

20pum 20pm 50pm 50um

Figura 10 - Coscinasterias tenuispina - A- Ovulos. B- Transicao entre gastrula e larva bipinaria
com blastoporo (indicado pela seta amarela) e cilios (indicado pela seta branca) evidentes. C-
Larva bipinaria com trato digestivo completo e boca evidente indicada pela seta, visdo frontal. D-

Larva bipinaria com trato digestivo completo, visdo lateral.
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5. Discussao

5.1. Anélise Molecular

Equilibrio de Hardy-Weinberg e Desequilibrio de Ligacéo

De acordo com o teorema de Hardy-Weinberg, as frequéncias genotipicas de uma
populacdo podem ser inferidas a partir de suas frequéncias génicas. Esse principio assume como
premissas a existéncia de panmixia (todos os cruzamentos sdo realizados ao acaso), auséncia de
selecdo natural, deriva genética, migracdo e mutacdo atuando na populacdo (FUTUYMA, 2002).
Quando os valores observados das frequéncias genotipicas sdo muito préximos dos esperados
pelo teorema de Hardy-Weinberg em uma populacdo, diz-se que esta estd em equilibrio. Por
outro lado, quando as diferencas entre os valores esperados e observados sdo significativas, diz-
se que esta populacdo esta fora do equilibrio. No segundo caso, uma ou mais premissas desse
teorema ndo esta sendo respeitada.

Neste trabalho, desvios significativos do teorema de Hardy-Weinberg, causados pelo
excesso de heterozigotos, foram encontrados em todas as populacdes. O excesso de
heterozigosidade observado em C. tenuispina pode ser explicado pela reproducdo clonal e/ou
pela selecdo natural (BLANQUER & URIz, 2010). Segundo AvISE (1994), excessos de
heterozigotos podem ser produzidos pela reproducdo clonal diferenciada. Sob a predominancia
da reproducdo assexuada na populagdo, grande parte da prole ndo é gerada por cruzamentos
aleatorios entre dois individuos parentais e, portanto, a taxa de recombinag&o entre genotipos é
pequena. Desta forma, o que ocorre € 0 aumento na frequéncia e a permanéncia dos gendtipos ja
existentes nesta populacdo. Em segundo lugar, o tamanho efetivo da populacdo, ou seja, o

numero de individuos igualmente capazes de contribuir geneticamente para a proxima geragdo
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(Avise, 2009), ndo corresponde ao total de espécimes presentes na mesma. Isso acontece porque
um grande numero de individuos compartilham os mesmos genotipos, tornando menor a
quantidade de espécimes geneticamente diferentes que contribuem para a formacao de uma nova
geracdo (AYRE & DUFTY, 1994). Ambos os fatores (a auséncia de cruzamentos aleatorios e a
reducdo do tamanho populacional) podem ser responsaveis por desvios nas proporcdes
genotipicas esperadas pelo principio de Hardy-Weinberg (AYRE, 1984; AYRE & DUFTY, 1994).

Outros trabalhos com invertebrados marinhos também reportam o excesso de heterozigotos e
relatam maior predominancia da reproducdo clonal como, por exemplo, os desvios encontrados
em populacdes da anémona-do-mar Anthothoe albocincta (BILLINGHAM & AYRE, 1997) e em
populacdes do coral Pocillopora damicornis (STODDART, 1984). Este padrdo também foi
detectado em populacBes de equinodermos como as das espécies de holotdria Sticophus
chloronotus e Holothuria atra (UTHCKE et al., 1998, 2001). Estes trabalhos sugerem que 0s
excessos de heterozigotos foram originados pela reproducéo clonal, onde a fissdo promove um
forte impacto na estruturacdo genética das populacdes dessas espécies.

Em relacdo a hipotese da selecdo natural favorecer os heterozigotos, ja foi proposto que 0s
gendtipos heterozigotos podem oferecer vantagens em regides com condicdes ambientais
variaveis, sendo mais aptos a suportar mudancas ambientais mais intensas em comparagdo aos
gendtipos homozigotos (ScHIcK et al., 1979). As populacdes de Coscinasterias tenuispina aqui
estudadas s&o encontradas em substratos rochosos e em areas rasas. Areas mais rasas, devido a
alteracdo das marés, sofrem maior variacao de fatores abioticos, tais como temperatura e 0 tempo
de exposicdo ao sol, principalmente nos periodos diurnos de maré baixa (ALVES et al., 2001).
Tais condicGes variaveis podem ser fatores de estresse, favorecendo a sobrevivéncia diferencial

dos heterozigotos (caso estes sejam mais tolerantes a tais circunstancias). Entretanto, esses
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mecanismos que determinam sobrevivéncia diferencial sdo pouco conhecidos e, portanto, essa
proposta torna-se pouco confidvel. Outros estudos prevéem maior ocorréncia de reproducdo
assexuada em ambientes estaveis, uma vez que alguns clones assexuados altamente adaptados
séo considerados como tendo uma vantagem reprodutiva sobre os individuos que se reproduzem
sexualmente, em tais circunstancias (WILLIAMS, 1975; OLIVER, 1984).

Como ultima alternativa, esses desvios a favor dos heterozigotos podem ser explicados por
erros de genotipagem. Estes afetam as estimativas das frequéncias alélicas e a discriminacao dos
diferentes genotipos, ocasionando inferéncias errdneas da estruturacdo populacional (L1 et al.,
2002; KARLSSON & MORK, 2005). Entretanto, ndo foram encontradas evidéncias de alelos nulos
ou de erros de nomeacdo gerados por stuttering. Além do mais, os erros de interpretacdo
geralmente levam a uma deficiéncia de heterozigotos, uma vez que estes sdao mais facilmente
interpretados como homozigotos do que o contrario (RAYMOND et al., 1997). Assim, € muito
pouco provavel que erros na genotipagem tenham provocado esse padrdo encontrado.

Desequilibrio de ligacdo € comumente associado a proximidade entre em locos génicos
analisados, a deriva genética, a selecdo natural e ao endocruzamento (BURNETT et al., 1995).
Entretanto, muitos casos de desequilibrio sdo encontrados em populagdes cuja a reproducdo
assexuada é predominante (STODDART, 1984; ZILBERBERG et al., 2006).

Em suma, a explicacdo mais provavel para a tendéncia ao excesso de heterozigotos e o
desequilibrio de ligacdo é a reproducdo clonal. H4, portanto, evidéncias de que a reproducdo

assexuada tem um papel relevante em todas as populacgdes estudas.
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Variacao génica entre as populagdes

A estrutura genética populacional pode ser definida como o padrdo de distribuicdo nédo
aleatoria de alelos em uma dada escala espacial, resultante da dispersao limitada dos individuos,
da selecdo natural, da deriva génica e da historia da populacdo. Um conceito importante
relacionado a dispersdo é o isolamento por distancia. Este prevé o padrdo esperado de estrutura
genética espacial (EGE) no ambito da dispersdo restrita e deriva genética local (VEKEMANS &
HARDY, 2004). A taxa de fluxo de genes influencia o papel da adaptacdo local e a EGE da
populacdo no processo evolutivo (FENSTER et al., 2003). Sob esse aspecto, € previsto que a
clonalidade exerca muita influéncia nos padrdes de EGE. Esta ocorre pelo padrdo esperado de
distribuicdo agregada de réplicas de um mesmo genotipo e pela maior capacidade de dispersdo
dos clones quando estdo em grande densidade, pois o crescimento clonal é também um
componente de dispersao espacial. O potencial da influéncia da clonalidade na EGE dependera
do tipo e da taxa de crescimento clonal e o tempo de vida dos genetos (MARBA & DUARTE,
1998). No caso de C. tenuispina, ha poucas chances de maior dispersdo espacial dos clones
(rametos) quando comparada a dispersdo por larvas produzidas por reproducdo sexuada
(genetos).

O Fst € 0 parametro de interesse na analise da diferenciacdo genética das subpopulacdes e
além de ser uma estatistica descritiva, esta diretamente relacionado a variancia da frequéncia
alélica entre as populagdes e inversamente relacionado com o grau de semelhanca entre 0s
individuos dentro das populacGes. Este pardmetro mede o grau de diferenciacdo genética entre
populacbes devido as diferencas de frequéncias alélicas entre elas, permitindo inferir sobre a

existéncia de estruturacdo na populacdo (WRIGHT, 1951; NAGYLAKI, 1997; HOLSINGER & WEIR,
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2009). Néo foram encontrados niveis significativos de diferenciacdo (Fst < 0,05) pela
comparacdo par a par entre a maioria das populacfes de C. tenuispina estudadas. Em espécies
com desenvolvimento planctotréfico (como C. tenuispina, com alto potencial de dispersdo) e/ou
que ocupam habitats livres de barreiras geogréaficas, espera-se que ocorra pouca divergéncia
geneética entre grupos (subpopulacbes), ou seja, baixos niveis de estruturacdo populacional
(HoLLBORN et al., 1994, MLADENOV et al., 1997; GRAVES, 1998).

Apenas na populacdo de Itaipu, geograficamente mais distante, houve alta diferenciacédo
em relacdo as demais populacbes (Fst > 0,15). Estes dados foram corroborados pela analise
filogeogréfica, a partir do gene mitocondrial COl, a qual evidenciou a separacdo da populacdo de
Itaipu, embora com suporte relativamente baixo (bootstrap = 0,61). Os valores de Fst para o
gene COI também demonstram este isolamento da populacdo de Itaipu em relacdo as outras. O
conceito de "isolamento por distdncia”, definido por WRIGHT (1943), estabelece que as
diferencas genéticas entre as populacdes se acumulam quando a dispersdo € restrita
geograficamente.

O fluxo génico € um fator relevante, pois define os limites geograficos de uma populacéo
(SLATKIN, 1995). A medida que ocorre troca de migrantes entre subpopulacdes ao longo das
geracOes, aumentam as semelhancas entre as frequéncias genotipicas destas. Considera-se, assim,
que as chances de acasalamento entre os individuos de todas as subpopulacdes sdo as mesmas e,
portanto, as frequéncias genotipicas observadas se aproximam daquelas esperadas, de acordo
com o teorema de Hardy-Weinberg. Segundo WRIGTH (1978), os valores de N, acima de 1
indicam que o fluxo génico é um fator atuante contra a diferenciacdo genética entre as
populagBes. O presente estudo demonstrou que trés das quatro populacdes de C. tenuispina

amostradas na costa do Estado do Rio de Janeiro ndo se apresentam estruturadas. A Unica
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populacdo que apresenta diferenciacdo em relacdo as demais é aquela de Itaipu (Np< 1).
Portanto, a dispersao tem sido suficiente para garantir o fluxo génico entre as subpopulacdes de

Armacao de Buzios e Arraial do Cabo, ao contrario do que ocorre para a populacdo de Niteroi.

Analise da Clonalidade

Em populagdes naturais de espécies que sdo capazes de se reproduzir tanto na forma sexuada
quanto na forma assexuada, a analise da diversidade genotipica propicia uma investigacdo
retrospectiva do sucesso relativo de cada modo de reproducgédo no recrutamento intrapopulacional
e entre as populacOes. Espera-se que quanto maior for a contribuicdo da clonalidade, menor sera
0 numero de gendtipos distintos identificados e, consequentemente, maior sera a quantidade de
individuos compartilhando o mesmo gendtipo. De modo contrario, quanto mais predominante for
a reproducdo sexuada, maior sera a quantidade de genotipo distintos esperados (HUNTER, 1993).

As estimativas da contribui¢do da reproducdo sexuada e assexuada (Go/Ge, Ngo/N € N*/N)
obtidas para Coscinasterias tenuispina revelaram baixos valores para todas as populagdes,
indicando, mais uma vez, que a influéncia da reproducdo sexuada na manutencdo dessas
populacbes é muito baixa. Estes valores sdo ainda mais baixos que 0s encontrados para
populacdes de invertebrados marinhos, nas quais a principal fonte de recrutas é a reproducdo
assexuada (BILLIGHAM & AYRE, 1997; CHEN et al., 2002, COFFROTH & LASKER, 1998, BURNETT et al.,
1995, AYRE & WILLS, 1998, ZILBEBERG et. al., 2006; UTHICKE et al., 1998; PAzOTTO, 2007) (Tabela

11).
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Tabela 11 — Pardmetros de estimativa da reproducdo sexuada e assexuada publicados para
invertebrados marinhos. G, = diversidade genotipica observada; G, = diversidade genotipica
esperada; Ngo = numero de genotipos multi-locos unicos; N* = numero de individuos

sexualmente produzidos e N= tamanho amostral.

Espécie Classificagéo Go/Ge Ngo/N N*/N Referéncia

Anthothoe albocinta Anémona-do-mar 0,14a0,49 0,08a0,6 - BILLIGHAM & AYRE, 1997
Junceella fragilis Coral 0,6 0,07 - CHEN et al., 2002
Plexaura kuna Coral 0,03a0,19 0,07a04 - COFFROTH & LASKER, 1998
Pavona cactus Coral 0,27a0,73 0,67a0,87 - BURNETT et al., 1995
Zoanthus coppingeri Zoantideo 0,02a0,9 0,03a0,94 - AYRE & WILLS, 1998
Chondrilla sp. Esponja 0.24 a2 0.54 - 0,27 20,52  ZILBEBERG et. al., 2006
Holothuria atra Holotdria 0,14a033 011a036 0,38a0,87 UTHICcKEEetal., 1998

Coscinasterias calamaria  Estrela-do-mar 0,12a0,21 0,04a044 0,07a0,47 JOHNSON & THRELFALL, 1987
Coscinasterias tenuispina  Estrela-do-mar 0522098 0,71a098 098al1l0 PAzoTTO, 2007
Coscinasterias tenuispina  Estrela-do-mar 0,04a0,09 0,08a014 0,12a0,31 Atual estudo

A populagdo de C. tenuispina de Itaipu foi aquela que apresentou menor diversidade
genotipica. Peculiaridades desta populacdo ja foram encontradas anteriormente. ALVES et al.,
(2001) reportaram que nenhuma fémea foi coletada durante 12 meses de estudo. Também néo
foram encontrados individuos menores que 5 mm de raio (distancia entre o disco central e a
ponta do maior braco). A maioria dos individuos desta populacdo (60% e 90%) apresentou
bracos em regeneracdo ou recem-fissionados e o processo de fissdo foi observado durante todo o
ano. Esses dados corroboram a hipétese de grande incidéncia da reproducdo por fissiparidade
nessa populacéo e a auséncia (ou baixa frequéncia) de recrutamento via reproducéo sexuada.

VENTURA et al., 2004 relataram alta incidéncia de fissdo para individuos das populacgdes de

Itaipu, Prainha e Ferradura. A pequena contribuicdo da reproducdo sexuada também foi
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registrada posteriormente por FONSECA (2012), que relatou grande incidéncia de individuos sem
gbnadas ou em estagio gametogénico inativo (gbnadas vazias). Foram registrados baixos valores
do indice gonadal (IG) e uma pequena variagédo (de 0% a 5,24%) durante 14 meses de estudo. O
IG de C. tenuispina é bem baixo comparado aquelede espécies de asterdides das mesmas regides
e, portanto, sujeitas as mesmas condi¢fes ambientais, como Echinaster (Othilia) brasiliensis e
Asterina stellifera. O 1G ¢é baixo também em relacdo asoutras espécies do mesmo género como
C. calamaria e C. muricata. Além disto, os valores do IG sdo menores que aqueles registrados
em estudos pretéritos nas mesmas populacdes (ALVES et al, 2001; FONSECA, 2012) (Figura 11).
E provével que o esforco reprodutivo (ou seja, a producdo de gametas, representado pelo IG)

esteja decrescendo ao longo destes anos.
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Figura 11 - indice gonadal (IG) méximo de diferentes espécies de asterdides ao longo dos
meses. Dados atuais e pretéritos de C. tenuispina, de outras espécies do género Coscinasterias,
de espécies que ocorrem na mesma regido (E. (O.) brasilensis, Asterina stellifera) e em

ambientes semelhantes (E. (O.) guyanensis, em Vitoria - E.S.).
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A predominancia da reproducdo assexuada nas mesmas populagdes de C. tenuispina nao foi
detectada em estudo pretérito. PAzoTTO (2007) utilizou a técnica de eletroforese de aloenzimas
(nas populacdes da Praia da Ferradura, Prainha e Itaipu) e RAPD (apenas na populacgéo de Itaipu)
para estimar a contribuicdo dos modos de reproducdo. A autora concluiu que tais populacdes
mantinham-se, principalmente, por reproducdo sexuada, apesar das evidéncias de alta incidéncia
de fissdo.

Duas hipoteses podem ser levantadas, considerando tais diferencas: (1) as populacGes de C.
tenuispina do litoral do Estado do Rio de Janeiro sofreram alteracbes em sua estrutura genética
consequentes da mudanca na estratégia reprodutiva predominante ao longo desses anos; e (2) as
diferentes técnicas utilizadas nos dois estudos conduziram a resultados opostos.

As aloenzimas foram os primeiros marcadores moleculares utilizados para estudos de
genética de populacBes. Esta técnica se baseia nas diferentes taxas de migracdo de proteinas em
uma cuba de eletroforese em gel de agarose, onde € aplicada uma carga elétrica (AviIse, 1994;
SCHLOTTERER, 2004). Mais populares entre as décadas de 1960 e 1980, os estudos com
aloenzimas contribuiram para o entendimento das variacGes genéticas intrapopulacionais e entre
populacdes. Atualmente, sequéncias de DNA sdo mais utilizadas como marcadores moleculares
para estudos populacionais (SCHLOTTERER, 2004). Menos de 10% do DNA dos eucariotos
correspondem a genes estruturais que produzem proteinas. Assim, a técnica com aloenzimas
detecta menos variacdo genémica quando comparada as sequéncias de DNA, além de nédo ser
capaz de detectar alteragdes silenciosas no DNA, como também as varia¢fes nos introns (NEvVO,
1978; SCHLOTTERER, 2004).

J& a técnica de RAPD consiste na amplificacdo de segmentos aleatorios de DNA genémico

em PCR, utilizando iniciadores (primers) de sequéncias curtas e aleatérias, compostas por 10
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nucleotideos, geralmente (WiLLIAMS et al., 1990; Avisg, 1994). Nesta técnica utiliza-se apenas
um tipo de primer em cada reacdo, sendo este frequentemente formado por diferentes
combinacdes das quatro bases nitrogenadas, com um conteddo de G+C entre 50 e 70% (MATIOLI
& PAss0s-BUENO, 2001). O polimorfismo detectado por estes marcadores tem natureza binéria,
ou seja, um determinado fragmento ou banda esta presente ou ausente ap0s amplificacdo e
eletroforese em gel de agarose. Bandas de tamanhos diferentes séo consideradas locos diferentes.
Marcadores RAPD, diferente das aloenzimas, sdo dominantes, ou seja, individuos homozigotos
dominantes para um determinado loco e individuos heterozigotos ndo podem ser diferenciados a
partir do perfil de amplificacdo, uma vez que ambos serdo representados pela presenca de uma
banda no gel (WiLLIAMS et al., 1990). Outra limitacdo é a dificuldade em reproduzir os
resultados, mesmo quando se utiliza 0 mesmo protocolo (MATIOLI & PASSOS-BUENO, 2001).

Desta forma, os microssatélites estdo substituindo outros marcadores como as aloenzimas,
RFLPs e RAPDs em estudos populacionais devido a sua clara variabilidade e especificidade
(GoLDSTEIN & PoLock, 1997; MADESIS et al., 2013).

Em relacdo as populagdes de C. tenuispina, as técnicas utilizadas anteriormente por PAZOTTO
(2007), se caracterizam pela menor capacidade de registrar variagdes genéticas entre 0s
individuos quando comparadas aos marcadores moleculares aqui utilizados. Mesmo assim, tais
variacOes foram detectadas. Desta forma, descarta-se a hipdtese 2, a qual supde que diferentes
marcadores produziram resultados opostos. Em resumo, é possivel concluir que estas populacées
de C. tenuispina sdo mantidas, principalmente, por reproducéo clonal no atual momento, ou seja,
sofreram mudancas em sua diversidade genética durante este intervalo de tempo.

Os fatores que regulam a fissdo ainda ndo estdo bem elucidados. O ciclo reprodutivo dos

asteroides é controlado pela interacdo de fatores enddgenos e uma variedade de fatores exdgenos,
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como fotoperiodo, ciclo lunar, salinidade, temperatura da agua e disponibilidade de alimento
(PEARSE & WALKER, 1986; BOULAND & JANGOUX, 1988). Apesar de ndo saber os fatores que
provocaram essa mudanca, recomenda-se que esta investigacdo seja realizada em trabalhos
futuros.

A conservacdo da diversidade genética é essencial, pois sua perda reduz a habilidade de uma
populacdo se adaptar as mudancas ambientais via selecdo natural e, consequentemente, aumenta
a probabilidade de extincdo (FRANKHAM et al.,2008). Sendo assim, é importante compreender 0s
fatores que contribuem para esta predominancia da reproducédo assexuada como também, manter

0 monitoramento destas populactes de C. tenuispina da costa do Rio de Janeiro.

5.2. Desenvolvimento Inicial de Coscinasterias tenuispina

Como ja citado anteriormente, as larvas de equinodermos sdo classificadas de acordo com
seu modo nutricional em lecitotrdficas, planctotroficas ou planctotréficas facultativas
(MCEDWARD & CHIA, 1991; MCEDWARD & JANIES, 1993). As larvas de C. tenuispina sdo
planctotréficas o que, consequentemente, aumenta seu potencial de dispersdo. Segundo SKOLD et
al. (2003), a diferenciacdo genética entre as populacfes de espécies com larvas planctotréficas é
geralmente baixa, uma vez que ha possibilidade de fluxo génico entre as subpopula¢es, mesmo
a grandes distancias. Por permanecerem mais tempo na coluna d’agua devido a necessidade de
alimentacdo exogena, as larvas de C. tenuispina conseguem se dispersar em longas distancias, o
que explica sua ampla distribuicdo geogréafica e alto grau de conectividade entre as populacgdes

do Brasil, Bahamas e do Mediterraneo (WATERS & RoOY,2003).
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A maioria das espécies de estrelas-do-mar desenvolve dois estagios larvais em sequéncia:
bipinaria e braquiolaria (MCEDWARD & JANIES, 1997). O estagio de bipinéria é caracterizado
pelo arranjo bilateral das bandas ciliares de alimentacdo e natacdo (pré e pos-oral), que sdo
suportadas pelos 16bulos (MACBRIDE, 1914; KUME & DAN, 1996). O estagio de braquiolaria é
caracterizado por estruturas especializadas de fixacdo no l6bulo pré-oral: os bracos braquiolares
e o disco de fixacdo. Tais estruturas fornecem mais adesdo ao substrato para a metamorfose.

O desenvolvimento embrionario e a morfologia da larva de C. tenuispina sdo bem similares
aos da espécie Coscinasterias calamaria descrito por BARKER (1978). A similaridade entre a
cronologia do desenvolvimento de C. tenuispina e de C. calamaria em todos 0s estagios
embrionarios (Tabela 12), permite afirmar que o estagio de braquiolaria seria alcancado em torno

do 18° dia de vida, caso as larvas tivessem resistido.

Tabela 12 — Cronologia do desenvolvimento das espécies C. tenuispina e C. calamaria.

Estégio de desenvolvimento Tempo

C. tenuispina C. calamaria
Primeira clivagem 2h 1-2h
Segunda clivagem 3h 3h
Final das clivagens 4h 5-6h
Blastula 17h 16-18h
Gastrula inicial 23h 20-22h
Gastrula avancada 2° dia 46h
Bipinaria 4° dia 4° dia
Braquiolaria - 18° dia

Ha uma variedade de motivos para a mortalidade de larvas de invertebrados marinhos em
laboratorio. Um fator importante no cultivo de larvas é a influéncia da quantidade de alimento na
sobrevivéncia e crescimento. OLSON & OLSON (1989) sugeriram que as larvas de equinodermos

séo especialmente tolerantes a baixas concentragdes de alimento. ECKERT (1995) demonstrou
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que a concentracdo de 5 cels/pl de Dunaliella tertiolecta € suficiente para cultivar larvas de
outros grupos de equinodermos, como por exemplo de Encope michelini (bolacha-do-praia).
Desta forma, é provavel que a mortalidade das larvas de C. tenuispina ndo tenha ocorrido devido
a insuficiéncia de alimento. Uma dieta mista (baseada em Dunaliella tertiolecta e outra espécie
de microalga) poderia ser testada como alternativa para aumentar a sobrevivéncia dos cultivos
em laboratorio (STRATHMANN,1987).

E importante enfatizar a dificuldade encontrada para o sucesso na fertilizacdo in vitro de C.
tenuispina. O desenvolvimento embrionéario e larval ja foi descrito para muitas espécies de um
mesmo género de asterdides como, por exemplo: Astropecten (NEWTH, 1925; KOMATSU, 1975a;
KOMATSU & NoJIMA, 1985; OGURO et al., 1976); Asterias (MORTENSEN, 1913; GONDOLF, 2000;
PAIK et al., 2005); Luidia (MORTENSEN, 1913, 1938; WILSON, 1978; KOMATSU et al., 1982,
1991, 1994, 2000), Echinaster (NACHTSHEIM, 1914; ATwooD, 1973; SIDALL, 1979; NOBRE &
CAMPOS-CREASY, 2000; MAGESKY, 2008), entre outros. No entanto, para 0 género
Coscinasterias, a Unica descricdo publicada até o momento é a de BARKER (1978) para
Coscinasterias calamaria, o que pode ser um indicativo da fragilidade no desenvolvimento
inicial das espécies deste género em laboratorio. Neste estudo, todos os cuidados relativos a boa
qualidade da agua e manutencdo dos embrides e larvas (COHEN & STRATHMANN, 1996;
RAWLINGS, 1996; PECHENIK, 1999) foram realizados.

E provavel que as espécies do género Coscinasterias tenham algum fator bioldgico
caracteristico que dificulte a sua fertilizagdo in vitro ou mesmo in situ. H4 anos a equipe do
Laboratorio de Echinodermata do Museu Nacional/UFRJ tem investido em tentativas para
alcangar o desenvolvimento de C. tenuispina, poréem, somente no atual trabalho isto foi possivel.

O baixo indice gonadal e o desequilibrio sexual registrados para essa espécie nas populagdes da
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costa do Rio de Janeiro (ALVES et al.,, 2001; FONSECA, 2012) sdo indicios desses fatores

bioldgicos que podem comprometer a reproducdo sexuada.



o1

6. Conclusoes

¥ Atualmente, as populacGes da espécie C. tenuispina analisadas na costa do Estado do
Rio de Janeiro encontram-se em desequilibrio de acordo com o teorema de Hardy-

Weinberg.

¥ Estas populagdes sdo mantidas principalmente por reproducdo assexuada, de acordo

com evidéncias bioldgicas acumuladas ao longo de estudos pretéritos.

¥ Foram evidenciadas duas populacdes de C. tenuispina. As subpopulacdes da Praia da
Tartaruga, Praia da Ferradura e Prainha apresentam um elevado fluxo génico entre
elas, enquanto que a populacdo da Praia de Itaipu encontra-se isolada das demais.

¥ A populagdo de C. tenuispina de Itaipu possui menor diversidade genotipica.

¥* A espécie C. tenuispina possui desenvolvimento planctotréfico.
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