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RESUMO

Ao longo da costa do Oceano Atlantico ocidental Brachidontes exustus (Linnaeus,
1758) (Mollusca, Mytilidae) foi registrado em diversos locais, porém incluindo outras
especies como sinonimias. Estudos taxonémicos de B. exustus baseados na
morfologia da concha atribuiram a variagdo dos caracteres a plasticidade fenotipica.
Esse fato tem dificultado a identificacdo das espécies e gerado confusao
taxondémica. Atualmente, B. exustus € um complexo de espécies na Flérida, Golfo do
México e por todo o Caribe, mas seu status taxonbmico continua sem
esclarecimento em algumas regides do Atlantico Ocidental. O presente trabalho
busca contribuir para o esclarecimento do status taxonémico de populagdes de
mexilhdes identificados como B. exustus no Atlantico Sul Ocidental, através de uma
abordagem molecular e morfolégica. Foram estudados exemplares de B. exustus de
quatro localidades do Atlantico Sul Ocidental (Cartagena, na Colémbia; Salvador na
Bahia, Arraial do Cabo, no Rio de Janeiro e na ilha de Fernando de Noronha, em
Pernambuco). O estudo morfométrico consistiu numa analise discriminante candnica
de cinco medidas da concha (largura, altura, comprimento dorsal anterior e
posterior) relativizadas ao comprimento total. Foram utilizadas as raizes candnicas
para observar a distribuicdo dos mexilhdes no plano discriminante e avaliar sua
discriminagao morfolégica. Foram obtidas as fun¢des de classificagao e avaliados os
acertos por espécie. As analises moleculares foram baseadas em sequéncias
parciais dos genes mitocondriais 16S e COIl, com as quais foram construidas redes
de haplétipos com o programa PopArt e arvores filogenéticas baseadas em maxima
verossemelhanca e na distancia de Tamura-Nei. As distancias P e Tamura-Nei
foram obtidas entre pares de populacbes e com espécies referéncias obtidas do
GenBank. Para ambas as analises foi aplicado Bootstrap com 1000 repetigdes,
utilizando o programa Mega. Foram geradas sequéncias do gene do 16S rRNA para
as espécies estudadas a serem disponibilizadas no GenBank. Os mexilhdes de
Cartagena e Salvador foram identificados como B. exustus e mostraram baixa
distancia genética (0,002 £ 0,001) entre eles. Estes mexilhdes foram agrupados com
a variante de Miami desta espécie na rede de haplétipos e na arvore filogenética
baseada no COI, com a qual apresentam uma distancia de 0,005 = 0,002. A
populacao de Arraial do Cabo (canal) foi agrupada com B. darwinianus do Uruguai,
com a qual mostra uma baixa distancia (0,006 + 0,003), confirmando pertencer a
esta espécie. A populacdo de Fernando de Noronha foi agrupada num clado
independente formado por B. puniceus de Cabo Verde (na base do clado) e pela
variedade de Bahamas de B. exustus, mostrando uma distadncia média entre eles de
0,050 + 0,010 e uma distancia com as outras espécies e outras variedades de B.
exustus superior a 0,220, indicando que a nomeacéao correta para este clado seja B.
puniceus. A funcdo discriminante permitiu a separagdo parcial das espécies
identificadas com acertos de no minimo de 85% dos casos. Podemos concluir que
B. exustus se estende até Salvador, Brasil, ampliando a distribuicdo recentemente
verificada para a espécie. Confirma-se a ocorréncia de B. darwinianus nos costoes
rochosos da Praia do Pontal em Arraial do Cabo, Brasil, na zona entre-marés
inferior, na saida de um canal de agua salobra. Os mexilhdes de Fernando de
Noronha correspondem a espécie B. puniceus, a mesma presente nas llhas de Cabo
Verde, Bahamas e Bermudas. A baixa distancia genética entre eles e o grau de
isolamento de Fernando de Noronha permitem propor que essa populagdo seja
denominada de subespécie B. puniceus noronhensis.

Palavras-chave: Mitilideo; COIl; 16S; Morfometria; Genética



ABSTRACT

Along the coast of the West Atlantic Ocean, Brachidontes exustus (Linnaeus, 1758)
(Mollusca, Mytilidae) was registered in several localities, but including other species
as synonyms. Taxonomic studies on B. exustus based on shell morphology attributed
variation of these characteristics to phenotypic plasticity. This fact has imposed
difficulties on the identification of species and generated taxonomic confusion. At the
moment, B. exustus corresponds to a species complex found in Florida, Gulf of
Mexico and in Caribbean waters, but its taxonomic status still remain without
clarification in some regions of the West Atlantic. The present study aims to
contribute for the clarification of the taxonomic status of populations of B. exustus
from the South West Atlantic, through a molecular and morphological approach.
Mussels from four localities (Cartagena, in Colombia; Salvador in Bahia, Arraial do
Cabo in Rio de Janeiro and Fernando de Noronha archipelago in Pernambuco) were
studied. Morphometric study consisted in a Canonical Discriminant Analysis of five
shell linear measurements (width, height, anterior and posterior dorsal length)
relativized by the total length. Canonical roots were used to observe the distribution
of mussels in the discriminant space and to evaluate their morphological
discrimination. Classification functions were obtained and the percentage of correct
hits were evaluated by species. Molecular analyses were based on partial sequences
of the mitochondrial genes 76S and COI, which were used for the construction of
haplotype networks with PopArt software and phylogenetic trees based on maximum
likelihood and Tamura-Nei distance. The P-distance and Tamura-Nei distance were
obtained for all pair-wise populations and with sequences of reference species
obtained in the GenBank. For these analyses, it was applied 1,000 bootstrap
resampling and the MEGA software was used for these purposes. Sequences of the
16S rRNA gene were generated from the studied species, which will be submitted to
the Genbank. Mussels form Cartagena and Salvador were identified as B. exustus
and showed low genetic distance between them (0.002 + 0.001). These mussels
were grouped in the COI network and phylogenetic tree together with the Miami form
of the species, to which they showed a distance of 0.005 £ 0.002.The population of
Arraial do Cabo stream was clustered with B. darwinianus from Uruguay, to which it
shows a low distance (0.006 + 0.003), confirmating of belonging to this species.
Fernando de Noronha population was grouped in an independent clade formed by B.
puniceus from Cape Verde (in the base of the clade) and by the Bahamas form of B.
exustus, showing a mean distance between them of 0.050 £ 0.010; and a distance
with the other species of Brachidontes, here studied, of 0.220, indicating that the
correct name of this clade should be B. puniceus. The discriminant function allowed
the partial segregation of the identified species with correct hits of at least 85% of the
cases. It is possible to conclude that B. exustus extends its distribution to Salvador,
Brazil, expanding the recently verified distribution of the species. It was confirmed the
occurrence of B. darwinianus in rocky shores of Praia do Pontal in Arraial do Cabo,
Brazil, in the lower intertidal zone at the channel output of brackish water. Fernando
de Noronha mussels correspond to B. puniceus, which is the same species found in
Cape Verde, Bahamas and Bermuda Islands. The low genetic distance among them
and the degree of isolation of Fernando de Noronha population allow to propose that
this population should be named as the subspecies Brachidontes puniceus
noronhensis.

Key-words: Mytilids; COI; 16S; Morphometry; Genetics.
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1 INTRODUGAO

1.1 SISTEMATICA E CARACTERIZAGCAO DO GENERO Brachidontes

Os mexilhdes do género Brachidontes Swainson, 1840 s§o moluscos bivalves
da familia Mytilidae, descritos originalmente por Linnaeus em 1758, na décima
edicdo do Systema Naturae. A seguir, &€ apresentada a classificagdo taxonémica do

género:

Filo Mollusca (Linnaeus, 1758)
Classe Bivalvia (Linnaeus, 1758)
Subclasse Pteriomorphia (Beurlen, 1944)
Ordem Mytiloida (Férussac, 1822)
Superfamilia Mytiloidea (Rafinesque, 1815)
Familia Mytilidae Rafinesque, 1815
Subfamilia Mytilinae (Rafinesque, 1815)

Género Brachidontes Swainson, 1840

As primeiras descricbes das espécies de Brachidontes foram feitas
unicamente com base em caracteristicas morfolégicas da concha (RIOS, 1994). O
género Brachidontes compreende individuos caracterizados por conchas de
tamanho pequeno a médio, nao sobrepassando os 49 mm de comprimento da
concha, ambas as valvas do mesmo tamanho e laterais idénticas, forma alongada e
o umbo é terminal ou subterminal voltado para a extremidade anterior da concha
(RIOS, 1994). A superficie externa das valvas apresenta-se esculturada por estrias
de bifurcagao radial ou unilateralmente bifurcadas, de espessura variavel, iniciando
no umbo e seguindo em direcdo a regidao posterior da concha (AGUIRRE et al.,
2006). Ainda na face externa, percebe-se linhas concéntricas que representam o
crescimento da concha, mas nem sempre evidentes em alguns espécimes (VAN
DER MOLEN et al., 2013). O ligamento que controla a abertura e o fechamento das
valvas é curto, o resilio (estrutura que juntamente com o tensilio forma o ligamento)
€ compacto, a denticdo € disodonte, com poucos dentes na charneira (TANAKA e

MAGALHAES, 1999). As margens internas das valvas, posterior ao ligamento,
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apresentam crenulagdes, uma série de elevagbes semelhantes a pequenos dentes
(RIOS, 1994).

A maioria dos mexilhdes do género Brachidontes vive na regido costeira
como constituintes bentdnicos da comunidade entre marés ancorados pelo bisso a
substratos duros naturais e artificiais (DISTEL, 2000;TANAKA e MAGALHAES,
2002). Os substratos naturais incluem cascalhos, conchas vazias, lodo e areia
compactada, raizes de mangue e costées rochosos (MARQUEZ e JIMENEZ, 2002;
BARBER et al., 2005). Entre os substratos artificiais estdo os muros de concreto,
pareddes de pedras, pilastras de cais, cascos de navios, pedras de aterro e estacas
de madeira (LEE e O FOIGHIL, 2005; BARBER et al., 2005; BENNETT et al., 2011).
Apesar do comportamento séssil, os mexilhdes podem apresentar pequenos
deslocamentos ou total desprendimento para se fixarem em outros locais (BARBER
et al., 2005). Entretanto, formam camadas ou “bancos de mexilhbes” que podem
atingir altas densidades e cobrir completamente o substrato quando as condi¢cbes
ambientais como a sedimentacdo e exposicdo as ondas sao favoraveis
(TERRANOVA et al., 2007).

Os individuos do género Brachidontes sao animais filtradores, alimentam-se
de fitoplancton e material orgénico em suspensdao (ARCHER e MORETTO, 1994;
BALBAS et al., 2014). Por isso, os mexilhdes apresentam a capacidade de acumular
em seus tecidos contaminantes de diversas fontes (RAINBOW, 1995; TEIXEIRA et
al., 2007; QUINTAS et al., 2017), como por exemplo, metais pesados (CURTIUS et
al., 2003; NAKHLE et al., 2006; MARENGONI et al., 2013). Devido & capacidade de
bioacumulagdo e sobrevivéncia em ecossistemas aquaticos contaminados, esses
organismos podem refletir os niveis de poluicdo do ambiente (LLANES-BAEZA e
GONZALEZ, 2002), razéo pela qual s&o utilizados como organismos indicadores de
variagbes no ambiente aquatico e da qualidade ambiental (FERNANDEZ et al.,
2007; FERREIRA et al., 2013).

Os espécimes de Brachidontes apresentam reprodugédo gonocorica (didica),
sexos separados com os gametas femininos e masculinos produzidos por individuos
distintos. Nao ha dimorfismo sexual externo e a identificagao de individuos machos e
fémeas é possivel pela observagao do tecido gonadal ao microscopio. Geralmente,
machos e fémeas sao encontrados na mesma proporgao (1:1) e a presenga de
hermafroditismo é considerada rara (BARBER et al., 2005). De acordo com estes

autores, em estudo realizado na Baia de Tampa, na Flérida (EUA), existem dois
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periodos de desova durante o ano e a liberagdo dos gametas depende das
condi¢cbes de temperatura e salinidade da agua. Um periodo de desova ocorre na
primavera (hemisfério norte), em conjunto com o aumento da temperatura da agua,
e outro periodo no outono (hemisfério norte), com a queda da temperatura da agua.

O ciclo de vida de Brachidontes se assemelha, em geral, ao de outros
mitilideos. Os ovos fertilizados externamente originam larvas trocoforas planctonicas,
que se desenvolvem em larvas véliger de natacéo livre e, depois, pedivéliger. A fase
de vida larvar planctonica persiste por até 40 dias quando ocorre a fixagcdo a um
substrato duro por meio da secre¢ao dos filamentos do bisso. Apés a fixagao, sofrem
metamorfose até tornarem-se individuos juvenis e posteriormente adultos com a
forma de vida benténica (CAMPOS e RAMORINO, 1980; FIELDS e MOORE, 1983;
BARBER et al., 2005).

Algumas espécies do género Brachidontes podem apresentar ampla
tolerancia a alteragdes de salinidade e temperatura, sendo considerados organismos
eurihalinos e euritérmicos (BARBER et al., 2005). Brachidontes ocupam varios
habitats com diversos estilos de vida (AGUIRRE et al., 2006), muitas vezes em
estuarios (SEED, 1980; BREWSTER-WINGARD et al., 2001) e recifes de ostras
(HOESE, 1960; ORTEGA, 1981) onde podem dominar a fauna de moluscos.

As espécies do género Brachidontes estao amplamente distribuidas em todos
os oceanos do mundo (AGUIRRE et al., 2006; VAN DER MOLEN et al., 2013; LIU et
al., 2018). Séo encontradas no Oceano indico, exceto na sub-regido persa e Malasia
(TERRANOVA et al., 2007; MORTON, 2012); no mar vermelho até o sul da costa
ocidental da Africa, e no Mar Mediterraneo (TERRANOVA et al., 2006; GOTO et al.,
2011; MORTON, 2012). Estdo presentes ao longo da costa do Oceano Pacifico
(TANAKA e MAGALHAES, 2002; THIEL e ULLRICH, 2002; GOTO et al., 2011;
TROVANT et al., 2013; DINESEN e MORTON, 2014). Apresentam extensa
distribuicdo no Oceano Atlantico ao longo de ambas as margens ocidental
(AGUIRRE et al., 2006; BERTNESS et al., 2006; LEE e O FOIGHIL, 2004, 2005;
SILLIMAN et al.,, 2011; BENNETT, 2009; TROVANT et al., 2013, 2015, 2016) e
oriental (LOPES, 2009; PEREZ-GARCIA et al., 2010; CUNHA et al., 2011;
MORTON, 2012; ).
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1.2 ESPECIES DO GENERO Brachidontes ATUALMENTE RECONHECIDAS PARA
O ATLANTICO SUL OCIDENTAL

O padrao de distribuigdo dos bancos de Brachidontes ao longo da costa do
Atlantico Sul Ocidental inclui registros de seis espécies: B. purpuratus Lamarck,
1819 (VAN DER MOLEN et al., 2013) [previamente Perumytilus purpuratus Olsson,
1961 (AGUIRRE et al., 2006)]; B. rodriguezii d'Orbigny, 1842 (SCARABINO et al.,
2006); B. darwinianus d'Orbigny, 1846; B. solisianus d'Orbigny, 1846 (RIOS, 1994,
SCARABINO et al,, 2006); e B. exustus (Linnaeus, 1758) uma espécie que
anteriormente acreditava-se ter ampla distribuicdo ao longo do Atlantico Ocidental
(RIOS, 1994).

1.2.1 Brachidontes purpuratus (Lamarck, 1819)

A distribuicdo geografica de Brachidontes purpuratus (Lamarck, 1819),
atualmente denominado de Perumytilus purpuratus (TROVANT et al., 2016),
abrange exclusivamente as aguas frias da Terra do Fogo e a provincia de
Magalhdes no sudoeste do Oceano Atlantico, e se estende para o norte ao longo do
Oceano Pacifico, onde é encontrado, tanto no frio temperado como nas aguas
temperadas quentes, ao longo da costa do Chile até o norte do Peru (TROVANT et
al., 2013). A espécie € predominante na fisionomia e estrutura das comunidades dos
costdes rochosos da regido entre-marés e constitui o componente mais visivel da
comunidade de moluscos, atuando como uma espécie ecologicamente engenheira
ao facilitar o aparecimento de novas espécies, aumentando a biodiversidade
(ADAMI; et al., 2013). O comprimento maximo de B. purpuratus € de 40 mm. A
concha apresenta forma alongada, a superficie externa esculturada com estrias
radiais evidentes e linhas de crescimento concéntricas. Numerosos dentes sao
encontrados na charneira. A coloragédo é roxo, escura para preto, o angulo dorsal é
ausente (AGUIRRE et al., 2006).

1.2.2 Brachidontes rodriguezii (d'Orbigny, 1842)

A espécie Brachidontes rodriguezii se estende do Rio Grande do Sul, na costa

do Brasil, até os golfos de Sdo José e Sao Matias, na Patagbénia Argentina (RIOS,
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1994). A espécie habita aguas temperadas, onde coexiste com a espécie
Brachidontes purpuratus na regiao entre marés de substratos duros (TROVANT et
al., 2013). Esse pequeno individuo alcanga o tamanho maximo de 50 mm. A concha
€ oblonga-alongada com finas estrias radiais e linhas de crescimento presentes na
superficie externa (RIOS, 1994). O periostraco tem coloragcdo marrom clara e o
angulo dorsal geralmente esta presente (AGUIRRE et al., 2006). A superficie interna
€ lisa de coloragdo arroxeada, com a margem posterior crenulada. A cicatriz
mediana do musculo retrator do bisso situa-se na frente do ligamento ou além dele.
A charneira possui de 5 a 6 pequenos dentes. O umbo subterminal é arredondado
(RIOS, 1994).

1.2.3 Brachidontes darwinianus (d'Orbigny, 1842)

O mexilhdo Brachidontes darwinianus ocorre do sudeste do Brasil no Rio de
Janeiro, até o norte da Patagbnia, na Argentina (AVELAR e NARCHI, 1984b;
TANAKA e MAGALHAES, 1999; TANAKA, 2005 AGUIRRE et al., 2006). E uma
especie comum em estuarios e de regiao entre marés onde vive aderidos a
substratos duros, como blocos de granito e gnaisse, em enseadas ou baias,
abrigando-se na parte basal das pedras, proximo a regides de baixa salinidade,
como estuarios e desembocadura de rios ou riachos (AVELAR e NARCHI, 1984b;
NALESSO, 1988; AGUIRRE et al., 2006). Em locais sujeitos a baixas salinidades, B.
darwinianus substitui B. solisianus de forma espacialmente separadas no substrato:
B. darwinianus é encontrado no médio litoral inferior, enquanto B. solisianus é
encontrado na parte mediolitoral superior (TANAKA, 2005). O tamanho maximo da
espécie é de 46 mm. A concha tem o formato oblongo oval, e a superficie externa,
de coloragao roxa escura, apresenta estrias radiais evidentes na margem ventral
ligeiramente cOncava e borda posterior crenulada. O angulo dorsal é fortemente
marcado, levemente deslocado para a margem anterior da concha e o numero de
dentes € variavel na charneira (AVELAR e NARCHI, 1984b; AGUIRRE et al., 2006).

1.2.4 Brachidontes solisianus (d'Orbigny, 1846)

Brachidontes solisianus, atualmente denominado de Mytilaster solisianus
(HUBER, 2010; TROVANT et al., 2013), ocorre ao longo da costa do Brasil até o
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Uruguai, com registro no leste do México (AVELAR e NARCHI, 1984a; NALESSO,
1988; RIOS, 1994; TANAKA, 2005; AGUIRRE et al., 2006). A espécie é comum na
zona entre marés de costdes rochosos expostos em zonas de arrebentacdo e
alcanga o comprimento maximo de 20 mm (RIOS, 1994; NALESSO, 1988; TANAKA
e MAGALHAES, 1999). A concha tem valvas de mesmo tamanho e a superficie
externa exibe muitas estrias finas (AVELAR e NARCHI, 1984a; TANAKA e
MAGALHAES, 1999). Observam-se numerosos sulcos concéntricos que
correspondem as linhas de crescimento (RIOS, 1994). A margem € crenulada na
regido posterior e alguns espécimes podem exibir o periostraco liso ou erodido de
coloracdo castanha escura (TANAKA e MAGALHAES, 1999). O angulo dorsal é
muito suave, quase ausente na metade do comprimento da concha, € o umbo é
subterminal (AVELAR e NARCHI, 1984a; NALESSO, 1988; TANAKA e
MAGALHAES, 1999). A coloracdo interna das valvas é puarpura, mais clara na
superficie ventral (TANAKA e MAGALHAES, 1999) e as cicatrizes dos musculos sd0
profundas (RIOS, 1994). Essa é a espécie de Brachidontes mais abundante nos
costdes rochosos do Rio de Janeiro, inclusive em Arraial do Cabo (QUINTANILHA,
2017).

1.2.5 Brachidontes exustus (Linnaeus, 1758)

Rios (1994) acreditava que Brachidontes exustus (Linnaeus, 1758)
apresentava ampla distribuicdo geografica na costa do Oceano Atlantico Ocidental,
ao registrar essa espécie no sul da Carolina do Norte até a Flérida, Texas, Golfo do
México, Bacia Caribenha, na costa do Brasil (incluindo Fernando de Noronha), Santa
Helena, Uruguai até Argentina. Nessa extensa distribuicdo de B. exustus, 0 mesmo
autor incluiu as sinonimias dessa espécie (B. domingensis, B. lavalleanus, B.
darwinianus, B. rosaseus e Mytillus muelleri). No entanto, Lee e O Foighil, (2004,
2005), descreveram quatro morfoespécies sobre o taxon B. exustus distribuidas na
Baia da Florida, Golfo do México e Caribe. Recentemente, Trovant et al. (2013,
2014, 2016), nao encontraram B. exustus no Atlantico Sudoeste, mas revelaram
quatro espécies de Brachidontes nessa regiao: B. solisianus, B. darwinianus, B.
rodriguezii € Perumytilus purpuratus. Esta ultima, como citado anteriomente, é a
unica espécie do género Brachidontes encontrada nas aguas frias e temperadas do

sul da América do Sul (ou seja, ao Sul de 41 °S), e encontrada também no Oceano
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Pacifico Oriental ao longo da costa do Chile e até o norte do Peru (TROVANT et al.,
2016).

A espécie B. exustus habita a zona entre marés, onde vive aderido pelo bisso
a substratos duros, como costdes rochosos, cais e raizes de mangue (SEED, 1980;
BENNETT et al., 2011). Foram encontrados exemplares de B. exustus com tamanho
maximo de 40 mm (AGUIRRE et al., 2006). Os individuos sao caracterizados por
uma fina concha em forma de leque e coloragdo castanho amarelado a castanho
escuro. Apresenta, na margem dorsal, um angulo evidente deslocado para a regido
anterior da concha. A superficie externa das valvas é esculturada por numerosas
estrias radiais que se divergem para a margem posterior e ventral. Nas margens das
valvas existem de 90 a 140 crenulacdes, elevagdes semelhantes a dentes finos
atras do ligamento. O umbo é terminal e a cicatriz do musculo retrator do bisso n&o
atinge o ligamento. A extremidade anterior tem de 1 a 4 dentes disodontes na
charneira e a face interna das valvas apresenta coloragao arroxeada (RIOS, 1994).

Diversos autores (SEED, 1980; RIOS, 1994, LEE e O FOIGHIL, 2004, 2005;
AGUIRRE et al., 2006; BENNETT et al., 2011) observaram em Brachidontes exustus
grande variabilidade dos caracteres da concha o que levou a consideravel confuséao
taxondmica. Devido a esta variabilidade, B. exustus e Brachidontes domingensis
(Lamarck, 1819) foram consideradas espécies separadas pelo gradiente ambiental
com B. exustus, alcancando a Carolina do Norte, a costa do Texas até as Indias
Ocidentais (ilhas do Caribe) e B. domingensis com registro em Bermudas, Bahamas,
sudeste da Flérida e em todo o Caribe (BENNETT et al., 2011). No entanto, B.
exustus corresponde a um complexo de espécies ao longo de sua distribuigdo
geografica (LEE e O FOIGHIL, 2004, 2005).

1.3 MORFOMETRIA na identificagao das espécies de Brachidontes

A classificagdo taxondmica das espécies do género Brachidontes tem sido
fundamentada nas descrigdes da morfologia (VAN DER MOLEN et al., 2013). Os
padrdes de variagcdo morfoldgica, dentro e entre populagdes de mexilhdes, tem sido
utilizados para a comparagao dos grupos, abordagem chamada de morfometria
tradicional (GOTO et al., 2011). Os dados quantitativos para uma ou mais variaveis
morfolodgicas, como distancias lineares de comprimento, altura e largura, podem ser

utilizados para analises morfométricas multivariadas com o objetivo de diferenciar
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morfologicamente as diferentes espécies de Brachidontes. O desenvolvimento de
métodos de analise multivariada, como a Analise dos Componentes Principais
(PCA), a disponibilidade de programas e de pacotes estatisticos, tém permitido uma
avaliacdo da variagdo integrada do organismo e comparag¢des de suas formas e
estruturas (MARTINS, 2008).

Aguirre et al. (2006) nao conseguiram diferenciar as espécies B. rodriguezii,
B. darwinianus e B. purpuratus, e consequentemente, sugeriram que B. rodriguezii e
B. darwinianus sejam sinonimias de B. purpuratus. Por outro lado, no caso de B.
exustus da Flérida e Caribe, a variagdo de parametros morfolégicos, como a
espessura da concha, disposigao e largura das estrias em ambas as valvas, indicou
que este taxon pode corresponder a varias espécies ainda nao identificadas e
reconhecidas (BENNETT et al., 2011). Lee e O Foighil (2005) ndo conseguiram
identificar a espécie por morfologia somente, porém revelaram por estudo molecular
que B. exustus € um complexo de espécies na Baia da Florida. A descoberta deste
complexo de espécies abre a possibilidade de uma biodiversidade escondida dentro
do género Brachidontes (BENNETT et al., 2011). Isto pode estar acontecendo para a
regidao do Atlantico Sul Ocidental, pelo que se faz necessario o estudo destas
populagdes num nivel genético-molecular para reconhecer possiveis diferengas
entre populacées (LEE; O FOIGHIL, 2004).

1.4 GENETICA MOLECULAR NA IDENTIFICACAO DE ESPECIES DO GENERO

Brachidontes

Como a taxonomia do género Brachidontes tem se mostrado dificil com base
somente na morfologia, uma abordagem genética molecular tem sido adotada para a
identificacdo de espécies dentro do género. Estudos realizados por (LEE; O
FOIGHIL, 2004) com populag¢des de Brachidontes da Baia da Florida (EUA), usando
marcadores mitocondriais (COIl) e nucleares (28S, ITS-1 e ITS-2), caracterizaram a
estrutura genética dessas populagdes. Os resultados mostraram que as populagdes
da Floérida sdao compostas por quatro morfoespécies depositadas sob o taxon B.
exustus. Posteriormente, Lee e O Foighil (2005) amostraram 22 pontos na Bacia do
Caribe e procederam com analises moleculares para um gene mitocondrial (COI) e

dois nucleares, a subunidade ribossémica maior (28S) e espagador transcrito interno
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(ITS1). Os resultados mostraram que na bacia caribenha o taxon B. exustus é
composto por cinco morfoespécies, que parecem ser o produto de uma longa
histéria evolutiva regional. Bennett et al. (2011) coletaram espécies reconhecidas
como B. exustus em manguezais e pareddes de concreto na Florida Keys (EUA) e
usaram o gene mitocondrial (COIl) e o espagador transcrito interno (ITS-2) nas
analises moleculares para identificagdo de espécies. Os autores revelaram
diferentes populagdes de uma unica espécie em Long Key, na Florida.

Trovant et al. (2013) amostraram nove localidades do Uruguai e Argentina e
usaram genes mitocondriais e nucleares (COI, 28S rDNA e ITS1) para realizar a
distingao entre as espécies, relagdes filogenéticas e biogeografia de Brachidontes.
Os resultados confirmaram a ocorréncia de trés espécies no sudoeste do Atlantico:
Brachidontes darwinianus, B. rodriguezii e B. purpuratus. Trovant et al. (2014)
estudaram populagdes de Brachidontes no sul da América do Sul (Argentina e
Chile), a partir das sequéncias de dois marcadores nucleares (28S e 18S) e um
mitocondrial (COIl) para inferir as relagbes filogenéticas entre espécies de
Brachidontes da costa do Atlantico e do Pacifico. Os resultados mostraram que B.
rodriguezii e B. granulatus ocorrem no sul do Atlantico Ocidental e a espécie B.
purpuratus (sinonimia de Perumytilus purpuratus) tem ampla distribuicdo do extremo
sul da costa do Atlantico ao longo da costa do Pacifico, do Chile até o Norte do Peru.
Mais tarde, Trovant et al. (2016) analisaram espécimes de Brachidontes em nove
localidades distribuidas na costa do Brasil a partir da Bahia (~14°S) até Montevidéu
no Uruguai, através de dois genes nucleares (18S e 28S rDNA) e um gene
mitocondrial (MtDNA COlI) para esclarecer as relagdes filogeograficas e filogenéticas
entre os mexilhdes. Os resultados revelaram quatro espécies ao longo da costa da
América do Sul: Brachidontes solisianus, B. darwinianus, B. rodriguezii € Perumytilus
purpuratus. Esta ultima, como citado anteriomente, € a unica espécie do género
Brachidontes encontrada nas aguas frias e temperadas do sul da América do Sul (ou
seja, ao Sul de 41 °S), também é encontrado no Oceano Pacifico ao longo da costa
do Chile e até o norte do Peru.

Apesar dos resultados alcangados por estudos moleculares na identificagcao
de espécies do género Brachidontes, a existéncia de morfoespécies colocadas
sobre o taxon B. exustus sugeridos por Lee e O Foighil (2004, 2005) pode encobrir
novas espécies no grupo. Nesses casos, em que a abordagem morfolégica ou

molecular exclusivamente nao é suficiente para a identificacdo de espécies, mas a
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combinagdo das analises morfométricas classicas com analises moleculares pode
ser mais apropriada. Com essa abordagem, quando a morfologia ndo é informativa
na identificacdo de espécies, os dados moleculares podem permitir esta distincéo
(NYGREN, 2014).

O trabalho de Goto et al. (2011) foi o Unico com Brachidontes que utilizou uma
abordagem morfoldgica, juntamente com os dados genéticos. Os autores estudaram
amostras de Brachidontes de nove lagos marinhos nas ilhas Palau no Oceano
Pacifico Ocidental, usando o COIl como marcador mitocondrial e o 18S como
marcador nuclear. Os resultados das analises morfolégicas foram apoiados pelas
analises genéticas do COI e revelaram trés diferentes morfoespécies diferenciadas
umas das outras ao nivel de espécie. Estudos que combinaram a abordagem
morfoldgica, juntamente com a molecular, foram conduzidos com outros géneros de
mitilideos por Trucco (2001) com o complexo Mytilus edulis, no Atlantico Sudoeste, e
por Duarte et al. (2018), que analisaram por dados morfoldgicos e marcadores
moleculares (aloenzimas) de populagdes do mexilhdo dourado, Limnoperna fortunei,
espécie invasora de agua doce na América do Sul.

Portanto, os trabalhos de sistematica molecular (combinados ou n&o a dados
morfométricos) feitos com espécies do género Brachidontes, no Atlantico Sul
Ocidental, basearam-se principalmente na regido do gene mitocondrial citocromo-c-
oxidase, subunidade | (COIl), por ter sido estabelecida como sequéncia para
"barcoding" (codigo de barras do DNA) de invertebrados (HEBERT et al., 2003). Um
estudo realizado por Bennett et al. (2014) utilizou o COl, juntamente com o marcador
16S, uma regidao do genoma altamente conservada. Entretanto, o estudo consistiu
na verificacdo de Dupla Heranga Parental (DUI) com amostragem limitada a um
unico espécime de B. exustus coletado em costdo da Praia da Madeira na Florida
(EUA). Apenas Liu et al. (2018) incluiram o marcador mitocondrial 16S, juntamente
com COI e trés nucleares (18S, 28S e histona H3), em seu estudo para inferir as
relagdes filogenéticas de 42 espécies de mitilideos, que incluiu somente B. variabilis,
uma espécie encontrada nos Oceanos indico e Pacifico Ocidental (TERRA-NOVA et
al., 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para o esclarecimento do status taxonémico de populagdes de
mexilhdes previamente identificados como Brachidontes exustus no Atlantico Sul

Ocidental, através de uma abordagem molecular e morfolégica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar geneticamente e determinar as distadncias genéticas de
exemplares de mexilndes registrados como Brachidontes distribuidos no

Atlantico Sul Ocidental, baseando-se numa analise em macroescala.

e Investigar possiveis diferencas morfométricas em populagbes de
Brachidontes distribuidas no Atlantico Sul Ocidental, baseando-se numa
analise em macroescala; e avaliar o potencial dessa analise como ferramenta

para a diferenciacdo das espécies encontradas com o estudo molecular.

e Caracterizar e avaliar a diversidade haplotipica nos genes do COIl e do 16S
rRNA para as populagdes de Brachidontes distribuidas no Atlantico Sul

Ocidental, baseando-se numa analise em macroescala.

e Disponibilizar os cbédigos de barra (barcodes) das populagcbes de
Brachidontes distribuidas no Atlantico Sul Ocidental, baseado-se numa

analise em macroescala, no sistema mundial Boldsystem de codigo de barras.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM E LOCAIS DE COLETA

Os mexilhbes do género Brachidontes foram coletados manualmente com
auxilio de uma espatula, sendo removidos de substratos duros da regiao entremarés
e preservados em etanol a 95%. No caso de amostras dos locais mais distantes, os
mexilhdes foram transportados em sacos tipo zip-loc contendo silica, o que permite
a preservagao do DNA (HOEZEL, 1998; CARVALHO e VIEIRA, 2000; CALAZANS et
al., 2017). Todas as amostras foram transportadas ao laboratdrio de Genética
Marinha do Instituto de Estudo do Mar Almirante Paulo Moreira (IEAPM), onde foram
mantidas em etanol a 95% ou armazenados a -20°C, até a caracterizacao
morfolégica e molecular.

Os mexilhdes do género Brachidontes utilizados neste estudo provém de cinco
localidades do Atlantico Sul Ocidental (Figura 1, Tabela 1), descritas a seguir:

1) Baia de Cartagena, Cartagena das indias, Colémbia. Amostras de
mexilhdes foram retiradas de raizes de Rhizophora mangle (mangue vermelho) em
manguezais localizados nesta baia. A Baia de Cartagena esta localizada na costa
norte da Colémbia, no Mar do Caribe (TOSIC et al.,, 2019), e corresponde a um
sistema estuarino, onde os manguezais ocupam uma proporgao significativa da
regiao (MERLANO e HEGEDUS, 1994). A area ¢ influenciada pelo escoamento de
agua doce do Rio Magdalena (RESTREPO et al., 2018), que produz variagéao
sazonal da salinidade entre 9,7 a 35,8 (média de 25) nas aguas superficiais da baia,
que apresenta temperatura média de 30°C (TOSIC et al., 2019).

2) Praia da Cacimba do Padre, ilha Fernando de Noronha (maior),
Arquipélago Fernando de Noronha. As amostras de mexilhdes do género
Brachidontes foram coletadas num costdo rochoso com exposi¢cao a agao das ondas
desta praia. A coleta foi realizada pela equipe do Prof. Dr. Carlos Eduardo Leite
Ferreira da Universidade Federal Fluminense, com autorizagdo concedida pela
Licenca SISBIO n° 41327-12. Este arquipélago é composto por 21 ilhas oceanicas
com 26 km? de area total, distante 545 km da cidade de Recife, capital do estado de
Pernambuco, ao qual pertence esse conjunto de ilhas (SILVA et al., 2018). Fernando
de Noronha apresenta clima tropical com temperatura média da superficie da agua
em torno de 28°C e salinidade préoxima de 36 (LEVY et al., 1995; SANTANA et al.,
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2018). A regido do arquipélago esta sob influéncia da Corrente Sul Equatorial
(cSEC), que flui no sentido leste-oeste da Africa para a costa do Brasil, paralelo ao
equador geografico (MOLINARI, 1983; TCHAMABI et al., 2017). A sSEC bifurca-se
na costa brasileira, entre 5° e 10°S, originando a Corrente Norte do Brasil, que se
desloca no sentido noroeste, e a Corrente do Brasil que flui na dire¢ao sul paralela a
costa durante todo o ano (MOLINARI, 1983; MATHEUS et al., 2019). A maioria das
espéecies marinhas encontradas em Fernando de Noronha sao comuns no Atlantico
Ocidental, principalmente da regido do Caribe (ESTON et al., 1986).

3) Baia de Todos os Santos, Salvador, Bahia. Os mexilhées foram coletados
de um muro de pedra junto a Base Naval de Aratu, localizada nas bordas da cidade.
A Baia de Todos os Santos € a segunda maior baia do Brasil com uma area de
1.233 km?, atras apenas da baia de Sao Marcos, no Maranh&o (CIRANO e LESSA,
2007). E uma baia de condicdes essencialmente marinhas com temperatura média
da agua de 25 °C e salinidade em torno de 36, que diminui gradativamente para o
interior da baia até valores préximos a 30 (MIRANDA et al., 2011). Regibes
estuarinas estdo concentradas nas areas proximas aos rios Paraguagu, Subaé e
Jaguaripe que apresentam as maiores contribuicbes de agua doce a esta baia
(HATJE e ANDRADE, 2009). Esta baia possui também uma rica diversidade em
ecossistemas. Entre eles estdo os recifes de corais, planicies de maré e
manguezais. Estas areas de manguezais ocupam aproximadamente 160 km?
principalmente na porgéo norte interna da baia, na llha de Itaparica e na enseada de
Aratu (BARROS et al., 2012).

4) Praia do Pontal, Arraial do Cabo, Rio de Janeiro. A coleta dos mexilhdes
(Autorizagdo SISBIO n°® 55461-1) foi realizada num costao rochoso protegido contra
a acgao direta das ondas, que possui declividade suave (canal) (CORREAL, 2011). O
costao é adjacente a um canal eutrofizado, na area da desembocadura, com agua
de coloragdo escura (CORREAL, 2011), temperaturas entre 22,7°C a 23,1°C e
salinidade que varia de 28,7, na baixamar, e 36,8 na preamar (QUINTANILHA,
2017).

5) Praia dos Anjos, Arraial do Cabo, Rio de Janeiro. Os mexilhdes foram
recolhidos de um costdo rochoso exposto a agao direta das ondas, no flanco sul
desta praia (mar). A Praia dos Anjos esta localizada na Enseada dos Anjos, onde
observa-se um porto e uma marina (flanco norte) e um enrocamento de protegéo

contra a erosao das ondas (flanco sul), construido pelo IEAPM (SAVI, 2007). Em
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ambos os flancos da praia, os mexilhdes sdao dominantes na zona entre marés dos
costdes rochosos (MONTEIRO-RIBAS et al., 2006; SILVA e COUTINHO, 2007). A

area é influenciada pelo fenbmeno da ressurgéncia, que € o afloramento de massas

de aguas profundas frias (18 °C) ricas em nutrientes e salinidade que varia em torno
de 35 (VALENTIN; et al., 1987; VALENTIN, 2001; COELHO-SOUZA et al., 2012).
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Figura 1 - Areas de coleta dos espécimes registrados como Brachidontes exustus no

Atlantico Sul Ocidental.

Tabela 1 - Locais, data e caracteristicas do local de coleta de mexilhdes do género

Brachidontes e (N) numero de espécimes.

Coordenadas ‘ -
Local (GPS) Data N  Area da coleta Salinidade
Baia de Cartagena, Cartagena 10°23'58”N;
das indias, Colombia 75°30'51"0 04/06/2013 48 Manguezal 9,7-35,8
Praia da Cacimba do Padre, 3"50’57"S; Costao de ilha
Fernando de Noronha 32726'2070 18/10/2016 75 oceanica 35-36
ga:a %e Todos os Santos, 12°48'S: 17/07/2015 48 Estuario 30-36
Praia do Pontal, Arraial do 22°57'58”'S;
Cabo 42°01'40"0 15/11/2016 75 Foz de Canal 28-36
Praia dos Anjos, Arraial do 22°57°S; 15/11/2016 48 Costdo marinho  34-36

Cabo

42°01"0
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3.2 CARACTERIZAGAO MOLECULAR E DIFERENCIACAO GENETICA DE

Brachidontes

As anadlises genético-moleculares foram iniciadas no Laboratério de Genética
Marinha (LABGEM) do IEAPM, Arraial do Cabo, RJ e continuadas, em sua maior
parte, no Laboratério de Biologia Molecular do Instituto de Biodiversidade e
Sustentabilidade - NUPEM da UFRJ, Macaé, RJ.

3.2.1 Extracdo do DNA total

A caracterizagdo genético-molecular foi iniciada com o processamento das
partes moles de cada espécime que foram acondicionadas em microtubos de 1,5 mL
e armazenadas a -20°C. O musculo adutor posterior foi utilizado para a extracdo do
DNA, mas eventualmente foi necessario extrair também de outros tecidos, como o
manto, em individuos de menor tamanho. O DNA total dos mexilhdes foi extraido
seguindo dois protocolos diferentes: 1) kit comercial Wizard Promega, de acordo
com as instrugdes do fabricante; 2) protocolo Fenol/Cloroférmio/Proteinase-k
(SAMBROOK et al., 1989; HOETZEL, 1998). Seguindo este protocolo, o tecido do
musculo foi macerado em 700 uL de tampao de lise (25mM de EDTA, 50 mM Tris-
HCL, 1% de SDS) em microtubo de 1,5 mL, foram adicionados 50 pL de proteinase-
K (10 mg/mL) e, apds agitagao, foi incubada a amostra a 55°C por 4 horas. A seguir,
foi realizada uma lavagem com 700 uL de solugao PCI (25: 24: 1, fenol: cloroférmio:
alcool isoamilico. A fase superior aquosa foi retirada e transferida para um novo
microtubo apos 10 min de agitagdo e 5 min de centrifugacdo a 12.500g. A esta
lavagem, seguiram duas lavagens de 500-400 pyL de cloroférmio/alcool isoamilico
(24: 1), seguindo o mesmo procedimento realizado para o PCI. Finalmente, o DNA
foi precipitado, adicionando etanol absoluto gelado no dobro de volume a ultima fase
aquosa, a qual foi incubada durante a noite a -20°C. No dia seguinte, apds a
centrifugacédo por 10 min a 12.500g em 16°C, o pellet foi seco a temperatura
ambiente, ressuspendido com 120 uL de TE (1mM Tris HCI; 0,5 mM EDTA; pH 7,4)
e armazenados a -20°C. A qualidade do DNA extraido foi avaliada apds 30 min de
eletroforese horizontal em gel de agarose 0,8% em tampao TEB 1X (Tris 0,09M;
Borato 0,09 M; EDTA 2 mM) a 80 mA, seguido de visualizagdo em transiluminador

com o corante fluorescente Unisafe.
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3.2.2 Amplificagao do DNA

A andlise genética, nesse estudo, foi baseada em dois marcadores
moleculares do genoma mitocondrial (mtDNA): gene do citocromo-c-oxidade (COl) e
gene do RNA ribossomal, subunidade maior (16S). A amplificacdo das regides de
interesse foi realizada através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando
oligonucleotideos (primers) universais para invertebrados descritos por PALUMBI et
al. (1991) e FOLMER et al. (1994), como descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Primers utilizados para amplificacdo dos marcadores 16S e COI.

Gene Primers Sequéncia (5’ - 3) agr?rrgi.n(hpob) Referéncia

16S AR CGCCTGTTTATCAAAAACAT 540 Palumbi et al., 1991
BR CCGGTCTGAACTCAGATCACGT

COlI  LCOI1490 TAAACTTCAGGGTGAAAAAATCA 660 Folmer et al., 1994

HCO 2198 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG

(16S) gene do RNA ribossomal, subunidade maior; (CO/) gene do citocromo-c-oxidase.

A reacao de PCR foi montada de acordo com os componentes e quantidades
especificadas na Tabela 3 e foi submetida aos seguintes ciclos de temperatura no
termociclador de gradiente, modelo Gradient Mastercycler da empresa Eppendorf: 1
ciclo de 4 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a cada temperatura de 92°C, 52°C e 72°C;
1 ciclo de extenséo final de 7 min a 72°C. Para cada reacgao foi incluido um controle
negativo na amplificacdo contendo todos os reagentes menos o DNA, com a
finalidade de detectar possiveis contaminagoes.

Os produtos de PCR, juntamente com os controles negativos, foram
verificados quanto a amplificagdo e tamanho dos fragmentos amplificados. Isto foi
realizado submetendo os produtos a 25 min de eletroforese em gel de agarose 1%,
seguido de coloragao fluorescente com Brometo de Etidio ou Unisafe e visualizagao
em transiluminador com luz ultravioleta (254 nm). As imagens foram digitalizadas em
fotodocumentador. O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado pela
comparagao com padrdes de 100 pb e o Puc19 (marcador padrdo produzido no
Laboratdrio de Bioquimica do NUPEM/UFRJ).
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Tabela 3 - Componentes utilizados na PCR, volumes utilizados para uma reagao e
concentracido das solucdes estoque.

Componentes da reagao Volume para uma reagao (uL) Concentragao do estoque
H20 ultrapura 15,33

Tampao da DNA polimerase 2,50 5x
MgCl2 3,00 25 mM
dNTPs 0,24 100 uM
Triton-X-100 0,03 100 %
Primer Senso 0,10 100 uM
Primer anti-senso 0,10 100 uM
Taq DNA polimerase 0,20 10 U/uL
Total do Master Mix 24,00

DNA extraido 1,00

Volume final 25,00

3.2.3 Sequenciamento, edi¢cao e analise das sequéncias

Uma vez constatada a amplificacdo de produto préximo do tamanho esperado
(Tabela 2), estes foram enviados diretamente para sequenciar ou foram purificados
previamente utilizando o kit Wizard da empresa Promega, seguindo o protocolo
fornecido pelo fabricante. Os produtos de PCR foram enviados primeiramente para
sequenciar no Laboratério de Genética da Universidade Federal de Pernambuco, PE
e posteriormente, em sua maior parte, na empresa Macrogen, localizada em Seul,
Coreia do Sul. As sequéncias foram editadas utilizando o programa Chromas Pro, v.
2.1.8. A seguir, estas foram submetidas a ferramenta online Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST, https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?LINK LOC=blasthome&
PAGE TYPE=BlastSearch&PROGRAM=blastn) do National Center for

Biotechnology Information (NCBI, https://www.ncbi.nim.nih.gov/) para verificar se

estes fragmentos eram a regiao do gene esperada.

3.2.4 Desenho de primers

Devido a falha na amplificacdo dos exemplares da populacéo de Fernando de
Noronha para o gene do COIl, foi necessario o desenho de primers para outras
espécies de Brachidontes e de variantes de Brachidontes exustus do Atlantico Sul.

As sequéncias utilizadas foram obtidas do GenBank e se encontram listadas na
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Tabela 4. Estas sequéncias foram alinhadas com a ferramenta online Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e desenhados primers. Estes primers

foram avaliados pela ferramenta online IDT Primer Design

(https://www.idtdna.com/site/account/login?returnurl=%2Fprimerquest) e a partir

disso, foram selecionados os melhores primers para prosseguir com a amplificacéo
do gene do COlI.

Tabela 4 - Sequéncias de DNA do GenBank utilizadas para o desenho de primers
para outras espécies e variantes de Brachidontes do Atlantico Sul.

Espécie Local Acesso GenBank
B. puniceus llha de S&o Vicente, Calhau, Cabo Verde. HM999789.1 (1)
B. exustus Leste da Flérida, Estados Unidos. KX713447.1 (2)
B. exustus Layton (Florida Keys), Flérida, Estados Unidos. MH012212.1 (3)

(1) CUNHA et al., 2011; (2) COMBOSCH et al., 2016; (3) METZGER et al., 2018.

3.2.5 Identificacdo e caracterizacdo molecular das populagbes de Brachidontes

estudadas

As sequéncias das populacdes de Brachidontes estudadas tiveram uma
indicagao de seu status especifico quando estas foram submetidas a comparagao
com sequéncias depositadas no GenBank, através da ferramenta online BLAST.
Estas comparacdes foram realizadas tanto para as sequéncias correspondentes ao
gene do 16S quanto ao do COI. No entanto, devido a existéncia de alguns registros
errados ou incompletos no GenBank, se procedeu a constru¢gdo de redes de
haplétipos, que permitem relacionar as diferentes populagdes mostrando as
unidades mais proximas e as mais distantes. Foram incluidas em algumas redes as
sequéncias de espécies ou variantes candidatas a representar as populacdes de
Brachidontes aqui estudadas. As redes de haplotipos foram obtidas utilizando o
programa POPART (Population Analysis with Reticulate Trees)

(http://popart.otago.ac.nz). Também foi construida uma arvore enraizada para o

gene do COlI, incluindo espécies de Brachidontes do Atlantico Sul, assim como B.
solisianus e Geukensia demissa como grupo externo. Foi utilizado o algoritmo

Maximum Likelihood para a construgcdo desta arvore, utilizando o programa MEGA
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7.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (https://www.megasoftware.net/). As
distancias genéticas p e Tamura-Nei foram obtidas pelo programa MEGA A distancia
p computa a proporcao de nucleotideos diferentes entre duas sequéncias, enquanto
o modelo de Tamura-Nei estima a distancia nucleotidica, considerando as taxas de

transicao e transversao.

3.3 IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E ANALISE MORFOMETRICA DE

Brachidontes

Os mexilhdes coletados passaram por um procedimento de limpeza das
conchas no laboratério de processamento de materiais biolégicos do IEAPM, onde
tiveram as partes moles removidas para as analises moleculares. Apos limpeza,
cada mexilhdo foi examinado com a ajuda de um microscopio estereoscopico no
Laboratério de Microscopia do IEAPM e identificados até a espécie pelos caracteres
morfolégicos da concha de acordo com (AVELAR e NARCHI, 1984a, 1984b;
RIOS,1994). Alguns aspectos da morfologia externa e forma da concha foram
considerados para a identificagdo: disposicdo predominante das estrias, desgaste do
periostraco, angulo dorsal, posicdo do umbo e concavidade da margem ventral. A
valva esquerda de um representante de cada uma das localidades amostradas foi
fotografada, usando microscopio estereoscépico Leica, modelo M205 FA, no
Laboratério de Imagens do NUPEM/UFRJ (Figura 2). Os espécimes utilizados neste
estudo serdao depositados na Colecao Cientifica de Moluscos do IEAPM. De acordo
com a literatura atual, os representantes de Cartagena, Salvador e Fernando de
Noronha foram identificados por Rios (1994) e Meza et al. (2008) e da foz do canal
em Arraial do Cabo por Quintanilha (2017) (Figura 2) que correspondem a
Brachidontes exustus. Na quinta localidade, no costdo rochoso marinho, foi coletado
Brachidontes (=Mytilaster) solisianus (MONTEIRO-RIBAS et al., 2006; SILVA e
COUTINHO, 2007) (Figura 2) por coexistir em algumas areas com o mexilhdo do
canal e para comparagao genética devido a possiveis identificagbes duvidosas para
a espécie no GenBank (GARCIA-SOUTO et al., 2017).

As analises morfométricas foram realizadas para todos os espécimes de
Brachidontes. Foram escolhidas cinco dimensdes lineares ja adotadas em estudos
anteriores de Brachidontes (NALESSO, 1988; AGUIRRE et al., 2006; GOTO et al.,

2011): comprimento total (C), altura (A), largura (L), comprimento anterior (CAD) e
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posterior (CPD) dorsal (Figura 2 e Tabela 5). Estas dimensdes foram medidas na
valva esquerda de cada mexilhdo com auxilio de um paquimetro digital MT-00855

Uyustools Profissional com precisado de 0,01mm, como mostra a Figura 3.

Figura 2 - Valva esquerda de Brachidontes dos diferentes locais de coleta: (A)
Cartagena, (B) Salvador, (C) Fernando de Noronha, (D) Arraial do Cabo (Costao
marinho) e (E) Arraial do Cabo (Foz do canal).

Com a finalidade de eliminar o efeito do tamanho dos individuos na
comparagao entre populagdbes de uma mesma dimensao linear, foi necessario
estabelecer medidas relativas ao comprimento do individuo, desta forma as variaveis
de altura, largura, CAD e CPD foram transformadas dividindo os valores pelos
respectivos comprimentos da concha. Estes valores relativos (A/C, L/C, CAD/C e
CPD/C) foram utilizados para prosseguir com a analise morfométrica. As novas
variaveis foram avaliadas quanto a sua normalidade pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. A seguir, uma Analise Discriminante Canénica (ADC) foi realizada para
obter as combinacdes das novas variaveis como fatores multivariados. Todas as
analises estatisticas foram realizadas com o uso do programa STATISTICA for
Windows, v.7.0, Statsoft Inc.
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Figura 3 - Representacdo esquematica das dimensdes lineares da concha em
Brachidontes spp. (C) comprimento, (A) altura, (L) largura, (CAD) comprimento
Anterior Dorsal e (CPD) comprimento posterior dorsal).

Tabela 5 - Paradmetros morfolégicos utilizados nas analises morfométricas de
Brachidontes coletados em Cartagena, Fernando de Noronha, Salvador e Arraial do

Cabo.

Parametro

Abreviatura

Descri¢cao

Comprimento

Altura

Largura
Comprimento
anterior dorsal

Comprimento
posterior dorsal

C
A

CAD

CPD

Distancia maxima entre o umbo e regido posterior da concha.

Distdncia maxima entre a margem dorsal e a margem ventral
da concha.

Distancia maxima entre as duas valvas.

Distancia maxima entre o umbo até o vértice do angulo dorsal.

Distancia maxima entre o vértice do angulo dorsal e a margem
posterior da concha.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZAGAO GENETICO-MOLECULAR DAS POPULAGOES DE
Brachidontes ESTUDADAS BASEADAS NOS GENES DO 16S rRNA E DO COl

A caracterizagdo molecular das populagbes estudadas foi possivel com os

genes do 16S rRNA e do COI, como descrito a seguir.

4.1.1 REGIAO DO GENE DO 16S rRNA EM Brachidontes

A amplificacdo do gene mitocondrial do 16S rRNA foi eficiente, utilizando os
primers AR/BR descritos por Palumbi et al. (1991), obtendo-se uma regido de
tamanho entre 484-540 pb para os mexilhdes das populagdes estudadas (Tabela 6).

Foram obtidas 62 sequéncias parciais do gene mitocondrial do 16S rRNA,
sendo 10 de mexilhdes de Cartagena, 22 de Fernando de Noronha, 10 de Salvador,
10 de Arraial do Cabo (canal) e 10 Arraial do Cabo (mar), estes ultimos
correspondentes a espécie B. solisianus. Quando alinhadas as sequéncias de 492
pb obtidas, foram registrados 373 sitios conservados e 119 sitios variaveis. Estes
sitios variaveis determinaram 14 haplétipos diferentes, sendo 3 de Cartagena (CT-
H1-3), 2 de Fernando de Noronha (FN-H1-2), 3 de Salvador (SV-H1-3), 4 de Arraial
do Cabo (Canal, AR-H1-4) e 2 de Arraial do Cabo (Mar, AC-H1-2). Os haplétipos
mais frequentes de cada populagdo, denominados de H1, junto com os haplétipos

menos frequentes, sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 6 - Tamanhos dos fragmentos obtidos de mexilhdes Brachidontes para os
genes do 16S rRNA e do COI.

Populagao 16S Ccol

Primer  Fragmento (pb) N Primer Fragmento (pb) N
Cartagena AR/BR 484 10 LCOI/HCOI 661 3
Fernando de Noronha AR/BR 486 22  Bpun-F/Bpun-R 464 15
Salvador AR/BR 484 10 LCOI/HCOI 661 10
Arraial do Cabo (Canal) AR/BR 492 10 LCOI/HCOI 661 7

Arraial do Cabo (Mar) AR/BR 540 10 LCOI/HCOI 467 1
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Tabela 7 - Haploétipos do gene do 16S rRNA em Brachidontes e suas frequéncias
nas localidades estudadas.

Frequéncia
Local Haplétipos Cdédigo dos mexilhdes dos
haplétipos
Cartagena CT-H1 DC1-2, DC4-6, DC8, DC10 0,700
(N=10) CT-H2 DC3, DC7 0,200
CT-H3 DC9 0,100
Fernando de Noronha FN-H1 FD2-9, FD11-13, FD15, FD57, FD260- 0,954
(N=22) 264, FD266-267, FD269
FN-H2 FD265 0,045
Salvador SV-H1 SD1, SD3, SD5-8 0,600
(N=10) SV-H2 SD2, SD4, SD9 0,300
SV-H3 SD10 0,100
Arraial do Cabo (Canal) AR-H1 DA3-5, DA7, DA10 0,700
(N=10) AR-H2 DA1 0,100
AR-H3 DA2 0,100
AR-H4 DA6 0,100
Arraial do Cabo (Mar) AC-H1 ACS1, ACS3 0,900
(N=10) AC-H2 ACS2 0,100

Ao comparar as sequéncias do 16S provenientes de mexilhdes das diferentes
populagdes de Brachidontes estudadas com as depositadas no GenBank, obteve-se
que as sequéncias dos mexilhdes de Cartagena e Salvador mostraram como
maximo 94,07% de similaridade, numa cobertura de 99% de sua sequéncia, com B.
exustus, variedade encontrada na praia Madeira da Florida (Acesso GenBank
KM233636; BENNETT et al., 2011). As sequéncias dos mexilhdes de Fernando de
Noronha mostraram como maximo 86,61% (cobertura de 100%) de similaridade com
B. mutabilis (= Hormomya sinensis; Acesso GenBank KY081315.1; LIU et al., 2018).
As sequéncias dos mexilhdes de Arraial do Cabo (canal) mostraram um maximo de
84,53% (cobertura de 100%) de similaridade com B. variabilis (Acesso GenBank
KY081313.1; LIU et al., 2018) e os marinhos da mesma localidade (B. solisianus)
mostraram 99,53% (cobertura de 100%) de similaridade com uma sequéncia
erroneamente registrada como Perna perna (Acesso GenBank KM655841.1;
ULIANO-SILVA et al.,, 2015), a qual corresponde a espécie Mytilaster

(=Brachidontes) solisianus (TROVANT et al., 2016), erro previamente identificado
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por Garcia-Souto et al. (2017). Esta sequéncia mostrou 90,95% de similaridade
(cobertura de 80%) com B. pharaonis (Acesso GenBank DQ833530.1; TERRANOVA
et al., 2007). Devido a falta de sequéncias do gene 16S das diferentes espécies de
Brachidontes no GenBank, nao foi possivel confirmar as espécies as quais as
populagdes estudadas correspondem, com a exceg¢ao de B. solisianus. No entanto,
com a rede de haplétipos obtida a partir dos mexilhdes das diferentes populagdes,
foi possivel identificar as populagdes que pertencem a mesma espécie, como é o
caso de Cartagena e Salvador, que inclusive compartiiham seus haplétipos mais
frequentes (Figura 4. ) e mostram uma distancia extremamente baixa 0,002 + 0,001).
Considerando a populagédo de Cartagena e de Salvador como um mesmo grupo, as
diferentes populag¢des estudadas estido separadas por muitos passos evolutivos,
mostrando distancias entre 0,154 — 0,167 (Figura 5, Tabela 8), ressaltando que a
espécie marinha de Arraial do Cabo coletada nos costbes rochosos da Praia dos
Anjos corresponde a B. solisianus, recentemente transferida para o género
Mytilaster (TROVANT et al., 2016).

10
Armosiras
@ Canagena
@ Femanda de Nononha
) Sakvador ; 3 AR-H1
@ Auraiad do Cab (Canal)

| @ Adraind do Caba (Mar) |

AR-HZ

AR-HIH4

Figura 4 - Rede de haplétipos do 716S correspondentes a mexilhdes de diferentes
populacdes de Brachidontes do Atlantico Sul Ocidental, mostrando a posi¢céo dos
haplétipos mais frequentes de cada grupo. Os haplétipos AC-H1/H2 correspondem a
espécie Brachidontes (= Mytilaster) solisianus.
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Na arvore filogenética (Figura 5), se observa um agrupamento semelhante ao
da rede de haplétipos da Figura 4, onde as populag¢des de Cartagena e Salvador séo
agrupadas num mesmo clado, confirmando com a baixa distancia observada entre
estas populagbes (Tabela 8). A espécie B. solisianus (Arraial do Cabo-Mar) se
mostrou mais proxima das populagcdes de Cartagena e Salvador do que das
populacdes de Fernando de Noronha e de Arraial do Cabo do Canal (Figura 5 e
Tabela 8).

CT-H11 Cartagena

SV-H1 }
sy | oalador

CT-H3
5ol crp ] Cartagena

SV-H2 1 Salvador
] Arraial do Cabo - Mar

100

0,088

0,018

100 AC-H
0,066 | AC-H2
100 e-ht

71 0,052 L EN-H2 } Fernando de Noronha

71, AR-H4

100!_{ AR-H3
AR-H1

AR-H2

0,027

Arraial do Cabo - Canal

0,081

——

0,02

B

Figura 5 - Arvore filogenética de maxima probabilidade (Maximum Likelihood -
distdncia Tamura-Nei) utilizando os haplétipos do 16S correspondentes a mexilhdes
de diferentes populagdes de Brachidontes do Atlantico Sul Ocidental. Os haplétipos
AC-H1/H2 correspondem a espécie Brachidontes (= Mytilaster) solisianus.

Tabela 8 - Distancia nucleotidica e erro padrao entre pares de populacbes de
Brachidontes do Atlantico Sul Ocidental avaliados sobre 442 pb (regides com
delecbes excluidas). Distancia-P (abaixo da diagonal) e distancia de Tamura-Nei
(sobre a diagonal).

FN AR AC SV CT
FN o 0.139+ 0.019 0.147,+ 0.020 0.166+ 0.020 0.167 + 0.020
AR 0,124 £ 0,015 i 0.180+ 0.022 0.163+ 0.021 0.164 = 0.021
AC 0,132+ 0,015 0,157 £ 0,016 e 0.154 + 0.020 0.154 = 0.020
SV 0,148 £ 0,015 0,145+ 0,016 0,138 £ 0,015 e 0.002 + 0.001
CT 0,149 £ 0,015 0,146 £ 0,016 0,138 £ 0,015 0,002 + 0,001 i
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4.1.2 ANALISE GENETICA DA REGIAO DO COI

As amplificagdes do gene mitocondrial CO/ foram eficientes utilizando os
primers de Folmer et al. (1994) para os mexilhbes das populagdes de Cartagena,
Salvador e Arraial do Cabo, gerando fragmentos de tamanhos entre 467-661
(Tabela 6). Os mexilhdes de Fernando de Noronha foram amplificados somente com
o par de primers especificamente desenhados para B. puniceus, Bpun-F (cac cca
ggt aac ttt ttg tt) e Bpun-R (cag cat agt aat acc tcc ag). No entanto, obteve-se um
fragmento menor ao conseguido para as outras populagdes, devido aos primers
terem sido desenhados de uma regido interna do fragmento amplificado pelos
primers de Folmer. Foram obtidas em total 37 sequéncias para o gene mitocondrial
COlI, como mostra a Tabela 9, sendo que a sequéncia de B. solisianus (AC-H1)
somente foi obtida para comparagdo com a outra espécie de Arraial do Cabo, que
em algumas areas co-existem. A comparagdao das populacbes estudadas foi
possivel para um fragmento de 425 pb, mostrando apds o alinhamento, 220 sitios
conservados e 205 sitios polimorficos. Os sitios polimérficos determinaram 16
haplétipos: 3 de Cartagena (CT-CH1-CH3), 5 de Fernando de Noronha (FN-CH1-5),
5 de Salvador (SV-CH1-5) e 3 de Arraial do Cabo (Canal). As frequéncias dos
haplétipos mais frequentes, denominados de CH1, e os de menor frequéncia nas
diferentes populag¢des sdo apresentados na Tabela 9.

A comparacao das sequéncias obtidas das diferentes populagdes estudadas
com sequéncias de Brachidontes depositadas no GenBank mostraram que os
mexilhdes de Salvador e Cartagena tem 100% (98% cobertura) de identidade com
Brachidontes exustus (KY454042.1, GARCIA-SOUTO et al. 2017; AY621861.1, LEE
E O FOIGHIL, 2005). As sequéncias dos mexilhdes de Fernando de Noronha
mostraram similaridade de 96,41% (100% cobertura) com um clado bem
diferenciado, clado B das Bahamas, do complexo de espécies de Brachidontes
exustus (LEE E O FOIGHIL, 2005) e mostrou 94,30% (100% cobertura) com
Brachidontes puniceus, espécie encontrada em Cabo Verde (CUNHA et al., 2011).
Os individuos de Arraial do Cabo (Canal) mostraram 100% (90% cobertura) de
similaridade com Brachidontes darwinianus (KT318212.1, TROVANT et al., 2016). A
sequéncia de B. solisianus mostrou similaridade com o registro errbneo de Perna
perna (KM655841.1, ULIANO-SILVA et al., 2015) que corresponde a B. solisianus; e



44

como esperado mostrou 100% (82% cobertura) de similaridade com esta ultima
espécie (KT318262.1, TROVANT et al., 2016).

Tabela 9 - Haplétipos do gene COIl em Brachidontes e suas frequéncias nas
localidades estudadas.

Populagao Haploétipos Cadigo Individuos Frequéncia
Cartagena CT-CH1 Brachi7 0,333
(N=3) CT-CH2 Brachi43 0,333
CT-CH3 Brachi46 0,333
Fernando de Noronha FN-CH1 FD220-222, FD224-227, 0,733
(N = 15) FD 253, FD255-257
FN-CH2 FD259 0,067
FN-CH3 FD254 0,067
FN-CH4 FD223 0,067
FN-CH5 FD258 0,067
Salvador SV-CH1 Brachi12, 58, 61, 144, 158 0,500
(N =10) SV-CH2 Brachi149, 153f 0,200
SV-CH3 Brachi151 0,100
SV-CH4 Brachi62 0,100
SV-CH5 Brachi60 0,100
Arraial do Cabo (Canal) AR-CH1 Brachi50f, 52, 54, 57, 0,625
(N = 8) DA195
AR-CH2 Brachi51f, DA198 0,250
AR-CH3 Brachi48 0,100
Arraial do Cabo (Mar) AC-CH1 SL18 -

(N=1)

A rede de haplétipos construida com as sequéncias parciais do CO/ de
Brachidontes dos locais analisados (Figura 6) mostra a proximidade dos haplétipos
de Cartagena e Salvador que determinou uma distancia extremamente baixa entre
eles de 0,004 + 0,002 (Tabela 11). Este grupo mostrou distdncias médias elevadas
com os mexilhdes de Fernando de Noronha (0,208 + 0,023) e de Arraial do Cabo
(0,250 = 0,027); e estes ultimos mostraram uma distancia de 0,227 £ 0,025 (Tabela
11). Na Figura 7, também é possivel identificar a posicdo do haplétipo mais comum
de cada grupo. A rede de haplétipos, que inclui as sequéncias de outros
Brachidontes do Atlantico Sul Ocidental obtidas do GenBank (Tabela 10), mostra a
proximidade das populagdes estudadas com determinadas espécies (Figura 7).

Assim podemos observar que Cartagena e Salvador ficam muito proximos da
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variedade 3 de B. exustus, encontrada em Miami, EUA, com a qual mostram uma
distancia de 0,005 + 0,002 (Tabela 11, Figura 7). A populacado de Arraial do Cabo
(canal) fica no mesmo grupo de B. darwinianus registrada para Montevidéu,
mostrando uma distédncia com esta de 0,006 + 0,003 (Tabela 11, Figura. 7). A
populacado de Fernando de Noronha, por sua vez, fica agrupada entre B. puniceus
de Cabo Verde e a variedade de Bahamas de B. exustus (Figura 7), mostrando uma
distancia de 0,063 + 0,011 e de 0,038 = 0,009, respectivamente. B. exustus
variedade Bahamas e B. puniceus mostram uma distancia de 0,068 + 0,012 (Tabela
11).

Tabela 10 - Sequéncias nucleotidicas da regidao do gene COI obtidas do GenBank e
utilizadas para determinar a proximidade das populagdes estudadas com outras
especies e variantes de Brachidontes do Atlantico Sul.

Espécie Local Acesso

B. rodriguezii Santa Clara del Mar, Buenos Aires, Argentina KC844454.1(1)
B. rodriguezii Mar del Plata, Argentina. KY454053.1 (2)
B. darwinianus Punta del Este, Uruguai. KC844414.1 (1)
B. puniceus llha de Sao Vicente, Calhau, Cabo Verde. HM999789.1 (4)
B. modiolus Long Key (marino), Flérida, Estados Unidos. AY621917.1 (5)
B. modiolus Caribe colombiano, Bolivar, Coldmbia. JN991296.1 (NP)
B. exustus Var B Haplétipo B, Bahamas AY621858.1 (5)
B. exustus Var1 Leste da Florida, Estados Unidos. KX713447.1 (3)
B. exustus Var2 Layton (Florida Keys), Flérida, Estados Unidos. MH012212.1 (6)
B. exustus Var3 Miami, Florida, KY454042.1 (2)
Geukensia Atlantico norte-ocidental, Estados Unidos. u56844.1 (7)
demissa

(1) TROVANT et al., 2013; (2) GARCIA-SOUTO et al., 2017; (3) COMBOSCH et al., 2016; (4) CUNHA
et al., 2011; (5) LEE E O FOIGHIL, 2004; (6) METZGER et al., 2018; (7) HOEH et al., 1998; (NP) néo
publicado. A espécie G. demissa foi utilizada nas andlises como grupo externo.
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Figura 6 - Rede de hapldétipos do COIl correspondentes a mexilhdes de diferentes
populagdes de Brachidontes do Atlantico Sul Ocidental, mostrando a posi¢éo dos
haplétipos mais frequentes de cada grupo.
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B. darwinianus -
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Fernando de Noronha (FN)
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Figura 7 - Rede de haplétipos do COI correspondentes a mexilhdes das populagdes estudadas de Brachidontes do Atlantico Sul
Ocidental, mostrando o posicionamento em relagdo a outras espécies, portanto suas divergéncias e similaridades com as diferentes
variantes de Brachidontes.
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Tabela 11 — Matriz de distancias com o erro padréo (SE) para o gene COI entre as populagdes estudadas, incluindo as sequéncias de
Brachidontes baixadas do GenBank. Abaixo da diagonal a distancia P + SE; acima da diagonal a distancia Tamura-Nei + SE.

CT sV Br AR

Be1 Bd Bp BeB FN Bm Br2 Be2 Be3 Gd

p—

CT
sV
Br
AR
Be1
Bd
Bp
BeB
FN
Bm
Br2
Be2
Be3
Gd

0,004+0,002

r—

0,266+0,028
0,266+0,028

Kk

0,249+0,027
0,251£0,027
0,277+0,028

e

0,004+0,002
0,219£0,018
0,205%0,017
0,024+0,018
0,203£0,018
0,184x0,018
0,184+0,017
0,178+0,017
0,180£0,017
0,135+0,015
0,140£0,015
0,004£0,002
0,241x0,018

0,218+0,018
0,206+0,017
0,245+0,018
0,204+0,018
0,182+0,018
0,183%0,017
0,176£0,017
0,181£0,017
0,135+0,015
0,138+0,015
0,005%0,003
0,243x0,018

0,22410,018
0,232+0,018
0,225+0,018
0,221%0,019
0,217+0,019
0,217£0,019
0,212+0,018
0,218+0,018
0,229+0,019
0,222+0,018
0,225+0,018

0,220+0,019
0,006+0,003
0,189£0,016
0,196+0,017
0,190£0,016
0,201+0,017
0,222+0,018
0,201+0,018
0,204£0,018
0,215£0,019

0,302+0,030
0,304+0,030
0,289+0,030
0,271£0,029

Kkkrk

0,245x0,027
0,247+0,027
0,280£0,029
0,006+0,003
0,272+0,029

Hkkkk

0,218+0,024
0,215£0,024
0,271£0,030
0,22910,025
0,282+0,031
0,226+0,025

—

0,217+0,024
0,216£0,024
0,267+0,029
0,240+0,027
0,286+0,029
0,23240,026
0,068+0,012

.

0,209+0,024
0,207+0,023
0,264+0,029
0,227+0,025
0,295+0,030
0,221+0,024
0,063+0,011
0,038+0,009

Fkkrk

0,212+0,022
0,213£0,023
0,258+0,029
0,246x0,027
0,241+0,026
0,238+0,027
0,201x0,024
0,191x0,023
0,205+0,023

P

0,153£0,019
0,152+0,019
0,266+0,028
0,282+0,030
0,297+0,031
0,273+0,029
0,224+0,025
0,207+0,024
0,223+0,025
0,131+0,018

-

0,162+0,021
0,160+0,021
0,282+0,029
0,246+0,028
0,296+0,030
0,243+0,028
0,223+0,026
0,208+0,024
0,197+0,023
0,251+0,028
0,242+0,026

.

0,004£0,002
0,006+0,003
0,27040,028
0,247:0,027
0,299+0,030
0,2440,027
0,2170,024
0,216+0,024
0,208+0,024
0,210£0,022
0,149£0,019
0,16120,021

Kk

0,298+0,030
0,301£0,030
0,27940,030
0,262+0,028
0,008+0,004
0,262+0,028
0,27520,030
0,279+0,028
0,288+0,029
0,247+0,027
0,307+0,031
0,295+0,030
0,29620,030

.

0,221+0,019
0,229+0,019
0,232+0,019
0,237+0,019
0,202+0,018
0,240+0,019
0,240+0,019
0,242+0,018 0,202+0,018 0,183+0,018

0,187+0,016
0,192+0,017
0,185+0,016
0,196+0,017
0,217+0,017
0,200£0,018

0,0630,011
0,059+0,010
0,171£0,017
0,187+0,018
0,187+0,018

0,037+0,008
0,164+0,017
0,177+0,018
0,177+0,018

0,174+0,017
0,187+0,018
0,169+0,018
0,1830,018 0,177+0,017 0,179+0,017 0,133%£0,015 0,1390,015
0,008+0,004 0,215+0,019 0,225:0,019 0,227+0,018 0,232+0,018 0,206+0,018 0,246+0,019 0,240+0,019 0,240+0,018

0,118+0,014

0,206+0,019 0,198+0,017

Legenda: CT = Cartagena; SV = Salvador; Br = B.

exustus variedade Bahamas; FN = Fernando de
variedade 3; Gd = G. demissa

rodriguezii; AC = Arraial do Cabo; Be1 = B. exustus variedade 1; Bd= B. darwinianus; Bp = B. puniceus; BeB = B.
Noronha; Bm = B. modiolus; Br2 = B. rodriguezii variedade2; Be2 = B. exustus variedade 2; Be3 = B. exustus
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A arvore filogenética reconstruida para o gene COIl para as populagbdes de

Brachidontes aqui estudadas e as obtidas do GenBank do Atlantico, mostrou

resultados congruentes com a rede de haplétipos, confirmando a proximidade de

Cartagena e Salvador e sua proximidade

com a variedade de Miami da espécie B.

exustus (Figura 8). Também, é confirmada a proximidade dos mexilhdes de

Fernando de Noronha a variedade das Bahamas de B. exustus, assim como a B.

puniceus, espécie encontrada apenas na ilha de Sdo Vicente em Calhau em Cabo

Verde (MORTON, 2012), constituindo estes trés grupos um clado independente

(Figura 8). Nesta arvore, também os espécimes de Arraial do Cabo (Canal) formam

um clado com B. darwinianus, da localidade de Punta Canario, Montevidéu, Uruguai

(Figura 8).
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4.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Foi avaliado um total de 240 espécimes de Brachidontes das localidades
estudadas de Cartagena, Fernando de Noronha, Salvador e Arraial do Cabo, cujos
tamanhos maximos e minimos, médias e desvios padrao sao especificados na
Tabela 12. A populacédo de Fernando de Noronha mostrou os menores tamanhos
meédios e Arraial do Cabo, os maiores tamanhos médios das populacdes estudadas
(Tabela 12).

Tabela 12 - Numero de individuos, faixas de tamanho, médias e desvio padrao das
populagcado de Brachidontes estudadas no Atlantico Sul Ocidental.

Populacao N Faixa de tamanho Média e desvio
(mm) Padréo
Cartagena 75 10,70 — 25,72 19,07 £ 3,10
Fernando de Noronha 75 5,25 - 15,58 11,01 £ 1,91
Salvador 45 5,78 — 31,20 18,60 + 5,76
Arraial do Cabo (Canal) 45 18,22 — 28,33 23,57 £ 2,60

Quanto a morfologia externa da concha, os mexilhdes estudados
apresentaram algumas diferengas, como descrito a seguir:

Os espécimes de Cartagena exibiram na margem dorsal das valvas o angulo
deslocado para a regiao anterior da concha, margem posterior arredondada e
margem ventral levemente céncava. O umbo terminal (localizado muito proximo a
margem anterior ventral da concha). O periostraco levemente desgastado de
coloragdo marrom acinzentado a amarelo escuro proximo a borda posterior. As
estrias do tipo radiais divergentes sobre toda a superficie da concha bem marcadas
na parte dorsal e posterior.

Os exemplares de Fernando de Noronha exibem o angulo dorsal numa
posicao aproximadamente equidistante dos extremos anterior e posterior da concha.
A margem posterior € arredondada e a concavidade na margem ventral € ausente. O
umbo terminal, relativamente préoximo da margem anterior ventral. O periostraco
conservado de coloragdo que varia entre marrom enegrecido, castanho-escuro e

castanho-claro em diregdo a margem anterior ventral. As estrias radiais sobre toda a
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superficie da concha com marcas concéntricas intensas e que se divergem em
direcdo a margem ventral.

Os individuos de Salvador apresentaram na margem dorsal das valvas angulo
suave deslocado para a regido anterior da concha, embora alguns exemplares
apresentem leve angulagdo; margem posterior arredondada e margem ventral
levemente céncava. O umbo esta relativamente préximo a margem anterior ventral
da concha. O periostraco intacto de cor amarelada levemente enegrecido na
proximidade do umbo, apesar de alguns individuos apresentarem a coloragao
amarronzada. As estrias radiais divergentes sobre toda a superficie da concha, séo
bem marcadas na parte dorsal e posterior.

Os exemplares do canal, em Arraial do Cabo, apresentam na margem dorsal
das valvas um angulo levemente deslocado para a regido posterior da concha e
concavidade na margem ventral. O umbo préximo esta a margem anterior ventral da
concha. O periostraco é levemente desgastado e tem cor marrom enegrecida por
toda a concha. As estrias radiais sao divergentes sobre toda a superficie da concha

€ sao mais evidentes na parte dorsal, posterior e anterior.

4.3 ANALISE MORFOMETRICA

A primeira analise discriminante (AD), a partir das variaveis relativas e para as
localidades estudas, mostrou-se significativa (Lambda de Wilks: 0,19902; F (12,632)
= 44,323; p<0,0000) e revelou que as variaveis de altura, largura e comprimento
dorsal anterior relativo foram significativamente informativas para a discriminagéo
dos grupos, nédo sendo significativo o comprimento dorsal posterior relativo (Tabela
13). A falta de significancia desta ultima variavel pode ser constatada também pela
baixa correlagdo desta variavel nas raizes canénicas (Tabela 14). Duas raizes
candnicas foram obtidas, com correlagdo candnica com os dados (variaveis) de

0,786, sendo ambas significativas (Tabela 15).
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Tabela 13 - Significancia das variaveis na discriminagdao morfolégica dos mexilhdes
das diferentes localidades estudadas (N=240).

Variaveis Lambda Lambda F-remocao p Tolerancia 1-Tolerancia
de Wilks parcial (3,239) (R-quadrado))
Alt/C 0,213446 0,932407 5,77526 0,898149  0,898149 0,101851
Lar/C 0,419186 0,474773  88,13277 0,000000  0,998292 0,001708
CAD/C 0,322676 0,616775  46,49981 0,000000  0,922013 0,077987
CPD/C 0,199398 0,998098 0,15183 0,928446  0,955896 0,044105

Em vermelho, as variaveis que foram significativas.

Tabela 14 - Correlagdes das variaveis relativas nas raizes canbnicas da analise
discriminante realizada a partir das variaveis relativas dos mexilhées das diferentes
localidades estudadas.

Variavel Raiz 1 Raiz 2

Alt/C 0,485959  -0,248163
Lar/C -0,776599 -0,586182
CAD/C 0,549553  -0,794894
CPD/C 0,036349 0,109842

Tabela 15 - Significancia das raizes candnicas e seus parametros obtidas da analise
discriminante das variaveis morfologicas relativas dos mexilhdes das diferentes
localidades estudadas. Teste Qui-quadrado com raizes removidas sucessivamente.

Raiz Valores R Lambda Qui- Graus de p
removida proprios Candnico Wilks quadrado liberdade

0 1,621593  0,786481  0,199036  389,0393 12 0,00
1 0,916477  0,691527  0,521791 156,7678 6 0,00

As maiores distancias (Mahalanobis) foram observadas entre os mexilhdes de
Fernando de Noronha e Cartagena e a menor distancia foi observada entre
Cartagena e Salvador (Tabela 16). A matriz de classificagdo mostra 76 % de
classificagdes corretas, onde os mexilhdes de Cartagena, Fernando de Noronha e
Arraial do Cabo foram classificados corretamente em mais de 80%, de acordo com
as fungdes candnicas. No entanto, Salvador mostrou uma porcentagem muito baixa,
de menos de 40% de classificagbes corretas (Tabela 17). A separagdo dos grupos,
no plano discriminante candnico, formado pelas raizes canénicas 1 e 2 (Figura. 9a),
mostra a proximidade de Salvador e Cartagena com uma ampla sobreposi¢ao, tanto
na primeira quanto na segunda raiz. Os mexilhdes de Arraial do Cabo, ainda que

mostrando uma certa sobreposicdo com os mexilhdes das outras localidades, numa
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posicao relativamente intermediaria sobre a primeira raiz, € claramente separado
sobre a segunda raiz. A populacdo de Fernando de Noronha mostra uma ampla
separagao em relagcdo as outras populagdes, considerando a primeira raiz, ainda
que apresente um certo grau de sobreposigdo nas proximidades dos outros grupos

(Figura. 9a).

Tabela 16 - Quadrado das Distancias de Mahalanobis entre os mexilhdes das
diferentes localidades estudadas com base nas caracteristicas morfolégicas
(variaveis relativas).

Populacao Cartagena F. Noronha Salvador Arraial do
Cabo (canal)

Cartagena -
F. Noronha 10,01076 P——

Salvador 1,72937 5.39059 kkkkkk ko k

Arraial do Cabo (canal) 8,71031 8,42258 3,010365 DE—

Tabela 17 - Matriz de classificacdo dos mexilhdes das diferentes localidades
estudadas de acordo com a analise discriminante. As classificacbes previstas
(colunas) e as observadas (linhas) com a porcentagem de acerto.

Populacao % Classificagdo  Cartagena F. Noronha Salvador Arraial do Cabo*
correta p=0,30488 p=0,30488 p=0,19512 p=0,19512

Cartagena 82,66666 62 2 9 2

F. Noronha 88,00000 4 66 1 4

Salvador 35,41667 18 5 17 8

Arraial do Cabo* 89,58334 0 2 3 43

Total 76,42277 84 75 30 57

* Espécimes coletados no canal da Praia do Pontal.
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Figura 9 - Plano discriminante canénico com a dispersao dos mexilhdes de acordo
com os parametros morfoldgicos definidos pelas raizes candnicas: a) das diferentes
localidades, b) das diferentes espécies de mexilhdes do género Brachidontes
estudados.

Agrupando os mexilhdes em seus respectivos grupos especificos, baseados
nos resultados moleculares, e nomeando a espécie diferenciada de Fernando de
Noronha como B. puniceus, também foi significativa a analise discriminante (Lambda
de Wilks: 0,24064; F (8,480) = 62,310; p < 0,0000) e com correlagdo candnica de
0,765. Foram significativas as mesmas variaveis que na analise anterior, ndo sendo
significativa a variavel relativa do comprimento dorsal posterior, e sendo
significativas ambas raizes. As fung¢des de classificacdo baseadas nas espécies
(Tabela 18) foram melhores preditoras que quando separadas por localidade, sendo
possivel uma classificagao correta em mais de 85% para as trés espécies (Tabela
19). No plano discriminante candnico também podem se diferenciar melhor os
grupos (Fig. 9b). Em B. puniceus e ressalta uma concha muito mais larga que as
outras espécies com angulo dorsal intermediario, quanto B. darwinianus mostra um
angulo dorsal desviado posteriormente e B. exustus um angulo dorsal desviado

anteriormente (Tabela 20).
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Tabela 18 - Fungdes de classificacdo segundo a analise discriminante canbnica para
cada espécie de Brachidontes estudada.

Variavel B. exustus B. puniceus B. darwinianus
p =0,50000 p =0,30488 p=0,19512
Alt/C 230,417 211,128 219,207
Lar/C 307,357 366,181 295,692
CAD/C 157,960 144,468 123,560
CPD/C 7,295 7173 7,840
Constante -183,934 -191,464 -152,714

Tabela 19 - Fun¢des de classificagdo segundo a analise discriminante canénica para
cada espécie de Brachidontes estudada. Classificacbes previstas (colunas),
classificagdes observadas (linhas) e porcentagem de classificacbes corretas.

Espécie % B. exustus B. puniceus B. darwinianus
Classificagao p =0,50000 p =0,30488 p=0,19512
correta
B. exustus 89,43089 110 4
B. puniceus 85,33334 7 64
B. darwinianus 87,50000 4 2 42
Total 87,80488 121 70 55

Tabela 20 - Caracteristicas diagndsticas das conchas nas espécies de Brachidontes
estudadas.

Caracteristicas

B. puniceus

B. exustus

B. darwinianus

Umbo

Angulo dorsal

Margem ventral
Estado do periostraco

Espessura das estrias

subterminal

préxima da metade do
comprimento

concavidade ausente
conservado

finas

terminal

subterminal

deslocado para a regido deslocado para a regiao

anterior

leve concavidade

conservado

grossas

posterior
concavidade acentuada
desgastado

finas
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5 DISCUSSAO

51 Brachidontes exustus, UM COMPLEXO DE ESPECIES EM
RECONHECIMENTO

Brachidontes exustus foi caracterizado por Rios (1994) como uma espécie de
manguezal e com ampla distribuicdo, estendendo-se pelo Atlantico Ocidental, desde
a Carolina do Norte até a Argentina; e seus registros foram baseados somente na
semelhanca fenotipica. O mesmo autor, ao reunir informagdes sobre outras espécies
de Brachidontes (B. domingensis, B. lavalleanus, B. darwinianus, B. rosaseus e
Mytillus muelleri) e considera-las como sinonimias de B. exustus, levantou duvidas
quanto a taxonomia dessa espécie (TROVANT et al., 2013; 2016). Lee e O Foighil
(2004, 2005) por analises moleculares, utilizando o gene do COl como marcador
genético, confirmaram um complexo de quatro espécies depositadas sobre o taxon
Brachidontes exustus, distribuidas na costa Atlantica da Florida, no Golfo do México
e no Mar do Caribe. Trovant et al. (2016), utilizando marcadores mitocondriais (COl)
e nucleares (28S e 18S) em suas analises moleculares, nao registraram
Brachidontes exustus ao longo da costa atlantica da América do Sul e concluiram
que nessa faixa geografica existem quatro espécies de mexilhbes do género
Brachidontes: B. purpuratus (sinonimia de Perumytilus purpuratus), B. rodriguezii, B.
darwinianus e B. solisianus (atualmente Mytilaster solisinaus). No entanto, podemos
ampliar a distribuicdo de B. exustus além do descrito por Lee e O Foighil (2004,
2005) e Trovant et al. (2016), considerando os resultados do presente estudo, que
mostra por identificacdo molecular que a espécie B. exustus esta presente também
em Salvador, na costa Nordeste do Brasil, permitindo ampliar a distribuicao
geografica dessa espécie até a costa atlantica da América do Sul. Os mexilhdes de
Salvador mostraram o mesmo alelo mais comum que a populacdo de Cartagena,
com distancias nucleotidicas entre elas de 0,004, proprias de uma mesma espéecie
(Hebert et al., 2003). Este fato é sustentado pela alta similaridade destas populacdes
com B. exustus, variedade aqui denominada 3, que corresponde a localidade de
Miami, EUA, a qual mostra uma distancia de 0,004 com Cartagena e de 0,006 com
Salvador. A proximidade destas populacdes pode ocorrer por meios que permitem
manter o intercambio genético e pela manutengcdo de ambiente similar ao original

(ex. regides de manguezal).
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5.2 Dispersao em longa distancia das espécies de Brachidontes

Ha evidéncias de dispersao em longa distancia ligando diferentes populag¢des
de mesma espécie nos oceanos (BOWEN et al., 2006; BRIGGS e BOWEN, 2012).
Os mexilhdes se reproduzem liberando numerosas larvas de dispersao planctdnica
capazes de se deslocar passivamente por longas distancias, devido ao tempo de
permanéncia no plancton e podem, portanto, ser distribuidas em grandes areas
geograficas (GOTO et al, 2011). Assim, populagdes geograficamente bem
separadas podem ser conectadas geneticamente, devido ao fluxo génico mediado
por correntes oceanicas (MORTON, 2012). Outro meio de dispersdao que tem-se
mostrado altamente efetivo corresponde ao transporte destes mexilhdes aderidos a
cascos de barcos e em aguas de lastro (SIERRA-MARQUEZ et al., 2018) de navios
comerciais e transatlanticos, os quais podem manter o fluxo génico de mexilhdes por
grandes distancias. As localidades de Miami, Cartagena e Salvador sdo separadas
por distancias e barreiras geograficas significativas, porém representam regides
portuarias de intensa movimentagcdo de navios que podem mediar o transporte de
genes de uma localidade a outra.

A pluma do Rio Amazonas, que langa um grande volume de agua doce no
Atlantico (CURTIN, 2003), o que altera a salinidade e causa descarga de sedimentos
até 500 km da costa (ROCHA 2003) atua como uma grande barreira a dispersao
natural entre Salvador e as populacbes do norte. No entanto, essa barreira
geografica parece nao ter bloqueado o fluxo génico entre essas diferentes
populagdes. Tem-se constatado que a pluma do Rio Amazonas atua como uma
barreira seletiva por afetar as espécies em diferentes graus (TROVANT et al., 2016).
As larvas de B. exustus sao capazes de permancer a deriva por até 40 dias no
plancton (BARBER et al., 2005), periodo suficiente para o assentamento pés-larval e
o0 estabelecimento da espécie em substratos duros de locais distantes. Por outro
lado, é levantada a hipotese de que B. exustus teria ampla distribuicdo por todo o
Caribe Colombiano e pela costa do Brasil antes da formag¢do do Rio Amazonas (ha
aprox. 10 Ma) (TROVANT et al., 2014). Com o inicio do fluxo do Rio Amazonas,
comecgou a ser formada uma barreira que separou geograficamente as populagoes
brasileiras do Caribe, bloqueando o fluxo génico entre essas populacdes
(TROVANT et al., 2016). Assim, por essa hipétese de isolamento, essas populagbes

estariam caminhando para um processo de especiagdo, o que ndo € suportado
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pelos resultados do presente estudo, como mostra a baixa distancia nucleotidica

entre estas populagdes.

5.3 IMPORTANCIA DOS MARCADORES MOLECULARES NO ESCLARECIMENTO
DE PROBLEMAS TAXONOMICOS

Com o objetivo de facilitar a resolucdo de problemas taxondémicos e de
identificacdo de espécies e suas populagdes, foi acordada a utilizagdo do gene
mitocondrial que codifica a citocromo-c-oxidase, subunidade | (COI) para geracgéo de
codigos de barra (DNA barcoding) (HEBERT et al., 2003; BENNETT, 2009). Esta
regido tem sido amplamente utilizada na resolugdo de problemas taxonémicos no
grupo de espécies de Brachidontes (LEE E O FOIGHIL, 2004, 2005; TERRANOVA
et al., 2006, 2007; BENNETT, 2009; BENNETT et al., 2011; CUNHA et al., 2011;
TROVANT et al., 2013; 2014; BENNETT et al.,, 2014; TROVANT et al., 2016;
GARCIA-SOUTO et al., 2017; LIU et al., 2017, 2018). O gene do 16S rRNA tem sido
sub-utilizado em trabalhos taxondmicos por causa da ampla divulgagcdo do COI
como coédigo de barras, no entanto, este pode ser superior ao COIl para identificagao
de espécies em certos taxons, por apresentar sequéncias altamente conservadas
(XIA et al., 2012; LV et al., 2014). A escassez de sequéncias do 16S no GenBank
dificulta a identificacdo de espécies de amostras novas ou de populagcbes nunca
estudadas anteriormente. O gene COI apresenta uma variagdo muito elevada e
muito maior em relagado a do gene 16S, o que muitas vezes dificulta a identificagao
pelo COIl a partir de primers universais deste gene, que nem sempre sao capazes de
amplificar variantes ainda ndo conhecidas, devido a variagao existente na regido do
DNA usada para amplificagdo. Isto, foi o caso da populagdo de Fernando de
Noronha que precisou o desenho de novos primers para sua identificagdo. A
disponibilidade de sequéncias mais conservadas como as do gene 716S poderia
facilitar a identificacdo especifica correta. Outro importante problema no uso de
cédigo de barras do COI, como forma de discriminagado taxonémica em nivel de
espécie, € a possibilidade de erros de identificacdo de espécimes e o consequente
acumulo de sequéncias incorretas em bancos de dados de DNA (GARCIA-SOUTO
etal., 2017).
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A utilidade do 16S é demonstrada na consisténcia dos resultados obtidos com
ambos marcadores moleculares quanto as distancias nucleotidicas obtidas entre as
populacdes estudadas. Entre os mexilhdes de Cartagena e Salvador obteve-se
distancias semelhantes tanto com o 76S (0,002 + 0,001) quanto com o COI/ (0,004 +
0,002). No caso de diferengas entre espécies, as distancias observadas com o 16S
foram menores que com o COl, devido ao 16S ser mais conservado (ver Tabelas 8 e
11).

O presente estudo caracterizou e disponibilizou sequéncias do 16S das
seguintes populagdes: 1. Baia de Cartagena, Colébmbia e Salvador, Brasil,
correspondente a B. exustus, var. Miami, EUA; 2. do canal da praia do Pontal de
Arraial do Cabo, Brasil, correspondente a B. darwinianus; 3. de praia dos Anjos, de
Arraial do Cabo, Brasil, correspondente a B. solisianus (atualmente Mytilaster
solisianus); 4. de Fernando de Noronha, Brasil, correspondente a um clado que
inclui B. puniceus de Cabo Verde e B. exustus, variedade Bahamas. Dessa forma,
estas sequéncias poderdao ser uteis a comunidade cientifica em futuros estudos
moleculares de Brachidontes baseados no 16S.

Os resultados genéticos obtidos pelo gene COI permitiram mostrar que os
mexilhdes presentes no costdo da desembocadura do canal em Arraial do Cabo
correspondem a espécie B. darwinianus, como visto pelo agrupamento de seus
haplétipos com os exemplares de B. darwinianus de Punta del Este, Uruguai, tanto
na rede haplotipica quanto na arvore filogenética, mostrando-se distantes apenas
em 0,006 + 0,003, valores considerados tipicos de populacdes intra-especificas
(HEBERT et al., 2003). A espécie B. darwinianus, considerada por Rios (1994) como
sinonimia de B. exustus, ja tinha sido considerada uma espécie independente de B.
exustus por Avelar e Narchi (1984b) e Trovant et al. (2013, 2016), que consideraram
inclusive que esta espécie estuarina ndo faz parte do complexo B. exustus, fato
também evidenciado no presente trabalho pelas grandes distancias nucleotidicas
observadas (> 0,220; > 22%) com as outras espécies do complexo B. exustus. O
novo registro de B. darwinianus nos costdes rochosos da Praia do Pontal em Arraial
do Cabo, obtido na presente dissertacdo, nao altera a atual distribuicdo geografica
confirmada para a espécie, que se estende desde llhéus na Bahia, Brasil até Punta
del Este, Uruguai (TROVANT et al., 2013, 2016).
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54 UMA NOVA ESPECIE PARA O ARQUIPELAGO DE FERNANDO DE
NORONHA ?

Estudos realizados em Fernando de Noronha, baseados na morfologia, tem
indicado a ocorréncia de B. exustus neste arquipélago (LOPES e ALVARENGA, 1955;
RIOS e BARCELLOS, 1979). No entanto, esta informacao ndo é confirmada com o
presente estudo, dado que os mexilhdes coletados em Fernando de Noronha nao
compartilham haplétipos com as populagbes de Cartagena e Salvador, que
efetivamente correspondem a B. exustus, mostrando grandes distancias
nucleotidicas com este taxon, tanto para o marcador molecular 716S (0,166 + 0,020)
quanto para o COI (0,208 £ 0,023). A populagéo de Fernando de Noronha faz parte
de um grupo independente, caracterizado por um clado que tem como base B.
puniceus do arquipélago de Cabo Verde e uma variedade distante do complexo B.
exustus registrada por Lee e O Foighil (2004) na ilha das Bahamas, no Caribe. Este
clado apresenta uma distancia genética média de 0,050 + 0,010 entre seus
integrantes, mostrando sua proximidade genética. Este grupo apresenta disténcias
nucleotidicas médias com as outras espécies (com B. rodriguezii: 0,267 + 0,030, B.
modiolus: 0,199 + 0,023 e B. darwinianus: 0,266 + 0,025) e variantes de B. exustus
(Var1, leste da Flérida, EUA: 0,288 + 0,030; Var2, Layton, EUA: 0,209 + 0,024; e
Var3, Miami, EUA: 0,214 = 0,024) num nivel caracteristico de espécies diferentes
(HEBERT et al., 2003 ; TROVANT et al., 2016).

A conectividade das populagdes de organismos marinhos € complexa
(BERNARDI et al., 2001), podendo em longas distancias, favorecer eventos de
colonizagédo de ilhas com subsequente isolamento geografico (CUNHA et al, 2011;
MORTON, 2012). Brachidontes puniceus, € uma espécie com distribuicdo na costa
Ocidental Africana, com registros em Angola, Gabao, Gana, Senegal, Mauritania e
em todas as ilhas do arquipélago de Cabo Verde (LOPES, 2009). Ambientes
insulares tropicais, como os arquipélagos de Cabo Verde e Fernando de Noronha,
s&o considerados verdadeiros hotspots devido a sua alta diversidade (SANTANA et
al., 2018). Apresentam um elevado numero de endemismo resultante do seu
isolamento (LOPES, 2009) e a colonizagao desses habitas remotos depende, de
uma forma geral, de eventos acidentais de colonizagdo; e sua biota mostra
frequentemente uma amostra parcial da biodiversidade continental (LOPES, 2009).

O tempo de sobrevivéncia no plancton das larvas de Brachidontes € em torno de 40
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dias (CAMPOS e RAMORINO 1980; FIELDS e MOORE 1983; BARBER et al.,
2005), tempo suficiente para permitir a colonizagao e recolonizagcédo de arquipélagos
mais distantes e explicar a distribuicdo de B. puniceus, ndo s6 no arquipélago de
Cabo Verde, mas também sua distribuicdo tropical mais ampla na costa oeste da
Africa (MORTON, 2012).

As aguas superficiais das ilhas de Cabo Verde e Fernando de Noronha estao
sob a influéncia da Corrente Norte Equatorial e da extensao sul desta corrente, que
conflui com a Corrente Norte do Brasil perto da costa brasileira (LOPES, 2009;
CUNHA et al., 2011; MORTON, 2012. TCHAMABI et al., 2017; MATHEUS et al.,
2019), podendo determinar uma certa conectividade entre estas ilhas (LOPES, 2009;
CUNHA et al.,, 2011; MORTON, 2012; TCHAMABI et al., 2017; MATHEUS et al.,
2019). Correntes podem potencializar a capacidade de dispersao larval (CAMPOS e
RAMORINO 1980; FIELDS e MOORE 1983; BARBER et al., 2005; MORTON, 2012),
fato que poderia ter facilitado a colonizagdo de outras ilhas tropicais do Atlantico. A
semelhanga das condigdes ambientais com o local de origem (LEE e O FOIGHIL,
2005) pode favorecer também a permanéncia de novos colonizadores.

O clado identificado para a populagao de Fernando de Noronha, no presente
estudo, é correspondente ao clado das Bahamas identificado por Lee e O Foighil
(2005), que inclui exemplares da Ilha das Bermudas e, na sua base, o B. puniceus
de Cabo Verde. Este clado foi confirmado por estes autores tanto com o marcador
COlI quanto por genes nucleares e constitui uma das cinco espécies cripticas que
representam o0 complexo de espécies de B. exustus. As populagdes, que
correspondem a espécie constituida pelo clado das Bahamas, se caracterizam por
habitar ambientes oceanicos de alta salinidade e baixas condi¢cdes de produtividade
proprias de ilhas afastadas da costa. Este clado teria se separado ha 3,4 — 4,6 ma
por especiagcao alopatrica do clado das Antilhas, que inclui as ilhas de Cuba,
Jamaica (localidade tipo de B. exustus), Porto Rico, Barbados e Trindade (Lee e O
Foighil, 2005). De acordo com estes autores, esta espécie teria se expandido desde
o Caribe através do Atlantico, chegando a Cabo Verde. No entanto, sua ampla
distribuicdo na costa da Africa, desde o Mediterraneo até Ghana, levantam dudvidas
acerca da diregao da migracao desta espécie. Na ultima era glacial teria diminuido o
nivel do mar, facilitando a dispersao entre locais distantes. O arquipélago de Cabo
Verde, tem sua ilha mais antiga (Maio) datada do Mesozdbico, sendo a maioria do

Cretacio. Na ilha de Quail sdo observados depdésitos fésseis de B. puniceus em
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estratos geoldgicos que refletem variacédo prévia do nivel do mar. E possivel que B.
puniceus tenha colonizado o arquipélago de Fernando de Noronha desde a costa
Africana e logo as ilhas das Bahamas e Bermudas num modelo tipo stepping stone?
Se esta hipotese for verdadeira, seria esperado encontrar esta espécie também nas
outras ilhas oceanicas, como Sao Pedro e Sdo Paulo e Atol das Rochas. As baixas
distancias encontradas entre os integrantes deste clado e o fato do B. puniceus se
encontrar na base do mesmo, indica que esta espécie criptica deva receber o nome
de Brachidontes puniceus, podendo especificar subespécies para as localidades
mais distantes, que tenderao a aumentar sua divergéncia pelo nivel de isolamento.
Assim, se sugere o nome de B. puniceus noronhensis para a populacdo do

arquipélago de Fernando de Noronha.

5.5 PARAMETROS MORFOLOGICOS NA IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE

Brachidontes

Analises multivariadas tém sido uteis para auxiliar na discriminagdo de
espécies em diversos invertebrados (MARTINS, 2008; ROCHA e PAIVA, 2013; D’
ELIA, 2015). No entanto, nem sempre a morfometria multivariada tem sido util para
encontrar diferengas suficientes na morfologia de Brachidontes, como no caso das
espécies do Atlantico Sudoeste (AGUIRRE et al., 2006).

No presente estudo, a analise discriminante baseada nos caracteres externos
da concha permitiu a discriminacéo parcial dos mexilhdes B. exustus das localidades
de Cartagena-Salvador, B. puniceus de Fernando de Noronha e de B. darwinianus
de Arraial do Cabo. Quando agrupadas nestas espécies, obteve-se mais de 85% de
classificagao correta, mostrando que existem diferengas nos parametros da concha
entre estas espécies, porém nao suficientes para confiar completamente na
identificacdo destes exemplares. A grande similaridade morfolégica e a
sobreposicao parcial de alguns exemplares tém levado a que as espécies tenham
sido nomeadas sob o nome de B. exustus e atualmente reconhecidas como
espécies cripticas (LEE e O FOIGHIL, 2004, 2005). Parte da sobreposicdo
encontrada na distribuicdo dos paradmetros da concha no plano discriminante é
consequéncia da grande variabilidade morfolégica dos mitilideos que ocorre frente a

variagcdo das condicbes ambientais (Ex. exposicdo as ondas, declive do costao,
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dindmica da agua, incidéncia solar, entre outros) dos locais onde se assentaram, o
que é reconhecido como plasticidade fenotipica (NALESSO et al., 1988 ; AGUIRRE
et al., 2006). Esta plasticidade fenotipica pode levar a sobre-estimar o numero de
especies ou a relaxar excessivamente a distingado de espécies, como ocorrido com o
complexo de espécies de B. exustus. As diferencas encontradas na posicédo do
angulo dorsal, a magnitude da concavidade ventral, o padrao de espessura e
direcdo das estrias sdo caracteres que podem auxiliar efetivamente na distincdo de
especies a um pesquisador ou observador experiente.

Com o objetivo de auxiliar no reconhecimento de espécies quando analises
moleculares nao estao disponiveis no momento ou quando ha necessidade de uma
identificacdo preliminar dos individuos, Lee e O Foighil (2005) sugerem avaliar o
habitat e os parametros ambientais onde o mitilideo € encontrado. Por exemplo, os
exemplares aqui estudados de B. exustus das localidades de Cartagena e Salvador
sao caracteristicos de ambientes de manguezal, ricos em matéria organica e com
salinidade inferior a marinha. Os mexilhdes da espécie B. darwinianus, neste estudo
representados pelos mexilndes de Arraial do Cabo (canal), habitam pareddes ou
areas de rochas na zona entre-marés proximas de desembocaduras de rios ou
canais de agua doce, assim como estuarios ou desembocaduras menores (AVELAR
e NARCHI, 1984b; TANAKA e MAGALHAES, 1999; TANAKA, 2005). Em Arraial do
Cabo, no canal da Praia do Pontal, esta espécie € encontrada coexistindo com
Mytilaster solisianus, espécie dominante nos costdes rochosos marinhos
(COUTINHO e ZALMON, 2009). Isto levou a identificar erroneamente B. darwinianus
por B. exustus nessa area por QUINTANILHA (2017), baseado apenas em
caracteres morfologicos. Posteriormente, verificou-se que nesta area B. darwinianus
se encontra na zona entre-marés inferior, enquanto B. solisianus vive na zona entre-
marés superior (TANAKA, 2005). Quanto ao clado Bahamas, aqui reconhecido como
B. puniceus, é caracteristico de ilhas afastadas da costa, aguas marinhas e

oceanicas de baixa produtividade.
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6 CONCLUSAO

Com base em marcadores genéticos mitocondriais e morfometria multivariada
em exemplares registrados previamente como Brachidontes exustus, podemos

concluir o seguinte:

1) Analises genéticas proporcionam identificagdo especifica mais precisa quando
comparada com a morfometria, especialmente para aquelas de dificil identificacdo

morfoldgica.

2) As populagdes de mexilhdes de Cartagena e Salvador estudadas correspondem
efetivamente a B. exustus, e a confirmacao dessa espécie em Salvador amplia sua

distribuicdo geografica até a costa nordeste do Brasil, na América do Sul.

3) As populagdes de mexilhdes geograficamente isoladas de Fernando de Noronha
pertencem ao um clado independente previamente identificado por Lee & O Foighil
(2005) das Bahamas, Bermudas e Cabo Verde. Este clado é confirmado como uma
especie distinta de B. exustus, tendo a nomeagao de B. puniceus como base do
clado, que pela expectativa do incremento de sua divergéncia, se sugere a
nomeacao da subespécie Brachidontes puniceus noronhensis para a populagao de

Fernando de Noronha.

4) A populacao do costao rochoso da Praia do Pontal em Arraial do Cabo, na regido
do canal, confirma-se como B. darwinianus, enquanto a populacdo do costao

rochoso da Praia dos Anjos pertence a espécie Mytilaster solisianus.

5) A analise multivariada dos parametros da concha permite, parcialmente (aprox.
85%), a identificacdo de exemplares das espécies estudadas, auxiliando apenas

para identificacdo preliminar, que depende da confirmagdo com marcador molecular.
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