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RESUMO

Os talitrideos sao uma familia (Talitridae) de crusticeos terrestres ou semi-terrestres, da
ordem Amphipoda, pouco estudados no Brasil e com alto potencial de indicacdo de
qualidade ambiental. Sdo habitantes abundantes da regido supralitoral, especialmente em
praias arenosas. Esta regido costeira é a mais sensivel e ameacada pelas atividades humanas,
sendo o ecossistema mais rentdvel do planeta para a industria do turismo e ameacgado de
extin¢do devido a sua intensa urbanizacao e alteragdes climéticas. Dada a urgéncia de agdes
para a preservacdo da biodiversidade nesses habitats, este estudo teve por objetivo
caracterizar a estrutura genética de espécies de talitrideos encontradas ao longo de praias
distribuidas em toda extensdo do litoral brasileiro. Foram utilizadas 56 sequéncias parciais
do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade I (COI) para caracterizagao e andlise da
diversidade genética dos talitrideos amostrados. Dentre os 397 individuos coletados, 2
espécies foram morfologicamente identificadas, Atlantorchestoidea brasiliensis (56%) e
Talocherstia tucurauna (32%), enquanto 12% ndo tiveram identificacdo morfoldgica
conclusiva. Das 60 amostras sequenciadas, diferentes OTUs se agruparam por regido
geografica, sendo A. brasiliensis no Sudeste (SP, RJ e ES), T. tucurauna no Nordeste (BA e
AL), ambas correspondentes a identificacdo morfoldgica, e 2 OTUs sem identidade
compativel com as amostras do banco de dados (GenBank), 1 concentrada no PA e outra
encontrada no AP e no RS. A maior diversidade haplétipica identificada foi para A.
brasiliensis, sendo o estado do RJ responsdvel por este elevado indice enquanto os
individuos do norte de SP apontando para um isolamento reprodutivo com os demais, aqui
atribuido a alta antropizacao da regido da Baia de Guanabara. Os individuos de 7. tucurauna
tiveram diversidade haplotipica moderada, igualmente diversa na BA e AL, mas também
apontando para um isolamento de fluxo génico entre as praias de cada estado, entre as quais
o ponto de maior modificacdo antrdpica € a Bahia de Todos os Santos. Para o PA e AP a
amostragem de talitrideos € inédita. No PA foi identificada uma OTU exclusiva sem
correspondéncia satisfatoria as do banco de dados, mais préxima ao género Talorchestia. O
isolamento desta OTU deve decorrer de barreiras naturais, ja que a regido estd compreendida
entre fortes correntes leste-oeste e a foz do rio Tocantins a leste e pela foz do rio Amazonas
a oeste. Individuos coletados nos estados do AP e RS apresentaram uma impressionante
similaridade haplotipica, de uma OTU sem correspondéncia no GenBank em alto nivel
hierarquico. Os individuos do AP, o local mais pristino amostrado, apresentaram a maior
distancia genética identificada e maior complexidade da rede de haplétipos. Uma
diversidade bem maior do que a registrada na bibliografia, novas OTUs de diferentes niveis
hierdrquicos taxonOmicos, identificacdo de estruturacdo genética intrinsecas a OTUs
distintas e o alto potencial de indicacdo de qualidade ambiental deste grupo, através de
ferramentas genéticas, sao importantes destaques e contribui¢des deste trabalho.

Palavras-chave: Citocromo oxidase. DNA mitocondrial. Diversidade haplotipica. Distancia
genética. Fluxo génico; Praia arenosa.
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ABSTRACT

Talitridae is a family of terrestrial or semi-terrestrial crustaceans, of the order Amphipoda,
understudied in Brazil and with high potential as indicator of environmental quality. They
are abundant inhabitants of the supralittoral region, especially in sandy beaches. These areas
most sensitive and threatened by human activities, the most profitable ecosystem for the
world tourism industry, and at high risk of extinction due to increasing urbanization and
climate changes. Given the urgency of actions to preserve its biodiversity, this study aimed
to characterize the genetic structure of Talitridae species in beaches along the Brazilian coast.
Partial sequences of the mitochondrial cytochrome oxidase subunit I (COI) gene were used
to perform analysis of genetic characterization diversity of the sampled talitrids. Among 397
individuals, 2 species were morphologically identified, Atlantorchestoidea brasiliensis
(56%) and Talocherstia tucurauna (32%), while 12% were not conclusively identified. Of
the 60 sequenced individual, distinct OTUs were spatially grouped; A. brasiliensis in
Southeastern Brazil (SP, RJ e ES), T. tucurauna in the northeastern beaches (BA e AL), both
OTUs in accordance with morphological identification, and 2 distinct OTUs, not identified
morphologically and with no correspondence in the world genetic database (GenBank), one
in PA (North Brazil) an 1 in AP and RS (furthest sampled points). The highest genetic
diversity was within the species A. brasiliensis, specifically in RJ population, while
individuals in north SP showed signs of high reproductive isolation from the other
southeastern population, what is here ascribed to high levels of anthropogenic modification
of the Guanabara Bay. Talorchestia. tucurauna showed moderated haplotipic diersity,
similarly diverse at each sampling beaches, in BA and AL, but highly isolated from each
other, between which the highest impacted area is Todos os Santos Bay. For AP and PA
federal units, northernmost Brazil, the record of Talitridae is unprecedent. PA showed an
exclusive OTU, without database correspondence, though close to Talorchestia. The
isolation of this OTU is most likely natural features, as the area lies between a strong
westward current flow and the Amazon river estuary. Individuals from AP and RS showed
remarkable haplotipic similarity, of an exclusive OTU, without database correspondence in
high hierarchical level. The beach in AP is the most pristine from all sampled beaches, and
its individuals showed the highest within-group genetic distance and most complex
haplotype network. A higher diversity of Talitridae than registered in the literature, new
OTUs from distinct hierarchical taxonomic levels, the identification of intrinsic genetic OTU
structures, and the high potential of indication of environmental quality of the group, through
genetics, are emphasized contributions of this study.

Keywords: Cytochrome oxidase. Mitochondrial DNA. Haplotypic diversity. Genetic
distance. Gene flow. Sandy beach.
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1. INTRODUCAO

Considerado um dos espacos de maior dinamismo do pais, o litoral brasileiro € extenso
e variado. Abrange aproximadamente 9000 km de extensdo, ao longo da qual é possivel
identificar diversos tipos de sistemas costeiros, como praias arenosas, falésias igneas e
sedimentares, estudrios, costdes e manguezais (NICOLODI; PETERMANN, 2010). Estas
variadas paisagens possuem valor inestimdvel, provendo servicos ambientais especificos, e
sao altamente ameagadas pela pressao humana (SHORT; KLEIN, 2016).

O ecossistema praia arenosa representa aproximadamente trés quartos da costa mundial
existente, sendo o mais valioso ecossistema para a industria de turismo, uma das maiores do
mundo, provendo sustento de regides e até paises inteiros (LERCARI; DEFEO, 2003;
HOUSTON, 2008). Este ecossistema de transicdo entre o sistema terrestre € marinho é
formado pelo continuo fluxo de areia sob a a¢do de ondas e marés, tornando as praias
ambientes de grande instabilidade e severos para a tolerancia fisiolégica de fauna e flora
(MARQUES et al., 2003; ABSALONSEN; DEAN, 2011).

Apesar desta alta instabilidade e da aparente falta de vida, as praias arenosas sao sistemas
bioldgicos altamente diversos, abrigando elevado nimero de espécies altamente Adaptadas,
chamadas bentOnicas, referente ao modo de vida intimamente associado ao substrato, além
de serem dreas de refiigio, reproducdo e alimentacdo para grandes vertebrados (BAYED,

2003; DEFEO et al., 2009).

1.1.  PRAIAS ARENOSAS, MEIO AMBIENTE E SAUDE

Embora esses ambientes apresentem relativa resiliéncia a alteragdes naturais, mudando
sua forma e extensdao em respostas a tempestades, variagdes no clima e nas correntes das
ondas, modificacdes humanas possuem a capacidade de limitar severamente essa
flexibilidade, levando ao isolamento de habitats, a diminuicdo da conectividade genética
entre populagdes e, eventualmente, a extingdo de espécies (SCHLACHER et al., 2007;
HOUSTON, 2008).

Além de colocar em risco a homeostase ecoldgica da biota natural desse ecossistema,
impactos de diversas escalas também afetam diretamente a saide humana. A poluic¢io, por

exemplo, entendida como desequilibrio causado por acimulo de elementos estranhos,
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modificando o ambiente e afastando-o dos padrdes iniciais ou desejaveis , € um dos fatores
que mais ameaca a disponibilidade e o uso de recursos oriundos dos ecossistemas costeiros
(RUSSELL, 1974; FIALKOWSKI et al., 2009). O esgoto jogado clandestinamente e de
forma deliberada préximos a locais utilizados por banhistas, aliado a outros poluentes
oriundos também da urbanizacdo desenfreada, ameacam a saide de quem frequenta tais
locais, pois o lixo despejado, além de atrair animais vetores de doengas como ratos, baratas
e pombos, tornam o local propicio a proliferacdo de fungos e bactérias nocivos a saude
humana, que podem causar doengas como micoses e problemas do trato gastrointestinal
(DEFEO et al., 2009; WEISKERGER et al., 2019; LANDRIGAN et al., 2020).

Em uma maior escala espacial e de desequilibrio, estdo alteracdes induzidas pelo homem
nos processos de abastecimento e transporte de sedimentos costeiros (AVOINE et al., 1981).
O aumento do nivel do mar, induzido pelas mudancas climdticas sociadas ao crescimento
populacional mais expressivo nas dreas costeiras, estd colocando as praias em uma situacao
de “aperto costeiro” em tal magnitude que previsdes ja indicam a perda de metade das praias
arenosas do planeta até o final deste século (BROWN; MCLACHLAN, 2002; BROOKS,
2020), o que tera efeitos devastadores na qualidade de vida da nossa sociedade.

Dessa maneira, as atividades humanas possuem capacidades de gerar impactos globais
que podem prejudicar a qualidade de vida, predispondo o surgimento de doencas e até
mesmo, ameacando os sistemas de suporte a vida (RIBEIRO, 2004). Assim, cada vez mais
se faz necessario entender a saide humana dentro de uma abordagem ecossistémica, levando
em consideracdo aspectos que envolvem o meio ambiente, pois esse tipo de abordagem se
torna um meio para auxiliar os diferentes niveis de gestdo a tomar medidas para gerir os
assuntos humanos ao mesmo tempo que promove a saide ndo sé das pessoas, mas também

do planeta(NIELSEN, 2001).

1.2.  BIOINDICADORES E AS PRAIAS ARENOSAS.

Frente a essas ameacas, ao longo dos tultimos anos, pesquisadores se apressam para
conhecer mais intimamente a biodiversidade e seus servicos associados, que podem
desaparecer rapidamente, e cada vez mais utilizam bioindicadores para avaliar o efeito real
destes estressores para a biodiversidade. Os bioindicadores sdo indicativos biolégicos de
uma determinada condi¢do ambiental. Esses indicativos podem ser desde respostas

fisiolégicas a alteracdes na estrutura da comunidade bioldgica, sendo que niveis diferentes
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de resposta correspondem a diferentes impactos, representando assim, uma importante
ferramenta na avaliacdo, previsdo e controle de integridade ambiental (HOUSTON, 2008;
HEINK; KOWARIK, 2010; LI; ZHENG; LIU, 2010).

Dentre os grupos de animais que podem ser utilizados como bioindicadores os
invertebrados se destacam e, levando em consideracdo a avaliacdo da qualidade ambiental
de praias arenosas, os tdxons mais utilizados sdo crusticeos (SUCIU; TAVARES;
ZALMON, 2018), gastropodes (REGUERA; COUCEIRO; FERNANDEZ, 2018), bivalves
(WAYKAR; DESHMUKH, 2012) e poliquetas (KIES et al., 2020). Esses grupos de
invertebrados sdo considerados o6timos bioindicadores devido a um conjunto de
caracteristicas intrinsecos a sua biologia. Sd@o animais que possuem ciclo de vida
relativamente longo (permitem avaliar o efeito de ciclos sazonais), com pouca mobilidade
(mais faceis de serem amostrados) e, o principal: existem subgrupos especificamente
sensiveis a quaisquer alteragdes de habitat (MACHADO et al., 2017).

No supralitoral de praias, ou seja, a drea acima da linha da maré alta, os organismos de
maior relevancia para esse tipo de andlise sdo os caranguejos do género Ocypode e duas
ordens de pequenos crusticeos, os Isopoda, popularmente conhecidos como tatuzinhos de
praia, e os Amphipoda, conhecidos como pulga d’dgua ou da praia. Suas aplicac¢des
dependem muito do tipo de andlise que se pretende realizar. Os ocypodes sdo muito
empregados para avaliacdo de disturbios de comportamento, em geral associados ao turismo,
e de estrutura populacionais, associados a perda de habitat (GUL; GRIFFEN, 2019;
POMBO; TURRA, 2019). Os Isopoda e Amphipoda, diferentemente dos caranguejos, nao
possuem dispersdo por larvas aqudticas, logo respondem de forma muito diferente a
impactos semelhantes. Além dos tradicionais estudos comportamentais, cada vez mais a
variabilidade genética entre populacdes destes grupos € usada como medida da extensao de
degradacdao ambiental (VELOSO et al., 2010; VELOSO; NEVES; DE ALMEIDA CAPPER,
2011; MATTOS; SEIXAS; PAIVA, 2019). No Brasil existem poucos estudos focados na
familia Amphipoda, em partes devido ao nimero limitado de especialista no grupo, que
acaba por resultar no baixo nimero de sequéncias génicas presentes nos bancos de dados e
na estimativa mais aproximada do ndmero real de espécies existentes. A maioria das
informacdes disponiveis sobre o grupo estdo dispersas em trabalhos sobre ecologia, sendo
tratada apenas como mais um tdxon dentro da comunidade analisada. Paradoxalmente, é o
grupo de maior diversidade, abundancia e biomassa dentre os supracitados (BACHELET;

DAUVIN; SORBE, 2003).
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Estudos sobre Talitridae indicam uma enorme variabilidade genética e,
consequentemente, morfolégica (WILDISH et al., 2016; WILDISH, 2017; HORTON et al.,
2021), demandando ainda muita investigacdo para entender padrdes de distribuicao das
espécies para solidificar uma base de conhecimento da nossa biodiversidade e nos permite
entender mais detalhadamente os variados tipos de eventos e distirbios que afetam de forma
diferente espécies diferentes.

Neste trabalho, apostamos no uso do sequenciamento genético como avaliador do fluxo
génico entre populacdes de Talitridae. O distanciamento genético entre populacdes de uma
mesma espécie indicam a presenga de barreiras, naturais ou antrépicas, neste ultimo caso
gerando uma quebra de conectividade propensa a diminuir a diversidade genética atual a
ponto de extinguir populagdes locais e até espécies (AVISE, 2000; HOUSTON, 2008). Os
resultados podem indicar pontos de fragilidade ambiental para os quais agdes de

gerenciamento, visando a garantia da sustentabilidade, sejam prioritarias.

1.3. CARACTERIZACAO DOS AMPHIPODAS E FAMILILIA TALITRIDAE

A ordem Amphipoda compde o maior grupo de crustidceos peracaridos (Figura 1),
grupo que € caracterizado pela presenca de um “marsipio” na fémea, apresentando
desenvolvimento direto e cuidado parental, ou seja, sem estdgio de dispersdo larval
independente (SPICER; MOORE; TAYLOR, 1987b). Com mais de 10.376 espécies no
mundo, os Amphipoda sdo altamente heterogéneos quando se trata de morfologia, modo de

vida e estratégias de alimentacdo (JACOBI, 1987).
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Figura 1 - Arvore filogenética com a representacio simples da relago filogenética entre os principais
grupos de malacostracas. Em destaque a ordem Amphipoda.
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O nome Amphipoda significa "pés diferentes" e refere-se as diferentes formas que
seus peredpodes (pernas) podem apresentar. Morfologicamente, os amphipodas sdo
caracterizados por possuirem trés pares de pledpodes e trés pares de uropddes. Uma pequena
parcela destes possui ainda uma reducao secundéria no abdomen ,0 que geralmente resulta
na perda de um ou mais pares desses apéndices, como € o caso dos pertencentes a familia
Caprellidae (HORTON et al., 2021).

Possuem notoriamente um corpo achatado lateralmente, com um perfil mais ou
menos curvado, semelhante a um gancho. Geralmente possuem um par de olhos compostos
laterais sésseis (embora a maioria das espécies subterraneas e algumas que habitam dguas

profundas ndo tenham olhos) e formacgdes de trés pares de apéndices birremes, com um
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comprimento corporal de adultos que varia dos 2 a 40 mm, mais comumente entre 5 e 15

mm (Figura 2) (STOCK, 1975; VAINOLA et al., 2008).

Figura 2 - Morfologia geral e divisdo do plano corpéreo dos amphipodas
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A maioria das espécies apresenta dimorfismo sexual. No macho, a diferenca mais
aparente se encontra na forma e tamanho avantajado do segundo par de gnatépodos, utilizado
para conduzir a fémea durante comportamento pré-copulatério, e nas fémeas a presenca do
marstpio, formado pelos oostegitos localizados na superficie ventral do tdérax
(KRUSCHWITZ, 1978; MORRITT; SPICER, 1996). Na literatura internacional os
Amphipoda sdo referidos pelos nomes populares de “scuds”, “shrimp” ou “sideswimmers”.
Ja os representantes terrestres sao chamados de “landhoppers” em geral. Os que habitam
areas de praias sao denominados pelo termo especifico “sand fleas”, “beach fleas” ou ainda
“sandhoppers” (HORTON et al., 2021). No Brasil, devido a maioria dos seus representantes
serem habitantes de praias arenosas, sao mais conhecidos como “pulgas-do-mar" ou "pulgas-
da-areia”.

Dentre as cerca de 237 familias de Amphipoda conhecidas, a grande maioria habita
ambientes marinhos, mas muitos vivem em ambiente de dgua doce e estudrios, com uma

unica superfamilia (Talitroidea) terrestre (SEREJO, 1998; AHYONG et al., 2015; HORTON

et al., 2021). Essa por sua vez, se distribui nos trépicos e subtropicos, onde geralmente se
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encontram em 4guas rasas, entre marés e até mesmo no supralitoral. Dentre as 2 epifamilias,
6 familias e 134 g€neros pertencentes ao grupo, cerca de metade estd classificada na familia
Talitridae. Esta familia possui uma enorme radiacdo Adaptativa (SEREJO, 2004b) e é
composta por 4 subfamilias,48 géneros e mais de 300 espécies descritas até o momento
(HORTON et al., 2021).

Sdo diversos os géneros e espécies que compde a familia Talitridae e, em linhas gerais,
a diferenciacdo morfolégica desses individuos se da através da andlise das formas e
contagem de seus apéndices, com destaque para os gnatapddos 1 e 2 (CHAPMAN, 2007).
A caracteristica mais marcante deste grupo (Talitridae) €, juntamente aos seus hdbitos
terrestres, a morfologia das antenas, na qual a primeira € sempre muito mais curta que a

segunda, porém ndo muito menor que a sua cabeca.

1.4.  EVOLUCAO E BIOGEOGRAFIA DA FAMILIA TALITRIDAE

Os talitrideos sdo os unicos Amphipoda que invadiram com sucesso o ambiente
terrestre em todo o mundo (BOUSFIELD, 1984), exceto nas regides polares (HURLEY,
1968). Dada essa distribui¢ao global, alguns autores sugerem uma origem pangeana para o
grupo (BOUSFIELD, 1984; LOWRY; MYERS, 2019). Os autores embasam essa afirmacao
no fato dos Arcitalitridae (grupo monofilético de talitréides terrestre) serem encontrados
tanto no continente Australiano quanto no Sul da Africa, os quais se separaram no fim do
jurdssico, ndo possuindo conexdo terrestre hd pelo menos 138 milhdes de anos. Logo,
hipéteses de uma radiagdo mais recente de anfipodes terrestres nao seriam compativeis com
a existéncia de talitrideos terrestres compartilhados entre estes continentes, lembrando que
sua dispersdo € relativamente baixa devido a falta de uma fase de dispersdo larval (aquética)
em suas histérias de vida (MYERS; LOWRY, 2020).

Também ja foi considerado que a transi¢do terrestre dos talitrideos dependeu
intimamente da disponibilidade de angiospermas (utilizadas como fonte de protecdao e
alimento), logo ndo deveria ser mais antiga que a radiacdo creticea deste grupo de plantas
(BARBA-MONTOYA et al., 2018; COPILAS-CIOCIANU; BORKO; FISER, 2020).
Embora o Cretidceo seja posterior ao Jurdssico, o surgimento das angiospermas também ¢é
atribuido a cerca de 140 milhdes de anos atrds, logo ndo hd grande discrepancia entre as

hipéteses. Vale lembrar que muitos talitrideos litoraneos se associam a detritos
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constantemente depositados pelo mar, que podem ser grandes volumes de algas e rochas

coralineas, por exemplo.

Outros autores de um grande estudo filogenético molecular, Copilas-Ciocianu; Borko e
Fiser (2020), também sugerem que apesar dos talitrideos apresentarem a transicao ecologica
mais radical entre todos os amphipodas, seria também um dos grupos mais recentes,
aparecendo aproximadamente durante o paleogeno. As evidéncias que sustentam esta
hipdtese sdo seus estdgios menos avangados de especializacao terrestre e baixa diversidade
taxondmica quando comparados com os isOpodes oniscoideanos (BOUSFIELD, 1984;
SPICER; MOORE; TAYLOR, 1987a), que colonizaram este habitat desde o fim do
paleozoico (BROLY; DEVILLE; MAILLET, 2013). Uma origem mais recente dos
Talitridae implicaria que a mudanca para a vida semiterrestre ocorreu varias vezes dentro da
linhagem Talitroidea (COPILAS-CIOCIANU; BORKO; FISER, 2020), o que necessita ser
ainda testado usando uma amostragem de tdxon mais abrangente. Dessa forma, tanto o tempo

de divergéncia quanto as histdrias evolutivas do grupo ainda permanecem incertas.

1.5.  CLASSIFICACAO TAXONOMICA E ECOLOGICA

A classificacdo taxondmica mais aceita atualmente para o grupo € a disponibilizada no
trabalho de Myers & Lowry (2020) em que, baseando-se em uma andlise morfolégica
juntamente com uma avaliacao cuidadosa de sinapomorfias e homoplasias dentro de diversos
géneros, modificaram parte da classificacdo anteriormente vigente. Neste estudo, a
superfamilia Talitroidea foi dividida em duas epifamilias, Protorchestoidae e Talitroidae,
que somam no total 7 familias (Uhlorchestiidae, Protorchestiidae, Arcitalitridae,
Brevitalitridae, Makawidae, Curiotalitridae e Talitridae). Por sua vez, a familia Talitridae €

dividida em 3 subfamilias, Talitrinae, Floresorchestiinae e Pseudorchestoideinae (Figura 3).
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Figura 3 - Arvore filogenética da superfamilia Talitroidea proposta por Myers& Lowry (2020), baseada em
andlise de sinapormorfias e homoplasias.
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Além desta classificacdo baseada de apormorfias morfoldgicas, existem também a

classificacdo dos talitrideos baseada em suas preferéncias de habitats. Bousfield (1982) fez

a primeira categorizacdo agrupando os talitrideos em 4 grupos, “palustral talitrids”, “beach
fleas”, “sand hoppers” e “land hoppers”. Esse agrupamento ecolégico foi alterado no
estudo subsequente de Lowry & Myers (2019), que divide os talitrideos em 10 tipos (Tabela
1), dos quais apenas 4 sdo encontrados no Brasil (Tabela 2). Estudiosos fazem disting@o entre
os termos beach-hopper e sand-hoppers, para distinguir espécies ndao modificadoras e
modificadoras (cavadores) do substrato de praias, respectivamente. Apesar de ambas as
classificacdes serem robustas (LOWRY; MYERS, 2019; MYERS; LOWRY, 2020) uma

espinha dorsal filogenética molecular para este grupo ainda nao foi estabelecida.



30

Tabela 1 - Classificagdo ecoldgica dos representantes da superfamilia Talitroidea proposta por Lowry & Myers (2019).

Grupo Ecolégicos

Traducao Literal

Descriciao

Marsh-hoppers
Beach-hoppers
Driftwood-hoppers
Sand-hoppers
Field-hoppers
Ground-hoppers
Riparian-hoppers
Forest-hoppers
Moss-hoppers

Cave-hoppers

Saltadores do Pantano

Saltadores da praia

Saltadores de troncos
flutuantes

Saltadores da areia
Saltadores do campo
Saltadores do chao
Saltadores ribeirinhos
Saltadores da floresta
Saltadores do musgo

Saltadores da caverna

Talitrideos palustrais semi-aqudticos que vivem em pantanos salgados e manguezais.

Talitrideos encontrados em zonas de supralitorais/intertidais sob "destrocos" de algas marinhas encalhadas em praias arenosas e que ndo

modificam o substrato.

Talitrideos de praias especializados que se encontram confinados a troncos apodrecidos onde vivem em galerias, consumindo troncos
apodrecidos e reproduzindo-se com ninhadas relativamente pequenas.

Talitrideos modificadores de substrato, comuns e difundidos nas praias arenosas

Talitrideos encontrados entre a vegetacdo costeira, em prados, pastagens, pastagens e jardins urbanos, entre a faixa de serapilheira sob
pedras e troncos.

Talitrideos morfologicamente Adaptados para cavar em solos soltos e bem drenados.

Talitrideos encontrados as margens de lagos sob pedras ou vegetagdo muito imida, préximo (ou dentro) de riachos, rios, riachos,
cascatas e cachoeiras.

Talitrideos ndo modificadores de substrato que vivem entre a serapilheira em pisos timidos de florestas em florestas nativas e matagais

Talitrideos que ocorrem em troncos de drvores e trepadeiras lenhosas, em musgos no solo, folha de 4rvores e entre arbustos nativos até
vdrios metros acima das drvores.

Talitrideos ndo modificadores de substrato que vivem em cavernas

Fonte: Adapt: Lowry & Myers, 2019
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No Brasil, a superfamilia Talitroidea possui, até 0 momento, somente 5 géneros
registrados: Atlantorchestoidea sp., Chelorchestia sp., Platorchestia sp, Talorchestia sp.
e Talitroides sp., somando 6 espécies (SEREJO; SIQUEIRA, 2018). Destes, os 4
primeiros géneros habitam o litoral (SEREJO, 2004a), sendo 3 habitantes do ecossistema
praia arenosa (Tabela 2).

Tabela 2 - Espécies de talitrideos registrados no Brasil e suas classificagdes de acordo com sinapomorfias
e homoplasias morfolégicas (Myers & Lowry, 2020) e de acordo com seus nichos ecolégicos/habitat

(Lowry & Myers, 2019). As linhas em destaque correspondem as espécies encontradas em praias
arenosas.

Género Classificacao . < .
‘. L . Classificacao ecologica
»  Espécies morfologicas
Atlantorchestoidea sp. Talitridae Sand-hoppers
e Atlantorchestoidea brasiliensis e Talitrinae
Chelorchestia sp. Talitridae Marsh-hoppers
e Chelorchestia darwinii e Talitrinae Field-hoppers
Platorchestia sp. Talitridae Beach-hoppers
e Platorchestia monodi » Talitrinae
Talorchestia sp. Talitridae
. Talorcheslzia tucurauna e Talitrinae Beach-hoppers
Talitroides sp.
*  Talitroides alluaudi Brevitalitridae Field-hoppers

»  Talitroides topitotum
Fonte: Adapt: Myers & Lowry, 2020 e Lowry & Myers, 2019

Destes, a espécie mais recorrente € Atlantorchestoidea brasiliensis, considerada
endémica do litoral brasileiro, mas chegando também ao Uruguai. E encontrada de de
origem terrestre (ex: serapilheira da vegetagdo) ou marinha (ex: macroalgas) no pds praia,
possuindo registro de distribui¢do em diversas praias do litoral brasileiro, especialmente
nos estados do Rio Grande do Norte, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina
(SEREJO, 2004a).

A segunda espécie mais representativa é Talorchestia tucurauna. Registros mostram
que a espécie encontra-se distribuida desde o litoral do estado de Santa Catarina até o Rio
Grande do Norte, incluindo o Atol das Rocas (SEREJO, 2004a). Sua abundancia é
associada aos aglomerados de algas e rochas coralineas aportadas na praia, apresentando
comportamento semelhante as demais espécies presentes em regides temperadas e
subtropicais, como Talitrus saltator, Bollorchestia quoyana e Orchestoidea tuberculata
(FALLACTI et al., 1999; DUGAN et al., 2003).

Por fim, a espécie Platorchestia monodi aparece documentada como ocorrente em
vdrias praias que vao do Nordeste ao Sul do Brasil. Tem preferéncia por praias protegidas

e também pode ser encontrado em dreas estuarinas e manguezais (SEREJO, 2004a).
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2. JUSTIFICATIVA

Sao diversos os que fatores impactam os ecossistemas do mundo e a sua
biodiversidade. Nos ambientes de praias arenosas também ndo € diferente, pelo contrario,
0s mesmos sao ambientes extremamente sensiveis e vém sofrendo cada vez mais com as
consequéncias oriundas da atividade humana. A perda de area, com intensificagdo de
processos erosivos e a continua expansao da urbanizagdo costeira, além de outros
impactos como a utilizacio das praias para fins recreativos, o aumento do aporte de lixo
e esgoto lancado deliberadamente nos ambientes marinhos sdo alguns exemplos dessas
praticas. (GARCIA; GIANUCA, 1997; BARCELLOS et al., 2009; DEFEO et al., 2009).

Assim como outros representantes da macrofauna bentonica (pequenos invertebrados
aqudticos que perturbam/modificam o substrato, onde vivem), as populacdes de
talitrideos desempenham um papel ecoldogico fundamental nesses ambientes
(FIALKOWSKI et al., 2009; OTEGUI; BLANKENSTEYN; PAGLIOSA, 2012) sendo
considerados espécies chaves na manutencao da estrutura da comunidade ecoldgica e no
equilibrio deste ecossistema (SCAPINI et al., 2005; GONCALVES et al., 2009).

As alteracdoes ou oscilacdes nas populacdes desses animais, bem como no
comportamento destes individuos, sdo em sua maioria potenciais indicadores de mudancga
ou instabilidade ambiental. (VELOSO et al., 2006, UNGHERESE; UGOLINI, 2009,
FANINI; CANTARINO; SCAPINI, 2005; SCAPINI et al., 2005; GONCALVES et al.,
2009). Aliado a isso, as espécies de talitrideos apresentam algumas caracteristicas que as
tornam excelentes bioindicadores em praias arenosas, como representacao de populagdes
muito abundantes e de facil amostragem, facil manuten¢ido em laboratério, ciclo de vida
relativamente longo para acompanhamento e tamanho razodvel, permitindo possiveis
extracoes de tecidos para andlises (WENNER, 1988).

Entendida a importancia desses organismos € a escassez de estudos relacionados no
nosso pais, analisar o perfil genético e a distribuicao dessas populacdes ao longo do litoral
brasileiro nos ajudard a entender em um cendrio bastante amplo o padrio de distribui¢ao
de talitrideos na costa brasileira e, potencialmente, efeitos de modificacdo neste padrao
causados por grandes focos de perturbacdo antrdpica, os quais em ultima instincia

evidenciam o grau de deterioracao da satde dos nossos ecossistemas costeiros.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. ECOLOGIA DE TALITRIDEOS DE PRAIAS ARENOSAS

Os talitrideos possuem Adaptacdes comportamentais especificas para terem sucesso
na colonizagdo do ambiente terrestre (SEREJO; SITTROP, 2009), como apresentar
habitos noturnos, o que minimiza a desidratacdo (FRIEND; RICHARDSON, 1986). Nas
regides de supralitoral, vivem enterrados no solo ou na interface solo-serapilheira de
restingas, além buscarem abrigo em detritos depositados pela maré (HURLEY, 1968).
Sao sensiveis a atividade humana e estdo cada vez mais ameacados devido a intensa
urbanizacao costeira, decorrente do aumento da atratividade e da magnitude da industria
turistica nos ecossistemas de praias (VELOSO et al., 2010).

Sé@o os talitrideos um dos mais importantes tdxons da comunidade em relacdo a
diversidade, abundancia e biomassa em praias arenosas, especialmente na zona
supralitoral (BACHELET; DAUVIN; SORBE, 2003). Decorrente disto, os talitrideos
influenciam consideravelmente a dindmica das comunidades onde vivem, participando
da dinamica do solo, aumentando as taxas de oxigenagdo através de sua locomogdo e
acelerando os processos de decomposicao (LAM; MA, 1989; ALVAREZ; WINFIELD;
CHAZARO, 2000; LOPES; MASUNARI, 2004). Podem ser consumidores primadrios,
predadores ou até mesmo saproéfitos. Sao também presas de crusticeos, poliquetas, peixes
e aves, constituindo portanto um importante elo trofico nos ecossistemas costeiros
(AIKINS; KIKUCHI, 2001) .

A histéria de vida dos talitrideos, assim como a de outros crustaceos, tende a variar
de acordo com latitude, onde geralmente, os individuos com grande tamanho corpdreo,
reproducdo bianual ou perianual, baixo potencial reprodutivo sdo encontrados nas regides
temperadas e as espécies de pequeno tamanho corporeo, reproducao semi-anual ou anual
e elevado potencial reprodutivo sdo encontradas nos tropicos (SASTRY; VERNBERG;
VERNBERG, 1983).

Os embrides de talitrideos sdo carregados pela fémea na bolsa incubadora até a
eclosdo, momento em que sdo liberados no ambiente para atingirem a maturidade
(WILDISH, 1988). Sem larvas planctonicas, possuem dispersio limitada entre praias, e
consequentemente fluxo génico, acentuando as diferencas genéticas entre as populacdes
(CRISP, 1978).

A presenca de correntes oceanicas e de diferencas no periodo de duragcdo da larva

peldgica, entre outros argumentos, tem sido usada, por exemplo, para explicar a



34

diferenciacdo genética de populagcdes em espécies marinhas (ROCHA et al., 2005;
MATTOS; SEIXAS; PAIVA, 2019). Logo, espécies costeiras com capacidade de
dispersdo reduzida, como € o caso dos peracdridos terrestres, tendem a ser enquadrar no
conceito de metapopulacdo, ou seja, populagdes que estdo espacialmente isoladas, mas
mantém uma conexao funcional via fluxo migratério (LEVINS, 1969). Uma vez que o
intervalo de dispersdo de juvenis de Talitridae ainda € pouco conhecido e a conectividade
entre populacdes € um elemento essencial para manutencdo de metapopulagdes,
permanece a questdo de como € que diferentes cendrios de isolamento entre populacdes
podem romper a dinamica migratdria e, consequentemente, a diversidade genética.
Apesar de ainda pouco explorado dentro desse grupo animal, ja foram encontrados
padrdes contrastantes de estruturagdo genética em espécies Talitridae, o que indica que
caracteristicas intrinsecas de cada espécie também desempenham um papel na
determinacao de sua estrutura genética (PAVESI; KETMAIER, 2013). Algumas espécies
estudadas ndo eram suficientemente conectadas e ndo conseguiam evitar o isolamento
genético, apresentando numerosas populagdes bastante distintas geneticamente ao longo
do espago (HENZLER; INGOLFSSON, 2008; PAVESI et al., 2011; FANINI et al.,
2017b). J4 outras espécies um padrao genético mais homogéneo mesmo em uma ampla
area geogréfica, indicando maior fluxo génico entre suas populagdes (KETMAIER et al.,

2010).

3.2.  MARCADORES MOLECULARES, DNA MITOCONDRIAL E REGIAO
CONTROLE

Nas dltimas décadas, uma parcela da comunidade cientifica mundial tem se dedicado
ao conhecimento relacionado a diversidade bioldgica e a conservacdo dos recursos
genéticos, através do uso de ferramentas de biologia molecular, utilizando desde as
tradicionais técnicas, surgidas no inicio da década de 80 como a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) e o uso de enzimas de restri¢cao, para os estudos de DNA até as mais
recentes inovagdes biotecnoldgicas, como os sequenciamentos genéticos de nova geragao
e outras técnicas surgidas pos o ano de 2005 (MOSS, 2019), aplicadas em analises intra-
e interespecificas para avaliacio de processos evolutivos, estimativas do grau de

variabilidade genética, andlises de zonas de contato entre espécies, fluxo génico,
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biogeografia historica, caracterizacoes de estruturas populacionais, sistemadtica
molecular, inferéncia de relagdes filogenéticas e identificacdo especifica de espécimes
processados (AVISE et al., 1987; ORTI et al., 1996).

Aqui, usamos a ferramenta biomolecular em uma abordagem filogeogréfica, para
verificar a diversidade e conectividade entre populacdes de talitrideos ao longo do litoral
brasileiro. O conceito de filogeografia nasceu através das observagdes de que os
haplétipos de DNA mitocondrial (mtDNA) de populacdes de muitas espécies apresentam
uma distribuicdo geografica determinada, o que permitiu que a dimensao filogenética
adentrasse nas discussdes sobre estrutura de populacdes. O termo foi introduzido por
AVISE e colaboradores (1987), e se designa como o estudo da distribuicdo da
variabilidade genética de uma espécie em uma escala espacial e temporal, e objetiva
revelar a histéria evolutiva de uma linhagem, relacionando-a com sua distribui¢do
geografica, através, principalmente, das diferencas entre sequéncias de mtDNA, a qual
abrange conhecimentos de microevolugdo (genética de populagdes) e macroevolugdao
(filogenias) alinhadas pela biologia molecular.

Assim, a utilizac¢do das ferramentas da sistematica molecular para a compreensao da
conectividade das populagdes é capaz de nao so estabelecer diferencas genéticas entre
populacdes separadas geograficamente, mas também acessar e entender informacgdes
quanto a estrutura das populagdes, fluxo génico, relagdes filogenéticas, padrdes
biogeogrificos, andlises de paternidade e parentesco (FERAL, 2002) , possibilitando
assim, a distincdo de populagdes geograficas com grande eficiéncia através da
identificacdo de haplétipos (DAVOLOS; MACLEAN, 2005; SEIDEL; LANG; BERG,
2009), gerando um aumento do conhecimento sobre os processos historicos
biogeograficos.

Dessa maneira, o sequenciamento do mtDNA tornou-se uma ferramenta comum e
eficiente para elucidar as relagdes entre individuos em diferentes escalas evolutivas,
devido suas propriedades peculiares, como ter heranca exclusivamente materna, ndo
sofrer recombinagao, conter inimeras copias por célula, e em algumas regides, apresentar
acimulos de muta¢des de forma mais rdpida quando comparada ao DNA nuclear
(NEDBAL; FLYNN, 1998).

Ja ha algum tempo, os padroes de diversificagdo do DNA mitocondrial (mtDNA) de
amphipodas (KETMAIER et al., 2010; KNOX et al., 2012; WILDISH et al., 2016) vém
possibilitando a diferenciacdo de populagdes geograficas com grande efici€ncia através

da identificacdo de haplétipos (DAVOLOS; MACLEAN, 2005; BROWNE;
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HADDOCK; MARTINDALE, 2007; SEIDEL; LANG; BERG, 2009). Sao diversos os
trabalhos com espécies pertencentes a familia Talitridae, ou com hébitos semelhantes,
como alguns isépodes e caranguejos (MATTOS; SEIXAS; PAIVA, 2019), que utilizam
regides do mtDNA para estudos populacionais desses individuos (KETMAIER et al.,
2010; PAVESI et al., 2011; WILDISH; PAVESI; KETMAIER, 2012; FANINI et al.,
2017b)

Dessa forma, com base nestes conceitos analisamos a estrutura genética de talitrideos,
ao longo do litoral brasileiro utilizando uma regido codificante do mtDNA, pertencente a
subunidade 1 da citocromo oxidase (COI) (Figura 4), ja que regido tem se mostrado
suficientemente varidvel para o estudo de genética de populagdes destes peracdridos
litoraneos. A andlise de fragmentos desta regido nos permite estimar graus de isolamento
populacional bem como diferenciar espécies além das limitacdes impostas pela
identificacdo morfoldgica.

Figura 4 - Localizag¢do do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade 1 (COI, representada em
destaque como cox1).

Fonte: Adapt: Bauz-Ribot et al., 2009
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4. HIPOTESE

A andlise do tipo “barcode” de sequéncia parcial da Citocromo Oxidase I diferencia
com sucesso espécies e populacdes de talitrideos de praias ao longo do litoral brasileiro.
A diferenciacdo entre espécies deve refletir, minimamente, os padrdes de distribui¢ao
descritos na literatura através de identificagcdo morfoldgica, além de o método permitir a
estimativa de graus de isolamento dentro de unidades operacionais taxonOmicas,
inclusive eventualmente desconhecidas, que devem diferir entre setores diferentes da

costa brasileira.
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S. OBJETIVOS

5.1.  OBJETIVO GERAL

* Analisar a estrutura e diversidade genética de talitrideos (Crustacea:

Amphipoda) amostrados ao longo do litoral brasileiro.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Identificar as espécies de talitrideos amostrados ao longo do litoral brasileiro;

e Adaptar a técnica de amplificacdo do gene mitocondrial COI para talitrideos;

* Associar informacdes genéticas a identificagcdo morfoldgica dos individuos
amostrados;

e Avaliar aspectos filogenéticos e andlises de distancias genéticas intragrupos

para talitrideos amostrados ao longo do litoral brasileiro.



39

6. MATERIAL E METODOS

6.1. AMOSTRAGEM

As coletas realizadas para a execucdo deste trabalho tém a autorizagdo do Ministério
de Meio Ambiente — MMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovédveis — IBAMA; Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade — ICMBio) registrado sob a licenga 50823-3 (Anexo I).

Coletamos os espécimes ao longo da costa brasileira, de janeiro a fevereiro de 2015,
entre 2,507, -50,832 e -32,515, -52,384, incluindo a ilha oceanica Atol das Rocas (Tabela
3).0 nimero amostral foi pré definido de acordo com o trabalho de Waples e Gaggiotti
(2006) Em cada praia amostrada, cerca de 30 individuos foram coletados através de busca
ativa simples e recolha manual, sendo imediatamente identificados e armazenados em
recipiente com dalcool comercial. Posteriormente, em laboratério, as amostras foram

mantidas em freezer a -20°C.

Tabela 3 - Pontos de coleta e coordenadas das 11 praias amostradas ao longo do litoral brasileiro.

LOCAIS DE COLETA
Estado Praia Coordenadas

ES Marataizes -21,093, -40,844
RJ Saquarema -22,936, -42,397
RN Atol das Rocas -3,857, -33,814
BA Canavieira -15,695, -38,925
AL Jarapatinga -9,132, -35,285

PR Guaratuba -25,965, -48,594
RS Cassino -32,515, -52,384
PA Salinas (Corvina) -0,603, -47,372
SP Praia Vermelha do Norte -23,416, -45,035
SC Gamboa -27,952, -48,625
AP Goiabal 2,507, -50,832

Fonte: Autor
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6.2. IDENTIFICACAO MORFOLOGICA

Em laboratério, os exemplares de cada unidade amostral foram separados e contados
em laboratério sob um microscépio estereoscopio ZEISS-(Stemi-508), equipado com
oculares micrométricas, de acordo com o sexo e estidgio de desenvolvimento. A
identificacdo se deu por meio da comparacio dos individuos com as informagdes contidas
nas chaves morfoldgicas de Serejo (2004), elaborada para as espécies jd identificadas no

Brasil.

6.3. EXTRACAO, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DO MATERIAL
GENETICO

As técnicas de extragdo de DNA consistem de um conglomerado de processos fisicos,
quimicos e mecanicos fundamentados na lise celular, limpeza (eliminacdo de proteinas,
lipidios e RNA), e precipitacdo (EGUIARTE; SOUZA; AGUIRRE, 2007). Para este
trabalho, utilizamos a técnica Adaptada de digestao por proteinase K, seguida de extracdo
organica com fenol-cloroférmio e precipitagao com Etanol 100%, conforme metodologia
descrita por Sambrook & Russell (2001) detalhada a seguir.

Cada espécime foi individualmente processado em Tissuelyser da Qiagen®, por 5
min a 5S0Hz, em microtubos de 2,0mL contendo 500uL de solugdo de lise (NaCl 2uM,
SDS 10%, EDTA 1uM, Tris 1M, Proteinase K 50U/uL) e esfera de aco inoxiddvel de
Smm de diametro. O macerado passou entdo por digestdo com proteinase K e posterior
incubacdo overnight a 42°C em banho-maria.

Seguiram-se entdo as etapas: adicdo, a solugdo prévia, de 500uL de CHCl3
(Cloroférmio), agitacdo em vortex por 1 min, centrifugacdo por 5 min a 1600xg em 4°C
e recuperacao do sobrenadante (fase aquosa). Deste sobrenadante foi precipitado o DNA
com a adi¢ao de S50uLL de NaOAc 3M e 1mL de EtOH 100% a -20°C na solugdo, nova
agitacdo em vortex por 30s e incubacao a -20°C por no minimo 1h.

Dado este periodo, a solugdo com a amostra foi levada a centrifuga por 15min a
16000xg a 4°C, o sobrenadante descartado, e o precipitado de DNA lavado através de
adicao de 500uL de EtOH 70% a -20°C e centrifugacdo de 5 min a 16000xg a 4°C. O
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sobrenadante foi novamente descartado e o material foi deixado para a secagem na
bancada em temperatura ambiente por Smin. Por fim, o material genético obtido foi
ressuspendido em 100pL. de dgua ultrapura, agitado em vortex por 10s e mantido em
freezer a -20°C até o proximo procedimento.

Neste estudo com os talitrideos, o gene mitocondrial alvo escolhido para amplificacdo
foi Citocromo Oxidase I (COI). Os oligonucleotideos iniciadores (primers) inicialmente
escolhidos para a amplificacio dos fragmentos foram os primers LCO1490
(5’GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG’3) e HCO2198
(5TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA’3), conhecidos como primers universais
para invertebrados, descritos por Folmer e colaboradores (1994), que em seu trabalho
conseguiu amplificar utilizando os mesmos mais de 11 filos diferentes.

Devido a dificuldade de amplificacdo do nosso material, foram testados outros 9 pares
de primers, além de 1 primer reverse criado neste trabalho (Tabela 4). Para cada primer
foram utilizadas as condi¢des de PCR descritas em seus respectivos artigos de origem.
Diferentes combinacdes entre os primers forward e reverse citados anteriormente
também foram testadas a partir de matrizes de concentragao (0,5 a 2,0 uL) e temperatura

(40 a 70°C) para o estabelecimento da quantidade 6tima dos primers.

Tabela 4 - Referéncia, nomes e sequéncias dos primers utilizados nos testes de amplificacao.

Referéncia Nome Sequéncia
CoiF 5’- ACYTCNGGRTGNCCRAARARYCA-3’
Pavesi & de Matthaeis CoiR 5°- TCWACNAAYCAYAARGAYTTGG-3’
(2009) CoiFint 5-GGGACAGCHCTKAGVRTAAT-3'
CoiRint 5-GCYCCYGCYAAWACAGGKARDGA-3'
Ketmaier; Iuri; Matthaeis COIf 5°-TTT TTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3’
(2005) COIr 5>-TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3
. CBLA4f 5’- GTGAAGAGAGAAAATAGCTA -3
Seidel; Lang; Berg, (2009) CBL4r 5’-ATYATAATTGGGGGGTTC-3’
COI-SL 5'-ACAGTTGGTATAGACATTGATAC-3'

Tafani et al. (2004)

TAL-FW 5'-CATATTGTTAGTCAAGAACAGG-3
SUBIF-CAV 5'-AAGCGGAATGCCTCGCCGATACTC-3’
COII-TAL2 5'-ATGATTTCGATTGTTTGGTTTTGTA-3'
COII-CROZ 5'-CCACAAATTTCTGAACATTGACC-3'
Davolos & Maclean, (2003) SUBIF 5'-AAGAGGCATACCTCGACGATACTC-3'
SUBIR 5'-GTATCGTCGAGGTATGCCTCTTAA-3
BI-COI 5'-GATACCCGAGCTTATTTTAC-3
CrustDF1 5-GGTCWACAAAYCATAAAGAYATTGG-3'
Knox etal. (2012) CrustDR1 5-TAAACYTCAGGRTGACCRAARAAYCA-3'
Presente trabalho GNF_deg 5-TTTCHACHAAYCAYAAAGATATYGG-3’

Fonte: Autor
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6.4. CONDICOES DA PCR

O primer foward GNF_deg (5’-TTTCHACHAAYCAYAAAGATATYGG-3")
(desenvolvido neste trabalho) e 0 reverse COIRint &
ACYTCNGGRTGNCCRAARARYCA 3') (FANINI et al., 2017c) ao final dos testes,
foram os escolhidos e utilizados para amplificar aproximadamente 590pb deste gene
mitocondrial. O fragmento do gene COI foi amplificado com GoTaq® Hot Start Master
Mix (Promega, Madison, WI, Buffer A). Foi incluido em todas as baterias de reacdes um
controle negativo para o descarte das possibilidades de contaminagdes. A reacao de PCR
foi realizada a um volume total de 25ulL de acordo com a Tabela 5. Os ciclos de
amplificacido foram Adaptados de (FANINI et al., 2017b) e estdo descritos na Tabela 6.
As amostras ndo amplificantes foram submetidas a nova PCR, utilizando 1,5uL do
produto da primeira PCR, diluidos 10X em 4gua ultrapura, nas respectivas condi¢cdes
anteriormente citadas.

Tabela 5 - Volumes e concentracdes dos reagentes usados na reagdo de PCR para amplificacdo de
fragmento do gene mitocondrial COI.

Reagentes Concentracao Stock Para 1 reacao: 25uLL
H>O - gsp 25uL
GoTaq® Hot Start
Master Mix 2X 12,5 ul
Primer reverse 10mM 1uLL
Primer forward 10mM 1uL
DNA +150ng/ul 300 ng

Fonte: Autor

Tabela 6 - Condigdes utilizadas nas PCR ap6s finalizagdo das etapas testes.

Temperatura | Tempo Ciclos
95°C 10min 1X
94°C 40s
45°C 40s 5X
72°C Imin
94°C 40s
51°C 40s 35X
72°C Imin
72°C 2min 1X

Fonte: Autor
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6.5. TRIAGEM E SEQUENCIAMENTO

Os produtos de PCR amplificados nesse estudo foram separados em gel de agarose a
1,5% para volume de 150mL, em tampao TAE (Tris-Acetato), corado com Brometo de
etideo (10ng/ul). O gel com as amostras fica dentro da cuba de eletreforese por 25min a
15V/cm, e o seu resultado é visualizado em um trans-iluminador de luz ultra-violeta. Os
géis foram fotografados e o tamanho do fragmento de DNA ¢ estimado pela comparagao

com o padrao Ladder 100pb (Ludwig Biotec).

Os produtos amplificados foram purificados com o kit de purificacaio MEBEP
BIOSCIENCE — PCR Products Purification Kit, conforme orientagdes do fabricante. Em
sintese, as bandas de DNA foram cortadas do gel de agarose, e o fragmento foi pesado
em um microtubo de 1,5mL. Foi adicionado 3X o valor do peso (em mg) em volume do
buffer de diluicdo. Aa amostras foram entao incubadas a 60°C em banho-maria a 12 min.
Em seguida, as amostras foram transferidas para um tubo de coluna para passarem pela
etapa de lavagem duas vezes, adicionando 600uL de tampdo de lavagem, centrifugacio a
16000xg e descarte do precipitado. A ressuspensdo das amostras foi feita em S0uL de
dgua ultrapura.

Apos a purificagdo, foi feita a selecdo visual, em gel de agarose, das amostras de
qualidade razodvel para sequenciamento do tipo “Sanger” pela empresa ACTGene
(Anélises Moleculares LTDA (CNPJ: 10579265000140); uso do equipamento 3500XL
Genetic ~ Analyzer (Applied  Biosystems) e  primer COlrint (5°-
ACYTCNGGRTGNCCRAARARYCA-3') em sentido reverse).

6.6. ANALISE DOS DADOS

A qualidade dos cromatogramas foi analisada de acordo com o valor da porcentagem
de qualidade (Height Quality; HQ%), sendo que amostras com HQ<50% foram
desconsideradas. Para o alinhamento e edicdo de sequéncias foi utilizando o software
CLC Genomics Workbenck® (versdo teste 21.0.3) A confirmacdo da identidade das
sequéncias obtidas foi realizada pela compara¢do com sequéncias disponiveis no banco

de dados do NCBI, o GenBank, com o programa BLAST (Basic Local Alignment Search
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Tool)+ 2.2.29 (ZHANG et al., 2000). Ja a eficacia da identificagcdo molecular foi avaliada
por andlise de distancias genéticas com o método Kimura 2-Parameter (K2) (KIMURA,
1980) utilizando o programa MEGA 4.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
(TAMURA et al., 2007).

As afericdes dos indices de diversidade haplotipica e nucleotidica foram realizadas
no programa Arlequin 3.5.2 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005).As
sequéncias alinhadas também foram utilizadas juntas ao programa TCS v.1.21
(CLEMENT; POSADA; CRANDALL, 2000) por meio do software PopART v. 1.7 para
gerar uma rede de haplétipos. A rede foi criada considerando o modelo de parcimdnia
estatistica com indice de veracidade igual a 95%, e com tamanho das representacdes

gréificas de cada haplétipo proporcional a sua frequéncia na amostral.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. TRIAGEM E IDENTIFICACAO MORFOLOGICA

Somando todos os espécimes coletados nas 11 praias, um total de 397 individuos
passaram pela identificagdo morfoldgica inicial, dentre os quais 2 espécies foram identificadas:
Atlantorchstoidea brasiliensis, que correspondeu a 56% do total, e Talocherstia tucurauna,
correspondendo a 32% (Figuras 5 e 6). Os outros 12% ndo puderam ser identificados de acordo
com a chave de identificacao de espécies de Talitridae registradas no Brasil (SEREJO, 2004a).

Figura 5 - Propor¢do entre espécies de Talitridae (Crustacea: Amphipoda) amostradas ao longo do litoral
brasileiro, em janeiro e fevereiro de 2015. Até o momento 353 individuos foram identificados até o nivel
especifico de acordo com a chave de identificac@o de espécies ja registradas no litoral brasileiro (SEREJO, 2004);

48 individuos analisados ndo puderam ser identificados conformemente. A) AP: n=30, B) PA: n=8, C) RN: n=37,
D) AL: n=68, E) BA n=42, F) ES: n=30, G) RJ: n=40, H) SP: n=66, I) PR: n=34, J) SC: n=33, K) RS: n=9.

Legenda

Talorcherstia tucurauna

e Atlantorchstoidea brasiliensis

Nao Identificado

Fonte: Autor
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Figura 6 - Diferentes morfotipos de Talitridae analisados dentre amostras realizadas ao longo do litoral brasileiro em janeiro e fevereiro de 2015. A): Talorchestia
tucurauna; local de coleta: AL; referéncia: B3AL. B): Atlantorchestoidea brasiliensis; local de coleta: SC; referéncia C6SC C) Morfotipo 1 (ndo identificado); local
de coleta: AP; referéncia C2AP. D) Morfotipo 2 (ndo identificado); local de coleta: PA; referéncia A6PA. E) Morfotipo 3 (ndo identificado); local de coleta: RS
referéncia A8RS.

Fonte: Autor
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Nos 2 pontos de coleta do Norte brasileiro, AP e PA, os individuos amostrados nao
puderam ser identificados de acordo com a chave utilizada. Na regiao Nordeste 3 pontos
foram amostrados: no Atol das Rocas/RN e em Alagoas foram detectados somente
exemplares de 7. fucurauna; na Bahia, dentre 42 individuos analisados, T. tucurauna foi
reconhecido e também individuos de A. brasilienses, além de 4 individuos nao
identificados. No Sudeste e Sul, somando 6 pontos amostrados, a unica espécie
reconhecida dentre os individuos foi A. brasilienses. Apenas no ponto mais ao norte, ES
no Sudeste, e no ponto mais ao sul, RS no Sul, outro morfotipo ndo identificado apareceu
juntas as demais.

A espécie de maior representatividade neste estudo, A. brasiliensis, vem sendo citada
como tipica e muito abundante em praias do sudeste brasileiro (RJ, SP e SC),
especialmente as reflexivas, onde passam o dia enterrada sob o sedimento e emergem a
noite para alimentar-se (CARDOSO; VELOSO, 1996; CARDOSO, 2002). No PR a
ocorréncia de A. brasiliensis é considerada esporddica devido a fatores que
desfavoreceriam sua permanéncia, como influéncia estuarina e auséncia de ambientes
reflexivos (BARROS; BORZONE; ROSSO, 2001; BORZONE, 2003; L. C ROSA, R
ALUIZIO, 2007). Serejo, (2004a) também registrou a espécie no RN. Dentre estes
estados com registro de ocorréncia, nao amostramos a espécie no RN, mas em todos os
estados do RS a BA, corroborando e complementando as informacdes disponiveis para
esta espécie.

A segunda espécie mais amostrada, 7. fucurauna, também possui ampla ocorréncia
no litoral brasileiro, ocorrendo do nordeste (RN) ao sul do pais (SC), além de ser apontada
como o unico talitrideo que conseguiu colonizar as ilhas oceanicas Atol das Rocas (RN)
e Fernando de Noronha (PE) (SEREJO, 2004; IWASA-ARAI et al., 2020). Serejo (2004)
relata que a espécie € comumente encontrada junto a A. brasiliensis em praias do RJ, no
entanto, em nosso estudo, essa relagdo s6 foi observada nas amostras coletadas no estado
da BA. De fato, neste nosso estudo, houve uma nitida separacao da amostragem das duas
espécies, com A. brasiliensis no Sul e Sudeste e T. tucurauna nas estacdes do Nordeste.
Poucos estudos foram realizados sazonalmente para talitrideos na costa de Brasil, assim
como amostragens especificas e/ou probabilisticas. Logo, ndo € possivel descartar
flutuagdes sazonais e ma representacao da composicao da comunidade, fatores que podem

ser responsaveis pela discrepancia entre registros de ocorréncia da espécie.
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Quanto aos espécimes ndo identificados a nivel especifico, foi perceptivel a
semelhanca na forma dos caracteres dos individuos do RS e do AP, os dois extremos
latitudinais amostrados. Este estudo € o primeiro a registrar os talitrideos no Norte do
pais. No Pard, onde héd estudos sobre a comunidade da macrofauna do supralitoral, é
frequentemente considerado nao ocorrer espécies de Talitridae nas praias do estado, uma
vez que ndo ha registros oficiais da espécie (ROSA FILHO et al., 2006; PETRACCO et
al., 2012). Aqui, 8 individuos foram capturados na praia das Corvinas, PA, no centro da
regido de dunas e a uma profundidade incomum para o grupo (~30cm). A presenca de
muitos artefatos nas amostras impossibilitou uma identificagcdo morfolégica precisa dos
espécimes.

Das espécies de anfipodes talitrideos registradas para o litoral brasileiro,
Platorchestia monodi ndo foi amostrada em nosso estudo (SEREJO, 2004b). E possivel
que, por estar associado a ambientes mais protegidos e menos salinos que as demais,

nossos pontos amostrais de fato ndo contemplem seus principais locais de ocorréncia.

7.2.  TESTES MOLECULARES

7.2.1. Avaliacao dos primers

A utilizacao de primers universais é empregada com sucesso para sequenciamento
de grupos de animais para os quais ndo ha primers especificos. descritos, tendo sucesso
De invertebrados a vertebrados, os primers universais conseguem amplificar vérios
taxons, porém o reconhecimento de espécies dentro de um determinado tdxon se torna
mais dificil usando apenas primers universais, especialmente quando sdo universais para
uma maior abrangéncia de tixons (MEYER; PAULAY, 2005; GELLER et al., 2013).
Estudos mais recentes t€m mostrado que importantes primers universais, de Folmer e
colaboradores (1994), ndo s@o tdo universais assim, na falhando na amplificacdo de
fragmentos de diversos tdxons de invertebrados (SHARMA; KOBAYASHI, 2014). O
fracasso € relatado em trabalhos filogenéticos de assembleias de Amphipoda, que
precisaram desenvolver primers internos para maximizarem as amplificacOes de suas
PCR (SEIDEL; LANG; BERG, 2009; KNOX et al., 2012). Uma das causas possiveis

apontadas para esse problema é a incompatibilidade nas posicdoes de associagcdo
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(GELLER et al., 2013; MIODUCHOWSKA et al., 2018; SHARMA; KOBAYASHI,
2014).

Dito isto, ap6s a dificuldade de realizar a amplificagdo das amostras utilizando os
primers universais descritos por Folmer et al. (1994), uma bateria de 9 novos pares de
primers descritos para espécies de grupos semelhantes foram testadas, utilizando as
condi¢des de PCR recomendadas por cada artigo (Tabela 4). Apés testes, os resultados
ndo foram satisfatorios, com nenhum deles amplificando os fragmentos conforme o
esperado.

A partir dessa cole¢do de primers ja confeccionada, uma nova bateria de teste foi
iniciada, aqui resumida a fim de descrever o novo primer resultante deste estudo. Cada
par de primers foi testado em 3 diferentes amostras (para eliminar o viés do problema
estar na extracdo). Esse conjunto sistemético de reacdes de PCR foi montado combinando
uma matriz de gradiente de concentracdes entre primers forward e reverse (5, 10 e 20 uLL
adicionados a um mesmo volume de reacdo) a outra de temperatura (40, 50, 55, 60 e
70°C) (Figuras 7 e 8).

Figura 7 - Matriz representativa utilizada durante as PCR que utilizavam o gradiente de concentragdo de
primers. F representando o primer forward e R representando o primer reverse.

Fonte: Autor.

Figura 8 - Matriz representativa utilizada durante as PCR que utilizaram o gradiente de concentracdo de
temperaturas.

XA (NN |||~
O |0 (I NN |W|N|(—
O |0 (I NN~ |W|N|(—
O (0 [Q (N[N || [—
O (0 [Q (N[N || [—

g

Fonte: Autor
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Os ciclos de PCR foram os mesmos durante toda essa etapa. Em todos os testes,
foram inseridas amostras de controle negativo, para avaliar possiveis contaminacdes
(Tabela 7).

Tabela 7 - Condicdes utilizadas nas PCR durantes os testes que utilizaram as matrizes de concentragdo de
primer e temperatura

Temperatura | Tempo | Ciclos
94°C 10min | 1X
94°C 30s

40°C a 70°C 30s 35X
72°C Imin
72°C 10min 1X

Fonte: Autor

Os resultados obtidos apds os testes utilizando as matrizes de gradiente e
concentracdo também nao foram bem sucedidos, pois apesar de obtermos amplificacao
em algumas amostras, por algum motivo, a reprodutibilidade ndo se mostrava exitosa.
Dados esses percalcos, o desenho de novos primers se apresentou como alternativa.

Utilizando o software CLC Genomics Workbenck® (versao teste 21.0.3),
alinhamentos com diversas sequéncias de DNA mitocondrial de diversos géneros de
Amphipoda, obtidas através dos bancos de dados do NCBI (GenBank) (Tabela 8), foram
realizadas juntas ao primer LCO1490 (§'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3")
de Folmer (FOLMER et al., 1994). As bases ndo complementares obtidas neste
alinhamento foram entdo substituidas por bases degeneradas correspondentes as
inconsisténcias observadas, o que resultou na seguinte sequéncia (5°-
TTTCHACHAAYCAYAAAGATATYGG-3’) (Figura 9). Esta sequéncia foi entdo
sintetizada e utilizada para a criacao do primer foward.

Tabela 8 - Identificacdo das sequéncias das espécies retiradas do GenBank utilizadas no alinhamento para
confeccao de um novo primer.

GenBank Espécie
MN840593  Haustorioides koreanus
LT594767 Hyalella lucifugax
NC_039402 Parhyale hawaiensis
NC_039401 Trinorchestia longiramus

Fonte: Autor
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Figura 9 - Alinhamento das 4 sequéncias de mtDNA de amphipodas junto ao primer LCO1490
utilizados para o desenho de primer
2240 2260 2280

| | |
L1594767 MATECTTCAT TTTTTTENAN BAATEABAAA cATATEcCTH BATTATATTT TATTTTAGGE
MN840593 MABBGTTGAR TTTTTTETAN TAATBATAAA CATATEGGAM BABTTTATTT BATCTTAGGT
NC_039402 AABBCHTGGT ToTTTTETAN TAATHABAAE cATATTGGGA BATTATATTT TATTETAGGG
Nc_039401 BEATEcHTGAT THTTTTETAE BRAABEATARE cETATTccHE BABTATATTT THTTTTAGGG
9-LCOT4Y0 == vvvvnnne onn GGTHAAE AAATEATHNN CHTATFGG-- ---------- cooa.o....

Consensus AANCGNTGAT TTTTTTCTAC NAATCATAAA GATATTGGAA CANTATATTT TATTTTAGGN

cm [T Tim (T f 1l ol | TR oo Ty
seware gy N Txr 1,177 10oAC ARTCASARR CATATSGE.A CASTATATTT sATrsTAGGs

¥ ¥ v' " <
5-TTTCHACHAAYCAYAAAGATATYGG-3’
Fonte: Autor

Quanto ao primer reverse, visto que ja tinhamos uma biblioteca de outros primers
reverse em laboratério, combinagdes de pares de primers utilizando o novo primer
foward, desenvolvido junto aos reverses ja em estoque, foram criadas e testadas,
utilizando as condi¢des de PCR expressas em seus artigos de origem.

Ao final desses testes, o  primer  foward GNF_deg (5°-
TTTCHACHAAYCAYAAAGATATYGG-3’) (desenvolvido neste trabalho) e o primer
reverse COIRint (5 ACYTCNGGRTGNCCRAARARYCA 3') (FANINI et al., 2017c¢)
foi a combinac¢do que apresentou maior eficiéncia de amplificacdo, aproximadamente
590pb do gene COL

A alta degenerescéncia, uma maior quantidade bases compativeis presentes no primer
forward e a uma regido de ligacdo tinica mais interna presente no primer reverse sao 0s
trés principais fatores que respondem pela diferenca na eficiéncia entre as diferentes
combinacdes testadas.

A melhora no sucesso da amplificacdo de COI em talitrideos pode facilitar a aplicagdo
de cdédigos de barras de DNA na investigacdo da diversidade desses animais, dado o alto
potencial do COI para realizar a identificacdo e descoberta de novas espécies (HEBERT
et al., 2004). Um conjunto mais eficiente de primers para amplificar a regido, aumentara
a velocidade do avanco no que tange o estudo do grupo, facilitando trabalhos que

envolvessem sua diversidade, filogenia e distribuicdo geografica.
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7.2.2. PCR

Dos 397 individuos que passaram pelo processo de extracdo de DNA, tivemos €xito
na amplificacdo de 120. A selecd@o para o sequenciamento foi realizada através da andlise
visual dos produtos de suas respectivas PCR em gel de agarose, na qual foram priorizadas
aquelas que tiveram melhor banda de amplificacdo (Figura 10). Assim, neste primeiro
momento, as amostras (individuos) enviadas para sequenciamento sdo dos estados: AP
(n=29), PA (n=3), AL (n=7), BA (n=3), ES (n=1), RJ (n=9) SP (n=5) e RS (n=3),
somando 60 individuos.

Figura 10 - Gel de agarose 1,5% ap06s eletroforese contendo produtos de PCR amplificadas utilizando-se

os primers GNF_deg e COlrint, neste caso, todas vindas do estado do AP, que foram purificadas e
sequenciadas. M =Marcador de peso molecular.

Fonte: Autor

7.2.3. Busca de sequéncias em banco de dados

Das 60 amostras sequenciadas, na andlise dos cromatogramas foram excluidas 4 (3
do AL e 1 do AP) devido a baixa qualidade das sequéncias (HQ <50%). As sequéncias
amplificadas apds os cortes, conforme descrito nos métodos, tiveram tamanhos que
variavam de 501 a 571pb e foram submetidas a plataforma BLAST para identificagdo das
sequéncias mais similares no GenBank. Vale ressaltar que a plataforma BLAST em si ndo
mede homologias entre as sequéncias, mas o processo de alinhamento BLAST gera
parametros de pontuacdo de similaridade, entre a sequéncia consultada e a do banco de
dados, que medem a provavel correspondéncia verdadeira entre as sequéncias, através do

que é ou ndo inferida a homologia. Aqui usamos a “porcentagem de identidade”
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(representando a correspondéncia de posi¢ao de entre a sequéncia de interesse e o banco
de dados) e o Valor E (expectativa de que as correspondéncias encontradas sejam fruto
do acaso, ou seja, valor inversamente proporcional a chance de similaridade real)
(KERFELD; SCOTT, 2011).

A sequéncia do gene COI resultantes para os individuos de RJ, SP e ES indicaram
uma similaridade que variou de 94,63 a 98,47% com sequéncias prévias de A. brasilensis
(Tabela 9), corroborando com a identificacdo morfologica. As sequéncias obtidas
variaram de 508pb até 567pb, com valor E insignificantes, arredondados para 0, indicando
que os alinhamentos entre as sequéncias geradas e as sequéncias do banco de dados nao
ocorreram ao acaso; o percentual de identidade refere-se ao nimero de sitios de bases
nitrogenadas iguais as das amostras depositada no NCBl/GenBank.

Tabela 9 - BLAST das sequéncias vindas dos estados do RJ, SP e ES. As colunas “ID” (nimero de
registro no laboratério de biologia molecular da UNIFAP), “Local” e” Tamanho” se referem aos dados de
cada sequéncia consultada. As colunas “Valor E” ¢” Identidade” referem-se a relagdo encontrada entre a

sequéncia consultada e a mais semelhante disponivel no banco de dados. As colunas “Acesso” e “Espécie
GenBank” referem-se as respectivas sequéncias no banco de dados.

ID | Local | Tamanho (pb) | Valor E | Identidade (%) Acesso Espécie GenBank

Al | ES 566 0.0 94,63 MT240034.] |Atlantorchestoidea
brasiliensis

A3 | sp 565 0.0 98,27 MT240052.1 |Atlantorchestoidea
brasiliensis

A12 | sp 567 0.0 98,46 MT240052.1 |Atlantorchestoidea
brasiliensis

Bi | sp 566 0.0 98,28 MT240052.1 |Atlantorchestoidea
brasiliensis

B6 | SP 564 0.0 98,47 MT240052.1 |Atlantorchestoidea
brasiliensis

A2 | RI 504 0,0 96,66 MT239979.1 |Atlantorchestoidea
brasiliensis

A3 | RJ 506 0,0 96,88 MT239979.1 |Atlantorchestoidea
brasiliensis

A9 | RI 517 0,0 96,48 MT239979.1 |Atlantorchestoidea
brasiliensis

2| R 507 0,0 96,66 MT239979.1 |Atlantorchestoidea
brasiliensis

cs | RI 508 0,0 97,10 MT239979.1 |Atlantorchestoidea
brasiliensis

co | R 501 0.0 97.40 MT239979.1 | Atlantorchestoidea

brasiliensis

Fonte: Autor

As sequéncias definidas para AP (n=27) e RS (n=3) apresentaram 80,00 a 84,58%
de identidade com sequéncias prévias do género Platorchestia, predominantemente P.
parapacifica, com exce¢ao de 2 individuos do AP, para qual os BLAST mais coincidentes

foram para outros géneros, Paralicella e Orchestoidea. Os tamanhos destas sequéncias
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variaram de 561pb até 571pb e apresentaram valor E ficando entre 2x10!% a 7x10™°
(Tabela 10). A similaridade entre individuos do AP e do RS, os 2 extremos latitudinais
amostrados, corrobora a similaridade dos morfotipos observada na andlise morfoldgica.
O género Platorchestia ja foi registrado da Paraiba a Santa Catarina, embora nao
especificamente P. parapacifica, que foi a mais sequéncia mais semelhante disponivel no
GenBank. De qualquer forma, a similaridade observada é muito baixa para considerar que
os espécimes analisados sejam esta espécie, logo consideramos mais provédvel que nao
haja depdsito em bancos de dados de espécies deste género mais semelhantes aquela dos
individuos em questdo. Diferente dos outros 2 géneros que ocorrem em praias brasileiras,
ambos ja apresentados neste trabalho, este género ocorre mais comumente associado a
manguezais e estudrios. De fato, com poucas exceg¢des, as ocorréncias descritas por Serejo
(2004) sdo nesses ambientes e em praias abrigadas, ou seja, protegidas de ondas de alta
energia e tendéncia a graos de menor tamanho, caracteristicos de praias dissipativas.
Dentre as praias aqui amostradas, as do AP e RS ndo sdo abrigadas, pelo contréario sdo
bastante expostas, mas sdo aquelas com maior tendéncia dissipativa. Outro fato que
chama a atencao € o tamanho diminuto dos individuos sequenciados destes estados.
Tabela 10 - BLAST das sequéncias dos estados do AP e RS. As colunas “ID” (nimero de registro no
laboratério de biologia molecular da UNIFAP), “Local” e “Tamanho” se referem aos dados de cada
sequéncia consultada. As colunas “Valor E” e “Identidade” referem-se & relacdo encontrada entre a

sequéncia consultada e a mais semelhante disponivel no banco de dados. As colunas “Acesso” e “Espécie
GenBank” referem-se as respectivas sequéncias no banco de dados.

(continua)
ID |Local | Tamanho (pb) | Valor E | Identidade (%) Acesso Espécie GenBank
Al | AP 567 8x10°133 83,43 MGO010371.1 | Platorchestia parapacifica
A3 | AP 567 2x10719 82,61 MG010370.1 Platorchestia japonica
A5 | AP 566 8x10°133 83,43 MGO010371.1 | Platorchestia parapacifica
A6 | AP 569 8x10°133 83,43 MGO10371.1 | Platorchestia parapacifica
A7 | AP 562 8x10°133 83,43 MGO010371.1 | Platorchestia parapacifica
A8 | AP 566 8x10°133 83,43 MGO010371.1 | Platorchestia parapacifica
A9 | AP 568 2x10°133 83,33 MGO010371.1 | Platorchestia parapacifica
Al10| AP 567 4x10712! 82,51 KX360563.1 Platorchestia
B1 | AP 565 4x10712! 82,52 KX360563.1 Platorchestia sp.
B2 | AP 565 8x10°133 83,43 MGO010371.1 | Platorchestia.parapacifica
B3 | AP 563 8x10°133 83,43 MGO010371.1 | Platorchestia parapacifica
B4 | AP 561 8x10°133 83,43 MGO010371.1 | Platorchestia parapacifica
B5 | AP 562 2x107124 83,07 LC566476.1 Platorchestia pacifica
B6 | AP 565 4x1012! 82,52 KX360563.1 Platorchestia sp.
B7 | AP 570 1x107130 83,05 MGO010371.1 | Platorchestia parapacifica
B8 | AP 566 8x10°133 83,43 MGO010371.1 | Platorchestia parapacifica
B9 | AP 571 4x10712! 82,52 KX360563.1 Platorchestia sp.
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ID |Local | Tamanho (pb) | Valor E | Identidade (%) Acesso Espécie GenBank
B10| AP 566 8x10°133 83,43 MGO010371.1 | Platorchestia parapacifica
B11| AP 563 2x10°118 83,55 KX360563.1 Platorchestia sp.

B12| AP 567 4x10°'28 84,58 JX129948.1 Orchestoidea tuberculata
Cl | AP 564 8x10°133 83,43 MGO010371.1 | Platorchestia parapacifica
C2 | AP 568 4x1012! 82,52 KX360563.1 Platorchestia sp.

C3 | AP 566 2x10°10 82,61 MGO010370.1 | Platorchestia parapacifica

C4 | AP 567 7x10°% 80,00 MW056945.1 Paralicella caperesca

C5 | AP 567 1x10713! 83,24 MGO010371.1 | Platorchestia parapacifica

C6 | AP 563 4x101! 82,52 KX360563.1 Platorchestia sp.

C7 | AP 568 8x10°133 83,43 MGO010371.1 | Platorchestia parapacifica

A8 | RS 567 4x1012! 82,52 KX360563.1 Platorchestia sp.

A10| RS 565 3x10°132 83,08 MGO010371.1 | Platorchestia parapacifica

All| RS 564 8x10°133 83,43 MGO010371.1 | Platorchestia parapacifica

Fonte: Autor

Ja as sequéncias dos individuos dos estados PA, e AL e BA, indicaram as menores
identidade, de 79,32 a 82,68%, e maior heterogeneidade de tdxons correspondentes: 0s
géneros Talorchestia, Notorchestia, 3 espécies de Platorchestia e, em 3 casos, 0 menor
nivel taxondmico correspondente foi a propria familia, Talitridae (Tabela 11). As
sequéncias obtidas variaram de 562pb até 567pb, com o valor E relativamente distantes
de 0. A baixa identidade das destas sequéncias com as disponiveis no banco de dados
pode ter ocorrido, parcialmente, em razdo da inexisténcia de sequéncias de 7. fucurauna
no banco de dados, embora ndo se possa descartar a possibilidade de ocorréncia de uma
nova espécie de Talorchestia e, até mesmo, de um novo género, na costa brasileira.

Tabela 11 - BLAST das sequéncias vindas dos estados do AL, BA e PA. As colunas “ID” (nimero de
registro no laboratério de biologia molecular da UNIFAP), “Local” e “Tamanho” se referem aos dados de
cada sequéncia consultada. As colunas “Valor E” e” Identidade” referem-se a relacdo encontrada entre a

sequéncia consultada e a mais semelhante disponivel no banco de dados. As colunas “Acesso” e “Espécie
GenBank” referem-se as respectivas sequéncias no banco de dados.

(continua)
ID | Local | Tamanho (pb) | Valor E | Identidade (%) Acesso Espécie GenBank
A6 AL 567 3x10%2 79,32 MG655915.1 Talorchestia sp.
A8 | AL 565 4x10°! 80,39 KX812492.1 Notorchestia

quadrimana
All | AL 566 1x10% 82,75 MG655915.1 Talorchestia sp.
B7 | AL 564 1X10°% 79.35 KX360569.1 Platorchestia
monodi

3 | AL 508 4x1075 82.08 AB741777.1 Talorchestia

martensii
B4 BA 565 2x1011 82,30 KX054867.1 Talitridae sp.
B7 BA 562 1x10-12! 82,68 KX054867.1 Talitridae sp.
B12 | BA 567 7x10118 82,28 KX054867.1 Talitridae sp.
A4 | PA 568 4x107110 81,84 LC566316.1 Platorchestia

Japonica
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ID | Local | Tamanho (pb) | Valor E | Identidade (%) Acesso Espécie GenBank
A5 | PA 564 3x10112 82,04 LC566316.1 Platorchestia
Japonica
A7 | PA 565 4x10-10 82,07 AB741742.1 Platorchestia
paludosus
Fonte: Autor
7.2.4. Alinhamentos

Ap6s a andlise dos BLAST, foi criado um alinhamento das 56 sequéncias obtidas no
presente trabalho com mais 116 sequéncias COI de diferentes talitrideos obtidas do banco
de dados do GenBank, utilizando o algoritmo do CLC, que considera GAP’S, inser¢des e
delecdes, a fim de criar uma arvore exploratéria pra verificagdo das localizagcbes em
clados das nossas sequéncias resultantes. A figura 11 mostra 3 destes alinhamentos; o
resultado completo, de todas as amostras encontra-se no Anexo II.

Figura 11 - Fragmento de alinhamento total realizado pelo CLC contendo um vislumbre de 3 amostras do

AP com fracdo dos seus respectivos cromatogramas mais 11 amostras de talitrideos coletados no banco de
dados do GenBank

KUB96885 GTCETGEGEE THGGGGEGGG TEHAGTGCGHEE TGCEEATETT 275
KX228656 TABAEGTEA TAcCHAGGEEET TETGTAGATT THAAET EE 275
AB741722 B BBAGAGGGGEE TETGTAGAEE TGGE W 275
AB741720 BAGAGGGGEE TETGTAGHAEBE TGcGE EE 275
AB741721 BAcGcGccGGHE TEEGTAcCABE TcchEE FF 275
LC566416 BAccGcGEGEE TEEGTAGATE TccEE TT 275
KX228637 TAGHAGGGGET TEAGTAGAEE THAGET mE 275
KX228635 A THGHAGGGGET TEAGTACAEE TAGET W 275
KX228636 TAGHAGGGGET TEHAGTAGHAEE THAGHT TT 275
KX228639 B THGHcGGGET TEAGTAcCAEE THAGET EE 275
Kx228638 TTGTETTETT TTAETGGTEA TAGHAGGHGET TEAGTAGHEE TAGETATTTT 275
A1AP ETHGEEGETCG GHcCETCEEEA TAGHAGGHEGGG THAGTGGHATT TAGCHEAATTTT 275
mceama o\ Vianal AN AnanAnAAA Aananinn A\
Asap @THGEEcCETG cHcETGEEEA THcHEGGHcGGG THEGTGGHATT THCEBATTET 275

Trace data ?“TN 0 q,‘?g NH\

ABAP

Trace data , A QH A ! Q

ATAP

Trace data

Fonte: Autor
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7.2.5. Identificacao genética de OTUs

7.2.5.1. Arvore exploratoria

Partindo do alinhamento supracitado, foi criada a drvore exploratéria geral, afim de
estabelecer agrupamentos em clados das sequéncias do presente trabalho com as
sequéncias selecionadas no GenBank. Foram identificados 3 grandes grupos a serem
explorados individualmente, com andlises direcionadas (Figura 12). Estes grandes clados
agruparam claramente os individuos de uma mesma regido geografica, mas nem em todos
os casos houve correspondéncia a uma OTU bem definida. Por este motivo, os grupos
foram nomeados de acordo com as regides neles contidas: Sudeste (compreendendo as
amostras de SP, RJ e ES), Nordeste/PA (compreendendo as amostras da BA, AL e PA) e
AP/RS (compreendendo as amostras do AP e RS).
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Figura 12 - A arvore exploratéria resultante pelo método NJ. As amostras com letras e nimeros referem-
se as amostras coletadas neste experimento, sendo as duas dltimas letras do cédigo a sigla do estado
brasileiro onde a amostra foi coletada. Em preto, estdo o cdigo e o nome das espécies/géneros de
taltrideos vindos do GenBank. Cores diferentes das amostras coletadas neste experimento foram usadas
para cada estado de coleta, com intuito de facilitar a visualiza¢do dos agrupamentos. Paracaprella tenuis
€ um grupo externo (Caprellidae) aos talitrideos. Os niimeros entre os ramos referem-se as distancias
entre os individuos.

(continua)

LC566352 - Pyatakovesta wasal
AB741718 - Paciforchestia sp.
ABT41719 - Pacforchesta sp.
LC566380 - BousSeldia phoentxae
LC566384 - Bousficicka phoonbxac
KU896395 - Waematau kohuroa
KUS96894 - Waomatau kohuroa
KUB96896 - Waematau ringanohinohi
MZ224489 - Floresorchestia xued
MZ224490 - Floresorchestia xuell

it




LC566512 - Platorchestia pacifica
MN701476 - Cryptorchestla garbinii
MN701472 - Cryplorchestia garbinil
MNT01473 - Crypiorchesta garbinii
MN701474 - Cryplorchesila garbinii
MNT01475 - Cryptorchestla garbinii

MG319272 - Traskorchestia trasklana
MG320630 - Traskorchestia raskiana
MG320322 - Traskorchestia traskiana
MG315759 - Traskorchestia traskiana
FJ581474 - Americorchestia megalophthalma
FJ581477 - Americorchestia megalophthalma
FJ581476 - Americorchestia megalophthalma
FJ581475 - Americorchestia megalophthalma

LC566545

LC566543

ABT741720 - Paciforchestia sp.
ABT41722 - Paclforchestla sp.
AB741721 -Paclforchestia sp.

HQ987402 - Mexorchestia carpenteri
HQ987403 - Mexorchestia carpenteri
HQ987404 - Mexorchestia carpenteri
HQ987401 - Mexorchestia carpenteri
HQ987405 - Mexorchestia carpenteri

MZ580816 - Megalorchestia pugetiensis

MG31:

i U G

MG316171 - Megalorchestia pugettensis

— KX812493 - Notorchestia quadrimana
KX812462 - Notorchestia quadrimana

ASPA

AdPA

ATPA
MG655891 - Talorchestia spinipaima
MG655892 - Talorchestia spinipatma

ATTAL

CIAL
MG655916 - Paciforchestfa sp.
MG655814 - Paciforchestia sp.

BISP

A125P

A3SP

KX224095- Talltrus saltator
KX224096 - Talrus saltator
KX224097 - Talitrus saltator

MG855920 - Britorchestia ugolinii
- ugolinii
‘ MGEB55917 - Sardorchestia pefecaniformis

K— KP254439-Paracaprella_tenuis

Fonte: Autor
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7.2.6. Relacgoes intra-OTUs

Para cada grupo estabelecido foi criada uma nova arvore filogenética, mais focal.
Cada arvore, por sua vez, subsidiou a identificacdo de subgrupos, para os quais foram
realizadas andlises das distancias genéticas, dentro e entre os subgrupos, e feita a

caracterizacdo haplotipica de cada caso.

7.2.6.1. Sudeste

O agrupamento referente ao grupo Sudeste indica que todos os exemplares
amostrados para os estados de SP, RJ e ES compdem de uma OTU unica, A. brasiliensis,
visto que ambos se ramificam a partir de um mesmo nd, agrupando-se com as sequéncias
de A. brasiliensis usadas (Figura 12). A partir desta arvore foi identificada uma nitida
separacdo de um clado correspondente aos individuos de SP com relagdo aos demais, RJ
e ES, que se misturam em um mesmo grupo. Logo, as andlises subsequentes consideram
2 subgrupos de A. brasiliensis, um correspondente a populacdo de SP e um grupo que

inclui as populagdes, mais proximas, do RJ e ES. Andlise das distancias

7.2.6.1.1. Andlise das distdncias

Os resultados das andlises das distancias genéticas ndo indicaram variacio entre
as sequéncias da praia de SP, ja o percentual de diferenciacdo entre as sequéncias RJ/ES
foi de 0,01. Quanto a variacdo desta OTU entre os subgrupos foi de 0,02. Usando 25
sequéncias de A. brasilienses vindas do GenBank, observou-se uma variacao de 0,04 entre
estas e SP e também 0,04 entre estas e RJ/ES. O percentual de diferenciacdo dentre as
sequéncias do GenBank foi de 0,01. Considerando que o barcode gap consiste em uma
lacuna entre as diferencas intra e interespecifica, cujo valor € aproximadamente 10 vezes
a diferenca intraespecifica (HEBERT et al., 2004), todos os espécimes analisados

correspondem a A. brasiliensis (Tabela 12).
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Tabela 12 - Analises das distancias genéticas do gene COI por meio do método K2, para os subgrupos de
A. brasiliensis SP, RJ/ES e sequéncias depositadas no GenBank. A diagonal em cinza representa as
distancias intragrupos e as demais células as distancias entre grupos

SP Atlantorchestoidea
RJ - Saquarema .
Vermelha do ES - Marataizes brasiliensis
Norte (GeneBank)
Sp
Vermelha do Norte 0L
RJ - Saquarema
ES - Marataizes 0,02 CO
Atlantorchestoidea
brasiliensis 0,04 0,04 0,01
(GeneBank)

Fonte: Autor

7.2.6.1.2. Caracterizacdo haplotipica

Das 14 sequéncias alinhadas vindas do grupo Sudeste, encontramos 9 haplétipos
com 8 sitios polimorficos distintos. Nao foi observada diversidade haplotipica para SP,
onde os 4 individuos analisados apresentaram o mesmo haplétipo. Ja para RI/ES a
diversidade foi alta, 0,95 (Tabela 13). Com relagao a diversidade nucleotidica, indice que
representa o nimero médio de diferencas entre duas sequéncias (por sitio) retiradas ao
acaso da amostra total, SP ndo apresentou sitios polimérficos nas 5 sequéncias

amostradas, tendo, portanto, valor 0, enquanto para RJ/SP o valor foi 0,12 +/-0,09.

Tabela 13: indice de diversidade nucleotidica e haplotipica para o gene COI nas amostras dos estados de

ES, SPeRJ.
Local Nuamero Sitios Numero Diversidade Diversidade
Individuos | Polimérficos | haplétipos | haplotipica (#) | nucleotidica ()
Vermelhsapdo Norte 4 0 ! 0 0,00
gé i iji‘gf;z;nez 9 8 8 0,95 0,12 +/-0,09

Fonte: Autor

7.2.6.1.3. Rede de haplotipos

A andlise de todas as sequéncias alinhadas com o programa TCS 1.2., por meio
de parcimOnia estatistica, gerou para o grupo Sudeste uma rede com 9 haplétipos,
apresentando um formato de estrela, refletindo um possivel evento de expansao
populacional (AVISE, 2000) centrado ao norte da regido Sudeste. O haplétipo central

(Hp_7) representado pelo circulo com duas cores, presente nos estados de RJ (1
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individuo) e ES (1 individuo), representa cerca de +14% dos exemplares descritos e
possui 4 haplétipos derivados. O haplétipo mais conservado ocorreu no estado de SP
(Hap_9), correspondendo a +28% dos exemplares amostrados. Foram observados apenas
dois grupos distintos pelas distancias dos ramos da rede e dos eventos mutacionais
hipotéticos necessarios para formagao de um determinado haplétipo (Figura 13).

Figura 13 - Rede de haplétipos utilizando sequéncias fragmento do gene COI realizada com as amostras

vindas dos estados do RJ, SP e ES. Os circulos menores em preto representam os haplétipos ndo
amostrados ou extintos e as barras individuais que cruzam os ramos representam eventos mutacionais.

Haplétipos | Frequéncias Amostras

Hap_5 Hap_1 Hap_1 02 A2RJ e A4RJ
Hap_2 01 CSRI
Hap_3 01 A3RIJ
Hap_4 01 C9RJ
Hap_S 01 C2RJ
Hap_6 01 A9RJ
Hap 7 02 e B2RJ
Hap_8 01 ASRI
Hap_ 9 04 o

Legenda

Rio de Janeiro (Saquarema)

Sao Paulo (Praia Vermelha)

Espirito Santo (Marataizes)

Hap_ 9

Fonte: Autor

Levando em consideracdo todos os dados, ndo resta didvida que todos os
individuos amostrados no grupo Sudeste pertencem a espécie A. brasiliensis. A alta
semelhanga genética encontrada para o unico exemplar sequenciado do ES junto a
amostras do RJ (representado pelo Hap_7), indica um considerdvel fluxo génico entre
estas populacdes. Tal fato faz sentido se levarmos em consideracio a pequena distancia
geografica (aproximadamente 333 km) e a semelhanca geomorfoldgica das praias do RJ
e ES (MUEHE; CARVALHO, 1993; MACHADO, 2001). J4 a diferenca genética entre
os individuos de SP com os demais estados do Sudeste pode representar um alto grau de
isolamento por impacto antrdpica, o que dificultar o fluxo génico, assim como ja proposto
para outros amphipodas (KETMAIER; SCAPINI; DE MATTHAEIS, 2003;
JABLONSKA et al., 2020).
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A semelhanca entre o haplétipo de SP com o estado imediatamente ao sul, PR,
precisa ser investigada a fim de determinar o grau de isolamento de populacdes de SP (ao
menos do seu litoral norte, onde houve amostragem), ja que a regido estd compreendida
entre 2 dos pontos de maior modificacao antropica da costa brasileira, a regido da baia de
Guanabara, ao norte, e o porto de Santos ao sul, ambos associados a um alto grau de
urbanizagdo circundante. Como temos posse de individuos coletados no PR e SC,
poderemos em breve testar esta hipotese, de alto comprometimento de fluxo génico de

talitrideos confinados entre essas duas dreas de alto impacto.

7.2.6.2. Nordeste/PA

Os ramos resultantes que formaram o grupo do Nordeste/PA indicam que os
exemplares amostrados para os estados de BA e AL sejam ao menos uma OTU
relacionada ao género Talorcherstia sp. Ambas se ramificam a partir de um mesmo né
contendo sequéncias de Talorchestia de trés espécies diferentes. J4 os individuos vindos
do PA, apesar de mais préximo a sequéncia do género Talorchestia agrupam-se em um
clado bem mais distante do que a diferenca entre clados de espécies de Talorchestia
disponiveis no banco de dados, sugerindo que estamos diante de uma OTU ainda nao
descrita, filogeneticamente mais proxima a Talorchestia (Figura 12). A populagdo de

cada estado serd tratada como um subgrupo para anélises de distancia e diversidade.

7.2.6.2.1. Andlise das distdncias

A distancia dentro de cada subgrupo foi de 0,01 em AL e 0,05 na BA.
Independente de qual OTU foi amostrada no PA, ndo houve diferenciagdo genética
expressiva entre os individuos. Quanto a variacdo entre os locais amostrados, os valores
foram 0,16 (BA x AL), 0,27 (BA x PA) e 0,28 (AL x PA). Usando 3 sequéncias
disponiveis para o género Talorchestia, nenhuma correspondente a espécie 7. tucurauna
do GenBank para a comparacio, observou-se uma variacdo de 0,22 (Talorchestia sp

GenBank x BA), 0,26 (Talorchestia sp.GenBank x AL) e 0,23 (Talorchestia sp.GenBank
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x PA) (Tabelal4). Mas, como a variagao genética do proprio banco de dados € alta, 0,19,
essas comparacdes nao sdo muito informativas.
Tabela 14 - Andlises das distancias genéticas do gene COI por meio do método K2 entre os grupos de

BA, AL e PA e sequéncia depositadas no GenBank. A diagonal em cinza representa as distancias
intragrupos e as demais células representam as distancias entre os grupos.

BA AL PA Talorcherstia sp.
Canavieira Jarapatinga Salinas (GenBank)

BA. . 0,01

Canavieira
AL . 0,16 0,05

Jarapatinga
P.A 0,27 0,28 0,00
Salinas
Talorcherstia sp.
(GenBank) 0,22 0,26 0,23 0,19

Fonte: Autor

7.2.6.2.2. Caracterizagdo haplotipica

As 11 sequéncias alinhadas, resultaram em 7 hapldtipos com 42 sitios
polimérficos distintos com a menor diversidade haplotipica sendo encontrada no estado
do PA (0) AL, seguido pela BA (0,66) e por fim, o estado de AL com (0,90). Com relagdo
a diversidade nucleotidica, as amostras do estado da BA (0,01 +/- 0,009) foram as que
apresentaram o maior valor seguidas posteriormente do estado de AL (0,06+/- 0,04). O
resultado deste indice referente ao estado do PA foi 0, devido a auséncia de sitios

polimorficos nas somente 3 sequéncias analisadas (Tabela 15).

Tabela 15 - Indice de diversidade nucleotidica e haplotipica para o gene COI nas amostras dos estados do
PA, AL e BA.

Local Nuamero Sitios Numero de Diversidade Diversidade
Individuos Polimérficos haplétipos | haplotipica (2) | nucleotidica ()
BA 3 6 2 0,66 0,01 +/- 0,009
Canavieira
AL 5 36 4 0,90 0,06+/- 0,04
Jarapatinga
PA 3 0 ! 0 0,00
Salinas

Fonte: Autor
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7.2.6.2.3. Rede de haplotipos

A rede haplétipos resultante do grupo Nordeste/PA apresentou um formato linear,
refletindo possivelmente uma expansao populacional mais contida (AVISE, 2000). A
rede ndo apresenta nenhum haplétipo centralizado, o que indica fluxos génicos limitados.
O haplétipo mais conservado € o Hap_7, com trés individuos, correspondendo a +23%
dos exemplares amostrados, todos eles sendo representantes do estado do PA. Foram
observados 3 grupos distintos restritos aos seus respectivos estados (Figura 14).

Figura 14 - Rede de haplétipos utilizando sequéncias fragmento do gene COI realizada com amostras

vindas dos estados do PA, AL e BA. Os circulos menores em preto representam os hapldtipos nado
amostrados ou extintos e as barras individuais que cruzam os ramos representam eventos mutacionais.

Hap 4
Legenda
“.Pfs Part (Salinas)
Hap 3 Bahia (Canavicira)
Algoas Japarstinga)
Haplotipos Frequéncias Amostras
< ;
Hap S Hap_1 02 Ol
Al
Hap 2 01 ASAl
Hap 3 01 ALLAL
Hap_4 01 C3Al
Hap 1
.3 Hap_$ 02 o
Hap 6 01
ap 7 03
Hap 03 pe

Hap 7

Fonte: Autor

E possivel inferir que a espécie T. tucurauna foi amostrada nos estados do Nordeste,
correspondendo a identificagdo morfoldgica prévia dos individuos. Levando em conta as
limitacdes referentes ao banco de dados, que ndo possui sequéncias dessa espécie
depositada, associado a identificacdo e registros prévios desta espécie na regido, ndo ha
razdes para questionar a ocorréncia desta OTU especifica com base nas informagdes
disponiveis até o momento. Mas, justamente por ndo possuir sequéncias depositadas nos
bancos de dados, quando se avalia a ramificacdo que ocorre entre as amostras do AL e

BA, nio € possivel descartar totalmente a ocorréncia de OTU criptica.



66

Considerando tratar-se de uma mesma OTU, 7. fucurauna, a diferenca
interpopulacional observada entre os individuos de BA e AL podem ser resultantes de
uma quebra de conectividade génica, causadas por exemplo, pela alta modificacio
causada pelo homem na Baia de Todos os Santos, o que representaria um alto grau de
isolamento por fatores como urbanizagdo, poluicdo, aporte turistico. Ha, entretanto, uma
considerdvel diversidade genética em cada um dos estados, evidenciando que, embora
isoladas entre si, as populacdes ndo estdo confinadas em um espaco que ameace sua
diversidade génica, como observado para o norte de SP.

A andlise morfoldgica das amostras que foram sequenciadas para os estados da BA e
AL ja apontavam que as mesmas eram pertencentes a espécie 7. fucurauna, mas para os
individuos do PA esta identificagcdo ficou vaga. Pérem, a grande quantidade de pontos
mutacionais que separam as amostras na rede de haplétipos e a estruturacao haplotipica
bem definida para ambos estados do Nordeste aliada ao posicionamento das sequéncias
génicas observados na drvore exploratdria, nos levam a crer que as amostras do PA sao
de OTU consideravelmente diferente de todas as demais.

A presenca de artefatos (ressecamento e desmembramento de apéndices) dificultou a
identifica¢do morfoldgica precisa dos individuos do PA, mas, ainda assim, houve notavel
diferenca morfoldgica entre destes e os demais individuos analisados para todo o litoral
brasileiro, o0 que chamou muita atencdo de antemdo. Os resultados das sequéncias,
aplicados aos testes e a sua posi¢ao na arvore exploratdria, nos faz crer que estamos diante
de uma nova OTU que pode ser uma espécie diferente ou mesmo um tdxon diferente do
género Talorchestia, embora género Talorchestia seja mega diverso (HORTON et al.,
2021) Corroborando essa hipétese, hd a grande diferenca geomorfoldgica entre o litoral
de BA/AL e PA, além da peculiariedade do local onde os individuos do PA foram
encontrados: alta profundade em regido de duna. A presenca de espécies novas de
talitrideos para os estados da regido Norte ndo seria surpreendente visto a atual falta de

registro do grupo na regido (SEREJO; SIQUEIRA, 2018).
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7.2.6.3. Amapéd/Rio Grande do Sul

Para o grupo AP/RS, a drvore exploratdria indica que os exemplares amostrados para
estes estados ndo pertencem ao género Platorchestia, mais proximo no BLAST, e,
provavelmente, nem ao género Minamitalitrus, apesar deste ultimo parecer ser mais
proximo filogeneticamente. Vale ressaltar que estes individuos ndo foram identificados
morfologicamente. Considerando que os individuos destes estados se agruparam em
clados distantes das espécies disponiveis no GenBank na arvore generalista, é provavel
estarmos diante de uma nova OTU, de nivel taxondmico maior que espécie, dada a
tamanha distancia observada entre o grupo de individuos e as demais sequéncias no banco
de dados (Figura 12). Houve ramificacao notavel para individuos do AP, que ndo ocorre,
entretanto, devido as limitacdes espaciais de fluxo génico. Nao houve uma separacdo
clara entre as sequéncias do RS com algumas do AP, mas como a distancia entre os dois
locais amostrados € enorme, a maior dentro de todo o conjunto amostral deste estudo, as

andlises de distancias e diversidade serdo feitas considerando subgrupos AP e RS.

7.2.6.3.1. Andlise das distdncias

Nao houve diferenciacdo intragrupo das sequéncias do RS, enquanto para o AP,
este indice foi de 0,07 (Tabela 16). Entre os estados o valor foi menor, 0,05, reforcando
que h4 maior similaridade entre individuos do AP e RS do que dentro das amostras do
AP como um todo. A espécie Platorchestia platensis, mais préxima ao grupo AP/RS
identificada pelo BLAST, foi usada nesta anélise de distancia e para ambos os estados a
distancia foi superior a 0,20, com variabilidade dentro das sequéncias do banco de dados

igual inferior a 0,01.
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Tabela 16 - Andlises das distancias genéticas do gene COI por meio do método K2 entre os grupos dos
estados do AP e RS e sequéncias depositadas no GenBank. A diagonal em cinza representa as distancias
intragrupos e as demais células representam as distancias entre 0s grupos.

AP RS Platorcherstia platensis
Goiabal Cassino (GeneBank)

AP

Goiabal 0.07
RSS 0,05 0,00

Cassino

Platorcherstia platensis
(GeneBank) 0,21 0,20 <0,01

Fonte: Autor

7.2.6.3.2. Caracterizagdo haplotipica

As 31 sequéncias do grupo AP/RS resultaram em 7 haplétipos com 83 sitios
polimérficos distintos. No RS apenas 1 haplétipo foi identificado, sem sitios
polimérficos, com diversidade nucleotidica e haplotipica igual a 0,0. J4 no estado do AP

a diversidade nucleotidica foi de 0,06 (+/-0,03) e a haplotipica 0,70 (Tabela 17).

Tabela 17 - indice de diversidade nucleotidica e haplotipica para o gene COI nas amostras dos estados do

AP e RS.
Local Nuamero Sitios Nuamero de Diversidade Diversidade
Individuos Polimérficos Haplétipos | haplotipica (2) | nucleotidica (7)
AP
Goiabal 28 83 7 0,70 0,06+/-0,03
RS 3 0 1 0 0,00
Cassino

Fonte: Autor

7.2.6.3.3. Rede de haplotipos

A rede respectiva ao grupo AP/RS também apresentou um formato de estrela,
refletindo um possivel evento de expansdo populacional (AVISE, 2000), porém sem o0s
hapldtipos centrais amostrados. O haplétipo maior e mais conservado foi o Hap_1,
representado pelo circulo vermelho e azul, haplétipo este presente nos dois estados, AP
(13 individuos) e RS (3 individuos), representando +51% dos exemplares analisados.
Foram observados 3 grupos distintos, onde observa—se que 2 deles estdo restritos ao

estado do AP (Figura 15).
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Figura 15 - Rede de haplétipos utilizando sequéncias fragmentos do gene COI realizada com amostras
vindas dos estados do AP e RS. Os circulos menores em preto representam os haplétipos ndo amostrados
ou extintos e as barras individuais que cruzam os ramos representam eventos mutacionais.

Haplotipos Frequéncias Amostras
AlAP, ASAP
AGAP, ATAP
Kol ASAP, A9AP
B2AP, B3AP,
B10AP,
Hup S He 1 » CI1AP, CSAP
g CTAP, ASRS,
Hop 3 AIORS,
AllRS ¢
o B7AP
<
- Hap_2 01 BSAP
Hap 3 02 A3AP ¢ C3AP
AlOAP,
Hap 6 ‘
- C10AP
BAAP, B6AP
Hap 4 09 BOAP. C2AP
Hap 4 COAP, CSAP
¢ BIIAP
Legenda Hap_$ 01 BSAP
— Asapd (Goinkel) Hap_6 ol B12AP
Rio Grande do Sul (Cassino) Hap_7 0l CAAP

Fonte: Autor

Dessa forma, levando em conta todos os dados aqui apresentados, tanto a OTU a
qual pertencem as amostras do AP e RS e a relacdo entre elas, ainda se mostram como
uma icognita. As diferentes localizacdes observadas na drvore exploratdria encontrada
para os individuos do estado do AP pode ser decorrente da alta preservacao ambiental e
pouca pressao antrépica que a praia do Goiabal sofre (SANTOS; SHORT; MENDES,
2016). Nao podemos descartar também o caréter inédito do estudo desses individuos na
regido Norte, o que certamente facilita o encontro de OTU inéditas. A alta semelhanca
genética entre os trés individuos sequenciados do RS junto a 13 individuos do AP,
representados pelo hap_1, poderia ser fruto da amostragem inédita da espécie em questao
para ambos os estados, ja que diferente dos demais talitrideos amostrados no presente
trabalho, estes apresentavam o menor tamanho, o que talvez explicaria a sua até entio
ndo amostragem para os demais estados do litoral brasileiro, incluindo o RS.

Essa alta conexao genética entre talitrideos geograficamente tao distantes € pouco
descrita na literatura, porém, tal comportamento ja foi observado por Fanini e
colaboradores. (2017) , por exemplo, em trabalho que buscou entender a modelagem
preditiva e a distribuicdo de uma espécie de talitrideo ao longo do litoral do Uruguai,
analisou as sequéncias COI do mtDNA em trés diferentes pontos da costa e identificou

que as populagdes coletadas nos sitios intermedidrios diferiram significativamente das
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duas localidades mais distantes, com seus resultados sugerindo um potencial de

interconectividade maior do que o esperado para outros talitrideos.

Existem semelhangas entre as praias do Cassino e do Goiabal: proximidade a um
grande estudrio, alta energia, terreno plano, extenso com sedimento compacto e de graos
finos. Algum fator ambiental pode ter sido essencial para manutencdo da espécie nestes
locais. Mas, s@o necessdrios esforcos de investigacdo direcionados, para averiguar a
ocorréncia da espécie em outros pontos ao longo da costa, ja que existe a possibilidade
de esta nao ter sido amostrada em locais onde ocorre. Ainda, hd a possibilidade de que a
espécie seja exdtica ao RS, tendo sido introduzida através de embarcagdes que fazem
grandes rotas maritimas, as quais de fato incluem a bacia do Amazonas e pontos ao sul
do pais, inclusive a bacia do rio da Prata. Como estes animais ndo possuem dispersao
larval no oceano, uma dispersdo através de grandes embarcacdes estaria associada a
destrogos a deriva e contato com embarcagdes menores.

OTU diferentes podem possuir caracteristicas intrinsecas determinante quanto a
sua estruturacdo genética. Tourinho e colaboradores. (2021), em seu estudo que comparou
sequéncias COI de diferentes espécies de invertebrados habitantes de praias arenosas da
costa Uruguaia (entre eles uma espécie de talitrideo) com histérias de vida e estratégias
de dispersdo contrastantes. Eles observaram que, apesar dos isopodes (Excirolana
braziliensis e E. armata) apresentarem histérias de vida e estratégias de dispersdao
semelhantes ao talitrideo (A. brasiliensis), os primeiros apresentaram alta homogeneidade
genética ao longo dos pontos amostrais, enquanto que o segundo apresentou alta
variabilidade.

Essas carateristicas de padrdes de estruturacdo genética diferentes para OTUs
distintas ocorrem em outras escalas taxondmicas, e este trabalho agrega esta informacgao
para Talitridae. No litoral da Itdlia, Pavesi e colaboradores (2011) trabalharam com a
espécie Macarorchestia remyi. Eles constataram que as populacdes apresentaram um alto
grau de divergéncia genética, com substancial falta de fluxo génico, tanto localmente
quanto em ampla escala geografica, sugerindo que a espécie estd em equilibrio dindmico
sob baixos niveis de fluxo génico (diversidade haplotipica entre 0,39 a 0,33). Ja Ketmaier
e colaboradores (2010), também no litoral da Itdlia, mas com a espécie Talitrus saltator,
analisaram quatro subpopulacdes ao longo de 3 km de uma praia arenosa e constataram
uma elevada diferenca genética nas subpopulagcdes amostradas, cerca de 0,90 em cada

uma delas. No persente trabalho, em apenas um ponto de coleta foi identificada uma
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diversidade haplotipica desta mesma magnitude, para a espécie A. brasiliensis. Essa
diversidade ndo foi observada para nenhuma outra OTU, indicando que A. brasiliensis
tenha uma tendéncia intrinsica de maior diversidade genética do que as outras espécies
do litoral brasileiro. Logo, embora seja um bom indicador intraespecifico de
conectividade de fluxo génico, este indice ndo deve ser usado como indicador entre
espécies. O parametro que, de forma global, mais se associou ao grau de qualidade
ambiental foi a distincia intrapopulacional dos haplétipos e complexidade da rede de
haplétipos, tendo sido a maior observada no AP, o ponto m mais pristino aqui avaliado.

Em contrapartida temos 2 locais com graus muito diferentes de impacto antrépico
com baixa diversidade haplotipica intra OTU, SP e PA. Assim, essa baixa diversidade é
pode ser atribuida a fatores associados tanto a barreiras naturais, como as dire¢des das
correntes marinhas e a influéncia da foz do rio Amazonas para o estado do PA a elevada
antropizacao presente na regido amostrada para o estado de SP.

Os dados também reforcam o conceito de que a distribuicdo da variabilidade
genética nem sempre reflete a estrutura populacional contemporanea, e que € importante
considerarmos a histéria evolutiva das espécies ao estudarmos a conectividade em
populacdes de praias arenosas. A ocorréncia de espécies cripticas ndo é incomum para
talitrideos (CHENG et al., 2011; BALDANZI et al., 2016), tdo pouco para amphipodas
(WESTRAM et al., 2011), e aqui confirmamos a presen¢a de pelo menos 2 OTU ainda
desconhecidas, além de analisar padrdes de estruturacdo genética de populacdes de
espécies ja descritas.

Nossos dados também apontam para a efici€éncia da utilizacdo da dos talitrideos para
avaliacdo de diferentes niveis de impactos ambientais, visto que, suas populagdes tendem
a responder geneticamente frente a estressores, tanto de origem antropica ou natural.
Assim, as andlises resultantes desses tipos de estudo podem amparar gestores a tomar
medidas que auxiliem na preservagdo e conservacdo desses ambientes e
consequentemente, também na promocao da satide humana, visto que desde 1993, a satde
humana nao € apenas entendida como a auséncia de doenca, mas também estd relacionada

aspectos da satide ambiental (WHO, 1993).
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8. CONCLUSAO

As andlises morfoldgica e das sequéncias génicas mitocondriais, de fragmentos da
subunidade I do citocromo oxidase (COI), em praias de oito estados brasileiros (AP, PA,
AL, BA, ES, RJ, SP e RS), em anfipodes da familia Talitridae, nos permitiu obter as

seguintes conclusdes:

. Foram identificados morfologicamente duas espécies de Talitrideos ao longo do
litoral brasileiro, sendo elas Atlantorchestoidea brasiliensies € Talorchestia tucurauna.

. Os primers universais para invertebrados nao foram adequados para amplificacao
destes talitrideos, logo uma nova combinagdo e desenho de primer foram desenvolvidos.

. Os dados sugerem que o gene mitocondrial COI consegue corroboram de forma
satisfatoria a hipétese de que processos de estruturagdes filogeograficas para as espécies
de talitrideos encontradas ao longo do litoral brasileiro, estao associados a pontos de alto
potencial de quebra de conectividade espacial.

. Todos os espéciemes amostrados para o grupo Sudeste pertencem a espécie
Atantorchestoidea brasiliensis, a qual mostrou a maior diversidade haplotipica entre as
OTU identificadas. A presenca dos 2 pools génicos que fomentaram a diversidade de A.
brasilienesis encontrados nos 3 estados amostrados sugerem que pode ter ocorrido uma
diferenciac@o haplotipica entre os individuos de SP e dos do RJ e ES, necessitando de
estudos suplementares para definir o tempo de separacdo e grau de isolamento das
populacdes desta regido de SP.

. Os resultados atribuidos ao grupo Nordeste/PA agrupam toda as amostras em 3
OTU diferentes restritas a seus respectivos estados, entretanto € provdvel que essa
separacdo entre AL e BA esteja apenas a nivel populacional de Talorchestia tucurauana,
indicando que essas populagdes estdo isoladas, provavelmente pela antropizacdo da Baia
de Todos os Santos, a um bom tempo, tempo esse que ainda necessita ser estimado. J4 os
individuos do PA, sdo uma OTU bem distinta geneticamente das demais encontradas,
sendo até entdo, melhor relacionada com o género Talorchestia, estando isolada
provavelmente devido a fatores naturais

. Quanto ao grupo AP/RS, infere-se a presenca de um taxon inédito. O motivo da

alta semelhanca encontrada entre localidades tdo distantes ainda precisa ser esclarecida.
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A maior distancia e grande complexidade haplotipica encontrada no AP coincide com o
fato desse ser o ponto mais pristino amostrado.

. Os dados mostraram uma diversidade de espécies de talitrideos para o litoral
brasileiro bem maior do que a descrita na literatura, ressaltando a importancia da
existéncia de estudos moleculares para a ampliacdo dos conhecimentos sobre a riqueza e
diversidade desses animais. A estruturacdo genética dentro de OTU semelhantes mostrou
alto potencial de identificacdo de barreiras de fluxo génico associadas tanto a
modificagdes antrépicas quanto a barreiras naturais, salientando a importancia do grupo

como indicador de qualidade ambiental.
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1 PA Praias dversas Fora de UC Federal
1 MA Praias dversas ora de UC Federal
1 CE Praias dversas Fora de UC Federal
1€ RN Praias dversas Fora de UC Federal
1 PE PARQUE NACIONAL MARINHO DE FERNANDO DE NORONHA UC Federal
18 PE AREA DE PROTECAO AMBIENTAL DE FERNANDO DE UC Federal
NORONHA - ROCAS - SAO PEDRO E SAQ PAULO
19 | BARRA DE SANTO ANTONK AL A AO AM AL A UC Federal
MA VA VISTA DE CURURUPU UC Federal
MA PARQUE NACIONAL 1S MAR ANHEN: UC ederal
p MA AREA DE PROTECAO AMBIENTAL DELTA DO PARNAIBA UC Federal
Atividades X Taxons
# Atividade laxons
1 tura de animass sivestres in stu O e quadrata
2 gaetahvmsaone de amosvas biologicas in siu O%ﬁ
3| Coletaltransporie de espe da fauna silvestre in situ Bledius ("Qide: 600), Takndae (Qide: 600)
* Quantdade de indviduos por espéde, por localidade ou unidade de conservacio, a serem coletados durante umano.
Material e métodos
1 JA tras bolo (Inver dos Aquatcos) Qutas amostras bologcas(apA*ndce)
2 | Meéndo de captura‘coleta (Invertebrados Aquaticos) Quros petrechos(nao ha sao todos lerrestes), Captura manual
3| Méodo de capturacoleta (Invertebrados 1errestres) Coleta manual, Captura manual, Puca

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucao Nomativa n® 03/2014. Através do codigo
de autentica¢do abaixo, qualkquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Caodigo de autenticacao: 34196931
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HQ987403
HQ987402
HQ987405
HQ987404
HQ987401
GU661052
LC566512
MK286548
LC566528
MG319590
LC624731
KX360538
KX360535
KX360533
LC597812
KT209322
KT208744
MZ224490
MZ224489
LC566448
MG655900
MG655899
KY264156
KY264154
KY264152
KY264155
KY264153
LC566536
LC566444
LC566460
LC566424
LC566368
LC566364
MF969263
MF663278
KX224097
KX224096
KX224095
AB741719
AB741718
HM900383
FJ581475
FJ581476
FJ581477
FJ581474
MZ580816
MG316171
MG314892
MG313418
MG316180
MN701475
MN701474
MN701473
MN701472
MN701476
KU896896
MZ676991
MZ892910
LC566352
LC566304
KU896894
KU896895
KX812492
KX812493
LC566384
LC566559
LC566555
LC223812
LC223808
MF663279
HQ679937
HQ679935
HQ679936
MZ229742
LC566380
MG320630
MG319272
MG315759
MG320322
KT122908
KT122905
KT122907
KT122906
KT122904
A3SP

Trace data
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100 120 140 160
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HQ987403
HQY87402
HQ987405
HQ987404
HQ987401
GU661052
LC566512
MK286548
LC566528
MG319590
LC624731
KX360538
KX360535
KX360533
LC597812
KT209322
KT208744
MZ224490
MZ224489 | | TG -
LC566448 GGAGGATTTG -
MG655900 G-
MG655899
KY264156
KY264154
KY264152
KY264155
KY264153
LC566536
LC566444
LC566460
LC566424
LC566368
LC566364
MF969263
MF663278
KX224097
KX224096
KX224095
AB741719
AB741718
HM900383
FJ581475
FJ581476
FJ581477
FJ581474
MZ580816
MG316171
MG314892
MG313418
MG316180
MN701475
MN701474
MN701473
MN701472
MN701476
KUB96896
MZ676991
MZz892910
LC566352
LC566304
KU896894
KUB96895
KX812492
KX812493
LC566384
LC566559
LC566555
LC223812
LC223808
MF663279
HQ679937
HQ679935
HQ679936
MZ229742
LC566380
MG320630
MG319272
MG315759
MG320322
KT122908
KT122905
KT122007
KT122906
KT122904
A3SP
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HQ987403
HQ987402
HQ987405
HQ987404
HQ987401
GU661052
LC566512
MK286548
LC566528
MG319590
LC624731
KX360538
KX360535
KX360533
LC597812
KT209322
KT208744
MZ224490
MZ224489
LC566448 M|
MG655900
MG655899
KY264156
KY264154
KY264152
KY264155
KY264153
LC566536
LC566444
LC566460
LC566424

MF969263
MF663278
KX224097
KX224096
KX224095
AB741719
AB741718
HM900383
FJ581475
FJ581476
FJ581477
FJ581474
MZ580816
MG316171
MG314892
MG313418
MG316180
MN701475
MN701474
MN701473
MN701472
MN701476
KU896896
MZ676991
MZ892910
LC566352
LC566304
KU896894
KU896895
KX812492
KX812493
LC566384
LC566559
LC566555
LC223812
LC223808
MF663279
HQ679937
HQ679935
HQ679936
MZ229742
LC566380
MG320630
MG319272
MG315759
MG320322
KT122908
KT122905
KT122907
KT122906
KT122904
A3SP

Trace data




HQ987403
HQ987402
HQ987405
HQ987404
HQ987401
GU661052
LC566512
MK286548
LC566528
MG319590
LC624731
KX360538
KX360535
KX360533
LC597812
KT209322
KT208744
MZ224490
MZ224489
LC566448
MG655900
MG655899
KY264156
KY264154
KY264152
KY264155
KY264153
LC566536
LC566444
LC566460
LC566424
LC566368
LC566364
MF969263
MF663278
KX224097
KX224096
KX224095
AB741719
AB741718
HM900383
FJ581475
FJ581476
FJ581477
FJ581474
MZ580816
MG316171
MG314892
MG313418
MG316180
MN701475
MN701474
MN701473
MN701472
MN701476
KU896896
MZ676991
MZ892910
LC566352
LC566304
KU896894
KU896895
KX812492
KX812493
LC566384
LC566559
LC566555
LC223812
LC223808
MF663279
HQ679937
HQ679935
HQ679936
MZ229742
LC566380
MG320630
MG319272
MG315759
MG320322
KT122908
KT122905
KT122907
KT122906
KT122904
A3SP
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HQ987403 - -
HQ987402
HQ987405
HQ987404
HQ987401
GU661052
LC566512
MK286548
LC566528
MG319590
LC624731
KX360538
KX360535
KX360533
LC597812
KT209322
KT208744
MZ224490
MZ224489
LC566448
MG655900
MG655899
KY264156
KY264154
KY264152 -
KY264155 -
KY264153
LC566536
LC566444 -
LC566460 -
LC566424
LC566368
LC566364
MF969263
MF663278
KX224097
KX224096
KX224095
AB741719
AB741718
HM900383
FJ581475
FJ581476
FJ581477
FJ581474
MZ580816
MG316171
MG314892
MG313418
MG316180 -
MN701475 -
MN701474
MN701473
MN701472 -
MN701476 -
KU896896
MZ676991
MZ892910
LC566352
LC566304
KU896894
KU896895
KX812492
KX812493
LC566384
LC566559
LC566555
LC223812
LC223808
MF663279
HQ679937
HQ679935
HQ679936
MZ229742
LC566380 -
MG320630 -
MG319272
MG315759
MG320322 -
KT122908 -
KT122905
KT122907
KT122906
KT122904
A3SP -
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HQ987402

HQ987401
GU661052

LC566528
MG319590

KX360535
KX360533

MZ224490
MZ224489

MG655900
MG655899
KY264156

KY264152
KY264155
KY264153

LC566460
LC566424

MF969263
MF663278

KX224095
AB741719

FJ581475
FJ581476
FJ581477

MZ580816
MG316171
MG314892

MG316180
MN701475
MN701474

MN701472
MN701476
KU896896

MZ892910
LC566352
LC566304

KU896895
KX812492
KX812493

LC566555
LC223812

HQ679937
HQ679935
HQ679936

LC566380
MG320630
MG319272

MG320322
KT122908
KT122905

KT122906
KT122904

A3SP G
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HQ987405
HQ87404
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KT209322
KT208744
MZ224490
MZ224489

MG655900
MG655899
KY264156
KY264154
KY264152
KY264155
KY264153
LC566536

LC566368
LC566364
MF969263
MF663278
KX224097 GI
KX224096 G|

Kx224095 Gl

HMS00383
FJ581475
FJ581476
FJ581477
FJ581474

MZ580816

MG316171

MG314892

MG313418

MG316180

MN701475

MN701474

MN701473

MN701472

MN701476

KU896896

MZ676991

MZ892910

LC566352
LC566304

KU896895
KX812492
KX812493
LC566384
LC566559
LC566555
LC223812
L.C223808
MF663279
HQ679937
HQ679935
HQ679936
MZ229742
LC566380
MG320630
MG319272
MG315759
MG320322
KT122908
KT122905
KT122907
KT122906
KT122904
A3SP
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B1SP
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B6SP
Trace data
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A3RJ
C9RJ
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ASRJ
B2RJ
AdRJ
MG320264
KT209452
KX228660
KX228659
KX228658
KX228657
KX228656
AB741722
AB741720
AB741721
KX228637
KX228635
KX228636
KX228639
KX228638
A1AP
Trace data
ASAP
Trace data
ABAP
Trace data
ATAP
Trace data
ABAP
Trace data
AIAP
Trace data
B2AP
Trace data
B3AP

Trace data

B10AP
C1AP

Trace data

C5AP

Trace data




A12SP
Trace data
B1SP
Trace data
B6SP
Trace data
A2RJ
CSRJ
A3RJ
C9RJ
C2RJ
A9RJ
Trace data
A1ES rev
Trace data
ASRJ
B2RJ
A4RJ
MG320264
KT209452
KX228660
KX228659
KX228658
KX228657
KX228656
AB741722
AB741720
AB741721
KX228637
KX228635
KX228636
KX228639
KX228638
A1AP
Trace data
ASAP
Trace data
ABAP
Trace data
ATAP
Trace data
ABAP
Trace data
AIAP
Trace data
B2AP
Trace data
B3AP

Trace data

B10AP
C1AP

Trace data

C5AP

Trace data
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180
|
A12sP BE
Trace data |

B1sP N

Trace data

BesP |

Trace data ,

A2RJ
C5RJ
A3RJ
C9RJ
C2RJ
A9RJ

Trace data .]

AES rev B

Trace data

A5RJ
B2RJ
AdRJ
MG320264

KX228660
KX228659
KX228658
KX228657
KX228656
AB741722
AB741720
AB741721
KX228637
KX228635
KX228636
KX228639
KX228638

A1AP

Trace data
AsAP TE

Trace data

Trace data

B10AP
C1AP

Trace data
csaP Bl

Trace data




Trace data
B1SP
Trace data
B6SP
Trace data
A2RJ
CSRJ
A3RJ
C9RJ
C2RJ
A9RJ
Trace data
A1ES rev
Trace data
ASRJ
B2RJ
A4RJ
MG320264
KT209452
KX228660
KX228659
KX228658
KX228657
KX228656
AB741722
AB741720
AB741721
KX228637
KX228635
KX228636
KX228639
KX228638
A1AP
Trace data
ASAP
Trace data
ABAP
Trace data
ATAP
Trace data
ABAP
Trace data
ASAP
Trace data
B2AP
Trace data
B3AP

Trace data

B10AP
C1AP

Trace data

C5AP

Trace data

-@cTHce
TITTGG|
GG




A12SP - - -

Trace data

BISP - - -

Trace data

B6SP - - -

Trace data

A2RJ - - -
C5RJ = - -
A3RJ - -
C9RJ - -
C2RJ - - -
A9RJ - - -

Trace data

AIESrev - - -

Trace data

A5RJ - - -
B2RJ - - -
A4RJ - -

AB741720 - -
AB741721 - -
KX228637 - -
KX228635 - -

Trace data

ASAP - - -

Trace data

ABAP - - -

Trace data

ATAP - - -

Trace data

ABAP - - -

Trace data

AGAP - - -

Trace data

B2AP - - -

Trace data

B3AP - - -

Trace data

B10AP - -
C1AP - -

Trace data

C5AP - - -

Trace data
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reesme o, WA o AR o
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AsRJ GETGGEG GATEcEGE
- -cHTEcTeT

82rR) GETGE

A4RJ GETG ceeuceceacececcensecencsacseccanne
MG320264 GEGGGGG L] - -GABEGEGT
KT209452 GGGGGG AEBcEGT
kx228660 GEEGGHG - THABRART
Kx228659 GH TAEBAART
Kx228658 GEEG AT
Kx228657 GEEG! AT
Kx228656 G| AT
AB741722 G L]

- -GHEBCEAR
- - -GHEECEAR
BGTT - - - AEFEGGGE

- BcGel

AB741721 GHBGGEG
Kx228637 GENGGGG
Kx228635 GHBGGGG
Kx228636 GEBGGGG
Kx228639 GEEGGGG
Kx228638 GHBGGHG

BcHAcE
A1AP GETGGGG GARBGAGT

Trace data

AsAP GEITIGGGE - llIIllllllllleeeaelll - - -GHEEGAGT
UAAAATAYY W WYY [\ ‘ YV
Asap GETGGGE - BTTETTEEATTETcocccHCATEARRT T TATETECARTCTTA - - -CHEEGAGT
A/ [ I\ /\ ATVATRVA"AY) /
A7AP GEFGGGG - IllllllllllllGGGGGIel - - -GHEEGHEGE
N\ VWU ) [\ ) AUy
Asap GHTGEGE - IlllIlllllllleeeeelellllllllllIlllelIIalll - - -GHEEGHGE
ANV AN AV \ i WA 4
AsAP GETGGGG - BTTETTEEATTETcecccRcATRRRET T TATETECAR - - -GHNEGHGE

VWA VUV il LUX VYL
e GiTace - BITRTTERATTEGooGGRRTRRRRTTTATTRGRRTGTTA - - - GABHCHGT

Trace data /\ /\/\(\ /X\
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B3AP GENGEGG - lllIIIIIIIIIIGGGGGIGIIIIIIIIIIIIIIGIIIGIllIIIIIIIGIGGIIIGIIGGIIIIIIIIII- - -cHEEcHCT
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\ Y
B810AP GETGGGG - llIIIIIIIIIIIGGGGGIGIIIIIIIIlIIlIIGIIIGIllllIIIIIGIGGIIIGIIGGIIIIIIIIII- - -GHEEcHGT
ciap GETGGGG - ETTETTEEATTETcccccRCATRARRT T TATETEGAET T TAT TAATATGEGGTRRGEEGGARTARATATE - - - cAREGAGT
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Trace data
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KT209452
KX228659
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Trace data
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Trace data N
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Trace data
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Trace data \d : : Q 91
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Trace data

ABRS

Trace data

A10RS

Trace data

A11RS

Trace data

B7AP

Trace data

B8AP

Trace data

A3AP

Trace data

C3AP

Trace data

A10AP

Trace data

B1AP

Trace data

B4AP

Trace data

B6AP

Trace data

BYAP

Trace data

C2AP

Trace data

C6AP

Trace data

C8AP

Trace data

B11AP

Trace data

B5AP

Trace data

B12AP

Trace data

C4AP

Trace data
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Trace data

ABRS

Trace data

A10RS

Trace data

A11RS

Trace data

B7AP

Trace data

B8AP

Trace data

A3AP

Trace data

C3AP

Trace data

A10AP

Trace data

B1AP

Trace data

B4AP

Trace data

B6AP

Trace data

BYAP

Trace data

C2AP

Trace data

C6AP

Trace data

C8AP

Trace data

B11AP

Trace data

B5AP

Trace data

B12AP

Trace data

C4AP

Trace data
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| I
c7ap ITAATAETAGGANCANERG - - -

Trace data

Trace data AAA WA \
AtoRs TTBATARTAGGARCANEHG- - -
Trace data AAA A AAA \
At1Rs EEABTBBTAGGARGHBEAG - - -
Trace data NMAA n A AlA
674 RNBATARTAGCARGHBEAG - - -
Trace data Yy A "‘ A\ a \
s6a° ITRBTANTAGCANCRERNG- - -
Trace data ANMAAANAAANAA AN A
AonP ENBATCETBCGANGHBEAG - - -

Trace data

f AN
c3ap ITAATGETAGCHRCHBEAG - - -
Trace data A AMAR A
A WAARINAW !
Atoar FREETCETAGCHACEERAG - - -
Trace data AN AN | \
s1a° RTRRTCHTAGCARCHERNG - - -
Trace data A A “‘ A
s4a° NTRBTONTAGCARCHERNG - - -
Trace data A AN \
son° ITARTCHTAGCARCHERHG - - -
Trace data 0 AN A
BIAP llillellissliallll ...
Trace data i AAA A
con ENBATGRTAGGRAGREERG - - -
Trace data , 1 A \
J\/ \ AR J\
ceap TTAATCETEGCANGEEREG - - -

Trace data

cear ITAATGETEGGANGHEENEG - - -
Trace data AN A \\ \
811AP ITAATCETAGGANGEEEAG - - -

Trace data

s5a° ENBATGRTAGORRGHBEAG - - -
Trace data  , 1 / AN
8127 ENBATCHTBCGRRGGHEAG - - -
Trace data A A f \

AL\ AT I\
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Trace data

NAAVAVVWIA
Agrs TTEATEETECCANCARENG - - -
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BTEcETTTEE
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BTAGETTTEE
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BTEcETTTER
BTEGETTTER
ATEcETTTER
BTECETTTER
BTAcETTTEE
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BTECETTTER
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ATEGETTTEE
BrAcETTTEE
BTEcETTTER
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ATEcETTTER
BTAcETTTEE
ETAGETTTEE
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BTEcETTTITE--------- BEBGG - - ATARATHATE - - - -
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Trace data
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Trace data
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Trace data
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Trace data I N
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Trace data il A
| A\

B12AP | [ehf [cfefe]
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Trace data
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Trace data
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Trace data
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ANEXO III

Alinhamento Grupo Sudeste
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ANEXO IV

Alinhamento grupo Nordeste/PA
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ATA 02/2022 DA DEFESA DE DISSERTACAO DO(A) MESTRANDO(A)GABRIEL
NETO OLIVEIRA

Ao vigésimo oitavo dia do més de janeiro do ano de dois mil e vinte e dois, as 14h horas, por
videoconferéncia através do link https://meet.google.com/uug-trje-kzg realizou-se a defesa da
dissertagdo do académico GABRIEL NETO OLIVEIRA, do Programa de Mestrado em
Ciéncias da Saude - PPGCS. A Comissdo Examinadora da defesa da dissertacéo, obedecendo
ao disposto no Regimento Interno do PPGCS, foi constituida pelos Doutores: Dra. Maira
Pombo, Orientador(a) e Presidente sem direito a avaliacdo, Dra. Camila Malta Romano
(USP), Dr. Fernando Lucas de Melo (UnB) e Rafael Lima Resque (PPGCS-UNIFAP). O tema
arguido foi: “CARACTERIZACAO E VARIABILIDADE GENETICA ENTRE POPULACOES DE
TALITRIDEOS (CRUSTACEA: AMPHIPODA) AO LONGO DO LITORAL BRASILEIRO” Apos
apresentacdo e arguicao, o mestrando respondeu as perguntas formuladas e, posteriormente, a
Comissdo Examinadora reuniu-se para proceder a avaliacdo, sendo atribuidos os seguintes
pareceres (aprovado/reprovado): Dra. Camila Malta Romano - aprovado, Dr. Fernando Lucas
de Melo - aprovado e Dr. Rafael Lima Resque - aprovado. Assim sendo, a Comisséo
Examinadora APROVOU a dissertacdo do aluno Gabriel Neto Oliveira, ressaltando as
consideracgdes abaixo. Nada mais havendo a tratar, a Presidente da Comissdo Examinadora
deu por encerrado os trabalhos, sendo lavrada e conferida a presente ata, que depois de lida e
achada conforme, vai devidamente assinada por quem ¢ de direito.
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