el 3

Ll =
“RTlfUTE SPIRITUS
Y

3

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
INSTITUTO DE GEOCIENCIAS
CURSO EM OCEANOGRAFIA

BRUNO BALBI

ANé\LISE DA ESTRUTURA GENETICA DE A
POPU LAC;OES DA POL,IQUETA Laeonereis acuta DE TRES
ESTUARIOS DA BAIA DE TODOS OS SANTOS, BA.

Salvador
2013



BRUNO BALBI

ANALISE DA ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DA
POLIQUETA Laeonereis acuta DE TRES ESTUARIOS DA BAIA DE
TODOS OS SANTOS, BA.

Salvador
2013

Monografia apresentada ao Curso de
Oceanografia, Instituto de Geociéncias,
Universidade Federal da Bahia, como
requisito parcial para a obtencdo do grau
de Bacharel em Oceanografia.
Orientador: Prof. Dr. FRANCISCO
CARLOS ROCHA DE BARROS
JUNIOR

Co-Orientador: Dra. FLORA
FERNANDES



AGRADECIMENTOS

Primeiramente aos incriveis Pais que tenho, sem eles ndo seria metade da pessoa que sou hoje.
Estdo sempre me motivando, aconselhando e me ajudando a atingir meus objetivos. N&o consigo
nem expressar direito a gratiddo e amor que sinto por vocés.

A minha Familia que me apoia e sempre me apoiou em todos 0s aspectos da minha vida.

Aos colegas do curso de Oceanografia e especialmente a galera do surf: Mateus, Seu Myag, Lucéo,
Rasta, Johnny Boy, Filipao, Lessa e Marcéu.

Aos colegas de Laboratdrio pela companhia e parceria: Lara, Yuri, Alice, Amorim, Gilson, Samara,
Thaisinha, Gabriel, Anchieta, Ricardo, Marcos Krull (Valeu pelas coletas!!), Tosta e Pati.

As bandas Neologia, Vendo 147 e Tabuleiro Musiquim, por tudo de bom que passamos
profissionalmente e pessoalmente, vocés fizeram e fazem parte do meu aprendizado de como ser
uma melhor pessoa trabalhando em grupo.

Flora Fernandes e Anténio “"Tosco™” pelo apoio desde o comeco do projeto.

A Goncalo por me receber como familia em sua casa e laboratdrio, disponibilizando toda a estrutura
e me dando uma oportunidade Unica de estar trabalhando ao lado de um grande time de
pesquisadores da UNICAMP.

Ao pessoal do LGE na UNICAMP em especial para Joan Barau, Nove, Bruce, Brundo, Leleco,
Prause, Aline, Ana Deckman, Osmar, Leandro, Pedro, Marcela, Paulinho, Dani, Dona Erné, Silvia,
Maria e Eliane.

Em especial a Gleidson Teixeira pela dedicacdo, paciéncia e disposicdo para que eu conseguisse
realizar o projeto e principalmente pelos ensinamentos que com certeza me fizeram hoje uma
pessoa e um profissional muito melhor.

A Francisco Barros, meu orientador e principalmente amigo, presente e critico sempre, foi decisivo
no meu crescimento como profissional. Ndo tenho nem como agradecer a confianga que me foi
dada em um trabalho t&o desafiador e importante para o grupo.

Nina Fonseca pela cumplicidade, carinho e apoio em literalmente todos os momentos. Te amo.

Muito obrigado,

Bruno Balbi



- ©> O que vamos fazer hoje a noite
Cerebro?
- A mesma coisa que fazemos todas as
noites Pink, tentar _dominar__ o
mundo!”’

Pink e Cérebro - Warner Bros.
Animation.

-3-


http://www.imdb.com/company/co0072876?ref_=tt_dt_co
http://www.imdb.com/company/co0072876?ref_=tt_dt_co

1.
2.

3.

N o g &

Sumario

INEFOAUGED ... bbbt b bbbt -7-
@] o =] 1LY -10-
2.1 ODJELIVO GEIAL.....ciieeiee e rs -10-
2.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS. .....everieiiitesieiec et -10 -
MaALEriaiS € MELOUOS .....c.vevieierieiie ettt sttt ra e e e ee s ereens -11-
3.1 AT U8 BSIUUO. .......cvoeceeeeeeeseteeee ettt sttt ettt sttt neees -11-
3.2 Obtencado e identificacdo do material bioldgiCO..........ccevveiiiiiiicc e -12 -
3.3 EXIragao 08 DINA. ...t e et b bbb -13-
34 AMPIITICAGED. ...ttt et ettt -13-
3.5 SEOUENCIAMENTO. ... ..c.eeeiiieieiieeiie et et evteeite et e st e ste et e seestee esseesseeeeaseesreensesnnesraeeens -13-
3.6 Analise da variabilidade genétiCa.............ccocoeiieiieii s e -14 -
RESUITATOS ...ttt e et e s te e e e neesreesteeneease e reeneenreas -15-
Dol 117 T J SRS -20-
CONSIAEIACOES TINAIS .....vevieieeeieiieeie et te e e s beesbe et esneesreeneennes -22 -
Referéncias DibIIOGraAfiCas .........c.coviiiiicce e -23-



Lista de Figuras

Figura 1 — Mapa da Baia de todos os santos, com a indicacdo dos pontos de coleta referentes aos
rios Jaguaripe (#10), Paraguagu (#10) € SUDAE (HL1).....cccccerereniiinieiese e -12 -

Figura 2 — Regido de interesse do DNA ribossomal (compreendendo os Genes 18S, 5.8S e 28S e 0s
espacadores intergénicos ITS1 e ITS2) e posicdo de anelamento dos primers Forward (F) e

REVEISE (R)... ettt ittt ettt st e bt e st e et e s st e sbeenteeseesbeenbenneenbeesbeenneas -13-
Figura 3 — Fragmentos de aproximadamente 1200bp em Gel de agarose (1,5%) corado com
DrOMELO A& BLIIO. ....veiviieiecee bbb -15-
Figura 4 — Frequéncia de alelos por POPUIACAD. ............ceeiuiiiieieeiieiie et -17 -

Figura 5 — Valores esperados e observados oriundos da analise do Equilibrio de Hardy-
WVBINDEIG. ...ttt b et b bbbt e et e b et bennenre s -18 -

Figura 6 — Porcentagens da variacdo molecular entre populages e entre individuos.................. -19 -

Lista de Tabelas

Tabela 1 — Distancia genética entre individuos; Jaguaripe (J), Subaé (S) e Paraguacu (P). VValores
de distancia ’0’’ foram grifados, representando sequéncias Id€NtICaS............ccocvreriirenes -16 -

Tabela 2 — Distancia genética entre as populacdes: Jaguaripe (J), Subaé (S) e Paraguacu (P).
Valores de distancia ’0’’ foram grifados, representando sequéncias idénticas.................. - 16 -

Tabela 3 — Tabela contendo ’n’’ amostral; Namero de alelos; Numero efetivo de alelos; Iindice de
informacdo; Heterozigosidade observada; Heterozigosidade esperada e Coeficiente de
T l0 (oo T 1T DO USSP U TP P URURRPOPRIN -17 -
Tabela 4 — Tabela contendo 0 resumo dos testes qui-quadrado............ccooveeererenenenieneeeeeeeens -18 -

Tabela 5 — Resumo da anélise Fst, que avalia a divergéncia das frequéncias alélicas entre duas ou
MAIS POPUIAGOES. ...ttt ettt bbbt bbb -19-



Resumo

A diversidade genética é a variedade de alelos e genotipos presentes no grupo sob estudo
(populacdes, espécies ou grupos de espécies). Dessa forma, uma populacdo habitando um local
contaminado, estando assim sujeita a uma pressdo seletiva, pode desenvolver uma elevada
resisténcia em comparacdo com populacbes habitando locais ndo ou menos contaminados.
Consequentemente, o desenvolvimento de resisténcia pode estar atrelado a uma diminuicdo geral do
polimorfismo intrapopulacional. O presente trabalho teve como objetivo caracterizar a estrutura
genética de populagdes de Laeonereis acuta em trés sistemas estuarinos da Baia de Todos os Santos
(Subaé, Paraguacu e Jaguaripe), BA; Avaliar o grau de polimorfismo nas populacdes estudadas e
testar a hipGtese de que a populagdo do estuario do rio Subaé é menos polimorfica em relagcdo as
outras populacBes estudadas devido ao seu alto grau de contaminacdo por metais pesados.
Individuos da espécie L. acuta das populacdes dos estuarios dos rios Subaé, Paraguacu e Jaguaripe
foram coletados nos pontos mais internos destes. A regido do DNA ribossomal que compreende 0
18S parcial, ITS-1, 5.8S, ITS-2 e 28S parcial, destes individuos foi amplificada e sequenciada. As
analises foram feitas através dos testes de distancia genética, Frequéncia de alelos, Analise de
Variagdo Molecular (AMOVA), Andlise Fst e Equilibrio de Hardy-Weinberg. Os resultados
encontrados indicam que as trés populacfes possuem baixos niveis de polimorfirsmo, sendo que a
populagdo que apresentou a menor variabilidade genética foi a do estuario do Rio Paraguacu,
refutando a hipotese do trabalho de que a populacdo que apresentaria 0s menores valores de
variabilidade genética seria a do estuario do rio Subaé, devido aos altos niveis de contaminacéo
inorganica no sedimento e relacdo aos outros estudrios. Estudos apontam que a variacdo da
salinidade exerce uma forte influéncia na estrutura populacional e taxas de sobrevivéncia das
espécies bentbnicas, bem como sendo a causa de doencgas em ostras e responsavel pelo declinio de
populacBes de espécies estuarinas. Uma possivel explicacdo para este resultado seria a presenca da
barragem de Pedra do Cavalo no estuario do rio Paraguacu, que afeta o regime hidrografico e altera
o0 gradiente de salinidade ao longo da regido. Estudos futuros relacionados com a vazdo de agua
doce nos principais tributarios da BTS e com a dispersdo larval da espécie L. acuta, bem como a
utilizacdo de outros marcadores moleculares como RAPD e microsatélites sdo essenciais para
esclarecer possiveis questdes quanto ao impacto causado pelos agentes antrépicos nestes sistemas.

Palavras-chave: Laeonereis acuta; ITS; génetica de populacdes; estuario.



1. Introducao

Estuario pode ser definido como um corpo d’agua costeiro parcialmente fechado que esta
permanentemente ou periodicamente em conexdo com 0 mar, que recebe descargas pelo menos
periddicas de um rio, possuindo assim salinidade tipicamente menor que a agua do mar e que varia
temporalmente ao longo de sua extenséo, podendo se tornar hipersalino em regides onde a perda de
agua por evaporacédo é alta e onde os fluxos de maré e de agua doce sdo negligiveis (Potter et al.,
2010). Mclusky & Elliot (2004) sugeriram que ambientes estuarinos abrigam “Comunidades
controladas por fatores fisicos’’, onde tais fatores variam amplamente e ndo sdo completamente
previsiveis. Consequentemente, 0s organismos estuarinos estdo expostos a estresses fisiologicos
Severos.

A presenca de humanos em areas estuarinas € marcante ao longo da histéria, devido
principalmente aos beneficios comerciais e de transporte, abundancia de alimentos, lazer,
construcdo de marinas, portos e barragens, etc, inerentes a esse ambiente. Atividades
antropogénicas podem resultar em alteracfes do estado natural desses sistemas, assim, atualmente
quase ndo héa estuarios completamente livres desses impactos (Day et al., 1989). Adicionalmente, a
zona costeira de paises em desenvolvimento tende a ser mais impactada, devido a presenca de leis
regulatorias e fiscalizacbes menos severas quando comparadas com as dos paises mais
desenvolvidos (Kennish, 2002). Dessa forma, gestores de cidades costeiras sdo desafiados pela
necessidade de gerenciar o crescimento urbano, de forma que leve em consideracdo a preservagdo
ambiental e ao desenvolvimento sustentavel (Barbiére, 2005).

Baias adjacentes a areas metropolitanas tem sido fortemente poluidas por despejo de
esgoto, residuos industriais entre outros impactos antropogénicos (Kjerfve et al., 1997; Yasuhara et
al., 2005). Os impactos provenientes dessas atividades podem influenciar os padrdes de
distribuicdo, abundéancia e diversidade de espécies (McGee et al., 1995; Ponti et al., 2010), sendo
geralmente aceito que elevados niveis de contaminacdo podem afetar adversamente a sobrevivéncia,
0 desenvolvimento e/ou a biomassa de diversas espécies (Reish & Gerlinger, 1997; Dixon &
Wilson, 2000; Yiksek et al., 2006; Ferreira-Cravo et al., 2009; Alonso et al., 2011). Os efeitos
bioguimicos e fisiologicos induzidos pelo aumento da concentracdo de contaminantes podem levar
a mortalidade das espécies se certos limites sdo excedidos (e.g. Gray & Elliot, 2009).

AlteracGes antropicas nas caracteristicas do sedimento (i.e. granulometria e composi¢do
quimica) e das propriedades da agua podem afetar as comunidades macrobentdnicas (Pagliosa &
Barbosa, 2006). O trabalho de Mazik e Elliott (2000) sugeriu que o aumento dos niveis de
contaminagdo pode causar uma reducdo da bioturbacdo (perturbacdo do sedimento pelos
organismos). Ward e Robinson (2005) submeteram uma populacdo de Daphnia em laboratorio a
altos niveis de cadmio e obtiveram como resultado um aumento da tolerancia a presenca deste
metal, porém individuos adaptados apresentaram menor tamanho, maior sensibilidade a outros
contaminantes e menor variabilidade genética, o que potencialmente pode representar um aumento
no risco de extin¢do da populacdo (Dixon & Wilson, 2000; Klerks & Levinton, 1989). O trabalho
realizado por Klerks e Levinton (1989) mostrou que uma forte sele¢do, imposta por contaminagédo
de metais pesados, pode resultar em aumento da resisténcia e modificacdo da composicéo
taxonémica de espécies de oligoguetas marinhos.

Adicionalmente, impactos relacionados com a alteracdo do fluxo de agua doce também séo
responsaveis por efeitos deletérios em comunidades bioldgicas. De acordo com o trabalho de
Gillanders e Kingsford (2002), alteracGes do fluxo em estuarios e ambientes costeiros causam
efeitos indiretos sobre a estrutura das comunidades bentdnicas a partir de mudancgas na carga
sedimentar, bem como mudangas na salinidade, na temperatura e na concentracdo de
contaminantes. Consequentemente, organismos também sdo afetados por variacbes no
recrutamento, crescimento, mortalidade e fecundidade. McCairns e Bernatchez (2008) indicaram
que a diferenciacdo genética de uma espécie de peixe estuarino é explicada pela covariacdo da
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salinidade do ambiente, sugerindo que a variacdo fenotipica pode ser a nivel fisioldgico. McGee e
colaboradores (1995) concluiram que o fluxo limitado de &gua em marinas contribui para o impacto
da contaminacdo sobre assembléias bentbnicas locais, devido a diminuicdo da exportacdo dos
contaminantes. Christopher e Gippel (2002) indicaram que apds a construcdo da barragem no rio
Murray (EUA), devido a diminuicdo da variabilidade do fluxo de dgua doce, houve um decréscimo
acentuado da diversidade e abundancia de macroinvertebrados benténicos na regido do estuario
abaixo da barragem.

Com o continuo aumento da populacdo humana, mudancas ambientais drésticas sao
impostas pelo desmatamento, poluicdo, erosao e efeitos potenciais ao clima local. A habilidade dos
organismos de sobreviverem em habitats impactados tem sido amplamente estudada, possivelmente
com observac@es de aumento de resisténcia de alguns patdgenos a antibioticos (Ward & Robinson,
2005). Dentro desse contexto, tem se dado mais atencdo a aumentos da resisténcia a poluicdo
ambiental e sua acdo como forca seletiva, causando uma adaptacdo dos organismos (Xie & Klerks,
2003). A persisténcia das espécies depende de sua vulnerabilidade a essas mudangas, a qual é
determinada por sua estrutura genética - tipos e frequéncia de genes ou genotipos presentes na
populagdo (Hoffmann & Willi, 2008). Esta, por sua vez, junto as leis que regem sua variagdo, é
objeto dos estudos da Genética de populacdes (Masatotshi, 1975). Dessa forma, a preservacao da
diversidade genética é importante devido ao potencial evolutivo de longo prazo que ela
proporciona. Formas raras de um gene (alelos), ou combinacBes de alelos, podem ndo conferir
nenhuma vantagem imediata, mas poderiam tornar-se muito apropriadas no futuro em resposta a
mudangcas nas condi¢fes ambientais (Begon, 2007).

A diversidade genética é a variedade de alelos (cada uma das diferentes formas de um gene
em um dado lécus) e gend6tipos presentes no grupo sob estudo (populagcGes, espécies ou grupos de
espécies) (Frankham, 2008). A perda desta variabilidade natural, conhecida como polimorfismo,
reduz o potencial evolutivo associado com a reducdo do sucesso reprodutivo (Sertse et al., 2010),
sendo atualmente aceito que variacdes genéticas em locos especificos podem ter uma profunda
influéncia em populagdes, permitindo que elas suportem mudangas ambientais (Hoffmann & Willi,
2008). Estresses ambientais naturais e antropogénicos que causam um declinio persistente no
tamanho da populagdo e aumento nas taxas de endogamia e/ou reducdo de fluxo génico, podem
resultar em uma diminuicdo geral da variacdo gendmica dentro das populacdes e um aumento da
divergéncia genética entre estas (Sertse et al., 2010). Mudancas fenotipicas e fisioldgicas
envolvendo mudancas genéticas sdo particularmente grandes em contextos antropogénicos (Carroll
et al., 2007). Quando a contaminacdo afeta a sobrevivéncia e/ou reproducdo, o processo de selecéo
ird favorecer aqueles individuos que sdo menos sensiveis aquele(s) contaminante(s) especifico(s)
(Klerks et al., 2011). Dessa forma, uma populacdo habitando um local contaminado, estando assim
sujeita a uma pressdo seletiva, pode desenvolver uma elevada resisténcia em comparacdo com
populacdes habitando locais ndo ou menos contaminados. Consequentemente, o desenvolvimento
de resisténcia pode estar atrelado a uma diminuigéo geral do polimorfismo intrapopulacional (Sertse
et al., 2010). Klerks e colaboradores (2011) indicaram diversos trabalhos que, em laboratorio,
submeteram populacles a estresses ambientais para investigar o desenvolvimento da resisténcia de
diversos organismos a diferentes contaminantes, encontrando impactos fisiologicos como principais
resultados (LeBlanc, 1982; Ward & Robinson 2005; Shirley & Sibly 1999; Klerks & Levinton,
1989; Rahel 1981; Xie and Klerks, 2003). Alguns trabalhos sugeriram que a resposta para a selecéo
direcionada por um contaminante em populac¢Ges naturais pode ser relativamente rapidas (Klerks &
Levinton, 1989; Xie & Klerk,2003).

Selecbes divergentes relacionadas a caracteristicas ambientais particulares de bacias
hidrogeograficas distintas podem potencializar a diferenciacdo genética entre linhagens,
consequentemente promovendo uma adaptagédo local e impedindo um fluxo génico eficiente entre

-8-



essas linhagens (Peijnenburg et al., 2004). Dessa forma, padrdes consistentes baixos ou nulos de
conectividade geneética entre taxons ou regifes podem revelar um impedimento para o0
compartilhamento ou troca génica (Riginos et al., 2011).

Organismos bentdnicos sdo importantes membros da base de cadeias troficas marinhas,
podendo ser consumidores de detritos, fitoplancton, zooplancton e também servindo de recurso
alimentar para consumidores em niveis superiores (Barros et al., 2009). Adicionalmente, possuem
um papel importante na ciclagem de nutrientes e na manutencdo da qualidade da agua. Por possuir
um contato direto com o sedimento e pouca mobilidade, esses organismos refletem as condigdes
locais de seu ambiente, podendo assim ser utilizados como indicadores da qualidade ambiental
(Nunes et al., 2008; Borja et al., 2011), como parametros para modelagem e em programas de
monitoramento (Castello et al., 1998; Weis et al., 2004; Elias et al., 2005; Ventura-Lima et al.,
2007).

Tradicionalmente, o campo da genética tem amplamente direcionado o desenvolvimento
de sistemas modelo “classicos’ utilizando organismos que possuem uma consideravel quantidade
de recursos e estudos (Laborda et al., 2009). Avancos tecnoldgicos da genética molecular possuem
0 potencial de mudar como séo estabelecidos os organismos modelo (Borda et al., 2009). A partir
do poder do sequenciamento gendmico, e com a disponibilidade de ferramentas gendmicas
funcionais, um organismo que recebia pouca atencdo pode ser rapidamente desenvolvido em um
recurso multidisciplinar util (e.g. Du et al., 2007; McMullin et al., 2003). A unidade de repeti¢do do
DNA ribossomal (rDNA) contém regifes génicas (segmentos 18S, 5.8S e 28S) e ndo génicas
(Espacadores Intergénicos — ITS1 e ITS2). Estes genes sdo altamente conservados, e dessa forma
podem ser utilizados para analisar grandes eventos evolutivos. Por outro lado, a regido do ITS,
devido as rapidas taxas de divergéncia, permite variacdes. Dessa forma, essa regido se tornou um
marcador bastante popular para estudos de populacdes e para distinguir relacdes filogenéticas de
espécies proximamente relacionadas. (Chillali et al., 1998; O’Donnell, 1992; Bakker et al., 1992).

A combinacdo de uma notavel diversidade de adaptacfes, formas e funcdes ao longo da
histdria de vida, tem promovido um grande numero de espécies de anelideos a ter o potencial de se
tornarem organismos modelo (Borda et al., 2009). A classe Polychaeta é geralmente dominante em
sedimentos marinhos e estuarinos. Geralmente possuem uma forte tolerancia a diversos
contaminantes, sendo também os invertebrados mais comumente encontrados em areas poluidas
(Eriksen etal., 1988). Reish e Gerlinger (1997) apontaram 48 espécies de poliquetas que tém sido
utilizadas como modelo para a avaliacdo de efeitos de poluentes em ambientes marinhos, sendo
muitos deles pertencentes a familia Nereididae, incluindo a espécie Laeonereis acuta. Esta espécie
infaunal € comum em estuérios ao longo da costa Atlantica da América do sul, tendo distribuicdes
desde Recife, Brasil até a peninsula de Valdés na Argentina (Orensanz et al., 1974). Pode atingir
altas abundancias e biomassa em praias abrigadas, manguezais e planicies de maré, ocorrendo
principalmente nas regides menos salinas das zonas intermareais (Lana et al., 1997). E caracterizada
por ser depositivora e consequentemente viver em contato direto com o sedimento (Castello et al.,
1998; Omena & Amaral, 2001), sendo muito Gtil em programas de biomonitoramento marinho por
conseguir refletir a polui¢do local do ambiente. Esta espécie tem sido utilizada extensivamente em
trabalhos toxicoldgicos, mostrando alterac@es no sistema de defesa antioxidantes ap0s exposicdo a
poluentes como cadmio, cobre, peroxido de hidrogénio, entre outros (Ferreira-Cravo et al., 2009;
Geracitano et al., 2002; Moraes et al., 2006; Oliveira et al., 2010; Sandrini et al., 2008; Ventura et
al., 2007).



2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Testar a hipdtese de que a populacdo do estuario do rio Subaé é menos polimorfica em
relacdo as outras populac@es estudadas devido ao seu alto grau de contaminagdo por metais pesados

2.2 Objetivos especificos
Caracterizar a estrutura genética de populacBes de Laeonereis acuta em trés sistemas

estuarinos da Baia de Todos os Santos (Subaé, Paraguacu e Jaguaripe), BA e avaliar o grau de
polimorfismo nas populagdes estudadas.
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3. Materiais e métodos

3.1 Area de estudo

A bacia de drenagem total da Baia de Todos os Santos (BTS) possui cerca de 60.000 kmz2 e
quase sua totalidade (59.150 km?) é drenada por trés tributérios: Paraguagu, Jaguaripe e Subaé. As
condicdes estuarinas na BTS sdo observadas apenas proximo a saida dos principais tributarios,
devido a pequena descarga fluvial. A BTS possui uma grande diversidade de taxons e de habitats
benténicos onde diversos trabalhos mostraram que esses habitats, principalmente na regido norte e
nordeste da Baia, vem historicamente sofrendo diversos impactos antropicos (Barros et al., 2012).

As principais fontes de impactos ambientais da bacia do rio Paraguacu estéo relacionadas as
atividades econémicas e urbanas desenvolvidas na area, sendo que diversas comunidades dessa
bacia ndo dispdem de qualquer servico de coleta e tratamento de esgoto sanitario (Barros et al.,
2008; CRA, 2004). A principal caracteristica que difere o estuario do rio Paraguacu dos demais é a
presenca da Barragem Pedra do Cavalo, construida na década de 80, na cabeceira do estuério do Rio
Paraguacu, promovendo mudancas no regime hidroldgico e afetando a regido estuarina (Genz,
2006).

Na bacia do rio Subaé, as principais atividades poluidoras sdo industriais, lancamento de
esgotos domeésticos, utilizacdo de agroquimicos em plantacfes e o lancamento de residuos sélidos
sem tratamento adequado (Hatje et al., 2006). Diferencia-se dos outros estuarios devido aos altos
niveis de contaminantes inorganicos, devido a uma antiga metaldrgica que funcionava nessa regido,
promovendo efeitos deletérios na macrofauna. As condigfes ambientais mais adversas para a biota
sdo encontradas no estuario superior (Fig.1) (Hatje et al., 2006).

A agricultura é a atividade predominante na bacia do rio Jaguaripe e 0s principais impactos
ambientais sdo o aterro de manguezais, a disposicdo inadequada de esgotos sanitarios e residuos
solidos, e o uso indiscriminado de pesticidas e corretivos (CRA, 2004). Adicionalmente, a regido é
conhecida pela producdo de artesanato de barro, por cerca de 60 olarias, onde a pintura ¢é feita com
esmaltes, 6xido de chumbo, sulfato de cobre, dentre outras substancias e estes sdo despejados sem
tratamento ou controle no rio.

Apesar do fato de que os diferentes estuarios da BTS apresentam uma grande variabilidade
no que se refere aos teores de metais, outro padrdo observado € o aumento da concentracdo de
alguns elementos, a depender do sistema estuarino, em regiGes mais internas (Barros et al., 2009).
Isso provavelmente se deve ao maior nimero de fontes de contaminagdo a montante.

De acordo com Hatje e Barros (2012), o estuario do rio Jaguaripe configura-se como sendo
0 que possui menores concentracdes de metais traco no sedimento e o estuario do rio Subaé como
sendo o mais contaminado. Os resultados para o estudrio do rio Paraguagu indicam que este se
encontra em sua maioria com concentracdes baixas de contaminantes no sedimento.

Como observado em diversos sistemas estuarinos ao redor do globo (e.g. Nunes et al., 2008;
Mclusky, 2004), as assembléias bentnicas dos estuarios dos rios Jaguaripe, Paraguacu e Subaé sdo
dominadas por poliquetas, moluscos e crustaceos. Os principais sistemas estuarinos da BTS
apresentam, de maneira geral, um decréscimo do numero de taxons a montante, indicando que um
menor nimero de taxons possui adaptacdes para habitar as por¢des mais doces destes sistemas
(Barros et al., 2012).
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Figura 1 — Mapa da Baia de Todos os Santos (BTS), com a indicacdo dos pontos de coleta referentes aos rios Jaguaripe (#10),
Paraguacu (#10) e Subaé (#11).

3.2 Obtencao e identificagdo do material bioldgico

Individuos da espécie Laeonereis acuta das populacdes dos estudrios dos rios Subaé,
Paraguacu e Jaguaripe foram coletados (‘“’N*’= 7, 8 e 5 respectivamente) n0oS pontos mais internos
destes (Fig. 1). Os individuos foram capturados através de tubos de PVC (amostradores do tipo
corer) de 15 cm de didmetro utilizando uma malha de 0,5 mm e preservados em Alcool 92,8%.
Foram identificados em laboratorio utilizando bibliografia adequada (i.e. Amaral et al., 2005).
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3.3 Extracdo de DNA

O sistema digestivo de cada espécime foi removido, através da utilizagdo de um microscopio
estereoscopio trinocular, pinca e bisturi, para evitar contaminagdo com DNA que ndo fosse do
préprio animal.

A extracdo do DNA total foi feita a partir do protocolo salino de extracdo de tecidos animais
descrito por Aljanabi & Martinez, 1997. Apoés a extracao, a solugdo com DNA foi purificada através
do Kit de purificacdo (QIAGEN — QIlAquick PCR purification kit protocol) para remover qualquer
tipo de contaminagdo que pudesse afetar a posterior PCR (Reagcdo em Cadeia da Polimerase). A
qualidade e concentracdo do DNA extraido foram avaliados a partir do espectrofotdmetro de
espectro completo (190 a 840 nm) NanoDrop® 2000, dessa forma, somente solucdes de DNA livres
de contaminantes foram utilizados para as posteriores analises.

3.4 Amplificacao

A regido do DNA ribossomal contendo os genes 18S parcial, ITS1 completo, 5.8S completo,
ITS2 completo e 28S parcial (Fig. 2) foi amplificada a partir dos primers ITS-1
(CGTCGCTACTACCGATTG) e ITS-4 (CCGCTTAGTGATATGCTTAAG), desenhados a partir
de sequéncias de Platynereis dumerilii (Hui et al., 2007). A reacdo foi realizada com as seguintes
concentracdes finais de reacdo: Buffer ImM, MgCI2 2mM, DNTP 0,2mM, Primers ITS-1 e ITS-4
0,4mM, TAQ 1mM e DNA 40ng/pL.

O programa utilizado no termociclador consiste em desnaturacdo a 94°C por 2 minutos; 35
ciclos de Desnaturagdo a 94°C por 20 segundos; hibridizagdo dos primers a 56°C por 15 segundos;
extensao a 72°C por 45 segundos.

Os produtos de PCR foram analisados em Gel de agarose (1,5%) corado com brometo de
etidio. As bandas foram cortadas e purificadas do gel a partir do kit Promega - Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System. A qualidade e concentracdo dos produtos de PCR foram avaliados a
partir do espectrofotdmetro de espectro completo (190 a 840 nm) NanoDrop® 2000.

primer F

ITS1 ITS2
18S 2.85 285

~coii—

primer R

Figura 2 - Regido de interesse do DNA ribossomal (compreendendo os Genes 18S, 5.8S e 28S e os espacadores
intergénicos ITS1 e ITS2) e posicdo de hibridizacdo dos primers Forward (F) e Reverse (R).

3.5 Sequenciamento

O sequenciamento das 20 amostras foi feito em triplicata utilizando o BigDye® Terminator
v. 3.1 CycleSequencing Kit no Sequenciador Applied Biosystems, 3500 GeneticAnalyzer, no
Laboratorio de Gendmica e Expressdo (UNICAMP). Os contigs foram montados a partir do
Software Chromas Pro. O Alinhamento das sequéncias foi feito a partir do software MEGAG.
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3.6 Andlise da variabilidade genética

Foi realizado um teste de distancia genética, o qual fornece dados sobre diferenca do
material genético entre diferentes espécies ou individuos da mesma espécie a partir do software
MEGAGS (Tamura et al., 2011).

A partir dos dados de distancia, com o software Genalex (Peakall & Smouse, 2012), foram
feitos os seguintes testes: Andlise de frequéncia de alelos; Analise de variagdo molecular
(AMOVA): metodo que estima a diferenciacdo intra e interpopulacional; Andlise Fst, que
representa a taxa de diferenciagdo média entre pares de cromossomos; Equilibrio de Hardy-
Weinberg, o qual afirma que em uma populacdo mendeliana, dentro de determinadas condicGes, as
freqiiéncias alélicas permanecerdo constantes ao passar das geracfes (Hartl, 2008).
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4. Resultados

As amplificagbes a partir dos primers ITS-1 e ITS-4 resultaram em fragmentos de
aproximadamente 1200pb (Fig. 3). A partir do sequenciamento, as bandas foram posteriormente
confirmadas como a regido do DNA ribossomal que compreende a regido do ITS através da
ferramenta BLAST dentro do banco de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/).

Figura 3 — Fragmentos represantando a regido do ITS, para os individuos P3, P4, P7, P8 e P9 pertencentes a populagdo do rio
Paraguagu, com aproximadamente 1200bp em Gel de agarose (1,5%) corado com brometo de etidio.

Os valores de distancia genética intrapopulacional e interpopulacional estdo dispostos nas
tabelas 1 e 2 respectivamente. Os maiores valores de distancia foram encontrados entre individuos
da populacédo do rio Subaé (0.012) e valores de distancia <’0”’ para todos os individuos com excegao
do P14 na populagéo do rio Paraguagu.
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Tabela 1 — Valores de distancia genética entre individuos; Jaguaripe (J), Subaé (S) e Paraguacu (P). Valores iguais
a’0”’ representam sequéncias idénticas.

J1 J2 | J13 | J17
J1
J2 0,002
J13 0,006 0,008
J17 0,003|0,005] 0,009
J19 0,000(0,002]0,006| 0,003
S8 | S4 | S12 | S15 | S16 | S19
S8
S4 0,000
S12 0,001] 0,001
S15 0,010 0,010] 0,012
S16 0,001 0,001] 0,002 0,012
S19 0,001 0,001| 0,002 0,012 0,002
S23 0,000( 0,000( 0,001 0,010{ 0,001| 0,001
P1 P2 P3 P4 | P8 | P14 | P16
P1
P2 0,000
P3 0,000 0,000
P4 0,000] 0,000 0,000
P8 0,000 0,000 0,000] 0,000
P14 0,002|0,002|0,002] 0,002 0,002
P16 0,000 0,000|0,000( 0,000 0,000| 0,002
P17 0,000 0,000|0,000( 0,000 0,000| 0,002 | 0,000

Tabela 2 — Valores de distancia genética entre populacdes: Jaguaripe (J), Subaé (S) e Paraguacu (P). Valores iguais a
©’0’” representam sequéncias idénticas.

PL P2 P3| Pa]pPs|[PralpPie|pPr7| s8 | s4 [s12]s15]s16]s19]s23| a1 [ 32 [ 13| 517
P1

P2 0,000

P3 0,000( 0,000

P4 0,000( 0,000{ 0,000

P8 0,000(0,000{ 0,000{0,000

P14 0,002 0,002]0,002{0,002[ 0,002

P16 0,000( 0,000{ 0,000{0,000( 0,000 0,002

P17 0,000( 0,000{ 0,000{0,000(0,000{0,002{0,000

S8 0,000( 0,000] 0,000{0,000( 0,000 0,002{0,000[ 0,000

sS4 0,000( 0,000] 0,000{0,000[ 0,000 0,002{0,000[0,000] 0,000

S12 0,001 0,001]0,001]0,001(0,001|0,003{0,0010,001|0,001]0,001

S15 0,009/ 0,009]0,009]0,009]0,009]0,011{0,009] 0,009 0,009]0,009(0,010

S16 0,001 0,001]0,001{0,001(0,001]0,003]0,001]0,001]0,001{0,001]0,002] 0,010

S19 0,001 0,001]0,001[0,001(0,001]0,003]0,0010,001]0,001]0,001]0,002|0,010] 0,002

S23 0,000(0,000{ 0,000{0,000( 0,000 0,002{0,000[0,000]0,000{0,000[0,001|0,009]0,001]0,001

J1 0,000(0,000] 0,000{0,000(0,000] 0,002{0,000[0,000] 0,000]0,000{0,001|0,009]0,001]0,001]0,000

J2 0,002 0,002 0,002{0,002[ 0,002 0,005{0,002[ 0,002 0,002] 0,002[ 0,003 0,011]0,003]0,003] 0,002 | 0,002

J13 0,007 0,007]0,007{0,007( 0,007]0,009{0,007] 0,007] 0,007{ 0,007] 0,008 0,016] 0,008] 0,008 | 0,007] 0,007 0,009

J17 0,003 0,003[0,003]0,003( 0,003 0,006]0,003]0,003] 0,003]0,003] 0,005 0,010] 0,005]0,005[0,003]0,003]0,006] 0,010
J19 0,000(0,000] 0,000{0,000( 0,000 0,002{0,000[0,000]0,000{0,000[0,0010,009]0,001]0,0010,000]0,000{0,002]0,007[ 0,003
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A partir dos dados de distancia foram identificados 9 alelos (Fig. 4) indicando que a
populacdo do estuario do rio Paraguacu apresenta apenas 2 alelos, a populacdo do rio Jaguaripe
contém 4 alelos e a populagdo do estuario do rio Subaé contém 5 alelos. O alelo ’1°” ¢ o unico
compartilhado e é o alelo dominante em termos de frequéncia dentro de cada populacdo. O alelo
©2”* ¢ exclusivo do Paraguacu, os alelos “’3°’°, ©’4>°, ©°5”” e “’6”’ sdo exclusivos do Subaé e os
alelos <°7°’, ’8”’, ¢ ©’9”” sdo exclusivos do Jaguaripe. Foi encontrado um valor alto em todas as
populagdes para o coeficiente de endogamia (Fis = 1,0) (Tabela 3).

Frequéncia de Alelos

1,0 -
’ B JAGUARIPE
BPARAGUACU
0.5 - BSUBAE

Frequéncia

00 - s o 5 o ol 0 1
6 7 8 9

1 2 3 4

L

Alelos

Figura 4 — Frequéncia de alelos nas populacéoes dos rios Jaguaripe, Paraguagu e Subaé.

Tabela 3 — Tabela contendo <’N’’ amostral; Numero de alelos; Numero efetivo de alelos; Indice de informacdo;
Heterozigosidade observada; Heterozigosidade esperada e Coeficiente de endogamia.

Populacao N Na Ne [ Ho He Fis
JAGUARIPE 5 4 3,571 1,332 0,387 0,720 1,0
PARAGUACU 8 2 1,280 0,377 0,035 0,219 1,0
SUBAE 7 5 3,769 1,475 0,399 0,735 1,0

Os resultados da analise do Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) mostraram que as trés
populacdes apresentaram desvios significativos (Tabela 4) dos valores observados em relagcdo aos
valores esperados de acordo com o equilibrio (Fig. 5). O teste qui-quadrado para HWE realizado,
indica que o modelo ndo foi aceito. Valores de P=0,02; P=0,005; P=0,002 (Jaguaripe, Paraguacu e
Subaé respectivamente).
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Figura 5 — Valores esperados e observados oriundos da analise do Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 4 - Tabela contendo o resumo dos testes qui-quadrado.

Pop Locus DF ChiSq | Prob
JAGUARIPE 1 6 15,000 | 0,020
PARAGUACU 1 1 8,000 | 0,005
SUBAE 1 10 | 28,000 | 0,002
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O teste AMOVA indicou que somente 8% da variagdo total € atribuida a variacdes entre
populacdes e que 92% da variacdo total é atribuida a variacdo entre individuos (Fig. 6).

Variabilidade Molecular (%) Entre
populacoes
8%

Entre Individuos
92%

Figura 6 — Representa¢do da variacdo molecular em porcentagem da variabilidade molecular entre populagdes e entre
individuos.

Foi observada uma diferenciacdo genética significativa (P<0.05) entre as populacBes dos
rios Jaguaripe e Subaé em relacdo a populacdo do rio Paraguacu na analise Fst (Tabela 5). Nao
houve diferenciacdo genética significativa entre as populacGes do Subaé e Jaguaripe. A maior
diferenciacdo genética (Fst = 0.173) foi encontrada entre as populacdes dos rios Jaguaripe e
Paraguagu.

Tabela 5 — Resumo da andlise Fst, que avalia a divergéncia das frequéncias alélicas entre duas ou mais populagdes.

Popl Pop2 Fst |LinFst| Nm |#Popl|#Pop2| P(rand>=data) | No. PW Pm
JAGUARIPE |PARAGUACU| 0,173 | 0,209 | 1,197 5 8 0,023 999
JAGUARIPE SUBAE 0,000 | 0,000 - 5 7 0,448 999
PARAGUACU SUBAE 0,127 | 0,146 | 1,716 8 7 0,025 999
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5. Dicussao

O Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) descreve o estado de equilibrio em um dnico
I6cus em uma populacdo diploide com acasalamento aleatorio, livre de outras forgas evolutivas
como mutacdo, migracdo e deriva genética (Gillespie, 1998). Qualquer desvio significativo do
modelo indica que a populacdo esta subdividida, e que existe uma endogamia significativa ou fluxo
de genes de outra populacdo (Hartl et al., 2008). De acordo com o teste de HWE realizado no
presente trabalho, as populagdes dos trés estuarios (Jaguaripe, Paraguacu e Subaé) apresentaram
desequilibrios significativos em relacdo ao modelo. Para cada populacdo, a heterozigosidade
esperada (He) foi maior que a Heterozigosidade observada (Ho), levando a altos valores do
coeficiente de endogamia (Fis = 1) (Maguire et al., 2000). Dessa forma, é sugerido que a estrutura
genética das populagBes de L. acuta, nos trés sistemas estuarinos estudados, reflete impactos
diversos e especificos de cada ambiente, culminando em um baixo nivel de polimorfismo geral.

Os menores valores de heterozigosidade e frequéncia alélica foram encontrados na
populacdo do rio Paraguacu seguido das populacGes dos rios Jaguaripe e Subaé respectivamente. De
acordo com a revisdo de Hoffmann e Willi (2008), se os estresses ambientais causam um declinio
persistente no tamanho e/ou no fluxo génico na populacédo, estes podem causar uma reducdo geral
na variagdo genética intrapopulacional.

O estuério do rio Subaé possui as maiores concentracbes de metais traco no sedimento
dentre os trés estuarios estudados, especialmente Cd, Zn, Pb, e Cu (Hatje et al., 2006; Hatje e
Barros, 2012). As populagdes deste estuario foram as que apresentaram a maior variedade de alelos
(5), 0 que seria oposto ao esperado. Diversos autores apontam que outros fatores como biogeografia
e fluxo génico sdo importantes para a diluicdo dos efeitos deletérios promovidos pela contaminacéo,
exercendo influéncia na frequéncia de alelos, nas taxas de mutacdo e mudangas no tamanho
populacional efetivo (Boulding & Hay, 2001; Belfiore & Anderson, 2001; Ross et al., 2002; Kim et
al., 2003; Whitehead etal., 2003; Colpaert et al., 2004; Muller etal., 2007; Taylor & Theodorakis,
2010). De acordo com Colson (2002) estes fatores sdo reponsaveis por prevenir divergéncias
genéticas induzidas detectaveis entre grupos, na medida em que populagdes isoladas podem estar
em maior risco de mudancas genéticas induzidas por agentes estressores. Klerks & Levinton (1989)
indicam que mudancas na estrutura genética e composi¢cdo taxondmica de uma area poluida em
relacdo a uma area controle podem ndo ser definitivamente atribuidas ao fator poluicdo. Dessa
forma, a avaliacdo das diferencas dos padrbes genéticos populacionais devem se basear ndo
somente em hipdteses relacionadas as taxas de contaminagéo.

O presente trabalho levou em consideracdo a informacdo de que o estuario do Rio
Jaguaripe, quando comparado aos sistemas estuarinos dos rios Paraguagu e Subaé, é considerado o
menos contaminado (Hatje et al., 2012). No entanto, os resultados indicaram uma divergéncia
genética ndo significativa entre as populacfes deste estuario e as do Rio Subaé (Fst = 0; P = 0,448).
Dessa forma, € interessante notar que apesar de possuir niveis de contaminagdo inorganica menores
no sedimento em comparacdo com 0s estudrios estudados, o sistema estuarino do Rio Jaguaripe
possui peculiaridades em seu ambiente que levam a uma baixa diversidade genética, como por
exemplo, o despejo de esgoto doméstico sem tratamento, o uso indiscriminado de pesticidas e
corretivos (CRA, 2004) e pela presenca de olarias de artesanato de barro, onde a pintura é feita com
esmaltes, 6xido de chumbo, sulfato de cobre (Hatje et al., 2009), dentre outros impactos. De acordo
com o trabalho de Hatje e colaboradores (2010), concentracfes de Arsénio (As), em mais de 50%
das estacBes no estuario do Rio Jaguaripe e em algumas poucas estacfes dos estuarios dos rios
Subaé e Paraguacu, estdo com niveis acima do TEL (NOAA, 2004) (i.e. 7,24 mg/kg),
consequentemente o sedimento desses estuarios podem estar toxicos para espécies bentdnicas. No
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entanto, sdo necessarios mais estudos sobre a toxicidade dos sedimentos ao longo dos estuarios em
questdo para poder ter uma visdo mais clara da qualidade do sedimento nestes sistemas.

De acordo com o trabalho realizado por Genz (2006), o fluxo de agua doce no Paraguacu
foi severamente afetado pela implantacdo da barragem Pedra do Cavalo, na década de 80. Em
decorréncia da barragem, houve a reducédo da descarga fluvial ao estuario, devido a baixa frequéncia
de extravasamento. Principalmente o baixo curso do rio Paraguagu e fortemente afetado pela
descarga fluvial e, dessa forma, a diminuicdo das vazGes médias impostas pela operacdo da
barragem modifica as condicGes estuarinas, direcionando o aumento da salinidade a montante
(Genz, 2006). Alteracbes antropogénicas dos padrbes naturais de descarga de agua doce afetam
potencialmente aspectos fisicos (quimica da agua e sedimento), consequentemente a fauna e a flora
estuarina e marinha (Gippel et al., 2002). Os efeitos de barragens sobre 0s estuarios estdo
relacionados as alteracbes na magnitude e distribuicdo temporal das vazdes, influenciando
negativamente no habitat e organismos estuarinos (Gillanders & Kingsford, 2002).

Alguns autores indicam modifica¢fes biologicas em estuarios associadas a existéncia de
barragens a montante: o declinio dos manguezais (corte e a reducdo da dispersdo das sementes)
devido a reducéo das enchentes (Rubin et al., 1999); a alteracdo na qualidade da agua; as flutuactes
no nivel e vazdo; a reducdo da vegetacdo intermareal e emergente (Sklar & Browder, 1998); a
interrupcdo do movimento da biota aquatica. Dessa forma, € interessante notar que a existéncia da
barragem no estuério do rio Paraguacu, por limitar e possivelmente interromper a dispersao larval
da biota no local, provavelmente pode ter comprometido um possivel fluxo génico que existia entre
as populac@es de L. acuta ao longo do gradiente estuarino anterior a construcdo da barragem, o que
também pode ter contribuido para a menor variabilidade genética encontrada dentre os estuarios
estudados.

Estudos apontam que a variacdo da salinidade exerce uma forte influéncia na estrutura
populacional e taxas de sobrevivéncia das espécies bentbnicas, bem como sendo a causa de doengas
em ostras e responsavel pelo declinio de populacdes de espécies estuarinas (Craig et al., 1989;
Mcleod & Wing, 2008). Kowalewski e colaboradores (2000) demonstraram que 0 decréscimo
agudo dos fluxos de agua doce no Rio Colorado (EUA) e o consequente aumento da salinidade a
montante, € a provavel causa do grande declinio em abundéncia do bivalve Mulinia coloradoensis.
Adicionalmente, os autores afirmam que o aumento dos fluxos seria capaz de criar condi¢cdes para a
persisténcia dessa espécie e até recuperar seu tamanho populacional original. De acordo com o
trabalho de Patel (1996), apds a construcdo da barragem construida no rio Ganges na india, em
épocas de seca, a agua salgada adentra até 100 km no estuario. Com esse aumento da intrusao salina
estd havendo a morte de diversas espécies de mangue e consequentemente tendo um forte impacto
nos estoques pesqueiros da regido. De acordo com White (1988), a construgdo da barragem ’High
Aswan Dam no Rio Nilo (Egito) teve um forte impacto negativo na biota, devido ao aumento da
intrusdo salina e das concentracOes de nutrientes nas por¢des costeiras e estuarinas. Os resultados
do trabalho realizado por Genz (2006) indicam que houve um aumento da intrusdo salina a
montante do estuario do Rio Paraguagu ap0s a construcdo e operacéo da barragem Pedra do Cavalo.
Dessa forma, o presente trabalho foi capaz de identificar, através do estudo da estrutra genética de
populacdes de L. acuta, que o estuario do Rio Paraguacu apresenta a menor variabilidade genética
em relagdo aos outros estudrios estudados. Resultado este que, de acordo com a literatura
apresentada pode estar intimamente relacionado com a construgéo e operacdo da barragem, situacao
singular deste estudrio em relacdo aos estuarios dos rios Subaé e Jaguaripe. Consequentemente, a
hipdtese de que a populacdo do nereididio L. acuta localizada no estuario do rio Subaé seria aquela
que apresentaria menores niveis de polimorfismo, por possuir os maiores valores de contaminacgao
por metais dentre os estuarios estudados, ndo foi aceita.
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6. Consideracoes finais

O estudo dos impactos na estrutura genética de populacBes deve ser criterioso e levar em
consideracdo as interagdes fisicas, quimicas e bioldgicas no ambiente. Os trés estuarios estudados
ndo se adequam ao modelo de HWE e possuem baixos valores de diversidade geneética. Os
resultados encontrados no presente trabalho indicam a possibilidade de que o stress provocado pelo
controle das vazbes no estuario do Rio Paraguacu pela barragem de Pedra do Cavalo, com o
consequente aumento da intrusdo salina principalmente no baixo curso do rio, tem maior influéncia
na diversidade genética das populacdes, quando comparadas com 0s outros estuarios estudados,
livres desse tipo de controle de fluxo. A alta contaminacdo por metais presente no sedimento no
estuario do Rio Subaé, de acordo com os resultados, ndo culminou em uma menor variabilidade
genética como esperado, tendo como possiveis explicacdes um maior fluxo génico entre sub
populagdes ao longo do gradiente estuarino e evolucdo da toleréncia. Estudos futuros relacionados
com a evolucdo da tolerédncia, a vazdo de dgua doce nos principais tributarios da BTS e com a
disperséo larval da espécie L. acuta, bem como a utilizacdo de outros marcadores moleculares como
RAPD e microsatélites s@o essenciais para esclarecer possiveis questdes quanto ao impacto causado
pelos agentes antropicos nestes sistemas.
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