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RESUMO

O conhecimento atual da diversidade de moluscos terrestres ndo leva em consideracdo a
variabilidade intra e interespecifica, principalmente no que diz respeito a espécies de clima
tropical, como ¢é o caso de Subulina octona. A associagdo entre analises morfométricas e
moleculares, ambas inéditas para estudos em S. octona, tem permitido a identificacdo de
taxons e a compreensdo de suas relagdes. No presente estudo, foi observada variabilidade na
concha, no sistema reprodutor, na coloragdo corporal e na estrutura molecular com base na
COI do DNA mitocondrial de populacdes de S. octona. A andlise morfométrica ao longo do
desenvolvimento demonstrou que a variabilidade intrapopulacional diminuiu ao longo do
desenvolvimento dos moluscos e foi maior nas populagdes com dois fenotipos de coloragdo
corporal. O componente que melhor explicou a variabilidade na maior parte da vida foi o
comprimento da concha, seguido pela largura da abertura. Como a distancia geografica nao
explicou a variacao na forma da concha, acredita-se que possa estar havendo um consideravel
fluxo génico por agdo antropica e que a selecdo esteja atuando modelando os padrdes
morfométricos na espécie. O fato de os padroes de crescimento ¢ a forma final da concha na
idade adulta terem variado entre populagdes mesmo em condigdes idénticas de criagdo,
demonstra o importante papel da determinacdo genética. A anatomia do sistema reprodutor foi
semelhante entre populacdes, mas a morfometria foi variavel entre individuos e entre
populagoes. Dentro das populagdes a por¢cdo masculina do sistema reprodutor foi mais
varidvel que a feminina, conforme esperado para estruturas que sofrem selecdo sexual. Ja
entre populagdes, a maior diferenca foi observada na por¢ao feminina. O sistema reprodutor
foi mais variavel que a concha, porém apresentando compatibilidade entre as populacdes
quanto a forma das estruturas. A diferenciagdo morfométrica e fenotipica para coloragao
corporal ndo foram corroboradas pela variagdo molecular uma vez que individuos com
mesmo haplotipo COI foram varidveis para concha e cor da massa cefalopodal. O modelo de
evolugdo neutra das sequéncias foi aceito para as amostras analisadas apesar de nem todas as
mutagdes serem silenciosas, destacando o papel da deriva na evolucdo da espécie. A baixa
variabilidade de algumas populagdes pode ser reflexo da forte endogamia, devido a baixa
capacidade de dispersdo e capacidade de autofecundagdao da espécie, a despeito do fluxo
génico via dispersao passiva por acdo antropica. Foi observada estruturagdo genética para uma
das populagdes, por apresentar um haplotipo exclusivo e formagdo de uma linhagem

diferenciada no dendrograma de Maéxima Verossimilhanga. As diferentes linhagens



apresentaram diferencas morfométricas para estruturas reprodutivas que evidenciam a
evolucao independente das linhagens. Tais observacdes devem ser investigadas com mais
detalhes a fim de confirmar a existéncia de espécies cripticas. A analise da diversidade
encontrada no presente estudo forneceu ainda subsidios para pesquisas posteriores que visem
esclarecer sobre a origem de S. octona.

Palavras-chave: Molusco terrestre. Morfometria. Analises multivariadas. Citocromo Oxidase.

DNA mitocondrial.



ABSTRACT

Current knowledge of the diversity of terrestrial molluscs does not take into account the intra-
and interspecific variability, particularly with regard to species from tropical climates, as is
the case of Subulina octona. The association between morphometric and molecular analysis,
which remain unpublished for studies in S. octona, has allowed the identification of taxa and
understanding of their relationships. In the present study, we observed variability in the shell,
reproductive system, body color and molecular structure based on COI of mitochondrial DNA
between populations of S. ocfona. Morphometric analysis along development showed that
within-population variability decreased during the development of molluscs and was higher in
populations with two body color phenotypes. The best component to explain the variability in
most of lifetime was the shell length, followed by the opening width. Because the geographic
distance does not explain the variation in shell shape, we believe that there may
be considerable gene flow favored by human activities and that the selection may be shaping
the morphometric patterns in this species. The interpopulation variation in growth patterns
and shell shape in adulthood, even under identical rearing conditions, shows the important
role of genetic determination. The anatomy of reproductive system was similar between
populations, but the morphology was variable between individuals and populations. Within
populations, the male portion of the reproductive system was more variable than the female
portion, as expected for structures that are under sexual selection. Among populations, the
largest difference was observed in the female portion. The reproductive system was more
variable than the shell, but showed interpopulation compatibility for the shape of
structures. Morphometric and body color phenotypic differentiation were not corroborated by
molecular variation since individuals with the same COI haplotype were variable to shell
shape and color head-foot mass. The neutral evolution model of sequences has been accepted
for the samples analyzed even though not all mutations are silent, highlighting the role of drift
in the species evolution. The low variability of some populations may reflect the strong
inbreeding due to low dispersal ability and capacity of selfing species, in spite of gene flow
via passive dispersal by human activities. We observed a genetic structure of populations,
because it presents a unique haplotype and form a distinct lineage in the maximum likelihood
dendrograma. Different lineages showed morphometric differences in reproductive structures,
which show their independent evolution. These observations must be investigated in more

detail to confirm the existence of cryptic species. The analysis of the diversity found in this



study also provided grants for further research aimed at shedding light on the origin of S.
octona.

Keywords: Land snail. Morphometry. Multivariate analysis. Cytochrome Oxidase.
Mitochondrial DNA.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O filo Mollusca apresenta-se como o segundo maior filo zoologico, sendo superado
em numero de espécies apenas por Insecta (HYMAN, 1967; VALENTINE, 2004). Dentre os
grupos de moluscos, os gastropodes pulmonados apresentam grande diversidade, sendo
estimada a existéncia de mais de 30.000 espécies, distribuidas por uma ampla variedade de
habitats (BARKER, 2001; HELLER, 2001). Muitas espécies foram descritas com base
somente na concha e isso dificulta o entendimento das relagdes entre espécies. Atualmente
existe a tendéncia ndo apenas de se obter descrigdes da morfologia mais detalhadas e
aprofundadas, como também de se empregar ferramentas moleculares como mais uma fonte
de informagdo para a distingdo entre espécies e estabelecimento de suas inter-relagdes, bem
como para a resolugdo de situagdes onde a morfologia nao ¢ suficientemente informativa.

Os moluscos terrestres apresentam capacidade de dispersao muito baixa. Evidéncias
moleculares t€m demonstrado que, em populacdes distintas, o acasalamento ocorre
predominantemente entre individuos geneticamente aparentados ou por autofecundacdo
(HELLER, 2001). Como consequéncia dessa estratégia reprodutiva em resposta a baixa
capacidade de dispersdo, as populacdes locais de determinada espécie apresentam genotipos
unicos, sendo consideradas linhagens distintas. Dessa forma, genes co-adaptados sdo
mantidos juntos e cada populacdo ou linhagem ¢ altamente adaptada as condicdes locais
(BACKELJAU et al., 2001; HELLER, 2001). Segundo Backeljau et al. (2001) o nimero de
linhagens para uma espécie tende a aumentar a medida que individuos de diferentes areas sao
estudados e os polimorfismos sdo detectados.

Além da importancia para a sistematica tradicional, os conhecimentos acumulados a
respeito da morfologia dos gastropodes pulmonados contribuem para os estudos em
sistematica filogenética. Apesar de a monofilia de Pulmonata ser aceita (BARKER, 2001),
bem como de Stylommatophora (WADE et al., 2001), as relagdes filogenéticas entre as varias
radiacoes adaptativas ndo estdo completamente resolvidas. Por este motivo, o
desenvolvimento de esquemas de classificacdo baseados em relagdes evolutivas ¢ de grande
interesse.

Apesar de diversas espécies terem sido descritas com base na conquiliologia e, em
alguns casos ser suficiente, o estudo da morfoanatomia dos diferentes sistemas permite a
obten¢do de maior quantidade de informagdes relevantes (OLIVEIRA & ALMEIDA, 2000).

Variagoes na morfologia de estruturas como concha, sistema reprodutor e radula de moluscos
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pulmonados, detectadas por meio de estudos morfométricos, podem ser uteis para a
diferenciagdo de populacdes e espécies de moluscos terrestres (CARR, 2002; CARVALHO,
2009). As ferramentas morfométricas sdo tratadas através de andlises multivariadas para
estudos que vdo além da simples comparacdo morfoldgica, que isolada pode ndo ser
suficiente, mostrando ser um bom parametro para comparar formato da estrutura estudada e
relaciona-lo a fungdo da mesma (PADILLA, 2003).

Em muitos casos, os resultados da analise morfologica, combinada com a investigagdo
da variabilidade molecular, podem subsidiar mudangas na taxonomia dos grupos estudados
(ELEJALDE et al., 2008). Dentre essas mudancgas, pode-se mencionar a descri¢do de novas
espécies, a partir da descoberta de complexos de espécies sob uma denominacdo especifica
unica, ou, em outro extremo, a reducdo do numero de espécies reconhecidas, baseada na
descoberta de que a variabilidade morfologica observada corresponde a um polimorfismo.

O conhecimento da variabilidade inerente as populacdes de moluscos terrestres torna-
se importante no contexto da conservagdo da biodiversidade. De acordo com Backeljau et al.
(2001) populacdes geneticamente distintas devem ser reconhecidas como unidades
apropriadas para a conservagao, independentemente do seu status taxondmico objetivando a
preservacao de adaptagdes ecologicas Uinicas e a manutengdo do potencial evolutivo.

A maior parte das espécies de subulinideos foi descrita e ¢ conhecida até hoje somente
pelas caracteristicas da concha (NAGGS, 1994), sendo provavel a ampla existéncia de
sinonimia, bem como de complexos de espécies sob uma denominacdo comum. O
conhecimento correto da identidade especifica em moluscos terrestres ¢ melhor realizado pela
integracdo de varias abordagens — conquilioldgica, anatomica e genética (PFENNINGER et
al., 2003; KAMEDA et al., 2007; ELEJALDE et al., 2008) — a fim de esclarecer os limites
entre o polimorfismo dentro de determinada espécie e a formagdo de um complexo de

espécies.

1.1 A espécie Subulina octona

Subulina octona (Brugiiicre, 1789) ¢ um molusco pulmonado amplamente distribuido
pela Europa, Africa, Australia e Américas, incluindo o Brasil (PILSBRY, 1946; HERBERT,
2010). Sua ocorréncia foi relatada em todas as regides do territério brasileiro (ARAUJO &
BESSA, 1993; SIMONE, 2006). E uma espécie importante do ponto de vista médico-
veterinario por se tratar de hospedeiro intermediario nos ciclos de varios parasitos (ARAUJO

& BESSA, 1993). Dentre eles, destacam-se Platynosomum illiciens (Braum, 1901) e Tanaisia
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bragai (Santos, 1934) (BRANDOLINI et al., 1997), Postharmostomum gallinum Witenberg,
1923 (ALICATA, 1940 apud ARAUJO & BESSA, 1993), Aerulostrongylus abstrusus
(Railliet, 1898) (ALICATA, 1964 apud ARAUJO & BESSA, 1993), Angiostrongylus
vasorum (Baillet, 1866) (BESSA et al., 2000) ¢ A. cantonensis (Chen, 1935) (CALDEIRA et
al., 2007).

Grande parte dos trabalhos realizados sobre S. ocfona refere-se a estudos
conquiliologicos, sinonimia e distribuicdo geografica (TRYON & PILSBRY, 1906 apud
BESSA & ARAUIJO, 1995a; BAKER, 1913; ALMEIDA & MOTA, 2011). Trabalhos com
enfoque parasitologico também vém sendo desenvolvidos (ARAUJO & BESSA, 1993;
BRANDOLINI et al.,, 1997, BESSA et al., 2000; BRANDOLINI & AMATO, 2006;
CALDEIRA et al., 2007). Estudos sobre a biologia e o comportamento (ARAUJO & BESSA,
1993; BESSA & ARAUJO, 1995a,b; D’AVILA et al., 2004, 2006; D’AVILA & BESSA,
2005a,b) ampliaram as informagdes acerca dessa espécie. Tais abordagens atualmente vém
subsidiando trabalhos em que S. octona atua como modelo de estudo para desenvolvimento de
moluscicidas (FERREIRA et al., 2009), tendo em vista seu status de praga (JURICKOVA,
2006; HERBERT, 2010).

O comprimento da concha relatado para S. ocfona na literatura ¢ bastante variavel.
Bessa & Araujo (1995b) verificaram um tamanho médio de 17,6mm (maximo de 19,8mm)
para moluscos com idade de 120 dias em condicdes de laboratdrio, com padrdo indeterminado
de crescimento. Esses autores relataram também que individuos com comprimento entre 9 ¢
13,5mm apresentavam-se maduros, sendo possivel verificar ovos no interior do corpo dos
animais por transparéncia da concha. Segundo Tryon & Pilsbry (1906 apud BESSA &
ARAUJO, 1995a), a reproducdo de S. octona comega antes que a concha atinja 2/3 do
tamanho maximo da espécie.

Subulina octona ¢ uma espécie hermafrodita simultdnea capaz de realizar
autofecundagdo (BESSA & ARAUIJO, 1995a). BESSA & ARAUJO (1995a) verificaram que
a idade média para a primeira oviposi¢ao foi de 43 dias (minimo de 38 e maximo de 50),
independente da densidade em que os moluscos foram criados, com posturas contendo de 1 a
9 ovos. D’avila & Bessa (2005a) em estudo sobre a influéncia do substrato no
desenvolvimento de S. octona proveniente de Juiz de Fora-MG, verificaram que, criados em
terra vegetal em grupos de 35 individuos, estes moluscos levaram em média 59,17 dias
(minimo 48 dias, maximo 69 dias) para o alcance da maturidade sexual, com 11,46mm

(minimo 8mm, maximo 14mm) de comprimento da concha.



20

ARAUJO & BESSA (1993) descreveram o sistema reprodutor de moluscos
identificados como S. ocfona provenientes de coletas nos estados do Rio de Janeiro, de Sao
Paulo, do Rio Grande do Sul e do Amapa. Segundo esses autores, a espécie apresenta um
complexo peniano muito longo e delgado, com a regido falica representando a maior parte do
6rgdo, ndo possuindo bainha muscular e sendo destacado pelo seu maior calibre até o ponto
onde se insere uma faixa muscular originada do musculo columelar. O musculo retrator do
pénis tem inser¢do terminal no flagelo e ¢ relativamente longo. O flagelo curto termina em
fundo cego e pode apresentar calibre diferente do falo. O oviduto ¢ longo, tendo o canal
deferente preso em grande parte de sua extensdo, por tecido conjuntivo frouxo, que a certa
distdncia do atrio genital abandona o oviduto e se liga ao complexo peniano. O oviduto
desemboca no atrio genital.

Até o presente momento, nenhuma sequéncia génica da espécie S. octona foi
depositada no banco de dados virtual GenBank (NCBI, 2012). Abordagens com enfoque
genético para a espécie sdo escassas na literatura limitando-se a inclusdes em filogenias de

grupos maiores (WADE et al., 2001; FONTANILLA, 2010).

1.2 A concha dos gastrépodes terrestres

Espécies com baixa capacidade de dispersdao, como ¢ o caso dos moluscos terrestres,
geralmente apresentam uma estrutura de populacdes forte, constituindo-se por isso de 6timos
modelos para o estudo da evolucao fenotipica (PFENNINGER & MAGNIN, 2001). O
fenotipo ¢ influenciado pela historia filogenética, deriva génica, fluxo génico, selegdo,
ambiente e processos de desenvolvimento (PFENNINGER & MAGNIN, 2001). Caracteres da
concha s3o propensos a convergéncia devido a contextos ecologicos semelhantes (CHIBA,
2004) ou podem ser altamente varidveis devido ao isolamento geografico e a deriva genética
(TESHIMA et al., 2003).

Chiba & Davison (2007) afirmaram que alguns padrdes distintos com relagdo a altura
da concha, relagdo entre comprimento e largura ¢ tamanho da abertura tém sido relacionados a
habitats e habitos distintos. Como exemplo, observam-se menores tamanhos de abertura em
relacdo ao tamanho total da concha em moluscos arboricolas, conchas mais alongadas em
populagdes que habitam o folhico. Nesse sentido, acredita-se que a forma da concha seja
bastante influenciada por pressdoes ambientais e sujeita a variacao interpopulacional.

Fatores como temperatura, umidade ¢ o tipo de substrato podem regular o ritmo de

desenvolvimento de populagdes de moluscos, afetando principalmente seu crescimento e
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desenvolvimento, reproducdo e sobrevivéncia (FURTADO et al., 2004). A morfologia da
concha de moluscos terrestres relaciona-se com pardmetros bioldgicos, como competicdo com
outras espécies, e fisicos, como profundidade da serrapilheira, altitude e geologia.

Tamanho do corpo é um dos parametros mais estudados em macroecologia uma vez
que se correlaciona com fisiologia, comportamento, ecologia e outros aspectos morfoldgicos
(PETERS, 1983). Alguns autores verificaram que, em menores altitudes, as conchas tendem a
se apresentar maiores. E o caso, por exemplo, de Mandarina polita (CHIBA & DAVISON,
2007) e dos subulinideos do género Rumina Risso, 1826 (CARR, 2002).

Alguns autores relacionaram o tamanho dos moluscos a densidade populacional
(BAMINGER & HAASE, 2000; ANDERSON et al., 2007; SILVA et al. 2008, 2009).
Bradybaena similaris (Férussac, 1821), Leptinaria unilamellata (d’Orbigny, 1835)
(ALMEIDA & BESSA, 2000), Bulimulus tenuissimus (d’Orbigny, 1835) (MEIRELES et al.,
2008; SILVA et al., 2008) e Cepaea hortensis (PERRY & ARTHUR, 1991) apresentaram
menores tamanhos quando do incremento da densidade. Esta, por sua vez, também interfere
indiretamente na produtividade (ALMEIDA & BESSA, 2000; ANDERSON et al., 2007;
SILVA et al., 2008, 2009; MEIRELES, 2009).

A média anual de temperatura gerou variacdo no tamanho da concha de Oreohelix
cooperi (Binney, 1838), sendo que as populagdes estudadas ndo apresentavam diferenciacao
genética (ANDERSON et al., 2007). Dessa forma, as variacdes fenotipicas surgiram como
resultado de fatores exdgenos, bidticos ou abiodticos, que atuaram sobre os moluscos. Tal
efeito ¢ conhecido como plasticidade fenotipica. Em outros casos, a variabilidade morfologica
da concha pode vir acompanhada de variabilidade genética.

Samadi et al. (2000) estudando populagdes de limneideos verificaram grande variacdo
entre dados conquilioldgicos e anatdmicos (principalmente masculinos) entre populacdes de
Lymnaea. No entanto, as analises genéticas pela técnica de alo-enzimas ndo apresentaram o
mesmo resultado (JABBOUR-ZAHAB et al., 1997 apud SAMADI et al., 2000), o que sugere
a predominancia de fatores ambientais determinando a variabilidade fenotipica. Neste caso, a
diferenciagdo dos taxa so foi possivel acessando-se os caracteres anatomicos.

Alguns autores defendem que o tamanho do corpo aumenta com o dessecamento do
habitat, outros que o aumento se d4 com a maior umidade — embora nao de forma linear.
Nevo et al. (1983) hipotetizaram que moluscos grandes sdo predominantes em habitats secos
porque perdem relativamente menos dgua devido & sua maior razdo superficie/volume.
Hausdorf (2006), no entanto, ndo encontrou correlagdo significativa entre tamanho do corpo

de moluscos terrestres de regides aridas e a amplitude de precipitagdo, ou seja, a variagdo
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interespecifica, neste caso, ndo foi explicada pela pluviosidade. Pfenninger & Magnin (2001)
encontraram correlacdo negativa entre a precipitacdo anual e tamanho de Candidula
unifasciata (Poiret, 1801).

Chiba & Davison (2007) relacionaram o tamanho da concha com a habilidade do
molusco para se enterrar. O estudo da variabilidade do formato de M. polita, considerando-se
o indice espiral (razdo entre comprimento e a largura), permitiu relacionar os formatos de
conchas com predagdo e profundidade da serrapilheira, mostrando que a morfologia ¢ variavel
em diferentes sitios. Conchas com maior indice espiral permitem que os moluscos tenham
maior habilidade para se enterrar que aquelas com menor indice. Em presenca de
competidores, M. polita tende a ter menor indice espiral e ocupar a serrapilheira rasa. Na
auséncia, a concha de M. polita ¢ mais variavel, tendendo a um maior indice espiral e a se
enterrar mais.

A abertura da concha também tem sido objeto de estudos morfoldgicos e ecologicos.
Cameron (1981) estudou a geometria da concha e as relacdes alométricas de 19 espécies de
moluscos terrestres intra ¢ interespecificamente, relacionando a area da abertura da concha e o
peso do corpo a fim de compreender a relagdo entre forma e fungdo. Sugeriu que a variagdo
geométrica em moluscos de pequeno tamanho ¢ geralmente maior que nos maiores. Moluscos
maiores precisam minimizar o efeito da carga enquanto, nos menores, a dessecacdo e a
predagao sdo fatores mais importantes. Uma pequena abertura, minimizando a area da
superficie exposta, representa uma vantagem seletiva que minimiza a perda de umidade sob
condigdes de estresse hidrico (PFENNINGER & MAGNIN, 2001).

Caracteristicas da ornamentagdo da concha também podem ser influenciadas pelo
ambiente. Moluscos da espécie C. unifasciata estudados por Pfenninger & Magnin (2001)
foram separados em duas linhagens distintas com base nas relagdes entre temperatura e forma,
aspereza e espacamento entre as lamelas da concha. Segundo estes autores, estas
caracteristicas sofrem influéncia dos periodos de estivacdo, que afetam, entre outros, a
alimentagdo dos moluscos em campo. Populagdes com elevada média anual de temperatura
tenderam a apresentar individuos com a superficie da concha aspera, com costelas largamente
espacadas e formato da concha reduzido, com aberturas pequenas. Quando transportados para
laboratdrio, a prole desenvolveu-se com superficie mais lisa, mostrando que a caracteristica
sofre influéncia das pressoes do ambiente.

Segundo Puillandre et al. (2010), o ultimo estagio de algumas decisdes taxonomicas

em malacologia ¢ a reavaliacdo dos caracteres conquiliologicos a fim de identificar e
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formalizar caracteristicas discriminantes, levando-se em conta a variabilidade intraespecifica

da concha.

1.3 O sistema reprodutor dos gastropodes terrestres

Caracteristicas anatdmicas do sistema reprodutor servem como critério para
diferenciag¢do de grupos taxondmicos e podem apresentar grande variabilidade entre e dentro
de populacdes. Essas caracteristicas, associadas a conquiliologia e aos estudos genéticos,
podem esclarecer sobre biologia, comportamento e evolugdo.

De acordo com Boer & Joosse (1975), o crescimento ¢ a diferenciacdo do trato
reprodutor de gastropodes pulmonados estd sob o controle de dois fatores endocrinos
produzidos pelas gonadas. Runham & Laryea (1968) acrescentaram ainda que os estagios de
maturacdo do sistema reprodutor estdo relacionados as fases do crescimento do animal e que
podem ser controlados por fatores fisiologicos e ambientais.

Estudos morfologicos e morfométricos do sistema reprodutor vém sendo extensamente
realizados para varias espécies, mas para S. octona essa abordagem nunca foi utilizada.
Muitos desses estudos relacionam essas caracteristicas com as conquiliologicas, como o
tamanho do animal (BEESE et al., 2006b; BEESE & BAUR, 2006), e bioldgicas, como
maturidade sexual, fecundidade e densidade populacional (CUEZZO, 1990; BAMINGER &
HAASE, 2000; PFENNINGER & MAGNIN, 2001).

Cuezzo (1990) verificou que ha relagdo entre o didmetro da concha e o grau de
maturidade do trato reprodutor de Neohelix major (Binney, 1837), tendo a parte masculina
amadurecido ligeiramente mais cedo que a feminina, embora ambos os sistemas parecessem
ser funcionais no animal maduro.

Através de abordagens conquiliologica, anatdmica e genética, Kameda et al. (2007)
puderam diferenciar duas linhagens evolutivas distintas de Satsuma (Luchuhadra) largillierti.
Estes autores compararam o sistema reprodutor completo e separadamente para o masculino e
o feminino e verificaram maior variagdo na parte masculina, o que segundo Eberhard (1985) ¢
mais comum. Tais variagdes promovem um isolamento reprodutivo que leva estes animais a
um rapido processo de especiagao.

Segundo Beese et al. (2006a), caracteristicas sexualmente selecionadas, como aquelas
do sistema reprodutor, tendem a ter a alta variacdo fenotipica. Segundo Arnqvist (1998),
mecanismos que geram variagao no sucesso de paternidade pos-inseminacao do macho, como

competicdo espermatica, escolha criptica da fémea e conflito sexual (estratégias masculinas e
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femininas de controle da fertilizacdo), sdo os principais modeladores da evolucdo das
caracteristicas reprodutivas por meio de sele¢do sexual. Varios estudos com esta abordagem
vém sendo realizados, com destaque para o molusco terrestre Arianta arbustorum (Linnaeus,
1758) (BAUR & BAUR, 1992; CHEN, 1993; BAMINGER & HAASE, 2000; BOJAT et al.,
2001; BEESE & BAUR, 2006; BEESE et al., 2006a,b; MINORETTI & BAUR, 2006; BAUR,
2007). Tais estudos visam compreender o papel da selecdo sexual na modelagem e evolucao
das espécies, tendo em vista os mecanismos geradores de variabilidade e, em tltima analise,
de especiacio.

A interacdo entre interesses masculinos e femininos na reproducédo, leva a coevolugdo
entre caracteristicas a partir do jogo de interesses sexuais. Estruturas diretamente envolvidas
no sucesso de fertilizacdo, como o complexo peniano, responsavel pela formagdo do
espermatoforo, a bolsa copuladora e seu diverticulo, responsaveis pela digestdo espermatica e
a espermateca, responsavel pelo armazenamento de alo-espermatozoides sofrem uma grande
pressdo de selecao (LIND, 1973; ARNQVIST, 1997, 1998; KOENE, 2006; LEONARD,
2006). Em consequéncia, sdo estruturas que apresentam significativa variacdo intra e
interespecifica.

A respeito da competicao espermatica, pesquisadores buscam compreender o papel do
tamanho corporal dos parceiros, do espermatdforo e dos espermatozoides, da quantidade de
esperma, da sua sobrevivéncia apos o processo de digestdo e da competicdo dentro da
espermateca com esperma de outros machos, a luz da selegao sexual (LIND, 1973; BAUR,
1998, 2007, ANGELONI et al., 2002; ANGELONI, 2003; EVANNO et al., 2005; BEESE et
al., 2006a; ANTHES et al., 2007; DILLEN, et al., 2010; GAREFALAKI et al., 2010;
KUPFERNAGEL et al., 2010). Por outro lado, a respeito das caracteristicas femininas do
sistema reprodutor, o foco das pesquisas tem sido na compreensio dos mecanismos de
funcionamento da bolsa copuladora e diverticulo, e da morfologia e funcionamento da
espermateca, focando no armazenamento e utilizagdo do esperma proveniente de copulas
multiplas (mecanismos de escolha criptica da fémea) (EBERHARD & CORDERO, 1995;
BAMINGER & HAASE, 1999, 2000; BOJAT et al., 2001, 2002; BOJAT & HAASE, 2002;
EVANNO et al., 2005; BEESE & BAUR, 2006; BEESE et al., 2006a,b, 2008; DAVISON,
2006; ANTHES et al, 2007; KOEMTZOPOULOS & STAIKOU, 2007, EVANNO &
MADEC, 2007; DILLEN et al., 2009; KOENE et al., 2009).

O papel do hermafroditismo e da autofecundagao em moluscos terrestres também vem
sendo amplamente investigado (SELANDER & KAUFMAN, 1973; MC CRACKEN &
BRUSSARD, 1980; MC CRACKEN & SELANDER, 1980; FOLTZ et al., 1982; JARNE &
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DELAY, 1990; CHEN, 1993; HELLER, 1993; VIANEY-LIAUD et al., 1996; FREITAS et
al., 1997, ARMBRUSTER & BERNHARD, 2000; JORDAENS et al., 2006; ARMBRUSTER
et al., 2007; KUPFERNAGEL et al., 2010). E aceito na literatura que a autofecundagdo reduz
a variabilidade, caracterizando um grau maximo de endogamia nas populacdes (MC
CRACKEN & BRUSSARD, 1980), mas questiona-se como populacdes com expressiva taxa
de autofecundagao e reduzida variabilidade conseguem se manter viaveis e bem sucedidas nos
ambientes que colonizam (FACON et al., 2003; DLUGOSCH & PARKER, 2008).

Carr (2002) fez uma investigacdo mais detalhada da morfologia da parede interna de
alguns oOrgdos do sistema reprodutor de diferentes espécies do subulinideo Rumina sp.,
encontrando maior diferenga entre as caracteristicas internas dos 6rgdos (como lamelas) do
que externas. Carvalho (2009) estudou a variacdo morfométrica e morfologica entre
populacdes de outro subulinideo, L. unilamellata e, como outros autores, verificou que as
principais variacdes ocorrem na regido proximal do sistema reprodutor. Esses orgaos,
envolvidos diretamente no sucesso do acasalamento, sofrem maior pressao de selegao.

O sistema reprodutor dos moluscos pulmonados apresenta grande variagdo quanto a
forma e fungdo das estruturas que o compdem, especialmente no que diz respeito as estruturas
masculinas envolvidas no processo de copula (EBERHARD, 1985). A morfologia do aparelho
genital masculino integra o conjunto de critérios utilizados na sistematica de varios
pulmonados. Dessa forma, o conhecimento da variagdo de caracteristicas reprodutivas de S.
octona fornece subsidios para compreensdo das relagdes intra e interpopulacionais nesta

espécie.

1.4 O DNA mitocondrial como ferramenta para estudos malacoldgicos

O conhecimento da relacdo entre organismos e sua evolucdo ¢ fundamental para a
sistematica, que inclui a classificagdo e identificacdo das espécies e o entendimento de suas
relagdes, visando compreender os padrdes evolutivos da diversidade biologica (BUSO, 2005).

Variagdes fenotipicas em ambientes heterogéneos podem ocorrer devido a
variabilidade genética, a plasticidade fenotipica ou a ambas, e constituem um desafio para a
ecologia evolutiva (ANDRADE & SOLFERINI, 2006). Polimorfismo intraespecifico e
convergéncia morfologica entre diferentes espécies podem levar a confusdes taxondmicas
quando se consideram somente caracteres morfologicos na classificacdo (CALDEIRA et al.,
2000; KAMEDA et al., 2007; ELEJALDE et al., 2008). Métodos moleculares podem ajudar a

esclarecer essas relacdes e fornecer subsidios para analises filogenéticas (CHIBA, 1999). A
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maior vantagem dessas técnicas € a investigacdo direta da situacdo genotipica, que permite a
detec¢do de variagdo ao nivel de DNA, excluindo, portanto, influéncias ambientais diretas
(BUSO, 2005).

Através de abordagens conquiliologica, anatdmica e genética, Kameda et al. (2007)
puderam diferenciar duas linhagens evolutivas distintas de S. (L.) largillierti: S. erabuensis
Minato, 1978 e S. sooi Minato, 1982. Segundo esses autores, estudos moleculares e
anatomicos t€ém mostrado que algumas espécies nominais podem ndo refletir a verdadeira
linhagem evolutiva. No entanto, afirmar que determinado grupo de individuos caracterizados
morfoldgica e/ou geneticamente retrata uma populagdo isolada reprodutivamente e, assim,
uma espécie biologica, ainda requer maiores conhecimentos.

Para se conhecer a relacdo entre parentes proximos, como espécies dentro de um
género, devem ser escolhidas regidoes do DNA que evoluem rapidamente, ou seja, areas
neutras (BUSO, 2005). O DNA mitocondrial (mtDNA) tem se mostrado muito eficiente em
explicar aspectos evolutivos de populagdes e espécies animais (WILSON et al., 1985; AVISE
et al., 1987; MORITZ et al., 1987) devido a sua alta taxa de evolugdo, o formato circular, o
pequeno tamanho, a simplicidade génica (BROWN, 1985; HARRISON, 1989) e por
apresentar-se muito conservado nos animais. O sequenciamento e comparagdo de regides do
mtDNA tem sido amplamente utilizado na caracterizacdo de genomas e na deteccdo de
variabilidade genética entre populagdes ou espécies, cujos resultados contribuem para o
conhecimento da biodiversidade dos ecossistemas.

Virias técnicas moleculares vém sendo utilizadas nas Ultimas décadas para desvendar
as relagdes de parentesco genético entre organismos em maior ou menor escala. Muitos
trabalhos tém utilizado as andlises dos genes mitocondriais COI e 16STRNA em estudos
filogenéticos, sistematicos ou comparativos com caracteres morfologicos (WATANABE &
CHIBA, 2001; MAURO et al., 2003; PFENNINGER et al., 2003; HYMAN et al., 2004;
PINCEEL et al., 2005; HERSHLER et al., 2007; KAMEDA et al., 2007; FIORENTINO et al.,
2008; MELO, 2008; CHEN et al., 2009; KOHLER & DAMES, 2009; PUILLANDRE et al.,
2010).

O uso de sequéncias de nucleotideos mitocondriais COI tem se mostrado uma
ferramenta promissora para esses estudos. Sua subunidade 1 ¢ parte de um complexo génico
codante de proteinas transmembranares, envolvidas no transporte elétrico e catalise da cadeia
respiratoria de organismos eucariontes (MORAIS & MARRELLI, 2009). Este gene vem
sendo alvo de estudos populacionais de variabilidade genética pela sua universalidade e

importancia evolutiva.
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Puillandre et al. (2010) analisaram varias espécies do género Gemmuloborsonia. A
diferenciagdo entre espécies ndo ficou clara acessando-se caracteres radulares e
conquiliologicos, enquanto a analise da subunidade I da citocromo oxidase revelou a presenga
de espécies cripticas. Esses autores ressaltaram que nem sempre os mecanismos que levam a
especiacdo, especialmente os recentes, resultam em espécies morfologicamente distintas.

Samadi et al. (2000), estudando populacdes de limneideos obtidas em campo,
verificaram grande variacdo entre dados conquilioldgicos e anatdmicos (principalmente
masculinos) entre populagdes. No entanto, os dados genéticos ndo forneceram evidéncias de
variabilidade, sugerindo a predominancia de fatores ambientais como fatores determinantes.
Neste caso, a diferenciagdo dos taxa so foi possivel acessando-se os caracteres anatomicos.
Dai se conclui que uma ferramenta que se mostra adequada para estudos com determinado
grupo pode ndo ser para outro, mostrando a necessidade de utilizagdo de varias ferramentas
associadas ou mesmo mais de uma técnica para cada uma delas, por exemplo, analise de mais
de uma regido alvo no DNA.

Algumas vezes os caracteres morfologicos podem ndo ser suficientes para a correta
identificacdo de espécies, tornando-se indispensavel o uso da ferramenta molecular. Em um
estudo morfologico e molecular do género de gastropode marinho Patella, Mauro et al. (2003)
verificaram que caracteres da concha ndo foram suficientes para discriminar adequadamente
as espécies, o que os autores sugeriram dever-se a influéncia dos fatores ambientais. A
distincao das espécies so foi obtida através da abordagem genética, com o uso de alozima e
marcadores do gene COI do mtDNA.

Atualmente um grande esfor¢co vem sendo feito por pesquisadores de todo o mundo
em se ampliar e organizar o conhecimento acerca das caracteristicas genéticas dos diversos
organismos existentes no planeta. Bancos de dados como o GenBank (NCBI, 2012),
disponiveis em rede, arquivam sequéncias genéticas desses organismos obtidas a partir de
pesquisas realizadas e deposito dos dados no sistema. Até o presente momento, nenhuma
sequéncia da espécie S. octona foi encontrada nos registros desse banco de dados. Para o
género Subulina, S. striatella (Rang, 1831) nativa do oeste africano foi a Unica espécie ja
sequenciada (NCBI, 2012), porém para o marcador RNAr (WADE et al., 2001).

O uso da taxonomia molecular ndo menospreza os dados morfoldgicos e tem sido
utilizado como uma ferramenta auxiliar em determinadas situagdes. Estudos que utilizam
ambas as abordagens podem gerar dados que permitem uma melhor interpretacao e
compreensdo da diversidade bioldgica dos organismos em estudo, ressaltando-se que cada

método tem suas vantagens e desvantagens.
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2 VARIABILIDADE CONQUILIOLOGICA EM Subulina octona (Brugiiiére, 1789)
(MOLLUSCA, GASTROPODA, SUBULINIDAE)

2.1 Introducao

A grande diversidade de gastropodes pulmonados, estimada em mais de 30.000
espécies, distribuidas em diferentes habitats (BARKER, 2001; HELLER, 2001), compreende,
em sua maioria, espécies descritas com base em caracteristicas conquiliologicas, como é o
caso da familia Subulinidae (NAGGS, 1994). A baixa vagilidade (BAUR, 1996) e a
capacidade de se reproduzir por autofecunda¢do (HELLER, 2001) podem acelerar os
processos evolutivos nesses moluscos. Dessa forma, observa-se uma rapida adaptacdo as
condi¢des ambientais, e principalmente de microhdbitat, levando a formacdo de linhagens
distintas (BACKELJAU et al., 2001).

A variabilidade observada entre e dentro de populacdes € reflexo destas adaptagdes,
que podem refletir-se na morfologia, na biologia e/ou nas estruturas genéticas das espécies
(CHIBA & DAVISON, 2007). A variabilidade ¢ bastante estudada em ambientes temperados
enquanto pouco se conhece sobre espécies de moluscos terrestres que habitam ambientes
tropicais, sejam nativas ou introduzidas (HYMAN et al.,, 2004; GOMES et al., 2010).
Variacdes na morfologia de estruturas como concha, sistema reprodutor e radula de moluscos
pulmonados, detectadas por meio de estudos morfométricos, podem ser uteis para a
diferenciag@o de populagdes e espécies de moluscos terrestres (CARVALHO, 2009).

Subulina octona (Brugtiere, 1789) (Subulinidae) ¢ um gastropode pulmonado
amplamente distribuido pela Europa, Africa, Australia e Américas, incluindo o Brasil
(PILSBRY, 1946), tendo sido relatada sua ocorréncia em todas as regides do territorio
nacional (ARAUJO & BESSA, 1993; SALGADO & COELHO, 2003; SIMONE, 2006). A
localidade tipo da espécie é o Caribe (Antilhas, Guadalupe e Sio Domingues) (BRUGUIERE,
1792), sendo registrada sua ocorréncia por outros autores para outras localidades do
continente americano (PILSBRY, 1946; SHEA, 2007). E uma espécie importante do ponto de
vista médico-veterinario por se tratar de hospedeiro intermediario no ciclo de varios parasitos
(ARAUJO & BESSA, 1993). Sua dispersdo pelos territorios é predominantemente passiva,
uma vez que habita ambientes antropizados, como hortas e jardins (ARAUJO & BESSA,

1993), sendo transportada junto a terra ou mudas de plantas. Apresenta concha espiralada com
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comprimento variavel e padrdo indeterminado de crescimento. E hermafrodita simultanea e
realiza autofecundagio (BESSA & ARAUJO, 1995a).

Grande parte dos trabalhos realizados sobre S. ocfona refere-se a estudos
conquiliologicos, sinonimia e distribuigdo geografica (TRYON & PILSBRY, 1906 apud
BESSA & ARAUJO, 1995a; BAKER, 1913; ALMEIDA & MOTA, 2011). Estudos sobre a
biologia € o comportamento (ARAUJO & BESSA, 1993; BESSA & ARAUJO, 1995a,b;
D’AVILA et al., 2004, 2006; D’AVILA & BESSA, 2005a,b) ampliaram as informagdes sobre
a espécie.

Espécies com baixa capacidade de dispersdo apresentam uma forte estrutura
populacional, constituindo-se de 6timos modelos para o estudo da evolugdo fenotipica
(PFENNINGER & MAGNIN, 2001). O fenotipo ¢ influenciado pela histéria filogenética,
deriva e fluxo génico, selecdo, ambiente e processos de desenvolvimento (PFENNINGER &
MAGNIN, 2001). Variagdes fenotipicas em ambientes heterogéneos podem ocorrer devido a
variabilidade genética, a plasticidade fenotipica ou a ambas (ANDRADE & SOLFERINI,
2006). Caracteres da concha sdo propensos a convergéncia devido a contextos ecoldgicos
semelhantes (CHIBA, 2004) ou podem ser altamente variaveis devido ao isolamento
geografico e a deriva genética (TESHIMA et al., 2003) sujeitos assim a variagdo intra e/ou
interpopulacional (CHIBA & DAVISON, 2007). A variabilidade fenotipica pode ser
(PFENNINGER & MAGNIN, 2001) ou nao ser (SAMADI et al, 2000) reflexo da
variabilidade molecular.

Objetivou-se com este trabalho verificar a variabilidade conquiliologica intra e

interpopulacional na espécie S. octona com base em ferramentas morfométricas.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Grupos experimentais

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratdrio de Biologia de Moluscos do Museu
de Malacologia Professor Maury Pinto de Oliveira da Universidade Federal de Juiz de Fora,
Minas Gerais. Os grupos experimentais foram formados por moluscos recém-eclodidos
obtidos de criagdes matrizes de S. octona formadas a partir de moluscos coletados em oito
populagoes (Mapa 1): Belo Horizonte (morfotipo BH) (19°55'16"S, 43°56'8"0), Coronel
Fabriciano (morfotipo CF) (19°30'57"S, 42°37'39"0), Juiz de Fora (morfotipo JF)
(21°31'32"S, 42°38'43"0) e Leopoldina (morfotipo LEO) (21°45'50"S, 43°21'0"O) no estado
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de Minas Gerais; Barra Mansa (morfotipo BM) (22°32'38"S, 44°10'15"0) e seu distrito
Floriano (morfotipo FLO) (22°27'11"S, 44°182"0), Volta Redonda (morfotipo VR)
(22°29'14"S, 44°4'12"0) e Rio de Janeiro (morfotipo RJ) (22°52'28"S, 43°14'42"0), no
estado do Rio de Janeiro.

Cada cria¢do-matriz foi formada por moluscos provenientes da mesma localidade,
mantidos em caixas plasticas transparentes (14cm de didmetro, 9cm de altura), fechadas com
tecido de algoddo e elastico, contendo terra vegetal esterilizada, umedecida com 10ml de agua
de torneira a intervalos de dois dias. Os moluscos foram alimentados segundo Bessa & Araujo
(1995) e mantidos em condi¢gdes naturais de luz e temperatura. Filhotes recém-eclodidos
foram transferidos para novos terrarios, com as caracteristicas descritas anteriormente,
compondo os grupos experimentais. Os terrdrios de todas as populacdes foram mantidos nas

mesmas condi¢des de criagdo, evitando assim a influéncia dos fatores ambientais.

2.2.2. Estudo da concha

Para estudo da concha, 30 moluscos recém-eclodidos de cada localidade (escolhidos
ao acaso) foram mantidos em grupos de 10 individuos nos terrarios até atingirem 180 dias de
vida. Foi observado o padrdo geral da morfologia da concha dos espécimes de S. octona
proveniente das diferentes localidades ao término de 180 dias. Em intervalos de 30 dias desde
a eclosdo, efetuou-se o estudo conquiliomorfométrico utilizando-se um paquimetro com
0,05mm de precisdo. Foram tomadas as seguintes medidas lineares (Esquema 1):
comprimento total da concha (cc), largura maxima da concha (/c), comprimento da abertura
(ca), largura da abertura (/a), comprimento da volta corporal (cvc), comprimento da espira
(ce) e nimero de voltas (nv), adaptado de Carvalho (2009). Foram calculadas ainda as

seguintes razdes entre as medidas: cc/lc, cve/ce, cve/le, ca/la, la/lc € (ca x la)/(cve x Ic).
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Esquema 1: Medidas lineares da concha de Subulina octona; ca — comprimento da abertura, cc —
comprimento total da concha, ce — comprimento da espira, cve — comprimento da volta corporal, la —
largura da abertura, /c — largura maxima da concha. [lustragdo: Tércia Vargas

2.2.3 Tratamento estatistico

Foi realizada a andlise da estatistica descritiva e o calculo da taxa de crescimento da
concha (comprimento em mm/dia). A fim de verificar a existéncia de variagdo morfométrica
na concha das diferentes localidades foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido de teste de
Student-Newman-Keuls (significancia 0,05). As relagdes de similaridade entre os padroes
morfométricos foram caracterizadas pela Andlise de Conglomerados, utilizando-se o método
de agregacdo de Ward, considerando-se a varidncia minima entre os grupos e a distancia
Euclidiana. A analise de Fungdo Discriminante foi utilizada para verificar se separacdo entre
diferentes localidades. A analise de Componentes Principais foi utilizada para detectar os
componentes que mais contribuiram para a variabilidade. As medidas lineares foram
aplicadas a matriz de correlagdes. Os dados de distancia geografica foram correlacionados a
morfometria pelo teste de Mantel (significAncia 0,05). Para realizacdo das analises foi
utilizado o software BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007), exceto para a analise de Componentes
Principais, para a qual foi utilizado o software Past 1.94b (HAMMER et al., 2001).
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2.3 Resultados

2.3.1 Variabilidade intrapopulacional

Subulina octona apresentou uma redugdo na variabilidade intrapopulacional ao longo
do desenvolvimento. Observou-se uma tendéncia a diminuicdo nos coeficientes de variagao
para todas as variaveis analisadas (Tabela 1). A exce¢do foi a populagdo CF, que apresentou
aumento nos coeficientes ao longo do desenvolvimento para a maioria das variaveis
analisadas.

O ce foi a variavel que apresentou maiores médias de coeficiente de variacdo em todas
as populacdes ao longo do desenvolvimento, variando entre 10% na populacdo de BH e 24%
em CF. Considerando-se o coeficiente de variagdo médio de cada populagdo (calculado pela
média dos coeficientes de todas as variaveis em todas as idades), foram observados valores

semelhantes para as populagdes, variando entre 6% em BH e BM ¢ 11% em CF.

2.3.2 Variabilidade interpopulacional

2.3.2.1 Conquiliomorfometria

Nos moluscos recém-eclodidos, a medida linear que mais variou entre as populagoes
foi o ca, sendo que das 28 comparacdes possiveis, 11 foram significativamente diferentes,
enquanto a /c ndo apresentou diferenca significativa interpopulacional (H=11,58; p=0,115); as
relagdes ca/la e la/lc foram diferentes em 15/28 das comparagdes possiveis entre populagoes,
sendo mais robustas para diferenciar as popula¢des que as medidas lineares (Tabela 7). Aos
180 dias de vida houve uma tendéncia a estabilizacdo do crescimento da concha em S. octona.
Nesta idade, as medidas lineares que melhor permitiram diferenciar as populagdes foram Ic e
ca, sendo que, das 28 comparagdes possiveis para cada variavel, 21 foram significativamente
diferentes. Ja para as relagdes morfométricas, destaca-se maior importancia de cvc/cc, com
20/28 (Tabela 7).

Na idade de 180 dias, a concha de S. octona das diferentes populacdes apresentou
comprimento médio variando entre 13,46mm=0,89 na populagdo de BM ¢ 21,76mm=0,70 na
populagdo de VR. Estas populagdes apresentaram menor ¢ maior nimero de voltas, com

7,04+£0,24 ¢ 9,70+0,50 voltas, respectivamente. Ja nas populagdes intermediarias, o maior
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comprimento da concha nao foi acompanhado por um aumento proporcional no numero de
voltas da concha (Tabela 5).

As conchas com menor e maior comprimento aos 180 dias de vida foram encontradas,
ambas, na populagdo de CF, com 10,35mm e 26,40mm, respectivamente. As conchas com
maior nimero de voltas (10,5 voltas) aos 180 dias foram encontradas nas populac¢des de CF e
VR, enquanto na mesma idade foram encontradas conchas com 6,5 voltas nas populacdes de
BM e FLO (Tabela 5).

Pela analise do indice espiral (cc/lc), observa-se que, quanto menor seu valor, mais
abaulada a concha e quanto maior, mais alongada. As conchas da populagio de BM
apresentaram os menores indices espirais (mais abauladas), seguidas pelo par FLO-RJ e pelo
grupo composto por RJ-JF-BH-LEO-CF; por ultimo e isoladamente, com o maior indice, a
populacao de VR (mais alongada) (Tabela 5 e Grafico 2).

Para todas as medidas lineares consideradas, BM foi a populacao que se destacou com
as menores medidas ao término do experimento. Com os maiores valores observados destaca-
se a populagdo de VR, com excecdo para a largura da abertura, j4 que esta medida ndo sofreu

influéncia direta do incremento no tamanho corporal (Tabela 5 e Grafico 2).

2.3.2.2 Analises Multivariadas

O padrdo de agrupamentos interpopulacionais variou ao longo do desenvolvimento
(Gréfico 3) pela analise de conglomerados. As populagdes que mais formaram grupos-irmaos
foram BH e JF, agrupadas aos 30, 60, 90, 150 e 180 dias; CF e LEO, agrupadas aos 60, 90,
150 e 180 dias; CF-RJ, BM-FLO e BM-VR formaram grupos-irmaos nas idades de 0 e 30, 60
e 150, 90 e 120, respectivamente. Todos os outros grupos formados apareceram em somente
uma idade. Aos 180 dias de vida, VR apareceu como grupo externo a todos os outros.

A andlise discriminante (Grafico 4) mostrou que os agrupamentos formados
apresentam grande sobreposi¢do, porém observam-se aproximagdes entre alguns grupos
populacionais, como BM ¢ FLO, LEO e VR, sendo JF ¢ BH intermediarios entre os dois
agrupamentos anteriores. A populacdo de CF apresentou maior dispersdo no gréfico,
indicando ser esta a populacao de maior variabilidade intrapopulacional, corroborando os
valores de coeficientes de variagdo (Tabela 1 e 2).

O Componente Principal 1 explicou mais de 80% da variabilidade da concha em quase
todas as idades, com exce¢do de 0 e 90 dias, idade nas quais representou 79,56% ¢ 78,32%,

respectivamente (Tabela 8). Este componente foi representado pela Ic na idade 0 e pelo cc dos
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30 aos 180 dias. O Componente Principal 2 explicou de 4,47% a 12,04% da variabilidade da
concha, sendo representado pelo ce na idade 30 e /a em todas as outras idades.

O teste de Mantel para as matrizes de distdncia Euclidiana entre a morfologia e a
distdncia geografica dos locais de origem das populacdes ndo demonstrou nenhuma
correlacdo significativa, indicando que tais pardmetros analisados ndo foram suficientes para

explicar as diferencas entre as populacdes (r=-0,20; p=0,31).

2.3.2.3 Padroes de desenvolvimento

Ao longo do desenvolvimento, foram observados diferentes padrdes de crescimento da
concha. A andlise da taxa de crescimento da concha ao longo dos 180 dias de
desenvolvimento, medida pelo seu comprimento, mostrou que a variabilidade encontrada ¢
reflexo de diferentes padrdes de crescimento, que sdo intrinsecos a cada populagao.

O grupo formado pelas populagdes BM, FLO, BH e JF mostrou um pico inicial de
crescimento seguido de declinio apds 60 dias e estabilizagdo apos 90 dias; o grupo formado
por CF, LEO e VR apresentou taxa de crescimento constante ao longo de todo o
desenvolvimento; a populagdo RJ teve um comportamento intermediario, com o valor da taxa
de crescimento inicial situado entre os dois outros grupos, porém constante at¢ 90 dias,
seguido de uma queda e estabilizacdo do crescimento no final do desenvolvimento (Grafico
1). Destaca-se a populacao de BM, que apresentou taxa de crescimento nula a partir de 90
dias, o que explica os menores valores de comprimento da concha observados. A menor taxa
média de crescimento foi observada nas populacdes de BM e FLO (0,07mm/dia), seguida por
RJ (0,08mm/dia), BH ¢ JF (0,09mm/dia), CF ¢ LEO (0,10mm/dia) e VR (0,1 Imm/dia).

O aumento no cc foi acompanhado pelo aumento na /c em todas as populagdes
tomando-se como base a idade de 180 dias (Tabela 5), sendo BM a populagao de menor /c, e
VR a de maior. Assim como para o cc, o ranking entre as populagdes para a /c foi variavel,
com as populagdes ocupando posicdes alternadas ao longo do desenvolvimento.

No inicio do desenvolvimento, a razao cc/lc variou entre 1,20 ¢ 1,30, indicando uma
concha arredondada no recém-eclodido (Tabela 5). De maneira geral, observou-se um
aumento continuo nos valores deste indice ao longo do desenvolvimento, mostrando que o
incremento no cc ndo ¢ acompanhado por um incremento proporcional na Ic (Tabela 5),
apesar da forte correlagdo positiva entre estas medidas ao longo do desenvolvimento (Tabela

6). Tal observacao explica a forma da concha alongada de S. octona.
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Considerando-se o conjunto das populagdes, a relacdo entre cc e Ic aumentou
gradativamente ao longo do desenvolvimento. O padrido final de desenvolvimento foi
diferente do inicial, sendo menor no inicio, com média de 1,25+0,03, ¢ maior na idade
maxima estudada, com média de 3,94+0,30 (H=43,94; p<0,0001). No entanto, essa mudanga
ndo foi perceptivel em intervalos de 30 dias (0 a 30 dias: H=8,25, p=0,31; 30-60 dias:
H=10,38, p=0,20; 60-90 dias: H=7,88, p=0,33; 90-120 dias: H=5,56, p=0,50; 120-150 dias:
H=6,56, p=0,42; 150-180 dias: H=5,31, p=0,51).

Levando-se em conta que o comprimento da concha ¢ composto pela volta corporal e
espira, quanto maior a relagdo cvc/cc, maior a contribui¢do da volta corporal € menor a
contribuicdo da espira na formacdo da concha. Dessa forma, observa-se um decréscimo nos
valores de cvc/ce ao longo do desenvolvimento nas conchas de todas as populagdes, ou seja, o
aumento no tamanho da concha passa cada vez mais explicado pelo incremento na espira
(Tabela 5). Essa observacdo ¢ corroborada pelo fato de as correlagdes entre ce e cc
(0,98<r<0,99) serem mais significativas que entre cve e cc (0,88<r<0,97) dos 60 aos 180 dias
(Tabela 6). Ao término de 180 dias, a relagdo entre volta corporal € comprimento da concha
oscilou entre 0,36+0,01 na populagdao de VR e 0,44+0,01 na populagdo de BM, mostrando
que, nesta idade, a volta corporal j4 passa a representar menos da metade do comprimento da
concha (Tabela 5).

Considerando-se o conjunto das populacdes para esta relagdo (cve/cc), verificou-se um
decréscimo nos valores médios, indo de 0,65+0,05 aos 30 dias a 0,39+0,03 nos moluscos com
180 dias. Embora o aumento nao tenha sido perceptivel em pequenos intervalos de tempo (30-
60 dias: H=10,69, p=0,13; 60-90 dias: H=7,44, p=0,29; 90-120 dias: H=6,56, p=0,35; 120-150
dias: H=5,25, p=0,45; 150-180 dias: H=5,13, p=0,46), o padrdo final também foi diferente do
inicial (H=35,06; p<0,0001).

A volta corporal de S. octona varia de arredondada no inicio do desenvolvimento a
ovalada a medida que o molusco cresce. A relagdo entre seu comprimento e sua largura (ou
largura da concha) oscilou entre 1,24+0,07 (CF-30 dias) e 1,60+0,08 (BH-90 dias) (Tabela 5).
Considerando-se o conjunto das populacdes, a relagdo morfométrica cvc/lc apresentou padrao
de desenvolvimento final diferente do inicial, sendo menor aos 30 dias, com média de
1,32+0,06, e maior aos 180 dias, com média de 1,52+0,05 (H=26,06, p=0,0002). No entanto,
o aumento gradativo nao foi perceptivel em intervalos de 30 dias (30-60 dias: H=12,13,
p=0,08; 60-90 dias: H=9,75, p=0,16; 90-120 dias: H=0,13, p=0,99; 120-150 dias: H=4,44,
p=0,53; 150-180 dias: H=0,13, p=0,99).
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A abertura da concha mostrou-se ovalada em todas as populagdes desde a eclosao até
completar 180 dias de vida. A relagdo ca/la oscilou entre 1,45+0,11 (LEO-60 dias) e
1,88+0,19 (VR-60 dias) (Tabela 5). Considerando-se os valores médios do conjunto das
populagdes, a relacdo ca/la ndo apresentou mudanga de padrao ao longo do desenvolvimento,
com uma média geral de 1,64+0,10 (H=4,64, p=0,59), mostrando que o crescimento do
molusco em comprimento ndo interfere no padrdo de desenvolvimento da abertura da concha.

A la corresponde a aproximadamente metade da /c. Os menores valores de /a foram
observados em todas as populag¢des nos recém-eclodidos, entre 0,45+0,06 em JF e 0,50+0,03
em CF (Tabela 5). Aos 180 dias de vida, a populagdo com menor valor foi VR, com
0,52+0,04, € a de maior valor foi RJ, com 0,58+0,04.

Considerando-se o conjunto das populagdes, verificou-se um aumento nos valores
médios de /a/lc no primeiro intervalo de 30 dias, indo de 0,47 a 0,55. Apos este intervalo, o
aumento verificado foi gradativo e ndo perceptivel em pequenos intervalos de tempo (0 a 30
dias: H=29,44, p=0,0003; 30-60 dias: H=6,06, p=0,46; 60-90 dias: H=0,13, p=0,99; 90-120
dias: H=3,50, p=0,67; 120-150 dias: H=9,06, p=0,27; 150-180 dias: H=8,31, p=0,31), porém
culminando em um molusco adulto (0,56+0,02) com concha diferente daquela do juvenil
(0,47+0,02) (H=37,38, p<0,0001).

A area da abertura da concha corresponde a aproximadamente 1/3 da area da volta
corporal (no plano bidimensional). Para a relacdo (ca x la)/(cvc x Ic), no conjunto das
populacgdes, foi verificado um decréscimo gradativo nos valores médios, ndo perceptivel em
intervalos de 30 dias (30-60 dias: H=10,63, p=0,13; 60-90 dias: H=4,19, p=0,55; 90-120 dias:
H=2,25, p=0,75; 120-150 dias: H=12,88, p=0,07; 150-180 dias: H=8,25, p=0,24), indo de
0,36+0,03 aos 30 dias a 0,28+0,00 no molusco com 180 dias, padrdes significativamente
diferentes (H=33,69, p<0,0001). Tal observacdo indica uma menor abertura
proporcionalmente a ultima volta da concha do molusco.

Todas as medidas lineares se correlacionaram positivamente em todas as idades
(Tabela 6). No inicio do desenvolvimento, a maior correlagio observada foi entre o
comprimento da abertura ¢ a largura da concha, com r=0,99. Aos 30 dias, a correlacdo
observada entre cvc e ca foi a de maior destaque, com 1=0,98. A partir de 60 dias, observou-se

forte correlacao entre cc e ce, variando entre 0,98 ¢ 0,99.



38

2.3.3 Polimorfismo da coloracio corporal

Foi observado um polimorfismo para a coloracdo da massa cefalopodal de S. octona,
com dois morfotipos, verde e creme, variando entre e dentro das populagdes. Do total dos
moluscos que compuseram o0s experimentos, observou-se que, aos 180 dias de vida, havia
32% de individuos de coloracdo esverdeada e 68% de colora¢do creme compondo os grupos
(Fotografia 1). Analisando cada populagdo separadamente observou-se que BH e JF sdo
compostas somente por individuos de fenotipo verde, que BM, FLO ¢ VR sdo compostas
somente pelo fenotipo creme e que CF, LEO e RJ sd@o compostas por ambos os fen6tipos. Nas
populacdes compostas por ambos os fenotipos, os coeficientes de variagdo foram maiores que
naquelas compostas por um Unico fenodtipo considerando-se a maior parte das varidveis
analisadas (Tabela 2).

O teste de Kruskal-Wallis mostrou que, agrupando-se todos os moluscos de cada
fenotipo, somente as relagdes ca/la, la/lc e (ca x la)/(cve x Ic) ndo diferiram entre os grupos
(Tabela 3). Todas as variaveis que diferiram entre os fen6tipos foram maiores nos moluscos
verdes, com excegdo da relagdo cve/ce, que foi menor, o que era esperado para este indice. A
concha dos moluscos esverdeados apresentou-se mais alongada, com indice espiral médio de
4,11£0,29, contra 3,75+0,47 dos moluscos de cor creme, mais abaulados (Fotografia 2).
Quando o polimorfismo foi analisado separadamente para cada populacdo, somente foi
observada diferenca entre os fenotipos da populacao CF, que apresentou diferenga em todas

as medidas lineares, além do indice espiral e da relagdao cvc/ce (Tabela 4).
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Tabela 1: Coeficiente de variagdo (%) das medidas lineares e relagdes conquiliomorfométricas de oito

populagdes de Subulina octona ao longo do desenvolvimento.
Belo Horizonte-MG

0 dias 30 dias 60 diasg o0 dias 120 diag 150 dias 120 diag JAGET
o 10 2 7 2 2 fi ] 2
Iz g 8 4 4 4 3 3 4
ca Q 2 ] 3 4 4 4 f
la 11 9 5 7 A fi A 7
cve - 7 ] 3 4 4 5 3
oz - 11 10 11 12 Q 7 10
faletyted fi A 5 f f 4 4 A
[leie - 3 5 fa 3 5 4 4
vl - A 5 3 2 3 4 4
cala Q 10 ] Q f 5 3 7
Iade 2 7 5 7 4 4 4 fa
fraxla¥eve xic) - 8 8 7 3 f 7 7
Liedia
Wliritmo a 3 4 4 2 3 3 Creral
ldximo 11 11 10 11 12 Q 7 f
Barra Mansa-RJ
0 as 30 dias Al dias 0 dhas 120 dias 150 dias 120 dias Weédia
o 15 17 B f ] 7 7 Q
Iz 7 10 4 4 3 4 4 5
ca 11 11 3 a 4 4 Q 7
in Q 11 A 4 ) 4 3 fi
ove - 14 3 4 4 f ] 7
e - 21 12 Q 2 2 2 11
code 12 Q f A 4 4 4 fi
fo el - 3 a 4 3 2 3 4
cverle - f 3 3 3 4 4 4
rada 2 2 4 f 4 A 2 fi
lndc 7 7 4 4 3 4 3 5
fra x laldgewe x Tl - 10 3 2 3 ] o 7
Weédia
Mlirimo 7 3 4 3 2 3 Geral
TWldximo 15 21 12 Q 2 3 ] f
Coronel Fahriciano MG
0 diasg 30 dias 60 dias 0 diasg 120 dias 150 dias 180 diasg Ledia
e Q 18 11 12 20 22 23 17
iz 2 11 3 2 12 12 13 10
ca 7 13 Q g 12 13 14 11
la 10 13 3 Q 13 10 14 11
cve - 13 9 Q 17 15 16 13
3 - 30 la 17 25 a7 28 24
cedle o B ] o 10 11 12 Q
[l - ¥ 5 ] 2 g a 7
vl - 8 g ] a ] ¥ 7
rala fi 2 ] fi f 2 ] 7
ade 7 2 5 ] a ] 8 a
feax la¥feve x ic) - 9 3 9 14 f f 9
Ldedia
lirdimo ] 8 5 ] a ] 8 Geral
hdderime 10 30 la 17 25 7 28 11
Fhriane-R.J
0 dias 30 dias Al dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias Diedia
o 14 1 7 fi A A 4 2
iz 13 2 3 4 3 3 3 3
ful] 12 2 A 4 4 3 4 f
la 20 11 fa a 3 4 5 2
Ve - Q 4 4 3 3 4 3
oz - 17 12 Q 2 2 7 10
cerle 2 a fa 4 4 4 4 3
[leie - 4 fa 5 3 4 5 3
credde - 3 4 4 3 3 3 4
caln 15 11 2 a fa 5 a 2
ade 12 11 7 ] 3 4 3 7
frax la¥ieve x ic) - 14 7 [ 7 5 4 7
Liedia
IWlinitn o 2 4 3 4 3 3 3 Creral
M aritmo 20 17 12 a # 5 7 7
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Tabela 1 (continuagdo)

Juiz de Fora-MG
0 dias 30 dias A0 dias 90 dias 120 dias 130 dias 120 dias Ilédia
ce 14 11 7 3 5 3 4 7
Ic 11 7 4 4 4 3 3 5
ca 12 i H 7 3 3 3 fi
ia 20 13 7 2 G 3 5 Q
e = fi 7 4 4 3 3 4
ce = 3 [l 7 7 7 i 1
cede 7 10 3 4 4 4 4 5
cveiee 5 ] 4 4 4 4 3 4
credc = 5 4 4 3 2 3 4
cada 13 13 7 H 4 5 fi 2
lale 14 12 & H 5 & f 2
{ta xlaltve x Ic) - 15 9 12 2 & f g
Miédia
Ilirdtno 7 5 4 4 2 3 Creral
Tldximo 20 23 9 12 B 7 fi 7
Leppoldina-MG
0 dias 30 das Al dias 20 dias 120 dias 150 dias 180 dias Iledia
o 12 21 16 18 14 2 13 14
Ic 7 15 12 10 9 7 f a
ca 9 15 11 9 1n 5 f Q
Ia 11 16 13 a 15 7 8 11
v = 15 12 12 9 & 2 1
ce e a9 25 24 18 11 1a 22
cede 2 11 7 [l b 4 2 2
cveie 10 8 & 5 5 & 7
credc e 5 ] 3 4 3 5 5
cadn 7 7 H 5 11 fi 5 7
lale 7 7 2 f 11 4 4 7
{ra xlaltve x Ic) - 2 9 8 12 & 7 8
hiédia
Ilirdtno 7 5 7 5 4 4 4 Creral
Nldximo 12 39 25 24 18 11 il 10
Rio de Janeir-RJ
0 dias 30 das Al dias 20 dias 120 dias 150 dias 180 dias Iledia
cc 16 19 16 14 16 16 15 16
Ic 2 12 H 7 7 6 i 2
ca Q 15 ] a 2 7 7 a
Ia Q 16 10 7 b H 7 a
v = 14 9 H 9 9 9 1
ce e 29 24 18 21 20 19 22
cede 11 11 12 12 15 15 14 13
e - 8 H 7 8 H 7 8
cvede e 7 fi H 8 a Q 2
rada 5 2 3 ] 7 3 2 fi
lale G 2 3 f 5 f G fi
fra xlalqrve x Ie) - 11 3 7 7 7 6 3
hlédia
Mirimo 5 7 3 f 5 3 G Creral
Ildximo 16 29 24 18 a1 20 19 1n
Volia Redonda-RJ
0 dias 30 dias a0 dias 90 dias 120 dias 130 dias 180 dias Média
cc 12 11 17 [l 9 3 3 a
Ic G 2 13 4 4 4 3 fi
ca Q 2 11 fi 5 4 3 7
ia 2 2 13 f 4 f a 7
e e Q 17 7 5 4 3 2
ce = 21 20 13 12 7 4 13
code 2 a 7 7 6 f 4 f
e 1] 7 4] 5 4 4 5
crede e 4 9 f 4 3 5 fi
rada a 2 10 f 5 7 7 7
lale 4 Q 10 4 4 f 7 7
{ra xlalqrve x Ie) - 11 20 7 1 3 a 10
Média
Ifinimo fi fi 7 4 4 4 3 Geral
Dlditmo 12 21 20 13 12 2 Q 2

Legenda: ca — comprimento da abertura, cc — comprimento total da concha, ce — comprimento da
espira, cve — comprimento da volta corporal, /a — largura da abertura, /c — largura maxima da concha.
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Tabela 2: Coeficiente de variagdo (%) para as medidas lineares e relagdes conquiliomorfométricas e
distribuicdo dos fenotipos de coloragdo da massa cefalopodal dentro de oito populagdes de Subulina

octona na idade de 180 dias.

Fenétipo Medidas lineares
Populacio YoVerde cc Ic ca la cve ce
% Creme
BH 100/0 5,53 3,09 4,06 5,08 4,80 6,97
BM 0/100 6,59 4,35 9,15 2,81 5,50 8,20
CF 33/67 23,23 12,81 14,36 13,84 16,04 27,59
FLO 0/100 4,44 3,30 4,03 4,78 4,08 7,09
JF 100/0 4,00 2,52 2,86 5,39 2,88 5,63
LEO 73 /27 12,64 6,08 6,36 7,54 7,76 15,74
RJ 8/92 15,49 5,52 7,44 7,40 9,28 19,47
VR 0/100 3,22 2,66 3,27 6,03 3,44 4,43
Medidas lineares
Populacio ny cc/le cve/ce cve/le ca/la la/lc (caxla)/
cve/le
BH 5,10 4,08 3,81 3,63 4,82 4,07 6,53
BM 3,37 4,38 3,38 3,92 8,38 3,37 8,67
CF 11,58 12,13 9,32 7,10 6,12 5,79 6,15
FLO 4,75 3,50 4,73 4,92 5,68 5,01 5,92
JF 3,23 4,13 3,22 2,52 6,26 6,17 6,44
LEO 8,01 7,97 5,55 4,71 4,94 4,46 6,55
RJ 9,93 14,10 7,36 8,63 7,82 6,19 6,47
VR 5,13 4,12 3,70 4,56 6,64 7,28 8,62

Legenda: ca — comprimento da abertura, cc — comprimento total da concha, ce — comprimento da
espira, cve — comprimento da volta corporal, /a — largura da abertura, /c — largura méxima da concha,
nv —nimero de voltas da concha.
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Tabela 3: Estatistica descritiva das medidas lineares e relagdes conquiliomorfométricas de Subulina
octona aos 180 dias de vida para os fenotipos verde e creme de coloragdo da massa cefalopodal.

Fenétipo VERDE
cc lc ca lc cve ce
Tamanho médio
(mm) £ desvio 19,2842,52a 4,68+0,38a 4,27+0,32a 2,64+0,26 a2 7,31£0,57a 11,97£2,02 a
padrdo (minimo - (15,55-26,40)  (3,90-5,60)  (3,60-5,10)  (2,20-3,30)  (6,00-8,70)  (9,10-17,90)
maximo)
Coeficiente de 13% 8% 8% 10% 8% 17%
Variagdo
0,
% de individuos 32%
cc/lc cve/ee cvc/le ca/la la/lc (cosiny
(cve x lc)
Tamanho médio
(mm) £ desvio 4,11£0,29a  0,38+0,02a 1,56+0,06a 1,62+0,09a 0,56+0,03a 0,33+0,02 a
padréo (minimo - (3,40-5,00) (0,32-0,42)  (1,33-1,71)  (1,45-1,93)  (0,48-0,64) (0,28-0,38)
maximo)
Coeficiente de 7% 6% 4% 6% 5% 10%
Varia¢ao
Fenotipo CREME
cc lc ca lc cve ce
Tamanho médio
(mm) + desvio 16,43+3,44b 4,34+0,43b 3,87+0,50b 2,40+0,20b 6,45+0,83b  9,98+2,68 b
padréo (minimo - (9,90-24,35)  (3,45-5,40)  (2,10-4,90)  (1,85-2,95) (4,60-8,40) (5,05-15,95)
Mmaximo)
Coeficiente de 21% 10% 13% 9% 13% 27%
Variagao
0,
% de individuos 68%
cc/le cve/ee cvc/le ca/la la/lc (o)
(cve x le)
Tamanho médio
(mm) + desvio 3,75+0,47b  0,40+0,04b 1,48+0,09b 1,61+0,14a 0,56+0,03a 0,33+0,03 a
padrdo (minimo - (2,87-5,08) (0,32-0,49)  (1,23-1,68)  (1,00-2,09) (0,45-0,64) (0,21-0,41)
maximo)
Coeficiente de 12% 10% 6% 9% 6% 12%
Variacao

Legenda: ca — comprimento da abertura, cc — comprimento total da concha, ce — comprimento da espira, cve —
comprimento da volta corporal, la — largura da abertura, /c — largura maxima da concha, nv — nimero de voltas
da concha. *Para cada varidvel analisada, médias seguidas de letras desiguais diferem significativamente

(p<0,05).
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Tabela 4: Valores médios das medidas lineares e relagdes morfométricas da concha de Subulina octona de trés populagdes (Coronel Fabriciano, Leopoldina e
Rio de Janeiro) aos 180 dias de vida.

Medidas lineares e relacoes morfométricas

Popu,lz.u;ao N (%) lc ca la cve ce ny cc/lec  cve/ee cevelle  calla  la/lc (st

(fenotipo) (cve x lc)
CF (verde) 33 23,03a 5,16a 4,71a 2,95a 794a 15,082 9,69a 445a 0,35a 1,54a 1,60a 0,57a 0,34a
CF (creme) 67 17,50b 443b 3,96b 2,43b 6,50b 11,00b 8,66b 3,91b 0,38b 1,46a 1,62a 0,55a 0,34a
LEO (verde) 73 20,93a 20,93a 5,07a 4,50a 2,86a 7,73a 13,20a 8,88a 4,12a 0,37a 1,53a 1,58a 0,56a
LEO (creme) 27 18,73a 18,73b 4,73a 4,36a 2,68a 7,30a 11,43a 8,50a 3,95a 0,39a 1,54a 1,63a 0,57a
RJ (verde) 8 18,90a 4,182 3,952 2,60a 6,652 12252 9,25a 4,49a 0,36a 1,59a 1,52a 0,62a 0,37a
RJ (creme) 92 16,90a 4,31a 3,77a 2,49a 6,15a 10,752 8,42a 3,92a 0,37a 1,43a 1,52a 0,58a 0,36a

Legenda: ca — comprimento da abertura, cc — comprimento total da concha, ce — comprimento da espira, cve — comprimento da volta corporal, /a — largura da
abertura, /c — largura maxima da concha, nv — numero de voltas da concha; CF — Coronel Fabriciano-MG; LEO — Leopoldina-MG; RJ — Rio de Janeiro-RJ.

Tabela 5: Valores médios em milimetros e desvio padrdo das medidas lineares e relagdes morfométricas da concha de oito populagdes de Subulina octona ao
longo do desenvolvimento.

cc

0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
BH 1,85+0,19 abc 7,45+0,59 cd 14,32+1,01 de 15,80+1,25 ef 16,13+1,30 ¢ 17,41£1,13 de 17,80+0,98 ¢
BM 1,75+0,26 a 7,66+1,28 d 12,57+1,04 ¢ 13,39£0,83 ¢ 13,41£0,83 a 13,45+0,89 a 13,46+0,89 a
CF 1,930,18 be 4,46+0,83 a 6,92+0,78 a 9,57+1,19 a 11,92+2,44 a 15,86+3,48 be 19,34+4,49 cd
FLO 2,00+0,30 ¢ 6,91+0,77 ¢ 13,10+0,93 cd 13,96+0,77 cd 14,98+0,80 b 15,02+0,79 b 15,20+0,68 b
JF 1,87+0,26 abc 7,8240,85 d 15,29+1,14 ¢ 16,90+0,86 18,13+0,87 d 18,24+0,84 ¢ 18,47+0,74 ¢
LEO 1,8140,22 ab 3,84+0,79 a 7,35+1,20 a 10,74+1,89 ab 14,9242,14 b 17,90+1,45 de 20,33+2,57 de
RJ 1,95+0,31 be 5,71+1,08 b 10,23+1,67 b 15,00+2,07 de 16,29+2,63 ¢ 16,69+2,66 cd 17,06+2,64 ¢
VR 1,86+0,22 abc 3,62+0,41 a 6,92+1,21 a 11,53+1,05 b 15,18+1,31 be 18,78+1,00 ¢ 21,76+0,70 e
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lc
0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
BH 1,49+0,11 a 3,55+0,20 d 4,30+0,16 d 4,17+0,15 ¢ 4,26+0,16 be 4,40+0,15 ¢ 4,36+0,14 ¢
BM 1,45+0,10 a 3,19+0,33 ¢ 3,87+0,16 ¢ 4,03+0,15 de 3,98+0,13 a 4,00£0,15 a 4,03+0,18 a
CF 1,51£0,12 a 2,29+0,26 ab 2,95+0,23 a 3,53+0,29 a 3,81+0,44 a 4,29+0,52 be 4,67+0,60 d
FLO 1,57+0,20 a 3,25+0,27 ¢ 3,95+0,12 ¢ 3,97+0,14 cd 4,16+0,11 b 4,15+0,13 ab 4,13+0,14 ab
JF 1,52+0,17 a 3,70+0,26 d 4,524+0,20 d 4,53+0,19 f 4,69+0,17 d 4,66+0,14 d 4,64+0,12 d
LEO 1,49+0,10 a 2,1240,32 a 3,19+0,37 a 3,87+0,41 be 4,39+0,38 ¢ 4,73+0,32d 4,98+0,30 ¢
RJ 1,49+0,12 a 2,63+0,31 b 3,59+0,28 b 4,1240,30 de 4,26+0,28 be 4,24+0,26 be 4,30+0,24 be
VR 1,49+0,09 a 2,02+0,17 a 2,83+0,37 a 3,76+0,15 ab 4,30+0,17 be 4,65+0,18 d 5,02+0,13 ¢
ca
0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias

BH 1,18+0,11 be 3,02+0,24 cd 3,57+0,21 ¢ 3,64+0,18 ¢ 3,83+0,14 de 3,94+0,17 cd 4,04+0,16 ¢
BM 1,10+0,12 a 2,85+0,32 ¢ 3,55+0,16 ¢ 3,58+0,22 ¢ 3,59+0,16 b 3,58+0,14 a 3,49+0,32 a
CF 1,20+0,08 bed 1,92+0,26 ab 2,49+0,21 a 2,95+0,24 a 3,24+0,40 a 3,76+0,56 be 4,21%0,60 ¢
FLO 1,26+0,15 d 2,98+0,24 cd 3,60+0,18 ¢ 3,58+0,15 ¢ 3,79+0,15 cd 3,76+0,12 be 3,78+0,15 b

JF 1,22+0,14 cd 3,15+0,19 d 3,88+0,33 ¢ 4,00+0,29 d 421+0,14 f 4,20+0,11 ef 4,24+0,12 cd
LEO 1,16£0,10 ab 1,81+0,28 a 2,71£0,30 a 3,34+0,31 b 3,80+0,36 cd 4,17+0,19 de 4,46+0,28 de

RJ 1,15+0,10 ab 2,16+0,32 b 3,06£0,25 b 3,50+0,31 be 3,65+0,28 be 3,67+0,26 ab 3,78+0,28 b
VR 1,16+0,10 be 1,7540,15 a 2,47+0,27 a 3,50+0,20 be 3,95+0,20 ¢ 4,46+0,19 f 4,64+0,15 ¢
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la
0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
BH 0,71£0,08 a 1,85+0,16 ¢ 2,09+0,10 ¢ 2,08+0,15 be 2,23+0,12 b 2,41£0,15 cd 2,44+0,12 b
BM 0,700,06 a 1,78+0,20 ¢ 2,10+0,10 ¢ 2,08+0,08 be 2,11+0,05 a 2,11£0,09 a 2,23+0,06 a
CF 0,75+0,08 b 1,26£0,16 a 1,63£0,13 a 1,96+0,18 a 2,11+0,28 ab 2,35+0,23 ¢ 2,61+0,36 be
FLO 0,73+0,15 a 1,71£0,19 ¢ 2,13+0,14 ¢ 2,0240,11 ab 2,15+0,10 ab 2,2140,09 b 2,3240,11 a
JF 0,69+0,14 a 1,86+0,25 ¢ 2,30+0,15 d 2,31+0,17d 2,4140,14 ¢ 2,48+0,12 de 2,6240,14 ¢
LEO 0,68+0,07 a 1,20£0,20 a 1,89+0,25 b 2,23+0,20 d 2,33+0,34 ¢ 2,66+0,18 ¢ 2,8140,21 ¢
RJ 0,7240,07 ab 1,47+0,24 b 2,03+0,19 be 2,2240,16 d 2,36+0,18 ¢ 2,4340,20 cd 2,50+0,19 be
VR 0,69+0,06 a 1,19£0,10 a 1,33£0,17 a 2,11£0,13 ¢ 2,32+0,09 ¢ 2,57+0,15 ¢ 2,61+0,16 be
cve
0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
BH - 4,74+0,34 cd 6,26+0,35 cd 6,66+0,36 ¢ 6,71+0,26 ¢ 6,92+0,27 ¢ 6,93+0,33 ¢
BM - 4,37+0,63 ¢ 5,85+0,31 ¢ 5,98+0,23 cd 6,06:0,26 be 6,00+0,35 a 5,93+0,33 a
CF - 2,85+0,37 ab 4,01£0,37 a 4,84+0,42 a 5,30+0,88 a 6,31+0,97 ab 6,98+1,12 ¢
FLO - 4,55+0,43 ¢ 6,17+0,24 cd 6,28+0,24 d 6,44+0,22 d 6,44+0,20 b 6,35+0,26 b
JF - 5,04+0,33 d 6,77+0,45 d 7,11£0,26 e 7,25+0,25 f 7,33£0,20 d 7,28+0,21 cd
LEO - 2,70+0,41 a 4,29+0,53 a 5,46+0,64 b 6,34+0,59 cd 7,13+0,39 cd 7,61£0,59 d
RJ - 3,42+0,48 b 4,99+0,46 b 5,74+0,44 be 5,96+0,54 b 6,09+0,54 ab 6,19+0,57 ab
VR - 2,53+0,22 a 3,65+0,63 a 5,60£0,37 b 6,54+0,34 de 7,30£0,30 cd 7,77+0,27 d
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ce

0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
BH - 2,710,29 be 8,06+0,79 d 9,14+1,01d 9,42+1,09 cd 10,49+0,95 ¢ 10,87+0,76 ¢
BM - 3,28+0,67 d 6,72+0,83 ¢ 7,41£0,67 ¢ 7,35+0,60 a 7,45+0,58 a 7,52+0,62 a
CF - 1,62+0,49 a 2,90+0,46 a 4,73+0,82 a 6,62+1,63 a 9,55+2,54 b 12,36+3,41 cd
FLO - 2,36+0,40 be 6,93+0,80 ¢ 7,69+0,67 ¢ 8,53+0,72 b 8,58+0,69 b 8,85+0,63 b
JF - 2,77+0,63 ¢ 8,52+0,80 d 9,79+0,73 d 10,89+0,74 ¢ 10,91+0,75 ¢ 11,20+0,63 cd
LEO - 1,14£0,45 a 3,06+0,77 a 5,29+1,28 ab 8,58+1,57 b 10,77+1,14 ¢ 12,7242,00 de
RJ - 2,30+0,66 b 524+1,25b 9,25+1,70 d 10,34+2,15 de 10,60+2,16 ¢ 10,87+2,12 ¢
VR - 1,08+0,23 a 3,27+0,64 a 5,93+0,78 b 8,64+1,04 be 11,48+0,80 ¢ 14,00+0,62 e
ny
0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
BH - 5,100,25 7,14+0,27 7,29+0,36 7,500,50 7,90+0,35 8,00+0,41
BM - 4,59:0,64 6,560,45 6,91+0,28 6,85+0,30 6,94+0,38 7,04+0,24
CF - 3,21+0,47 4,63+0,40 5,79+0,35 6,61+0,76 7,98+0,87 9,00+1,04
FLO - 4,76+0,41 6,66+0,45 6,68+0,34 7,11+0,34 7,13+0,32 7,14+0,34
JF - 4,95+0,25 7,04+0,34 7,35+0,37 7,87+0,33 7,87+0,38 7,96+0,26
LEO - 2,75+0,54 4,50+0,55 5,91+0,64 7,28+0,76 8,20+0,39 8,77+0,70
RJ - 4,06+0,64 5,98+0,69 7,74+0,68 8,25+0,84 8,37+0,81 8,48+0,84
VR - 2,76+0,35 4,27+0,65 6,41+0,45 7,700,52 8,68+0,46 9,700,50




Tabela 5 (continuagao)

47

cc/le
0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
BH 1,240,08 abc 2,10£0,10 ¢ 3,33+0,16 ¢ 3,79+0,24 d 3,78+0,22 ¢ 3,96:0,17 de 4,08+0,17 ¢
BM 1,20+0,14 a 2,38+0,21 d 3,25+0,21 ¢ 3,32+0,15 ¢ 3,37+0,14 b 3,36+0,15 a 3,34+0,15 a
CF 1,28+0,10 cd 1,94+0,16 b 2,34+0,13 a 2,70+0,21 a 3,10£0,32 a 3,66+0,41 be 4,09+0,50 ¢
FLO 1,27+0,11 bed 2,1240,12 ¢ 3,31£0,19 ¢ 3,5240,14 d 3,60+0,15d 3,62+0,14 b 3,69+0,13 b
JF 1,23+0,09 abc 2,1240,21 ¢ 3,38+0,16 ¢ 3,73+0,15d 3,86+0,16 ¢ 3,91+0,16 de 3,98+0,16 ¢
LEO 1,2140,09 ab 1,80+0,19 ab 2,30+0,16 a 2,76+0,24 a 3,39+0,26 be 3,78+0,16 cd 4,08+0,33 ¢
RJ 1,30+0,14 d 2,16+0,23 ¢ 2,84+0,35 b 3,64+0,46 d 3,82+0,58 ¢ 3,94+0,59 d 3,96+0,56 bc
VR 1,25+0,10 ab 1,79+0,10 a 2,43+0,18 a 3,06£0,21 b 3,53+0,21 cd 4,04+£0,22 ¢ 4,34+0,18 d
cve/ee
0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
BH - 0,64+0,02 be 0,44+0,02 a 0,42+0,02 b 0,42+0,02 be 0,400,02 b 0,39+0,01 ¢
BM - 0,57+0,03 a 0,47+0,03 b 0,45+0,02 ¢ 0,45+0,01 f 0,45+0,01 d 0,44+0,01 e
CF - 0,64+0,05 ¢ 0,58+0,03 d 0,51+0,03 d 0,45+0,03 ef 0,40+0,03 b 0,37+0,04 ab
FLO - 0,66+0,03 ¢ 0,47+0,03 b 0,45+0,02 ¢ 0,43+0,02 cd 0,43+0,02 ¢ 0,4240,02 d
JF - 0,65+0,04 ¢ 0,44+0,02 a 0,42+0,02 ab 0,40+0,02 ab 0,400,02 b 0,39+0,01 ¢
LEO - 0,71£0,07 d 0,59+0,05 d 0,51£0,03 d 0,43+0,02 cd 0,40+0,02 b 0,38+0,02 be
RJ - 0,60+0,05 b 0,49+0,04 b 0,39+0,03 a 0,37+0,03 a 0,37+0,03 a 0,37+0,03 ab
VR - 0,70+0,04 d 0,53+0,04 ¢ 0,49+0,03 d 0,43+0,02 de 0,39+0,01 ab 0,36+0,01 a
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cvc/le
0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias

BH - 1,34+0,06 cd 1,46+0,07 d 1,60+0,08 ¢ 1,58+0,03 ¢ 1,57+0,05 ¢ 1,59+0,06 ¢
BM - 1,37+0,09 de 1,51+0,07 de 1,48+0,05 b 1,52+0,04 b 1,50+0,06 a 1,47+0,06 ab
CF - 1,24+0,07 a 1,36+0,08 be 1,37+0,08 a 1,38+0,13 a 1,47+0,09 a 1,49+0,11 abc
FLO - 1,40+0,07 e 1,56+0,06 ¢ 1,58+0,07 ¢ 1,55+0,05 be 1,55+0,05 be 1,54+0,08 cde

JF - 1,37+0,07 de 1,50+0,06 de 1,57+0,06 ¢ 1,54+0,05 be 1,57+0,04 ¢ 1,57+0,04 de
LEO - 1,27+0,07 ab 1,35+0,11 ab 1,41£0,07 a 1,44+0,06 a 1,51+0,07 ab 1,53+0,07 bed

RJ - 1,30+0,10 be 1,39+0,08 ¢ 1,40+0,11 a 1,40+0,11 a 1,44+0,13 a 1,44+0,12 a
VR - 1,26+0,08 a 1,28£0,12 a 1,49+0,08 b 1,52+0,06 b 1,57+0,08 ¢ 1,55+0,07 de
ca/la
0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias

BH 1,66+0,14 b 1,64+0,16 cd 1,71£0,11 b 1,76+0,15 d 1,72+0,10 ¢ 1,64+0,08 cd 1,66+0,08 ¢
BM 1,58+0,13 a 1,610,13 be 1,69+0,07 b 1,7240,11 cd 1,70+£0,07 ¢ 1,70+0,08 ¢ 1,56+0,13 ab
CF 1,60+£0,09 ab 1,52:0,12 ab 1,53+0,09 a 1,51+0,09 ab 1,53+0,09 a 1,59+0,13 be 1,620,10 be
FLO 1,77+0,27 ¢ 1,76+0,20 d 1,70+0,13 b 1,77+0,11 d 1,76+0,10 ¢ 1,7140,08 e 1,63+0,09 be

JF 1,800,23 ¢ 1,71£0,22 cd 1,69+0,12 b 1,73£0,15 cd 1,75+0,08 ¢ 1,69+0,09 de 1,62+0,10 be
LEO 1,71£0,12 ¢ 1,51+0,10 a 1,45+0,11 a 1,50+0,08 a 1,65+0,18 b 1,57+0,09 ab 1,59+0,08 b
RJ 1,60+0,07 ab 1,48+0,12 a 1,51£0,07 a 1,58+0,12 b 1,55+0,11 a 1,52+0,08 a 1,5240,12 a
VR 1,70£0,10 ¢ 1,48+0,12 a 1,88+0,19 ¢ 1,66+0,10 ¢ 1,70£0,09 ¢ 1,74£0,12 ¢ 1,79+0,12 d
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la/lc
0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
BH 0,48+0,04 b 0,52+0,04 a 0,49+0,02 ab 0,50+0,04 a 0,52+0,02 a 0,55+0,02 be 0,56+0,02 b
BM 0,48+0,03 be 0,56+0,04 cd 0,54+0,02 ¢ 0,52+0,02 a 0,53+0,02 ab 0,53+0,02 a 0,55+0,02 b
CF 0,50£0,03 ¢ 0,55+0,04 be 0,55+0,03 cd 0,56+0,03 be 0,55+0,03 ¢ 0,55+0,03 ¢ 0,56+0,03 b
FLO 0,46+0,05 a 0,53+0,06 ab 0,54+0,04 ¢ 0,51+0,03 a 0,52+0,03 a 0,53+0,02 a 0,56+0,03 b
JF 0,45+0,06 a 0,50+0,06 a 0,5140,03 b 0,51+0,04 a 0,5140,03 a 0,53+0,03 ab 0,57+0,03 be
LEO 0,46+0,03 a 0,56+0,04 cd 0,59+0,05 e 0,58+0,03 ¢ 0,53+0,06 be 0,56+0,02 cd 0,57+0,03 be
RJ 0,48+0,03 be 0,56+0,04 cd 0,57+0,03 de 0,54+0,03 b 0,55+0,03 ¢ 0,57+0,03 d 0,58+0,04 ¢
VR 0,46+0,03 ab 0,59+0,05 d 0,47+0,05 a 0,56+0,03 ¢ 0,54+0,02 be 0,55+0,03 ¢ 0,52+0,04 a
(ca x la)/(cve x Ic)
0 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
BH - 0,330,02 ab 0,28+0,02 a 0,27+0,02 a 0,30+0,01 a 0,31+0,02 a 0,33+0,02 b
BM - 0,37+0,04 cde 0,33+0,01 be 0,31£0,02 b 0,32+0,01 be 0,32+0,02 a 0,33+0,03 b
CF - 0,37+0,03 de 0,35+0,03 ¢ 0,34+0,03 cd 0,34+0,05 de 0,33+0,02 b 0,34+0,02 b
FLO - 0,35+0,05 be 0,3240,02 b 0,29+0,02 a 0,30+0,02 ab 0,3140,01 a 0,33+0,02 b
JF - 0,32+0,05 a 0,29+0,03 a 0,29+0,04 a 0,30+0,02 a 0,31+0,02 a 0,33+0,02 b
LEO - 0,38+0,03 ef 0,37+0,03 d 0,35+0,03 d 0,3240,04 cd 0,33+0,02 b 0,33+0,02 b
RJ - 0,35+0,04 cd 0,35+0,03 ¢ 0,33+0,02 be 0,34+0,02 ¢ 0,35+0,03 b 0,36+0,02 ¢
VR - 0,41+0,05 f 0,33+0,06 b 0,35+0,02 d 0,33+0,02 cde 0,34+0,03 b 0,31+0,03 a

Legenda: ca — comprimento da abertura, cc — comprimento total da concha, ce — comprimento da espira, cve — comprimento da volta corporal, /a — largura da
abertura, /c — largura maxima da concha, nv — numero de voltas da concha. *Para cada variavel analisada separadamente, as médias seguidas de letras
desiguais diferem significativamente (p<0,05).
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Fotografia 2: Fendtipos para a
Fotografia 1: Fenotipos para a coloracdo da massa  coloracdo da massa cefalopodal de
cefalopodal de Subulina octona, verde (esquerda) e  Subulina octona, verde (esquerda) e
creme (direita). Individuos das populagdes de Juiz de  creme  (direita). Individuos da
Fora (JF) e Rio de Janeiro (RJ), respectivamente. populagdo de Coronel Fabriciano (CF)
aos 180 dias de vida.
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Grifico 1: Taxa de crescimento (mm/dia) da concha de oito diferentes populagdes de Subulina octona
ao longo do desenvolvimento, em condigdes de laboratdrio; Belo Horizonte-MG (BH); Barra Mansa-
RJ (BM); Coronel Fabriciano-MG (CF); Floriano-RJ (FLO); Leopoldina-MG (LEO); Rio de Janeiro-
RJ (RJ); Volta Redonda-RJ (VR).
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Grifico 2: Indice espiral (comprimento / largura) das conchas de oito populagdes de Subulina octona
aos 180 dias de vida; Belo Horizonte-MG (BH); Barra Mansa-RJ (BM); Coronel Fabriciano-MG (CF);

Floriano-RJ (FLO); Leopoldina-MG (LEO); Rio de Janeiro-RJ (RJ); Volta Redonda-RJ (VR).
Letras diferentes indicam diferenca significativa.
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Grafico 3: Analise de conglomerados para variaveis conquiliomorfométricas de oito populacdes de
Subulina octona ao longo do desenvolvimento; Belo Horizonte-MG (BH); Barra Mansa-RJ (BM);
Coronel Fabriciano-MG (CF); Floriano-RJ (FLO); Leopoldina-MG (LEO); Rio de Janeiro-RJ (RJ);
Volta Redonda-RJ (VR).
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Tabela 6: Matriz de correlagdes entre medidas lineares da concha de Subulina octona ao longo do

desenvolvimento.
0 dias
cc lc ca la
cc 1,00 - -—- -—-
lc 0,96 1,00 - -
ca 0,96 0,99 1,00 -
la 0,94 0,97 0,97 1,00
30 dias
cc Ic ca la cve ce
cc 1,00 - - -—- - -
lc 0,95 1,00 --- - --- -
ca 0,94 0,97 1,00 - - -
la 0,87 0,90 0,89 1,00 - -
cve 0,96 0,97 0,98 0,87 1,00 -
ce 0,95 0,83 0,82 0,79 0,83 1,00
60 dias
cc lc ca la cve ce
cc 1,00 --- --- - --- -
lc 0,95 1,00 --- - --- -
ca 0,95 0,93 1,00 - - -—-
la 0,81 0,86 0,84 1,00 --- -
cve 0,97 0,95 0,96 0,84 1,00 ---
ce 0,99 0,93 0,93 0,77 0,93 1,00
90 dias
cc lc ca la cve ce
cc 1,00 --- --- - --- -
lc 0,84 1,00 -—- - - -—-
ca 0,83 0,77 1,00 - --- -
la 0,49 0,63 0,56 1,00 --- -
cve 0,90 0,82 0,87 0,49 1,00 -
ce 0,99 0,81 0,77 0,47 0,82 1,00
120 dias
cc lc ca la cve ce
ce 1,00 - - - - -
lc 0,83 1,00 --- - --- -
ca 0,87 0,86 1,00 - --- -
la 0,66 0,74 0,67 1,00 -—- -—-
cve 0,88 0,82 0,92 0,59 1,00 -—-
ce 0,98 0,78 0,79 0,64 0,77 1,00
150 dias
cc lc ca la cve ce
ce 1,00 - - - - -
lc 0,85 1,00 -—- - - -—-
ca 0,89 0,84 1,00 - - -—-
la 0,80 0,83 0,74 1,00 -—- -—-
cve 0,90 0,84 0,93 0,72 1,00 -—-
ce 0,99 0,81 0,83 0,79 0,82 1,00
180 dias
cc lc ca la cve ce
ce 1,00 --- --- - --- -
lc 0,91 1,00 -—- - - -—-
ca 0,94 0,90 1,00 - - -—-
la 0,81 0,81 0,77 1,00 --- -
cve 0,94 0,88 0,95 0,76 1,00 -
ce 0,99 0,89 0,91 0,80 0,89 1,00

Legenda: ca — comprimento da abertura, cc — comprimento total da concha, ce — comprimento da
espira, cve — comprimento da volta corporal, /a — largura da abertura, /c — largura maxima da concha.
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Tabela 7: Resultado do teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Student-Newman-Keuls para as medidas lineares e razdes conquiliomorfométricas de oito
populagdes de Subulina octona nas idades de 0 e 180 dias de vida.

Idade O
ce Ic o la cedde el lode

= 18,32 11,58 30,72 17,96 19,69 54,23 36,43

p (Kraskal-

Wallis) 0,115
p Btudent-Newman-Keuls)

BH-BM 0,175 0,016 0,346 0,472 0,019 0,861
BH-CF 0,174 0,304 0,041 0,120 0,020 0,036
BH-FLO 0,058 0,032 0,706 0,193 0,043 0,042
BH-JF 0,750 0,110 0,798 0,878 0,019 0,051
BH-LEC 0614 0,590 0,181 0,514 0,147 0,021
BH-RJI 0,187 0,419 0,798 0,049 0,069 0,625
BH-VE 0,778 0,876 0,114 0,445 0,127 0,093
BM-CF 0,007 0,001 0,003 0,023 0,532 0,054
BML-FLO 0,001 = 0,0001 0,577 0,044 < 0,0001 0,027
ELI-TF 0,094 =0,0001 0,493 0,572 = 0,0001 0,020
BM-LEC 0,305 0,062 0,693 0,048 0,000 0,013
BM-EJ 0,006 0,110 0,231 0,007 0,600 0,754
BM-VE 0,102 0,025 0,525 0,138 0,000 0,063
CF-FLO 0,591 0,269 0,016 0,202 0,000 = 0,0001
CF-IF 0,300 0,576 0,022 0,088 < 0,0001 < 0,0001
CF-LEO 0,064 0118 0,001 0,028 0,002 < 0,0001
CF-EJ 0,988 0,067 0,073 0,688 0,916 0,106
CF-VR 0,283 0,237 0,000 0,426 0,001 0,000
FLO-JF 0114 0,579 0,902 0,148 0,760 0,917
FLO-LEO 0,017 0,007 0,343 0,052 0,555 0,803
FLO-RIJ 0,592 0,003 0,538 0,513 0,000 0,012
FLO-VE 0,106 0022 0,235 0,588 0,608 0,716
JF-LEQ 0,411 0,052 0,280 0,619 0,366 0,883
JF-RJ 0,288 0,016 0,609 0,054 = 0,0001 0,008
JIF-VR 0,971 0,079 0,186 0,358 0,409 0,637
LEC-RI 0,060 0,788 0,111 0,009 0,001 0,003
LEC-VE 0,432 0,702 0,809 0,157 0,938 0,536
RI-VE 0,272 0,515 0,067 0,227 0,001 0,030

Diferencas

Totais 4 a 11 f 7 15 15
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Tabela 7 (continuagao)

Idade 180
ce fc (=4 fa ove ce ccle oo cvede cele laide g:z cigﬁc)j’
= 164,55 160,87 165,05 132,40 157,84 163,96 141,42 154,81 E0.62 00,11 42,56 40,04
p (Kruskal-
Walliz)
p (Student-Newman- EKeuls)
BH-EM < 0,0001 0.a00 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 10,0001 = 10,0001 0,002 0,358 0,938
BH-CF 0,403 0,095 0,408 0062 0,916 0,242 0,750 0,041 0.a00 0,004 0,621 0,240
BHFLO 0,004 0,010 0,023 0,034 0,015 0,002 0,000 0,00z 0,053 0,215 0,920 0,491
BH-TF 0451 0035 0,122 00035 0,167 0,644 0,461 0615 0,476 0,153 0,402 0,690
BH-LED 0,029 < 0,0001 0,007 < 0,0001 0,014 0,039 0,839 0,169 0,029 0,019 0,584 0,739
BH-RJ 0,353 0,405 0,021 0,369 0,001 0,753 0,106 0,022 = 0,0001 < 0,0001 0,020 0,000
BH-VE 0,000 < 0,0001 < 0,0001 0,008 0,001 0,000 0,037 0,000 0,092 0,009 0,000 0,040
BM-CF = 0,0001 = 0,0001 = 0,0001 = 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 = 0,0001 = 0,0001 0,251 0,194 0,685 0,202
BM-FLO 0,013 0,267 0,022 0,065 0,034 0,018 0,003 0,039 0,003 0,073 0,371 0,435
BL-JF =« 0,0001 = 0,0001 = 0,0001 = 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 = 0,0001 = 0,0001 = 0,0001 0,131 0,081 0,629
BM-LED = 10,0001 = 10,0001 = 10,0001 = 10,0001 = 0,0001 = 0,0001 = 0,0001 = 10,0001 oot 0,583 0,142 0,679
BM-RJ = 0,0001 0.a04 0,020 = 10,0001 0,204 = 0,0001 = 0,0001 = 0,0001 0,732 0,093 0,001 = 0,0001
BM-VE = 0,0001 = 10,0001 = 10,0001 = 10,0001 = 0,0001 = 0,0001 = 0,0001 = 10,0001 0.oot = 0,0001 0,00% 0,044
CF-FLO 0.a00 < 0,0001 0,002 < 0,0001 0,021 < 0,0001 0,002 = 0,0001 0020 0,637 0,638 0,621
CF-JF 0,941 0650 0,471 0,333 0,141 0,421 0,676 0013 0.a04 0,822 0,102 0,449
CF-LEC 0,177 ERT) R 0061 oot 0,013 0,364 0,914 0,539 0,165 0,487 0,307 0,418
CEF-RI 0,07z 0,01z 0,002 0,339 0,002 0,135 0,201 0,835 0,141 0,004 0,005 0,008
CF-VE 0,005 0,004 0,001 0,458 0,001 0,014 0,017 0,155 0,034 < 0,0001 0,003 0,001
FLO-JF 0,000 < 0,0001 0,000 < 0,0001 0,000 0,001 0,007 0,01z 0,239 0,210 0,394 0,783
FLO.LED < 0,0001 < 0,0001 < 10,0001 < 10,0001 < 00,0001 < 00,0001 0,001 < 0,0001 0,757 0,244 0,56% 0,739
FLO-RI 0,044 0,078 0,999 0,003 0,408 0,005 0,052 = 0,0001 0.a01 0,001 0,018 0,002
FLO-VR =« 0,0001 = 0,0001 = 0,0001 = 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 = 0,0001 = 0,0001 0,765 0,000 0,001 0,006
JF-LED 0,159 0081 0,230 0,119 0,305 0,114 0,606 0,067 0,149 0,363 0,720 0,952
JF-RI 0,095 0,003 0,000 0,053 = 0,0001 0,439 0,402 0,008 = 10,0001 0,002 0,142 0,001
IF-VE 0,004 0,023 0,014 0,784 0,053 0,002 0,005 = 10,0001 0,360 = 0,0001 = 0,0001 0,016
LEQ-RI 0,00z = 10,0001 = 10,0001 0,000 = 0,0001 0,017 0,174 0,407 0,04 0,033 0,089 0,001
LEC-VE. 0,174 0,720 0,240 0,057 0,409 0,142 0,026 0,043 0,545 < 0,0001 < 0,0001 0,020
FI-¥E = 0,0001 = 0,0001 = 0,0001 0,080 = 0,0001 < 0,0001 0,000 0,217 0.a00 = 0,0001 = 0,0001 = 0,0001
Diferencas
i0 tais 19 21 21 17 20 19 17 20 14 14 11 13

Legenda: ca — comprimento da abertura, cc — comprimento total da concha, ce — comprimento da espira, cve — comprimento da volta corporal, /a — largura da
abertura, /c — largura maxima da concha.
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Grafico 4: Analise discriminante de medidas da concha de oito populagdes de Subulina octona aos
180 dias de vida; Belo Horizonte-MG (BH); Barra Mansa-RJ (BM); Coronel Fabriciano-MG (CF);
Floriano-RJ (FLO); Leopoldina-MG (LEO); Rio de Janeiro-RJ (RJ); Volta Redonda-RJ (VR).

Tabela 8: Resumo da Analise de Componentes Principais para as variaveis conquiliomorfométricas
de oito populacdes de Subulina octona ao longo do desenvolvimento.

Idade Componente

Varidncia Componente Variincia

(dias) Principal 1 (%) Principal 2 (%)
0 lc 79.56 lct 9,77
30 cc 92.19 ce 4,47
60 cc 92.80 lat 4.48
90 cc 78.32 lat 12.04
120 cc 81.98 lat 8,22
150 cc 84.89 lat 6.42
180 cc 88.94 lat 5,57

Legenda: cc — comprimento da concha, ce — comprimento da espira, /a — largura da abertura, /c —

largura maxima da concha.
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2.4 Discussio

2.4.1 Variabilidade intrapopulacional

Os valores de coeficiente de variagdo do comprimento da concha de S. octona
verificados no presente estudo foram semelhantes aos relatados na literatura por Bessa &
Aragjo (1995a) e D’avila & Bessa (2005a). Da mesma forma que esses autores, foi verificada
tendéncia a homogeneiza¢do da populagdo com a redugdo dos coeficientes ao longo do
desenvolvimento.

A despeito da baixa vagilidade dos moluscos terrestres, € o consequente reduzido
fluxo génico, variacdes genéticas intrapopulacionais podem ocorrer devido a selecdo criptica
do microclima, da vegetagdo, de caracteristicas fisico-quimicas do solo, das pressdes de
predacdo, entre outros (CAIN & CURREY, 1963; SCHILTHUIZEN et al., 2006;
ANDERSON et al., 2007; CHIBA & DAVISON, 2007).

Em algumas espécies, a variagdo intrapopulacional pode ser mais significativa do que
a interpopulacional, como no caso do gastropode marinho Littoraria flava (King & Broderip,
1832). Segundo Andrade & Solferini (2007), a variacdo intrapopulacional em pequena escala
nesta espécie ¢ reflexo da grande heterogeneidade no microhdbitat, onde os efeitos da deriva e
selecdo alteram os padrdes populacionais a nivel genético e consequentemente, fenotipicos.

Para compreensao da variabilidade em S. ocfona, por outro lado, deve-se considerar
ainda a influéncia da autofecundagdo. Tal caracteristica da espécie pode comprometer a
variabilidade intrapopulacional (MC CRACKEN & BRUSSARD, 1980) alterando os padrdes
de diversidade em termos de homo/heterozigosidade. No entanto, mesmo a prole de um tnico
molusco autofecundado ¢ capaz de apresentar variagdo nos padrdes conquiliologicos

(observagdes de laboratorio).
2.4.2 Variabilidade interpopulacional
Conquiliomorfometria
Os tamanhos encontrados para a concha aos 180 dias estdo compreendidos entre os
relatados na literatura para a espécie, sendo o tamanho maximo registrado de 21,76+0,70mm

(em média). Almeida & Mota (2011) encontraram populagdes naturais de S. octona com

tamanho maximo entre 17,1-18mm. No entanto, a criagdo dos moluscos em laboratério pode
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ter promovido condi¢des para o maior crescimento dos individuos, como alimentagdo
reforcada e umidificacdo constante, além da auséncia de predadores.

O formato da concha pode explicar em parte os habitats e habitos dos moluscos. Chiba
& Davison (2007), analisando as variacdes na concha de M. polita, observaram que a
morfologia variou de acordo com a presenca/auséncia de competidores, com a altitude e com
o sitio ocupado na serrapilheira. Segundo estes autores, conchas mais alongadas tornam os
moluscos mais habeis ao enterramento no substrato e esta caracteristica, neste caso, teve
herancga genotipica.

O habito de se enterrar, caracteristico de Subulinidae, ¢ fundamental para a
sobrevivéncia dos individuos, principalmente ao longo das estagdes secas do ano. No caso de
S. octona, que pode viver aproximadamente 3 anos (dados ndo publicados), ultrapassando
cerca de trés periodos de estiagem (caracteristica da regido estudada), o enterramento garante
a sobrevivéncia dos individuos até a proxima estacdo chuvosa.

Acredita-se que as diferengas encontradas na forma da concha de S. octona possam ser
devido as caracteristicas genéticas selecionadas ao longo do tempo evolutivo nos ambientes
de origem de cada populagdo, conforme observado em M. polita (CHIBA & DAVISON,
2007) e em Littorina saxatilis (Olivi, 1792) (CONDE-PADIN et al., 2009). No entanto, no
presente trabalho ndo foi possivel verificar a herdabilidade das caracteristicas fenotipicas

observadas, sendo necessarios mais estudos para esclarecer tal proposigao.

Analises Multivariadas

Os resultados da andlise de conglomerados mostraram formacdo de diferentes
agrupamentos em cada idade, o que pode ser reflexo das mudancas nos padrdes de
crescimento apresentados por cada populacdo. No entanto, a andlise dos agrupamentos
formados mostrou que os fenotipos verde e creme parecem ser caracteristicas importantes
para composicdo dos grupos-irmaos uma vez que todos foram compostos por populacdes de
massas cefalopodais semelhantes (verde, creme, ou ambas).

O comprimento da concha e a largura da abertura apresentaram-se como os dois
principais componentes a explicar a variabilidade no formato da concha na espécie S. octona.
Conde-Padin et al. (2009) constataram uma influéncia da heranga genética proveniente do
ambiente de origem sobrepondo a influéncia do ambiente de crescimento, quando o animal ¢

transferido de localidade. A heranga genética se mostrou efetiva em explicar as variagdes no



59

comprimento e abertura da concha de L. saxatilis, sendo as variaveis que explicaram a maior
parte da variacdo da concha, assim como em S. ocfona.

Pfenninger & Magnin (2001) também verificaram os mesmos padrdes de variagdo no
molusco terrestre europeu C. unifasciata spp., cujo formato foi explicado pela variacdo entre
conchas globulares ou achatadas e entre aberturas elipticas ou arredondadas. Neste caso, os
autores conseguiram relacionar a concha achatada e com pequena abertura aos ambientes
quentes e secos, ¢ moluscos pequenos habitando locais onde ha elevada média anual de
precipitagdo, como adaptacao as areas secas devido a reducdo da razdo superficie/volume.

Nao foi observada correlagdo entre a distancia geografica e as diferencas
morfométricas encontradas na concha de S. octona no presente estudo, indicando que deve
haver outros fatores atuando nestas populacdes para promover a variabilidade observada. As
populacdes estudadas distanciam-se por no maximo 380km e situam-se numa regido onde as
atividades humanas de transporte de material como terra e mudas de plantas podem estar
promovendo o fluxo génico entre populagdes, considerando-se sua reduzida vagilidade. Dessa
forma, ¢ possivel que as diferencas morfoldgicas encontradas sejam explicadas por selecao
ambiente nos diferentes microhabitats, ndo sendo, portanto, promovidas pelo isolamento por
distancia.

Segundo Andrade & Solferini (2006), a variabilidade genética e a plasticidade
fenotipica podem atuar em populacdes distintas promovendo a variabilidade fenotipica nos
organismos. Considerando-se o fato de neste estudo ter sido utilizada a prole de individuos do
campo, estes trouxeram as caracteristicas genéticas de seus parentais. Quando diferentes
populacdes mantém suas diferengas fenotipicas em ambientes distintos daqueles de sua
origem, isso se deve a determinacdo genética (FALCONER & MACKAY, 1996 apud
CONDE-PADIN et al., 2009). Esse pressuposto foi corroborado por Conde-Padin et al.
(2009), que observaram que individuos de mesma origem, desenvolvendo-se em ambientes
distintos, foram semelhantes entre si, enquanto individuos de origens distintas,
desenvolvendo-se no mesmo ambiente, ndo tenderam a se tornar semelhantes, indicando que a
heranga genética foi determinante para o fenotipo apresentado.

No presente estudo observou-se que mesmo em condigdes semelhantes de criagéo,
moluscos de diferentes localidades de origem apresentaram diferencas fenotipicas variando
interpopulacionalmente. Assim, acredita-se que esta variabilidade seja reflexo de diferentes

genotipos, caracteristicos de cada populacao.
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Padroes de desenvolvimento

As diferencas nos padroes de crescimento em comprimento e em largura da concha de
S. octona, bem como o fato de ndo ter sido observado um aumento proporcional no niimero de
voltas, explicam as divergéncias entre os tamanhos da concha encontrados nas populacdes
estudadas. A variacdo nos padroes de crescimento entre as populagdes culminaram em
padroes de conchas variando entre abaulados e alongados, observados pelos diferentes indices
espirais.

Bessa & Aratijo (1995b) observaram uma taxa de crescimento média de 0,06mm/dia
nos 120 dias posteriores ao inicio da oviposi¢do em S. octona. No entanto, esta taxa tendeu a
decrescer ao longo do tempo, indo de 0,15mm/dia a 0,0lmm/dia da primeira para a Ultima
quinzena do periodo de estudo. No presente estudo, ndo foi observada a idade para o alcance
da maturidade, sendo que as taxas de crescimento médias para os 180 dias de experimentacao
oscilaram entre 0,07 a 0,1 1mm/dia.

Apesar de todos os individuos estarem maduros ao término do experimento, algumas
populagdes apresentaram padrao de crescimento diferente do esperado, inclusive com
aumento da taxa de crescimento com o passar do tempo. Lam & Calow (1989) verificaram
que, mesmo em condigdes naturais, os moluscos podem apresentar variabilidade
intraespecifica nos padrdes de historias de vida, com diferengas nas taxas de crescimento, de
reproducao e de mortalidade. O padrdo de crescimento indeterminado proposto para a espécie
(BESSA & ARAUJO, 1995a; D’AVILA & BESSA, 1995b) pode ser determinado
geneticamente.

As medidas de relagdo entre comprimento e largura da concha no recém-eclodido
podem ser entendidas pelo formato do ovo desta espécie. Segundo Bessa & Araujo (1995b), o
ovo de S. octona ¢ arredondado e apresenta dois polos de achatamento com tamanhos médios
de 1,63x1,35mm e o recém eclodido apresenta tamanho médio de 1,53mm. O comprimento da
concha deve estar compreendido no maior eixo do ovo e a largura no menor, dadas suas
proporgdes. No presente estudo, o comprimento médio da concha foi de 1,89+0,08mm ¢ a
largura média foi de 1,50+0,03mm. Dentro das popula¢des, o comprimento da concha foi
mais varidvel que sua largura (Tabela 1) e, entre elas, o comprimento variou, mas a largura foi
semelhante (Tabela 5).

A concha arredondada do recém-eclodido vai tornando-se cada vez mais alongada a
medida que o molusco se desenvolve, caracteristica frequentemente encontrada na familia

Subulinidae (CARR, 2002; CARVALHO et al., 2009). A volta corporal e anteriores abrigam
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estruturas importantes do corpo de S. octona, como a parte cefalica (quando retraida) e o
sistema reprodutor (permanentemente), incluindo uma grande glandula de albamen e o utero
que pode conter até 9 ovos (BESSA & ARAUJO, 1995a). O formato do sistema reprodutor
desta espécie acompanha o formato da concha, sendo bastante alongado (ARAUJO &
BESSA, 1993).

A medida que o molusco cresce, observa-se que a espira passa a abrigar a maior parte
do seu corpo. O crescimento do animal ¢ importante do ponto de vista da reprodugéo, pois o
aumento no tamanho permitird que o utero dilatado passe a abrigar maior quantidade de ovos
em seu interior, conforme observado por outros autores para a espécie (DAVILA & BESSA,
2005b). Como a largura da volta corporal (ou largura da concha) ndo aumenta
significativamente, este molusco passa a utilizar voltas anteriores para distensdo do utero em
comprimento. A alocagdo inicial, ainda que reduzida, de recursos da reprodugdo para o
crescimento permitird ao molusco uma maior produtividade futura.

O formato alongado da abertura da concha de S. octona foi mantido durante todo o
desenvolvimento do animal ¢ ndo foi proporcional ao crescimento em comprimento. Seu
formato sera responsavel pelo incremento na volta posterior ja que € na borda da abertura que
acontece a deposicdo de calcio que permite o crescimento da concha. A abertura da concha
deve ter um tamanho 6timo que permita a postura dos ovos e retragao da massa cefalopodal, e
ainda evite a perda de 4gua corporal para o ambiente.

O aumento inicial na relacdo la/lc observado nos primeiros 30 dias de vida para o
conjunto das populacdes pode ser entendido como uma compensacdo entre protecdo contra
dessecagdo e crescimento. Uma concha que apresentasse uma abertura estreita demoraria mais
a alcancar uma largura de concha que atendesse as necessidades de reproducdo, mas uma
concha muito larga seria desvantajosa em termos de dessecagao.

Com o passar do tempo e aumento no comprimento da concha, S. ocfona passa a
produzir maior quantidade de ovos (D’AVILA & BESSA, 2005b). No entanto, nenhum
estudo relata um aumento no tamanho dos ovos e as observa¢des laboratoriais corroboram
essa informagdo. Assim, entende-se ndo ser vantajoso uma abertura maior que o tamanho
necessario para realizacdo de tais atividades. Dessa forma, ao longo da evolucdo ¢ provavel
que a selecdo tenha atuado em favor de aberturas tdo pequenas quanto possivel. Uma pequena
abertura, minimizando a area da superficie exposta e constitui-se de uma vantagem seletiva
que minimiza a perda de umidade sob condigdes de estresse hidrico (PFENNINGER &
MAGNIN, 2001).
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No recém-eclodido a grande abertura em proporcao ao pequeno tamanho corporal ¢é
desvantajosa para o animal, pois acentua a perda de 4gua para o ambiente. Sendo muito
susceptiveis, os moluscos jovens sdo geralmente encontrados sob a terra, como que estivando,
somente emergindo apds atingir certo tamanho (ndo mensurado), mas sempre se abrigando
sob alguma protegao.

O enterramento e agregacdo sdo habitos comuns em espécies de Subulinidae
(D’AVILA et al., 2004), ficando a concha a aproximadamente 90° em relagdo ao solo,
geralmente sob abrigo, com a abertura sempre voltada para baixo e protegida, principalmente
em ¢épocas de baixa umidade. Cook & Jaffar (1984) analisaram espécies de moluscos com
diferentes indices espirais e verificaram que aqueles com indices elevados (aproximadamente
4,00), como ¢ o caso de S. octona, localizavam-se preferencialmente a 90° em relacdo ao solo.
Porém, ao invés de enterradas, as espécies analisadas situavam-se nas paredes dos terrarios.
Como S. octona nio forma epifragma mesmo sob condigdes desfavoraveis (D’AVILA et al.,
2004), tais habitos amenizam a dessecacdo e ainda protegem o animal contra predacdo. Ja a
agregacdo permite que os moluscos tapem suas aberturas utilizando as conchas dos

coespecificos, garantindo maior protegdo (D’AVILA et al., 2006).

2.4.3 Polimorfismo da coloracio corporal

O polimorfismo da cor da massa cefalopodal jé foi registrado para outras espécies de
moluscos terrestres, tais como Euhadra peliomphala (Pfeiffer, 1850) (HAYASHI & CHIBA,
2000) e Cepaea nemoralis (Linnaeus, 1758) (OZGO, 2011). Carr (2002) relatou que a cor
pode sofrer influéncia da alimentacdo, mas essa possibilidade foi descartada no presente
estudo uma vez que os moluscos foram mantidos nas mesmas condi¢des de criagdo, isolando
assim qualquer efeito do ambiente na coloragdo. Além disso, o padrdo de colora¢do nao
sofreu alteracdo ao longo do desenvolvimento dos moluscos.

Segundo Ford (1945), o polimorfismo da cor ¢ definido como a co-ocorréncia de duas
ou mais variantes de cores distintas com embasamento genético. A heranga da coloragdo
corporal pode ser incerta (BACKELJAU et al., 2001), como ¢ o caso de S. ocfona, mas para
algumas espécies ja se conhecem os padroes de distribuicdo das variantes e os mecanismos de
heranga genética nas diferentes populagdes. E o caso, por exemplo, de E. peliomphala
(HAYASHI & CHIBA, 2000), em que a distribuicao de fendtipos segue o mesmo padrao de
distribuicao dos haplétipos de mtDNA e de C. nemoralis, cuja coloragdo da concha tem bases

genéticas bem compreendidas (OZGO & KINNINSON, 2008; OZGO, 2011).
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Buscando compreender se havia alguma ligag@o entre caracteristicas conquilioldgicas
e de coloragdo, efetuou-se a analise comparada das medidas da concha em cada populacao.
Embora os fenotipos ndo tenham se diferenciado intrapopulacionalmente nas populagcdes LEO
e RJ (Tabela 4), estes se diferenciaram intrapopulacionalmente em CF, sendo as medidas do
fenotipo verde maiores no creme. Quando analisados interpopulacionalmente, este padrao de
diferenciagdo se manteve (Tabela 3). Tal abordagem nao foi suficiente para esclarecer
possiveis conexdes entre caracteristicas, sendo necessarios mais estudos.

Variantes de coloragdo em moluscos terrestres podem ser atribuidas a fatores
ambientais, genéticos ou a ambos. Segundo Forsman et al. (2008), espécies polimorficas
ocupam maior nicho e maiores areas, sdo mais bem-sucedidas e persistentes nas colonizagdes
além de conseguirem se expandir com mais eficiéncia, sendo esperado que respondam
rapidamente a sele¢do. A fim de testar esta proposi¢do, Ozgo (2011) analisou populagdes de
C. nemoralis de habitats instaveis antropizados comparando microhéabitats sombreados e
abertos. Este autor verificou diferencgas significativas nas frequéncias de coloracdo em um
curto espago temporal, havendo uma tendéncia ao aumento na frequéncia de moluscos de
coloragao mais clara em habitats abertos (e por consequéncia, mais instaveis).

Para a coloragdo corporal em Theba pisana (Miller, 1774) (COWIE, 1990) ¢ em duas
espécies de Cepaea (COWIE & JONES, 1985) verificou-se que a sele¢ao atuava em favor de
moluscos mais claros em ambientes mais quentes. Quanto ao tamanho corporal, ha autores
que dizem que a relagdo ¢ diretamente proporcional ao aumento da temperatura (WELTER-
SCHULTES, 2000; ANDERSON et al., 2007), mas no presente estudo tal influéncia nao foi
investigada. Somente a combinag¢do entre as abordagens ecologica e genética poderd

esclarecer o padrao de heranca e possiveis pressoes relacionadas a coloracdo nesta espécie.
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3 VARIABILIDADE ANATOMICA E MOLECULAR EM Subulina octona (Brugiiiére,
1789) (MOLLUSCA, GASTROPODA, SUBULINIDAE)

3.1 Introducio

Os gastropodes pulmonados apresentam grande diversidade, sendo estimada a
existéncia de mais de 30.000 espécies, distribuidas por uma ampla variedade de habitats
(BARKER, 2001; HELLER, 2001). Muitas dessas espécies, classificadas com base somente
em caracteristicas da concha pelos antigos naturalistas, vém sendo estudadas com outras
ferramentas para esclarecimento de suas relagdes taxondmicas, sistematicas e evolutivas.

Caracteristicas anatomicas do sistema reprodutor servem como critério para
diferenciagdo de grupos taxonomicos e podem apresentar grande variabilidade entre e dentro
de populagoes (RUNHAM & LARYEA, 1968; CUEZZO, 1990; PFENNINGER &
MAGNIN, 2001; CARR, 2002; ARRUDA et al., 2006; BEESE & BAUR, 2006; BEESE et
al., 2006 a,b; POINTIER et al., 2006; KAMEDA et al., 2007; CARVALHO, 2009). Muitos
estudos relacionam caracteristicas reprodutivas com conquilioldgicas, como o tamanho do
animal (BEESE et al., 2006a,b; BEESE & BAUR, 2006), ou biologicas, como maturidade
sexual e fecundidade (CUEZZO, 1990; PFENNINGER & MAGNIN, 2001).

Segundo Puillandre et al. (2010), eventos que promovem especiacdo, especialmente os
recentes, podem ndo resultar em espécies morfologicamente distintas. Assim, o acesso as
informagdes moleculares das populacdes em estudo permite a identificacdo de espécies
cripticas, além da compreensdo dos mecanismos que estdo promovendo a variabilidade e, em
ultimo caso, a especiagao.

O conhecimento sobre as relagdes entre organismos ¢ fundamental para a sistematica,
que se ocupa ndao somente da classificacdo e identificacdo das espécies, mas busca
compreender os processos evolutivos geradores da diversidade biologica (BUSO, 2005).
M¢étodos moleculares podem ajudar a esclarecer essas relagdes e fornecer subsidios para
analises filogenéticas (CHIBA, 1999; CARVALHO, 2009). A investigacdo direta da situagao
genotipica permite a deteccdo de variacdo ao nivel de DNA, excluindo, portanto, influéncias
ambientais que poderiam levar a sub ou superestimagado da variabilidade (BUSO, 2005).

Divergéncias nas sequéncias de DNA, quantitativas ou qualitativas, sdo causadas por
eventos mutacionais € permitem mensurar a variedade de alelos e gendtipos nas populagdes

(FRANKHAM et al., 2002), sendo este o foco atual para estudos de biologia da conservagdo
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(SPRUELL et al., 2003). O DNA mitocondrial (mtDNA) tem se mostrado eficiente em
explicar aspectos evolutivos de populacdes e espécies animais (WILSON et al., 1985; AVISE
et al., 1987, MORITZ et al., 1987) devido a sua alta taxa de evolugdo, o formato circular, o
pequeno tamanho, a simplicidade génica (BROWN, 1985; HARRISON, 1989) e por
apresentar estruturas muito conservada nos animais.

A subunidade I do gene para a citocromo oxidase (COI) vem sendo amplamente
utilizada como marcador para identificar espécies e populagdes de moluscos terrestres, por
conta de sua alta taxa de evolu¢do que permite o acumulo de mutagdes recentes. A associagao
de ferramentas moleculares e morfologicas tem permitido a identificagdo de taxons e o
esclarecimento de relagdes intra e interpopulacionais, bem como suas relagdes com o
ambiente (SAMADI et al., 2000; KAMEDA et al., 2007; PUILLANDRE et al., 2010).

O gastropode terrestre Subulina octona (Brugiiiere, 1789) (Subulinidae) amplamente
distribuido no Brasil ¢ em varios continentes (PILSBRY, 1946; ARAUIJO & BESSA, 1993;
SIMONE, 2006), apresenta caracteristicas bioldgicas que o tornam excelente colonizador de
novos ambientes. O habitat preferencial em ambientes antropizados, como hortas, ¢ a
consequente dispersdo passiva (ARAUJO & BESSA, 1993), aliado a capacidade de realizar
autofecundagdo, as altas taxas reprodutivas e de sobrevivéncia da prole, tornam esta espécie
muito abundante nos ambientes em que vive. O polimorfismo da coloragdo corporal vem
sendo observado, com duas variantes ja identificadas e a variabilidade morfologica da concha
e sistema reprodutor vem sendo analisada.

O conhecimento dos subulinideos se faz em sua maioria através da conquiliologia
(NAGGS, 1994). Um conhecimento correto da identidade especifica em moluscos terrestres ¢
melhor realizado pela integragdo de vérias abordagens — conquiliologica, anatomica e
genética (PFENNINGER et al., 2003; KAMEDA et al., 2007) — a fim de esclarecer os limites
entre o polimorfismo dentro de determinada espécie e a formagdo de um complexo de
espécies (KAMEDA et al., 2007).

A despeito da ampla distribui¢do de S. ocfona, até o presente momento, ndo foram
encontrados na literatura estudos que abordem a variabilidade morfoldgica e molecular para
essa espécie (NCBI, 2012). Assim, objetivou-se com esse trabalho analisar a variabilidade
morfométrica ¢ molecular de populagdes de S. octona de diferentes localidades na regido

sudeste do Brasil através do estudo do sistema reprodutor e de parte da COI do mtDNA.
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3.2 Material e Métodos

3.2.1 Grupos experimentais

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Biologia de Moluscos do Museu
de Malacologia Professor Maury Pinto de Oliveira da Universidade Federal de Juiz de Fora,
Minas Gerais. Os grupos experimentais foram formados por moluscos recém-eclodidos
obtidos de criagdes matrizes de S. octona formadas a partir de moluscos coletados em cinco
localidades (Mapa 2): Coronel Fabriciano (morfotipo CF) (19°30'57"S, 42°37'39"0) e
Leopoldina (morfotipo LEO) (21°45'50"S, 43°21'0"O) no estado de Minas Gerais; Barra
Mansa (morfotipo BM) (22°32'38"S, 44°10'15"0), Volta Redonda (morfotipo VR)
(22°29'14"S, 44°4'12"0) e Rio de Janeiro (morfotipo RJ) (22°52'28"S, 43°14'42"0), no
estado do Rio de Janeiro.

Cada criacdo-matriz foi formada por moluscos provenientes de uma mesma
populagdo, mantidos em caixas plasticas transparentes (14cm de diametro, 9cm de altura),
fechadas com tecido de algodao e elastico, contendo terra vegetal esterilizada, umedecida com
10ml de 4gua de torneira a intervalos de dois dias. Os moluscos foram alimentados segundo
Bessa & Aragjo (1995a) e mantidos em condi¢des naturais de luz e temperatura. Filhotes
recém-eclodidos foram transferidos para novos terrarios, com as caracteristicas descritas
anteriormente, compondo os grupos experimentais. Os terrarios de todas as populagdes foram

mantidos nas mesmas condi¢des de criacao.

3.2.2 Estudo do sistema reprodutor

Para estudo morfométrico e morfologico do sistema reprodutor, 30 moluscos recém-
eclodidos das localidades mencionadas foram mantidos em terrarios separados por localidade,
até atingirem 80 dias de vida, quando foram mortos e fixados. Nessa idade, S. ocfona da
populacio originaria da cidade de Juiz de Fora-MG foram considerados adultos (D’AVILA &
BESSA, 2005a,b). Para matar os animais, esses foram acondicionados em recipientes de vidro
totalmente preenchidos com agua de torneira ¢ mantidos durante quatro horas em temperatura
ambiente e, posteriormente, em 24 horas sob refrigeragao (4°C£2). Apos serem mortos, foi
tomada a medida do comprimento total da concha (cc) e da largura maxima da concha (/c)

com paquimetro (precisdo 0,05mm). As conchas foram retiradas quebrando-se a regido ao
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Mapa 2: Locais de coleta de Subulina octona: Coronel Fabriciano e Leopoldina no estado de Minas Gerais; Barra Mansa, Volta Redonda e Rio de Janeiro, no

estado do Rio de Janeiro.
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redor das suturas e os moluscos foram conservados em frascos individuais e identificados,
contendo alcool 70°GL. Os pés dos moluscos foram retirados e acondicionados
separadamente em alcool 70° em microtubos com a mesma identificagdo para utilizagdo no
estudo molecular.

O sistema reprodutor dos moluscos foi dissecado e desenhado sob microscopio
estereoscopico com camara clara acoplada. A partir dos desenhos das estruturas, foram
tomadas medidas lineares da por¢do proximal do sistema reprodutor: complexo peniano,
oviduto e bolsa copuladora (Esquema 2). Foram tomadas as seguintes medidas lineares:
comprimento do ducto da bolsa copuladora (cdbc), largura do ducto da bolsa copuladora
(ldbc), altura da inser¢@o do ducto da bolsa copuladora no oviduto (ai), comprimento da bolsa
copuladora (chc), largura da bolsa copuladora (/bc), comprimento do epifalo (ce), largura do
epifalo (/e), comprimento do falo (cfa), largura do falo (/fa), comprimento do flagelo (cfl),
largura do flagelo (/f]), comprimento do complexo peniano (ccp), comprimento do oviduto
(co), largura do oviduto (/o). Para estudar as relacdes de forma isolada ao tamanho dos
animais, foram calculadas as seguintes razdes: cfl/ce, cfl/(ce+cfa), ccp/(cdbc+che),

co/(cbc+cdbc), co/lo, cbe/lbe, cep/ai e lo/lfa.

3.2.3 Tratamento estatistico

Os valores médios das estruturas do sistema reprodutor de cada populacao foram
comparados a fim de verificar a existéncia de variacdo morfométrica utilizando-se o teste de
variancia ANOVA seguido do teste t de Student (significancia 0,05). A mesma andlise foi
utilizada para comparagdo de estruturas entre individuos de diferentes cores da massa
cefalopodal (verde e creme) e entre individuos com presenca e auséncia de ovos no utero. A
variabilidade intrapopulacional foi mensurada através dos valores de coeficiente de variacdo.

Para caracterizar as relagdes de similaridade entre os padrdes morfométricos das
estruturas analisadas efetuou-se a Analise de Conglomerados pelo método de agregacdo de
Ward, considerando-se a varidncia minima entre os grupos, com a distdncia do tipo
Euclidiana. Para verificar se havia separagdo entre as diferentes populacdes foi utilizada a
analise de Func¢do Discriminante considerando-se cada conjunto de estruturas (complexo
peniano, oviduto e bolsa copuladora). A analise de Componentes Principais foi utilizada para
explicitar os componentes que mais contribuiram para a variabilidade das amostras.

A correlacdo de Pearson (significancia 0,05) foi utilizada para verificar correlagdo

entre variaveis da concha (cc e Ic) e do sistema reprodutor e entre estruturas componentes
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deste ultimo (ai, ccp e co). A distancia multivariada Euclidiana do sistema reprodutor foi
correlacionada a distancia geografica e a distancia Euclidiana conquiliolégica pelo teste de
Mantel.

Foi calculado o percentual de individuos com e sem a presenga de ovos no utero
observado apos a dissec¢@o. As medidas das estruturas conquiliologicas e reprodutivas foram
comparadas entre as categorias pela analise de varidncia ANOVA (p<0,05) e foram obtidas
correlagdes entre as medidas conquilioldgicas e anatomicas através da correlagdo de Pearson
(p<0,05).

Para realizag¢@o das andlises foi utilizado o programa estatistico BioEstat 5.0 (AYRES
et al.,, 2007), exceto para a analise de Componentes Principais, para a qual foi utilizado o

programa estatistico Past 1.94b (HAMMER et al., 2001).

3.2.4 Analise da variabilidade molecular — Citocromo oxidase I

As andlises de genética molecular foram desenvolvidas no Departamento de Genética
e Evolucdo, Instituto de Biologia, e no Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética,
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os individuos utilizados foram os mesmos
que compuseram o estudo do sistema reprodutor. Foram utilizados 30 espécimes de cada
localidade, escolhidos aleatoriamente, dos quais foram obtidos fragmentos do pé para
extracao do DNA.

O DNA gendmico total foi extraido utilizando-se o “Wizard Genomic DNA
Purification kit” (Promega). As amostras de tecido foram rompidas mecanicamente em 600uL
de solucdo de lise nuclear e incubadas a 65°C overnigth. Em seguida, apos deixar 5 minutos
em temperatura ambiente, foram acrescentados 200uL de solugdo de precipitacdo de proteina.
A solugao foi agitada em vortex, incubada a -20°C por 5 minutos e centrifugada a 13.000 rpm
por 5 minutos a 24°C. O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para um tubo limpo
contendo 600uL de isopropanol gelado para precipitagdo do DNA, sendo entdo incubado a -
70°C por 1 hora. A mistura foi centrifugada a 13.000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o DNA precipitado foi lavado com 600uL de etanol 70% e centrifugado a 13.000
rpm por 5 minutos. O “pellet” foi tratado com 25uL de solucdo de reidratacdo do DNA e
armazenado.

O gene para a citocromo oxidase I (COI) foi amplificado utilizando-se os primers
universais HCO 2198 (5 — TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA - 3%) e LCO 1490
(5> - GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG - 3°) (FOLMER et al, 1994). A
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amplificacdo pela PCR foi realizada segundo o protocolo descrito a seguir. A mistura
consistiu de 2,5uL de tampao 10x; 2,5uL de Cloreto de Magnésio; 0,5uL de dNTP; 1,25pL
de cada primer; 0,75uL de BSA; 0,2uL de Taqg DNA polimerase; 2ul. de DNA e 14,05ul de
H,0 Milli-Q, totalizando 25uL de solugdo. As reagdes foram submetidas ao seguinte ciclo:
denaturagdo inicial por 2 minutos a 95°C, seguida por 35 ciclos com desnaturacdo a 95°C por
1 minuto, anelamento a 48°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 2,5 minutos, e extensao final
a 72°C por 10 minutos. Um controle negativo foi incluido em todas as amplificagdes. 2,5uL
do produto de amplifica¢do de cada amostra, corados com 1uL de marcador GelRed™, foram
visualizados em géis de agarose para verificar a qualidade de amplificagdo.

O sequenciamento dos produtos amplificados foi realizado no Centro de Biologia
Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP, em um sequenciador capilar
Prism 377 (Perkin Elmer). Para cada amostra foram produzidas duas sequéncias, a partir de
2uL de amostra de DNA amplificado, adicionado de 1pL de primer, sendo uma sequéncia
forward (HCO) e uma reverse (LCO), a fim de obter uma sequéncia consenso.

Para a confirmacdo de que as sequéncias correspondem a regido alvo foram realizadas
buscas, por meio do software BLASTn (NCBI, 2012). Posteriormente, as sequéncias
completas foram alinhadas pelo algoritmo Clustal W (THOMPSON et al., 1994) no BioEdit
7.0 e refinadas por inspegao visual.

O modelo de substituigdo que melhor representaria as sequéncias amostradas foi
testado utilizando o Critério de Informagao Akaike (AIC) implementado no jModeltest v3.06
(POSADA & CRANDALL, 1998), tendo como resultado o modelo HKY (HASEGAWA et
al., 1985).

Para confeccao da rede de haplotipos, utilizou-se o software TCS 1.21 (CLEMENT et
al., 2000). Parametros de variabilidade intra e interpopulacional foram estimados usando o
software Arlequin 3.1 (EXCOFFIER et al., 2006). Como estimativas da variabilidade
intrapopulacional e da diversidade genética usamos a diversidade nucleotidica (TAJIMA,
1993) e frequéncia haplotipica (EXCOFFIER et al., 2003). Como estimativa da variabilidade
interpopulacional foi calculado o Fgy pareado entre amostras, sendo estimado de acordo com
Weir & Cockerham (1984). Foram também estimadas as distancias genéticas de Nei, par-a-
par, de acordo com Tamura & Nei (1993). O Fsr e a distdncia genética também foram
calculados apods a retirada do haplotipo H2. O teste de Mantel foi utilizado para correlacionar
distancia genética (baseado na matriz de distdncia genética par-a-par, Tamura & Nei, 1993) a
distancia geografica e a distancia conquiliolégica multivariada Euclidiana (baseado no indice

espiral cc/lc) utilizando-se o software BioEstat 5.0. A fim de verificar uma possivel influéncia
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da selecdo natural na evolucdo das sequéncias analisadas, submetemos as amostras ao teste de
neutralidade de Fu (FU, 1997).

Para investigar se as relagdes genealogicas dos individuos estariam estruturadas na
forma de populagdes geograficas, reconstruimos a genealogia desses individuos através do
método de Maxima Verossimilhanga com a ajuda do software MEGA 5.0 (TAMURA et al.,
2011). Na reconstrucdo, foi informado ao programa o modelo de substitui¢do nucleotidica
HKY previamente selecionado, e o suporte dos ramos foi calculado a partir de 1000
bootstraps.

O frame de leitura das sequéncias foi identificado no BLASTp (NCBI, 2012) e
posteriormente estas foram traduzidas em aminoacidos no softiware MEGA 5.0 para verificar
possiveis modificacoes.

A morfometria do sistema reprodutor e da concha foi comparada entre os haplotipos e
entre linhagens de mtDNA através da Andlise de Varidncia ANOVA (significancia 0,05) e a
analise da Funcdo Discriminante foi utilizada para verificar diferenciacdo entre linhagens de

mtDNA. Tais analises foram efetuadas no software BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).

3.3 Resultados

3.3.1 Padrio geral da morfologia da por¢io proximal do sistema reprodutor de S. octona

Subulina octona, como todo Pulmonata, ¢ uma espécie hermafrodita, sendo também
capaz de realizar autofecundagdo. As estruturas proximais do sistema reprodutor encontram-
se descritas abaixo, de acordo com o Esquema 2:

Oviduto: Seu sistema reprodutor se caracteriza por apresentar um oviduto que desemboca
diretamente no poro genital, sem a presenca de uma vagina. Este oviduto apresenta-se
alongado e estreito, tendo na extremidade proximal a insercdo do complexo peniano e
proximo a extremidade distal, a inser¢do do ducto da bolsa copuladora, em face oposta a da
inser¢do do complexo peniano. A largura do oviduto € pouco variavel ao longo da estrutura e
corresponde a cerca de 1/10 do seu comprimento. Ao longo do oviduto, desde sua
extremidade distal até sua base, corre paralelamente ¢ em sentido descendente o ducto
deferente, integrante da parte masculina do sistema reprodutor. Na base do oviduto, esse se

aproxima do falo e passa a orientar-se ascendentemente ao longo do complexo peniano.
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Complexo peniano: O complexo peniano ¢ uma estrutura alongada e muito estreita, formada
pelo falo proximal, epifalo mediano e flagelo distal. Seu comprimento geralmente acompanha
o comprimento do oviduto ¢ sua largura maxima corresponde a largura do falo. E uma
estrutura bastante variavel, com proporgdes aproximadas de comprimento de 2:7:1
(falo:epifalo:flagelo). O falo insere-se na base do oviduto e nele se insere o musculo retrator
peniano. O epifalo e o flagelo apresentam larguras semelhantes e menores que a do falo. O
flagelo termina no musculo retrator do flagelo. Paralelamente ao complexo peniano e em
sentido ascendente, segue o ducto deferente, canal estreito e oco. O flagelo tem inicio no
ponto onde o ducto deferente mergulha no complexo peniano e se direciona para a regiao
proximal deste, formando uma luz que pode ser visualizada por transparéncia em alguns
pontos do epifalo. Falo e epifalo apresentam estrias transversais bem marcadas em alguns

pontos.

Bolsa copuladora: A bolsa copuladora ¢ um saco de fundo cego inserido no tergo distal do
oviduto em face oposta aquela da inser¢ao do complexo peniano ¢ que se enrola em torno do
oviduto indo se acomodar atras da prostata e do ttero. E envolvida desde o ducto até a bolsa
propriamente dita, juntamente com a porcao distal do oviduto, por um tecido fino oriundo do
prolongamento do utero. Apresenta um ducto comprido e estreito que desemboca na bolsa.
Esta possui formato e tamanho variaveis, em geral arredondada ou ovalada, com faces
achatadas. Observa-se por transparéncia que ha uma bolsa interna. Uma luz pode também ser

percebida vinda do oviduto proximo a altura da inser¢@o do ducto e desembocando neste.

Correlacoes entre estruturas: A altura da inser¢do do ducto da bolsa copuladora
correlaciona-se positivamente com o comprimento do oviduto (r=0,94; p<0,0001) e com o
comprimento do complexo peniano do mesmo individuo (r=0,66; p<0,0001). O comprimento
do complexo peniano também se correlaciona positivamente com o comprimento do oviduto

(r=0,67; p<0,0001) (Tabela 13).
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Esquema 2: Porc¢do proximal do sistema reprodutor de Subulina octona. ai — altura da insercdo da
bolsa copuladora no oviduto; cbc — comprimento do ducto da bolsa copuladora; ccp — comprimento do
complexo peniano; cdbc — comprimento do ducto da bolsa copuladora; ce — comprimento do epifalo;
¢fa — comprimento do falo; ¢fl — comprimento do flagelo; co — comprimento do oviduto; dd — ducto
deferente; /bc — largura da bolsa copuladora; ldbc — largura do ducto da bolsa copuladora; /e — largura
do epifalo; /fa — largura do falo; /fl — largura do flagelo; /o — largura do oviduto; pr — prostata; ut —
utero. Ilustragdo: Tércia Vargas

3.3.2 Variabilidade intra e interpopulacional do sistema reprodutor e concha de S.

octona

A andlise da variabilidade intrapopulacional, com base nos coeficientes de variacao,
mostrou que o cfl foi a medida linear mais varidvel (em trés de cinco populagdes) e as
medidas menos varidveis foram ccp e co (ambas em duas de cinco populagdes), seguidas por
ai (em uma de cinco populacdes) (Tabela 9). O ccp apresentou valores de coeficiente de
variagdo menores ou iguais aos de suas partes componentes (cfa, ce ¢ cfl) em todas as
populagdes. Dentre as razdes, a que mais variou foi cfl/ce (quatro de cinco populagdes) e a
que menos variou foi co/(cbc+cdbc) (quatro de cinco populagoes) (Tabela 9).

As populagdes com maior variagdo interna para os valores de medidas lineares do
sistema reprodutor foram LEO (27%+10) e RJ (27%=+15) enquanto BM (19%+10) foi a
menos variavel (Tabela 9). Para as razoes, a populagdo mais variavel foi LEO (37%=9) ¢ a

menos variavel foi BM (25%+13). As razdes apresentaram maiores coeficientes de variagéo
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que as medidas lineares considerando cada populacdo isoladamente, variando de 25% (BM) a
37% (LEO) e de 19% (BM) a 27% (LEO e RJ), respectivamente. A analise dos coeficientes
de variacdo das medidas da concha de S. ocfona indicou indices menores que aqueles
observados para o sistema reprodutor. A média de valores para o indice espiral para o
conjunto das populagdes foi de 9%, oscilando entre 4% em BM e 15% em RJ.

A analise da variabilidade interpopulacional de S. octona aos 80 dias de vida, com
base na morfometria do sistema reprodutor, mostrou que os moluscos apresentaram padrao
anatdmico semelhante, mas com caracteristicas morfométricas distintas (Tabelas 10-11 e
Esquema 2). A populagdo de BM foi a que mais apresentou diferengas significativas com as
outras populagdes para as medidas lineares, destacando-se o ¢fa como unica medida que nao
se diferenciou entre BM e as outras populagdes. CF e RJ foram as populacdes mais
semelhantes dentre os pareamentos possiveis.

As medidas lineares que mais variaram entre pares de populacdes foram Idbc, cbe e lo,
sendo, portanto, as estruturas mais robustas para diferenciar as populagdes; a medida menos
variavel foi cfa (Tabela 11). As razdes foram menos varidveis interpopulacionalmente que as
medidas lineares. Para as razdes, as mais varidveis interpopulacionalmente foram
cep/(cdbc+cbe) e co/(cbc+cdbce) e a menos variavel foi cep/ai.

Foi possivel distinguir morfotipos para cada localidade, diferenciados por no minimo
trés (morfotipo CF x RJ) e no méaximo 13 (morfotipo BM x LEO) das 14 medidas lineares e
no minimo trés (morfotipo RJ x VR) e no maximo sete (morfotipo CF x VR) das oito razdes
analisadas, de acordo com os resultados do teste ANOVA (Tabela 11). O morfotipo BM se
diferenciou dos demais em média por 12 medidas lineares e cinco razoes; VR por nove
medidas e cinco razoes; LEO por sete medidas e quatro razoes; CF se diferenciou por seis
medidas e cinco razdes e RJ por seis medidas e quatro razdes. Para as medidas lineares, a
populacdo de BM apresentou-se como um grupo diferenciado em quase todas as estruturas,
exceto cfa, Ifa e cfl, para as quais se agrupou com outras popula¢des. Assim, este foi o
morfotipo mais diferenciado, tendo os maiores valores de medidas lineares dentre as
populagoes. O pareamento mais comumente observado para medidas lineares foi entre as
populagdes CF e RJ, que se diferenciaram somente para as medidas /dbc, le e lo.

Para as razoes, ndo foi observado um padrao claro de agrupamentos, incluindo BM
que deixou de formar um morfotipo individualizado conforme observado para as medidas
lineares (Tabela 11). Os pareamentos mais comuns foram CF-RJ e RJ-VR. O par CF-RJ foi
observado nas razdes cfl/ce, cfl/(ce+cfa), ccp/(cdbc+cbc), co/(cbc+cdbc) e co/lo. O par RJ-
VR foi observado nas razdes co/(cbc+cdbc), co/lo, cbe/lbe, cep/ai e lo/lfa.
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A analise de conglomerados mostrou a formacdo de um grupo-irmao entre as
populacdes de CF-RJ, seguido por LEO e VR, com BM como grupo externo a todas as outras
populacdes (Grafico 5).

A andlise da funcdo discriminante para diferentes estruturas do sistema reprodutor de
S. octona mostrou uma clara tendéncia a separacdo da populacio de BM das outras
populacdes, com sobreposi¢do de apenas alguns individuos (Grafico 6a-d). Para a bolsa
copuladora (Grafico 6a), as populacdes RJ e VR apresentaram grande sobreposi¢cdo no
grafico, enquanto LEO e BM apresentaram uma variagdo interna bastante pronunciada. Para o
complexo peniano (Grafico 6b), a variacdo interna foi semelhante entre as populagdes, sendo
mais variavel que para a bolsa copuladora. Para o oviduto (Grafico 6¢), BM-LEO e BM-RJ
foram os unicos pares populacionais ndo conectados, enquanto BM e CF apresentaram
consideravel variacdo interna no grafico. Para o conjunto ai-ccp-co (Grafico 6d), todas as

populagdes, exceto BM, mostraram grande sobreposicao de individuos.
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Grafico 5: Andlise de conglomerados baseada em medidas lineares e relagdes morfométricas de
estruturas do sistema reprodutor de Subulina octona de cinco populagdes aos 80 dias de vida. BM —
Barra Mansa-RJ; CF — Coronel Fabriciano-MG; LEO — Leopoldina-MG; RJ — Rio de Janeiro-RJ; VR
— Volta Redonda-VR.
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Tabela 9: Coeficientes de variacdo (%) para medidas lineares de estruturas do sistema reprodutor de Subulina octona de cinco populagdes aos 80 dias de vida.

Coeficiente de variacio (%)

cdbc ldbc ai chbe Ibc cfa Ifa ce le cfl Ifl cep co lo popltl/[lz(ili?)nal
BM 30 24 10 22 22 14 12 18 16 45 23 14 8 10 19£10
CF 32 27 15 32 31 22 29 26 23 38 30 20 16 29 26+6
LEO 37 34 16 45 37 23 21 23 16 37 24 14 15 35 27+10
RJ 32 38 12 34 59 16 31 16 16 40 21 11 12 46 27+15
VR 26 25 9 20 22 20 15 17 17 37 25 12 8 32 20+8
Meédia+
Desvio  31+4 306 1243 30£10 34+£15  19+4 2248 2044 1743 3944 2543 1443 1244 31«13
padrdo
cfl/ce cfl/(ce+cfa) ccp/(cdbet+cbe)  co/(cbctcdbe) co/lo chc/lbe cep/ai lo/Ifa popl\lilli(ili?mal
BM 46 46 21 13 16 24 25 13 25+13
CF 52 47 26 23 22 33 21 33 32+12
LEO 49 44 29 23 33 41 32 45 3749
RJ 44 41 31 10 63 30 26 41 36+15
VR 42 42 24 16 28 20 20 37 29+10
Meédia+
Desvio 464 44+2 26+4 1746 32+18 29+8 25+5 34+12
padrdo

Legenda: ai — altura da inser¢@o da bolsa copuladora no oviduto; cbc — comprimento do ducto da bolsa copuladora; ccp — comprimento do complexo peniano;
cdbc — comprimento do ducto da bolsa copuladora; ce — comprimento do epifalo; ¢fa — comprimento do falo; ¢fl — comprimento do flagelo; co — comprimento
do oviduto; /bc — largura da bolsa copuladora; /dbc — largura do ducto da bolsa copuladora; /e — largura do epifalo; /fa — largura do falo; /fl — largura do
flagelo; lo — largura do oviduto.
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Tabela 10: Medidas lineares e razdes (média + desvio padrao) de estruturas do sistema reprodutor de Subulina octona de cinco populagdes aos 80 dias de

vida.
Medidas lineares (média + desvio padrao)
cdbce ldbc ai cbc Ibc cfa Ifa
BM 0,39+0,12b 0,13+0,03¢ 2,3440,23¢ 0,61+0,14d 0,34+0,07d 0,40+0,05ab 0,19+0,02d
CF 0,25+0,08a 0,09+0,03b 1,54+0,24a 0,31+0,10b 0,14+0,04bc 0,36+0,08a 0,16+0,05bc
LEO 0,24+0,09a 0,10+0,03b 1,48+0,24a 0,41+0,18¢ 0,17+0,06¢ 0,39+0,09ab 0,13+0,03a
RJ 0,24+0,08a 0,07+0,03a 1,54+0,18a 0,25+0,09ab 0,12+0,07ab 0,36+0,06a 0,16+0,05b
VR 0,26+0,07a 0,07+0,02a 1,66+0,15b 0,22+0,04a 0,12+0,03a 0,42+0,08b 0,18+0,03¢
ce le cfl Ifl cep co lo
BM 1,68+0,29¢ 0,08+0,01c 0,27+0,12¢ 0,07+0,02b 2,34+0,33b 2,77+0,21c¢ 0,43+0,04d
CF 1,09+0,28a 0,07+0,01b 0,23+0,09bc 0,05+0,01a 1,68+0,33a 1,88+0,30ab 0,25+0,07b
LEO 1,194+0,27a 0,06+0,01a 0,19+0,07ab 0,05+0,01a 1,74+0,25a 1,80+0,26a 0,30+0,10¢
RJ 1,13+0,18a 0,06+0,01a 0,23+0,10bc 0,05+0,01a 1,72+0,19a 1,86+0,22a 0,20+0,09a
VR 1,32+0,22b 0,06+0,01a 0,17+0,06a 0,05+0,01a 1,90+0,24b 2,00+0,16b 0,23+0,08ab
Razées (média + desvio padrao)
cfl/ce cfl/(ce+cfa) ccp/(cdbc+chbe) co/(cbctcdbe) co/lo cbc/lbe cep/ai lo/Ifa
BM 0,16+0,07a 0,13+0,06b 2,43+0,58a 2,86+0,70a 6,47+0,87a 1,85+0,38a 1,01+0,13a 2,34+0,37b
CF 0,22+0,11c 0,16+0,08¢c 3,20+1,06b 3,52+0,75b 7,98+2,61a 2,22+0,57b 1,11+0,25ab 1,64+0,35a
LEO 0,17+0,08ab 0,13+0,06ab 2,93+1,19b 3,04+0,97a 6,79+3,06a 2,49+0,72b 1,22+0,28¢ 2,32+0,75b
RJ 0,21+0,09bc 0,16+0,07bc 3,88+1,16¢ 4,04+1,06¢ 11,36+4,67b 2,45+0,75b 1,12+0,11abc 1,36+0,85a
VR 0,13+0,06a 0,10+0,04a 4,04+0,80c 4,27+0,84c 9,77+3,65b 1,87+0,45a 1,15+0,19bc 1,30+0,37a

Legenda: ai — altura da inser¢@o da bolsa copuladora no oviduto; cbc — comprimento do ducto da bolsa copuladora; ccp — comprimento do complexo peniano;
cdbc — comprimento do ducto da bolsa copuladora; ce — comprimento do epifalo; cfa — comprimento do falo; ¢fl — comprimento do flagelo; co — comprimento
do oviduto; /bc — largura da bolsa copuladora; /dbc — largura do ducto da bolsa copuladora; /e — largura do epifalo; /fa — largura do falo; /fl — largura do
flagelo; lo — largura do oviduto.
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Tabela 11: Andlise de varidncia ANOVA seguida de teste t entre medidas lineares e razdes de estruturas do sistema reprodutor de Subulina octona de cinco
populagdes aos 80 dias de vida.

Medidas lineares

cdbc ldbc ai che Ibc cfa Ifa ce le cfl Ifl cep co lo
F= 17,22 21,00 97,91 50,22 82,93 3,16 13,75 28,23 16,58 6,12 15,12 30,74 103,96 42,00
Pareamentos
populacionais 15 (i)
BM-CF <0,001 <0,001 <0,001 <0,001  <0,001 ns <0,001 <0,001 <0,001 ns <0,001 <0,001 < 0,001 < 0,001
BM-LEO <0,001 <0,001 <0,001 <0,001  <0,001 ns <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 < 0,001 < 0,001
BM-RJ <0,001 <0,001 <0,001 <0,001  <0,001 ns <0,001 <0,001 <0,001 ns <0,001 <0,001 < 0,001 < 0,001
BM-VR <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 ns ns <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 < 0,001 < 0,001
CF-LEO ns ns ns 0,0014 ns ns 0,0039 ns 0,0426 ns ns ns ns 0,0223
CF-RJ ns 0,0074 ns ns ns ns ns ns 0,0426 ns ns ns ns 0,0170
CF-VR ns 0,0152 0,0393 0,0200 ns 0,0038 ns 0,0019 0,0485 0,0164 ns 0,0034 ns ns
LEO-RJ ns < 0,001 ns < 0,001 0,0016 ns 0,0250 ns ns ns ns ns ns < 0,001
LEO-VR ns <0,001 <0,001 < 0,001 0,0037 ns < 0,001 0,0483 ns ns ns 0,0228 < 0,001 < 0,001
RJ-VR ns ns 0,0370 ns ns 0,0047 0,0246 0,0120 ns 0,0154 ns 0,0229 0,0319 ns
Diferencas 4 8 7 8 6 2 7 7 7 4 4 7 6 8
Razoes
cfl/ce cfl/(cetcfa) cep/(cdbc+che) co/(cbc+cdbc) co/lo cbc/lbe cep/ai lo/Ifa
F= 4,93 4,73 13,98 15,49 12,87 8,99 4,73 24,58
Pareamentos
populacionais p (teste )
BM-CF 0,0085 0,0420 0,0025 0,0038 ns 0,0147 ns <0,001
BM-LEO ns ns 0,0364 ns ns < 0,001 <0,001 ns
BM-RJ 0,0455 ns < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 ns < 0,001
BM-VR ns 0,0395 < 0,001 < 0,001 < 0,001 ns 0,0059 < 0,001
CF-LEO 0,0285 0,0225 ns 0,0327 ns ns 0,0328 < 0,001
CF-RJ ns ns 0,0239 0,0461 < 0,001 ns ns ns
CF-VR < 0,001 < 0,001 0,0015 0,0018 0,0326 0,0280 ns 0,0295
LEO-RJ ns ns < 0,001 < 0,001 < 0,001 ns ns < 0,001
LEO-VR ns ns < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 ns <0,001
RJ-VR 0,0017 0,0014 ns ns ns <0,001 ns ns
Diferencas 5 5 8 8 6 6 3 7

Legenda: ai — altura da inser¢@o da bolsa copuladora no oviduto; cbc — comprimento do ducto da bolsa copuladora; ccp — comprimento do complexo peniano;
cdbc — comprimento do ducto da bolsa copuladora; ce — comprimento do epifalo; c¢fa — comprimento do falo; ¢fl — comprimento do flagelo; co — comprimento
do oviduto; /bc — largura da bolsa copuladora; /dbc — largura do ducto da bolsa copuladora; /e — largura do epifalo; /fa — largura do falo; /fl — largura do
flagelo; /o — largura do oviduto; ns — ndo significativo a 5%.
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O Componente Principal 1, representado pela relagdo co/lo, explicou 82,95% da
variagdo, enquanto o Componente Principal 2, representado pelo ccp/(cdbc+cbce), explicou
8,07% da variagao nas estruturas do sistema reprodutor de S. octona.

A andlise de distancia Euclidiana entre as medidas lineares e razdes do sistema
reprodutor entre as populagdes mostrou que o par CF-RJ apresenta a menor distancia (3,13),
enquanto a maior distancia € entre o par BM-RJ (10,68). O teste de Mantel mostrou que o
sistema reprodutor ndo se correlacionou com a distancia geografica entre as populagdes
(r=-0,44; p=0,22) nem com a morfometria da concha (r=-0,33; p=0,35).

A comparag¢do do indice espiral (cc/lc) da concha de S. octona mostrou a formagao de
dois morfotipos distintos (Grafico 7). BM foi a populagdo que se destacou isoladamente com
os maiores valores de indice espiral, apresentando concha mais alongada. Com menor indice
espiral e, portanto, mais abauladas, agruparam-se as outras quatro populacdes, CF, LEO, RJ ¢
VR.
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Grafico 6: Analise discriminante baseada em medidas lineares da bolsa copuladora (a), complexo
peniano (b), oviduto (c) e associagdo ai-ccp-co (d) de Subulina octona de cinco populagdes aos 80 dias
de vida. BM — Barra Mansa-RJ; CF — Coronel Fabriciano-MG; LEO — Leopoldina-MG; RJ — Rio de
Janeiro-RJ; VR — Volta Redonda-VR.
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Grafico 6: continuagdo
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Griafico 7: Indice espiral (cc/lc) da concha de Subulina octona comparado entre cinco populagdes. BM
— Barra Mansa-RJ; CF — Coronel Fabriciano-MG; LEO — Leopoldina-MG; RJ — Rio de Janeiro-RJ;
VR - Volta Redonda-VR. Letras desiguais indicam diferenga significativa (p<0,05).

Tabela 12: Medidas lineares e razdes das estruturas do sistema reprodutor de Subulina octona aos 80
dias de vida comparando-se individuos com presenga e auséncia de ovos no ttero.

Ovono Medidas lineares (media £+ desvio padriio)

(LT cdbe idbe i che ibe cfi ifa
Presente  0,35+0,12a 0,130,032 Z2,05+044a 06040152 0,290,102 037+0,06a 0,17+0,03a
Ausente  0,25£0,08b  0,08t£0,03b 1,61+0,31b  0,254+0,12b  0,1440,070 0354008 0,160,040

ce le cfl I cep a0 lo
Presente  149+0.35a 0,07+£0,01a 0,24+0,11a 0,060,028 2,10+042a 2470453 041+£0,06a
Ausente  1,23£0,31b  0,06£0,01b  0,2140,09a 0,050,016 1,8240,32b  1,9440,35b  0,25£0,100
Ovono Razies (inédia + desvio padriio)

corpo cflice cfli(cetcfi) cepr(edbetebe) cofebetedbe)
Presente 0160 08a 0,13+0,06a 2,2740,58a 2,68+0,72a
Auszente 0,18+0,0% 0,130,062 3,63+1,06a 3,804+0,94b

co/lo che/ibe CopiLl Il
Preszente 6,06+1,08a 2,1940,74a 1,05+0,12a 24240 46a
Ausente 2,05+3 300 2,150,604 1,15+0,22h 1,630,690

Legenda: ai — altura da inser¢do da bolsa copuladora no oviduto; chc — comprimento do ducto da
bolsa copuladora; ccp — comprimento do complexo peniano; cdbc — comprimento do ducto da bolsa
copuladora; ce — comprimento do epifalo; cfa — comprimento do falo; ¢fl — comprimento do flagelo; co
— comprimento do oviduto; /bc — largura da bolsa copuladora; /dbc — largura do ducto da bolsa
copuladora; le — largura do epifalo; /fa — largura do falo; /fI — largura do flagelo; /o — largura do

oviduto.
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Aos 80 dias de vida, somente 19% (35 individuos) dos individuos apresentaram ovos
no interior do utero dissecado, sendo 13% (24 individuos) presentes na populacdo de BM e
6% (11 individuos) em LEO. Estes individuos apresentaram maior comprimento e largura de
concha (F=142,5, p<0,001; F=68,5, p<0,001). Nos individuos com ovo no utero, o
comprimento médio da concha foi de 12,89+1,67cm e a largura média, 3,88+0,24cm,
enquanto naqueles sem ovos estas medidas foram de 9,40+1,66cm e 3,45+0,31cm,
respectivamente.

A analise comparada das estruturas do sistema reprodutor entre individuos com e sem
ovos mostrou que cfa, cfl, cfl/ce, cfl/(cetcfa), ccp(cdbe+cbe) e cbe/lbc ndo apresentaram
alteracdo nos valores quando da presenca de ovos (Tabela 12). Dentre todas as estruturas,
somente o cfa ndo foi influenciado pelo aumento no cc (=-0,03; p=0,76) e lc (1=-0,09;
p=0,29), sendo que, para todas as outras estruturas analisadas, foi verificada correlagéo

positiva entre conquiliologia e anatomia do sistema reprodutor (Tabela 13).

Tabela 13: Correlagdes entre medidas lineares de estruturas do sistema reprodutor e da concha de
Subulina octona.

cdbc ldbc ai che Ibc cfa Ifa
cc 0,58%* 0,63* 0,75* 0,79* 0,83* -0,03 0,41%*
Ilc 0,55* 0,57* 0,65* 0,75* 0,75%* -0,09 0,39*
ce le cfl Ifl cep co lo cc
cc 0,53* 0,56* 0,27* 0,50%* 0,54* 0,78%* 0,81%*
lc 0,45% 0,54* 0,32* 0,46* 0,47* 0,68%* 0,72* 0,90*

Legenda: ai — altura da inser¢do da bolsa copuladora no oviduto; chc — comprimento do ducto da
bolsa copuladora; cc — comprimento da concha; ccp — comprimento do complexo peniano; cdbc —
comprimento do ducto da bolsa copuladora; ce — comprimento do epifalo; cfa — comprimento do falo;
¢fl — comprimento do flagelo; co — comprimento do oviduto; /bc — largura da bolsa copuladora; Ic —
largura da concha; ldbc — largura do ducto da bolsa copuladora; /e — largura do epifalo; /fa — largura do
falo; /fl — largura do flagelo; lo — largura do oviduto. * valores significativos (p<0,05).

3.3.3 Variabilidade molecular

A andlise dos 374 pares de bases das sequéncias parciais da subunidade I da citocromo
oxidase do mtDNA de cinco populagdes de Subulina octona demonstrou a presenca de 4
haplotipos (Gréfico 8; Anexo 1) em 96 individuos analisados. O haplétipo 1 foi encontrado
em todas as populagdes, com frequéncia de 69% dos individuos (N=66 individuos), sendo que
a populacdo de VR foi totalmente representada por este haplétipo. O haplétipo 2 foi
encontrado em 22% dos individuos (N=21 individuos) e foi representado somente na
populagdo de LEO. O haplétipo 3 foi representado por individuos das populagdes de CF ¢ RJ

e teve frequéncia de
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Grafico 8: Rede de hapldtipos (a) e frequéncias haplotipicas (b) considerando-se quatro diferentes
haplétipos — H1, H2, H3 e H4 — em Subulina octona de cinco diferentes populagdes.

6% (N=6 individuos) enquanto o hapldtipo 4, com 3% de frequéncia (N=3 individuos),
incluiu individuos das populac¢des de BM, CF e R1J.

Observou-se que a populacio de LEO apresentou maiores valores de diversidade
nucleotidica (Tabela 14). Em seguida, as populacdes de RJ, CF e BM, com indices
intermediarios de diversidade nucleotidica e, por ultimo, a populacdo de VR, com indices
nulos (devido a presenga de um unico haplétipo em todos os individuos). Observou-se que em
LEO, apesar de o nimero de haplotipos ser menor que em CF e RJ, parte de sua populacao foi
composta por um haplotipo com o maior niimero de passos de diferenciacdo em relagdo ao
haploétipo 1, que inclui a maior parte dos individuos (Grafico 8a,b).

Nas amostras analisadas, foram observados dois fendtipos para a coloracdo da massa
cefalopodal dos moluscos, verde e creme. A distribuicdo dos fenotipos dentre os haplotipos
foi aleatéria, encontrando-se individuos de ambas as coloragdes no haploétipo 1 e 2. As
populagdes LEO e CF foram as tnicas a apresentar polimorfismo para este carater.

O teste de Neutralidade pelo método Fu’ FS (para analise da diversidade nucleotidica)
indicou valores nao significativos para todas as populacdes, indicando nao ser possivel rejeitar

a hipotese de que as populagdes estejam seguindo o modelo de evolugdo neutra (Tabela 15).
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Tabela 14: indices de diversidade intrapopulacional: diversidade nucleotidica, frequéncia haplotipica
e nimero médio de alelos de cinco populagdes de Subulina octona.

BM CF LEO RJ VR
Diversidade  0,000334 0,001188 0,004319 0,003705 0,000000
Nucleotidica  +0,000605  +0,001240  +0,002942  +0,002670  +0,000000
Frequéncia 0,94 H1 0,89 HI 0,19 H1 0,67 HI
Haologio 0,06 14 0,055 H3 081 Ho 0,27 H3 1,0 HI
aplotipica ’ 0,055 H4 ’ 0,06 H4

N ‘;zﬁ:;’de 1,003+£0,052  1,011£0,103  1,013+0,115  1,01120,103  1,000+0,000

Legenda: BM — Barra Mansa-RJ; CF — Coronel Fabriciano-MG; LEO — Leopoldina-MG; RJ — Rio de
Janeiro-RJ; VR — Volta Redonda-VR.

Tabela 15: Teste de neutralidade pelo método Fu’ FS (nivel de significdncia 0,05) para cinco
populagdes de Subulina octona.

BM CF LEO RJ VR
FS -0,70 -0,51 4,91 1,92 0,00
p (FS simulado <= FS observado) 0,10 0,26 0,97 0,86 -

Legenda: BM — Barra Mansa-RJ; CF — Coronel Fabriciano-MG; LEO — Leopoldina-MG; RJ — Rio de
Janeiro-RJ; VR — Volta Redonda-VR.

Os valores de Fgr par-a-par evidenciaram uma estrutura¢ao entre a populagdo de LEO
e todas as outras (Tabela 16) bem como entre RJ ¢ BM ¢ entre RJ ¢ VR. Valores elevados de
Fsr (0,69-0,77) foram observados entre a populagdo LEO e as outras indicando que, em LEO,
a diversidade interpopulacional, para todos os pares de populagdes formados, foi maior que a
intrapopulacional. J& para os outros pares populacionais, a variabilidade foi maior entre
individuos dentro das populagdes.

Foram observados valores significativos de distancia genética entre os seguintes pares
populacionais: LEO e cada uma das outras populagdes, RJ-BM e RJ-VR (Tabela 16). Pelo
teste de Mantel ndo foi verificada correlagdo entre a distancia geografica e a distancia
genética para as populagoes estudadas (r=-0,13; p=0,72) indicando que o isolamento espacial
ndo explica as diferengas genéticas encontradas.

O dendrograma de Maxima Verossimilhanga revelou a presenca de quatro
agrupamentos (Dendrograma 2). Tais agrupamentos foram equivalentes aos haplotipos,
observando-se que o ramo interno correspondente ao haplotipo H3 emergiu do grupo
correspondente ao haplotipo H1. O haplétipo H2 formou grupo externo aos outros, com alto

valor de bootstrap, sendo este o haplotipo com maior niumero de passos de diferenciagdo.
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Tabela 16: Fgr par-a-par (abaixo da diagonal) e distancia genética par-a-par (acima da diagonal) para
cinco populagdes de Subulina octona.

BM CF LEO RJ VR
BM - -0,007 3,231* 0,189* 0,000
CF -0,028 - 3,231* 0,097 0,000
LEO 0,753* 0,738* - 3,427* 3,231*
RJ 0,189* 0,096 0,692* - 0,196*
VR 0,008 0,000 0,770* 0,221* -

Legenda: BM — Barra Mansa-RJ; CF — Coronel Fabriciano-MG; LEO — Leopoldina-MG; RJ — Rio de
Janeiro-RJ; VR — Volta Redonda-VR; * p<0,05

A fim de verificar a influéncia do haplotipo H2 nas andlises de Fsr e distancia
genética, procedeu-se a repeticdo das mesmas com a retirada deste haplotipo da amostra. Os
resultados obtidos evidenciaram que o hapldtipo H2 foi o responsavel pela estruturagio entre
LEO e as outras populagdes uma vez que os indices deixaram de ter valores significativos

para ambas as analises (Tabela 17).

Tabela 17: Fgr par-a-par (abaixo da diagonal) e distancia genética par-a-par (acima da diagonal) para
cinco populagdes de Subulina octona, ap6s retirada do haplétipo H2.

BM CF LEO RJ VR
BM - -0,007 0,00 0,189* 0,00
CF -0,028 - 0,00 0,097 0,00
LEO -0,101 -0,103 - 0,196 0,00
RJ 0,189%* 0,096 0,075 - 0,196*
VR 0,008 0,000 0,000 0,221* -

Legenda: BM — Barra Mansa-RJ; CF — Coronel Fabriciano-MG; LEO — Leopoldina-MG; RJ — Rio de
Janeiro-RJ; VR — Volta Redonda-VR; * p<0,05
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Dendrograma 1: Dendrograma de Maxima Verossimilhanga para cinco populagdes de Subulina
octona. BM — Barra Mansa-RJ; CF — Coronel Fabriciano-MG; LEO — Leopoldina-MG; RJ — Rio de

Janeiro-RJ; VR — Volta Redonda-VR.
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3.3.4 Analise morfométrica comparada entre linhagens de mtDNA em S. octona

Tendo em vista o resultado das andlises moleculares, procedeu-se a analise comparada
da morfometria do sistema reprodutor e concha entre as diferentes linhagens evolutivas
observadas. A anatomia do sistema reprodutor ndo variou entre as linhagens, mas a
morfometria permitiu diferir algumas estruturas. Das 14 medidas lineares do sistema
reprodutor, cinco se mostraram robustas para diferenciar as linhagens, sendo trés da por¢ao
feminina (ai, cbc e co) e duas da por¢do masculina (/fa e le) (Tabela 18). Para oito razdes
analisadas, cinco foram diferentes entre as linhagens: co/(cbc+cdbc), co/lo, cbe/lbe, ccp/ai e
lo/Ifa. As medidas conquilioldgicas ndo apresentaram diferenca entre as duas linhagens.

A analise discriminante indicou uma forte tendéncia a separagdo entre as linhagens

com base na morfometria, com intersec¢ao de apenas poucos individuos (Grafico 9).
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Grafico 9: Analise discriminante baseada em medidas lineares do sistema reprodutor de Subulina
octona de duas diferentes linhagens: linhagem 1 (H1+H3+H4) e linhagem 2 (H2).
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Tabela 18: Medidas lineares e razdes de estruturas do sistema reprodutor e concha de Subulina octona
de duas linhagens: linhagem 1 (H1+H3+H4) e linhagem 2 (H2).

Medidas lineares

cdbc ldbc ai che lbc cfa Ifa
H1+H3+H4
Média+desvio padrdo 0,2840,11 0,10+0,04 1,78+0,45 0,36+0,17  0,19+0,12  0,40+0,09 0,17+0,04
Minimo — Maximo 0,12-0,61 0,04-0,19 0,96-2,68 0,17-0,74 0,05-0,46 0,22-0,63  0,07-0,30
Coeficiente de variagdo 38 38 25 48 60 22 25
H2
Médiatdesvio padrdo 0,254+0,08 0,11+0,04 1,50+0,13 0,47+£0,19  0,17+0,06  0,37+0,09  0,14+0,03
Minimo — Maximo 0,13-0,41 0,06-0,19 1,22-1,76 0,24-0,91 0,10-0,26 0,22-0,56  0,07-0,19
Coeficiente de variagdo 30 35 09 41 32 23 21
* p<0’05 * * *
Medidas lineares
ce le cfl Ifl cep co lo
H1+H3+H4
Média+desvio padrao 1,30+0,38 0,07+0,01 0,20+0,08 0,05+0,02  1,89+0,40  2,13£0,49 0,28+0,12
Minimo — Maximo 0,64-2,12 0,04-0,09 0,03-0,48 0,03-0,09 1,26-2,76 1,18-3,03  0,06-0,49
Coeficiente de varia¢ao 29 20 39 29 21 23 41
H2
Meédiatdesvio padrao 1,33+0,22 0,06+0,01 0,19+0,08 0,05+0,01 1,86=0,22 1,86+0,11 0,330,111
Minimo — Maximo 0,96-1,75 0,04-0,07 0,09-0,31 0,03-0,07 1,56-2,29 1,61-2,09  0,10-0,47
Coeficiente de varia¢ao 17 21 42 24 12 06 34
* p<0,05 * *
Razdes
cfl/ cep/ co/
cfl/ce (cetcfa) (cdbct+che) (cbc+cdbe) co/lo
H1+H3+H4
Meédiatdesvio padrao 0,17+0,09 0,13+0,06 3,33£1,11 3,64+1,03 8,56+3,50
Minimo — Maximo 0,03-0,54 0,02-0,36 1,65-5,80 2,24-6,35 4,63-21,13
Coeficiente de varia¢ao 53 49 33 28 41
H2
Meédiatdesvio padrao 0,15+0,08 0,12+0,06 2,69+1,06 2,81+0,80 6,57+3,32
Minimo — Maximo 0,07-0,28 0,05-0,23 1,67-5,59 1,64-4,06 4,03-17,29
Coeficiente de varia¢ao 54 48 39 28 51
* p<0,05 * *
Razoes Conquiliomorfometria
cbc/lbe ccp/ai lo/Ifa cc lc cc/le
H1+H3+H4
Meédia+desvio padrdo 2,07+0,61 1,10£0,22 1,75+0,70 10,16+£2,47  3,54+0,39  2,84+0,41
Minimo — Maximo 1,14-4,46 0,70-1,81 0,58-4,50 5,05-15,70  2,45-420  2,06-3,74
Coeficiente de variagdo 30 20 40 24 11 15
H2
Médiatdesvio padrdo 2,80+0,57 1,26+0,25 2,54+0,85 9,90+1,43  3,49+0,26  2,83+0,27
Minimo — Maximo 2,00-4,13 0,88-1,82 0,78-3,88 7,05-11,70  3,05-3,90  2,27-3,33
Coeficiente de variagdo 20 20 34 14 07 10
* p<0,05 * * *

Legenda: ai — altura da inser¢do da bolsa copuladora no oviduto; chc — comprimento do ducto da
bolsa copuladora; cc — comprimento maximo da concha; ccp — comprimento do complexo peniano;
cdbc — comprimento do ducto da bolsa copuladora; ce — comprimento do epifalo; cfa — comprimento
do falo; c¢fl — comprimento do flagelo; co — comprimento do oviduto; H — haplétipo; /bc — largura da
bolsa copuladora; /c — largura méaxima da concha; /dbc — largura do ducto da bolsa copuladora; /e —
largura do epifalo; /fa — largura do falo; /fl — largura do flagelo; /o — largura do oviduto.



90

3.4 Discussao

3.4.1 Analise da variabilidade morfométrica

A morfologia do sistema reprodutor de S. octona foi semelhante entre as populagdes
estudadas, mas a analise da morfometria permitiu observar uma consideravel variabilidade
entre individuos e entre populagdes.

A variabilidade intrapopulacional, verificada nos valores de coeficientes de variagao,
demonstrou que as estruturas da por¢cdo masculina do sistema reprodutor de S. octona
apresentaram maiores indices que aquelas da por¢do feminina, assim como outros autores ja
observaram (CARR, 2002; KAMEDA et al., 2007). Segundo Eberhard (1985), ¢ esperada
maior divergéncia evolutiva na genitalia masculina devido a maior elaboragdo e variagcdo que
esta apresenta. Espécies polidndricas tendem a uma variacdo ainda maior na genitalia
masculina do que as monandricas (ARNQVIST, 1998) sendo que aparentemente as copulas
multiplas sdo mais frequentes em moluscos terrestres (TOMPA, 1984). A grande variagdo
verificada na por¢ao masculina do sistema reprodutor de S. octona pode ser reflexo da selegao
sexual e ainda do sistema de acasalamento, embora nao tenham sido encontrados na literatura
relatos para S. octona.

Apesar da pequena variacdo observada para o ccp, observou-se que suas partes
componentes foram mais variaveis que a medida total em todas as populagdes, com destaque
para o cfl que foi a medida com maiores valores de coeficiente de variacdo na maioria das
populacgdes. Sabe-se que o flagelo e o epifalo sdo importantes componentes responsaveis pela
producdo do espermatdforo em algumas espécies (BREURE & ESKENS, 1977; BAMINGER
& HAASE, 2000) e que o tamanho do espermatdforo produzido interfere diretamente no
sucesso reprodutivo do doador (LIND, 1973). Assim, acredita-se que a selecdo sexual seja
mais acentuada nas partes componentes (cf! e ce) do que no tamanho do total do complexo
peniano e que seja direcional, atuando em favor de moluscos com maiores flagelos e epifalos,
que possibilitariam a formagao de espermatdforos maiores.

Foi observada pequena variacdo intrapopulacional para ccp, co e ai, e ainda que essas
estruturas estio fortemente correlacionadas no mesmo individuo. E esperado que, em espécies
hermafroditas, o efeito da selegdo sexual seja menor do que em espécies gonocdricas uma vez
que estruturas masculinas e femininas ndo podem evoluir de forma totalmente independente
(MORGAN, 1994). Nesse caso, a selecao sexual possivelmente ¢ mais intensa na pds-copula

que na pré-copula, alterando o sucesso reprodutivo dos individuos. Estudando o
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comportamento de copula de Succinea putris, Dillen et al. (2009) observaram que sua duracao
era maior que o tempo necessario para transferéncia do esperma. Os autores atribuiram isso a
manipulacdo do receptor pelo parceiro doador, que introduz a ponta do pénis na entrada da
bolsa copuladora impedindo a digestdo do esperma, aumentando assim a sobrevivéncia dos
espermatozodides. Se isso for valido para S. octona é esperado que a relagdo entre ccp e ai
tenha influéncia sobre tal comportamento e, em ultima andlise, sobre o sucesso reprodutivo.

No caso de espécies produtoras de espermatédforo, a relagdo entre o comprimento do
complexo peniano e altura da inser¢do da bolsa copuladora tem importante papel como
barreira reprodutiva. Caso o complexo peniano ndo consiga alcangar a bolsa copuladora do
parceiro, a deposicdo do espermatdforo na luz do oviduto ndo permitira sua digestdo pelas
enzimas da bolsa copuladora e, consequentemente, os espermatozdides do doador confinados
no seu interior serdo perdidos.

A maior variacdo nos valores de medidas de estruturas reprodutivas comparado as
conquiliologicas vem sendo relatada por varios autores (ARNQVIST, 1998; BAMINGER &
HAASE, 2000) e ¢ uma tendéncia esperada para estruturas sexualmente selecionadas
(ARNQVIST, 1998). Por estarem diretamente relacionadas ao sucesso reprodutivo,
caracteristicas favoraveis do trato reprodutivo sdo rapidamente fixadas na populagio,
aumentando sua frequéncia dentro das populagdes e podendo acelerar processos de
especiagao.

No presente trabalho nao foi possivel diferenciar claramente os morfotipos
populacionais com base na anatomia do sistema reprodutor a despeito da ampla variabilidade
interpopulacional observada quando se analisou a morfometria. Foi verificada uma tendéncia
a diferenciacdo de BM com base em analises multivariadas de estruturas reprodutivas e
também no indice espiral da concha, sendo que para ambas as caracteristicas esta populacao
apresentou maiores medidas. Comparando-se as populagdes, observou-se que o tamanho das
estruturas foi mais varidvel que a forma, devido ao fato de as medidas lineares terem sido
mais variaveis que as razoes. No entanto, tal diferenciacdo nao foi corroborada pela analise do
DNA mitocondrial.

As populagdes de BM e LEO foram as unicas a apresentar ovos no utero, sendo que a
criagdo dos moluscos foi padronizada e, na idade pré-definida para dissec¢do (baseado em
BESSA & ARAUJO, 1995a; D’AVILA & BESSA, 2005b), era esperado que os moluscos
estivessem maduros. Isso provavelmente aconteceu como reflexo da maior taxa de
crescimento desses individuos. Moluscos da espécie Neohelix major (Binney, 1837) criados

em laboratorio apresentaram variacdo intraespecifica para o alcance da maturidade, que
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também foi relacionado ao tamanho da concha, além do fato de a porcdo masculina ter
amadurecido antes da feminina mesmo quando ambas pareciam estar maduras (CUEZZO,
1990).

O tempo de surgimento de ovos no utero de S. octona, de acordo com a literatura,
varia de 43 (BESSA & ARAUJO, 1995a) a 59 dias (D’AVILA & BESSA, 2005b) em
laboratorio, com variacdo no comprimento da concha quando do alcance da maturidade
(D’AVILA & BESSA, 2005b) para populacdes da cidade de Juiz de Fora-MG. Em campo, na
mesma cidade, foram encontrados ovos no corpo em moluscos com comprimento de concha
de 8,3mm (ALMEIDA & MOTA, 2011), que ¢ menor que o comprimento médio para todas
as populagdes analisadas no presente trabalho ao término do experimento (de 8,76mm em VR
a 13,93mm em BM).

Variagdes na historia de vida e morfologia dos moluscos podem ser encontradas
mesmo quando ndo ha variacdo genética. Estudando diferentes populacdes do molusco
terrestre Oreohelix cooperi (Binney, 1859), Anderson et al. (2007) observaram que, apesar da
aparente semelhanca genética (WEAVER et al.,, 2006), a morfologia da concha foi
diferenciada. Tal observacdo foi atribuida as diferengas na média anual de temperatura e a
densidade de conchas nos diferentes ambientes.

A diferenciacdo entre populagdes foi mais pronunciada em estruturas da porcdo
feminina do sistema reprodutor de S. octona (bolsa copuladora e oviduto). Variagdes na bolsa
copuladora podem acarretar em alteracdes no processo de digestdo do espermatdforo pelo
molusco receptor (BEESE et al., 2006b) e, consequentemente, no sucesso reprodutivo dos
espermatozodides inseridos pelo doador. Beese et al. (2006b) atribuiram a variagdo no
comprimento do diverticulo da bolsa copuladora a coevolugdo antagénica entre este € o
comprimento do espermatdforo, uma vez que, quanto mais proxima a ponta do espermatdforo
fica do canal vaginal, maior o sucesso dos espermatozoides. Por outro lado, quanto mais
longo o diverticulo, maior a distancia que o espermatozodide tem de percorrer até atingir a
espermateca. Esta analise pode ser comparada para a bolsa copuladora uma vez que esta (e o
diverticulo) tem fungdo de digestdo espermatica (GOMES et al., 1991) e que moluscos
desprovidos de diverticulo realizam todo o processo na bolsa (GOMES et al., 1991; BEESE et
al., 2006b). Se a pressao de selegdo ¢ forte para estas estruturas, isso pode acarretar numa
diferenciagdo mais rapida entre populagoes.

A despeito da grande variabilidade interpopulacional no oviduto, esta se trata de uma
estrutura com fung¢ao secundaria, que nao desempenha um papel primordial para o sucesso da

copula. Apesar de a largura do oviduto ter apresentado consideravel variacdo
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interpopulacional, tal estrutura apresenta um tecido flexivel, que deve permitir grande
expansdo para a passagem dos ovos, que tem tamanho médio de 2,0x1,6mm (ARAUJO &
BESSA, 1993). Assim, acredita-se que ndo atue como importante barreira para a copula. Da
mesma forma, a pequena variagdo interpopulacional observada na razdo ccp/ai indica ndo
haver significativas barreiras reprodutivas estruturais que gerem incompatibilidade
reprodutiva. Modificacdes estruturais que afetam negativamente o sucesso reprodutivo
contribuem para o isolamento reprodutivo interpopulacional e podem culminar em especiagao
(MILLER & PITNICK, 2002).

Além do isolamento por barreiras reprodutivas estruturais, o isolamento reprodutivo
pode ter ainda um aspecto comportamental. Apesar da semelhanga morfologica do sistema
reprodutor, e consequente compatibilidade (que seria o caso, por exemplo, do par CF-RJ) ¢
possivel que mecanismos comportamentais atuem na identificagdo de individuos de diferentes
origens populacionais. Em Arianta arbustorum (Linnaeus, 1758), espécie hermafrodita auto-
incompativel, foi observada tendéncia a preferéncia por cdpulas intrapopulacionais sendo que,
em alguns casos de copulas interpopulacionais, foi verificada redu¢@o na fertilidade (BAUR
& BAUR, 1992). Outras espécies como Archachatina marginata (Swainson, 1821) de
diferentes populagdes também apresentaram padrdo de preferéncia heterotipica para
cruzamentos (OGBU & UGWU, 2011), mas isso pode ndo acontecer da mesma maneira para
outras espécies. Tais diferengas a propensdo para copula sdo consideradas por alguns autores

como um primeiro estagio para isolamento reprodutivo (MEFFERT & BRYANT, 1991).

3.4.2 Analise da variabilidade molecular

A andlise dos haplotipos do mtDNA das cinco populagdes de S. ocfona estudadas
evidenciou consideravel variabilidade, fornecendo indicios de como se distribui nas
populagdes naturais. Os indices de diversidade revelaram diferencas entre e dentro das
populacdes de S. octona. A variabilidade intrapopulacional, bastante marcada na populagdo de
LEQO, ¢ consequéncia principalmente da maior diferenciacdo de um dos haplotipos (H2) em
relagdo aos demais.

O teste de Neutralidade mostrou que nao se pode descartar a possibilidade de as
populagoes estarem seguindo o modelo de evolugdo neutra proposto por Kimura (1983).
Segundo este modelo, grande parte das diferencas observadas entre sequéncias de
nucleotideos seria resultado da fixacao de mutagdes neutras por deriva génica. Conforme

esperado para genes que codificam para fun¢des mitocondriais, as substituigdes aconteceram
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na terceira posi¢ao do codon (CARLINI et al., 2001). As mutagdes ocorridas nas sequéncias
do gene COI de S. octona ndo alteram a producdo de aminoacidos, sendo consideradas
mutacgdes silenciosas.

Além da acdo da deriva génica, ¢ necessario considerar o sistema de reproducdo da
espécie. Subulina octona ¢ uma espécie hermafrodita que apresenta elevada taxa de
autofecundacdo e viabilidade da prole (BESSA & ARAUJO, 1995a,b; D’AVILA & BESSA,
2005a), caracterizando um grau maximo de endogamia, embora ndo se saiba se ha alteracdo
do fitness reprodutivo devido a depressido endogamica. O habito agregativo (D’AVILA et al.,
2006) e a reduzida dispersdo ativa observados reduzem a contribuicdo da recombinag¢@o nos
mecanismos que geram variabilidade, pois aumentam a chance de acasalamento entre
individuos aparentados. Tais caracteristicas, aliadas ao grande potencial colonizador de novos
ambientes (LODGE, 1993), permitiram a ampla distribuicdo da espécie ao redor do mundo.

Se por um lado a deriva genética estaria atuando nas populacdes associada a
endogamia elevada, por outro se verifica a formacao de novos sitios colonizados por um ou
poucos individuos e onde ¢ prevista baixa diversidade devido ao efeito do fundador
(DLUGOSCH & PARKER, 2008). No entanto, outras espécies da mesma familia, como R.
decollata, que realizam autofecundacdo a niveis expressivos, apresentam significativo sucesso
em colonizagdes a despeito da reduzida variabilidade observada (SELANDER &
KAUFMAN, 1973).

Acredita-se que a distribuicdo das frequéncias alélicas nas populacdes analisadas tenha
sido influenciada por varios fatores ndo mutuamente excludentes: (i) tempo de colonizagao
(espécie nativa ou introduzida?) versus colonizagdo da area por individuos de diferentes
origens ou de colonizacdes multiplas; (ii) autofecundagdo alterando os padrdes de
homo/heterozigose e, aliada a evolugdo neutra, de diversidade; (7ii) uso de geracdo F1 para
montagem do experimento.

(i) Levando-se em conta a localidade tipo de S. octona ser o Caribe (BRUGUIERE,
1792), ndo se sabe se é uma espécie introduzida no Brasil ou se sua distribuicdo original ¢
mais ampla, incluindo também a América do Sul. Sua presen¢a vem sendo relatada ainda em
outros continentes como Europa, Africa e Australia (PILSBRY, 1946; HERBERT, 2010). A
dispersdo passiva no territorio nacional amplia a distribui¢do e permite o fluxo génico entre as
populagoes. Conforme relatado por Dlugosch & Parker (2008), existem poucos dados
confidveis na literatura sobre a origem das espécies invasoras e suas populagdes, sendo

necessarias investigacdes da variagao molecular a fim de comparar diferentes localidades.
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Considerando-se a possibilidade de S. ocfona ser uma espécie introduzida na regido
estudada, a variabilidade encontrada poderia ser consequéncia de multiplas introducgdes, que
trouxeram alelos diferentes do pool génico da populacdo de origem ou de um maior numero
de colonizadores (DLUGOSCH & PARKER, 2008). Quando a colonizagdo se da em um
unico evento, a variabilidade esperada para a area colonizada deve ser menor que a da area de
origem (STEPIEN et al., 2002), mas aparentemente nem todas as espécies
colonizadoras/invasoras se comportam da mesma forma (FACON et al., 2003; DLUGOSCH
& PARKER, 2008). Nao foi possivel tragar uma comparagdo para S. octona pois nao foram
encontrados trabalhos na literatura que elucidam a variabilidade morfologica e molecular de
S. octona, nem no Brasil, nem no Caribe.

Pinceel et al. (2005) realizaram a identificagdo molecular da lesma francesa
introduzida nos Estados Unidos, Arion subfuscus (Draparnaud, 1805) e verificaram que, dos
cinco hapldtipos presentes nas populagdes francesas, somente um foi identificado na nova
colonia. A baixa variabilidade devido ao efeito do fundador levou a compreensao de que a
introducdo € recente, podendo ter ocorrido de outras partes dos EUA ¢ nao diretamente da
Europa, € que o transporte passivo esta expandindo ainda mais a area de ocupagao da espécie
(MC DONNELL et al., 2011).

Considerando-se a possibilidade de a espécie S. octona ser nativa na regido estudada, a
variabilidade encontrada poderia estar subestimada pela reduzida extensdo geografica
analisada tendo em vista sua ampla dispersao no territorio nacional. A despeito da baixa
vagilidade da espécie, o fluxo génico entre as populacdes ¢ observado, e a variabilidade
encontrada em numero de haplotipos (quatro, no total), foi aproximada ao encontrado por
Pinceel et al. (2005) para a populacdo de origem de A. subfuscus na Franga (cinco, no total).
Dessa forma, ndo se pode descartar a hipotese de que a espécie S. ocfona seja nativa do
continente sul-americano de fato.

Considerando-se qualquer uma das possibilidades acima discutidas (S. octona como
espécie colonizadora ou como espécie nativa), deve-se analisar se o que se conhece como S.
octona, no Brasil e ao redor do mundo, trata-se da mesma espécie. Deve-se considerar ainda a
possibilidade de que se trate de um complexo de espécies ou mesmo de diferentes subespécies
ainda nao elucidados na literatura, sendo esta a primeira analise de tal variabilidade. Segundo
Facon et al. (2003), uma espécie invasora pode incluir varias espécies similares em
morfologia. Para Puillandre et al. (2010), os mecanismos que levam a especiagdo,

principalmente os recentes, nem sempre resultam em espécies morfologicamente distintas.
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(ii) E esperado que a autofecundagdo reduza a variabilidade nas populagdes (MC
CRACKEN & BRUSSARD, 1980). Sabe-se que o tempo para alcance da maturidade em S.
octona foi semelhante para moluscos isolados e agrupados (BESSA & ARAUJO, 1995a), mas
ndo se sabe se aqueles mantidos em grupos realizaram de fato fecundacdo cruzada, nem se o
fitness reprodutivo ¢ o mesmo para as diferentes estratégias. Se a autofecundacdo e
fecundacgdo cruzada em S. octona conferirem o mesmo sucesso reprodutivo, € possivel que a
primeira estratégia seja utilizada como forma de agrupar e conservar genomas adaptativos
(MC CRACKEN & SELANDER, 1980) ou que a ultima seja preferivel por conferir maior
variabilidade (MC CRACKEN & BRUSSARD, 1980).

A escolha da estratégia a ser adotada podera também depender da presenga de parceiro
para copula. Para alguns moluscos terrestres, como exemplo, Tridopsis albolabris (Say), o
isolamento (e consequente autofecundacdo) ndo so6 reduziu a variabilidade como também
retardou o alcance da maturidade, diminuiu drasticamente o sucesso reprodutivo e a taxa de
eclosao da prole (MC CRACKEN & BRUSSARD, 1980). Nesta espécie, individuos em
populagoes estabelecidas s6 realizam autofecundagdo quando a chance de encontro de
parceiro no futuro ¢ muito reduzida. Por outro lado, algumas espécies realizam
autofecundagdo mesmo quando existem parceiros disponiveis. E o caso, por exemplo, do
subulinideo R. decollata, um dos moluscos introduzidos com maior sucesso nos Estados
Unidos que, apesar da reduzida variabilidade, apresenta uma ampla distribui¢cdo no territério e
um grande nimero de individuos (SELANDER & KAUFMAN, 1973). Esta espécie apresenta
habito e habitat semelhantes ao de S. octona, e mesmo quando ndo realiza autofecundagao, a
fecundagdo cruzada envolve individuos proximamente aparentados.

Chen (1993) também encontrou efeito significativo da depressdo endogamica em A.
arbustorum comparando copula entre individuos aparentados e entre ndo-aparentados. O autor
verificou que, apesar de o numero de ovos ter sido semelhante, a eclodibilidade e a
sobrevivéncia dos eclodidos em ambiente natural foi menor na prole de aparentados. A copula
em S. octona nunca foi observada devido ao comportamento criptico dos individuos que
vivem a maior parte do tempo enterrados, além de seu reduzido tamanho. Assim, torna-se
necessario analisar com outras ferramentas, como, por exemplo, teste de paternidade, se em S.
octona existe preferéncia entre as diferentes estratégias reprodutivas.

(iii) O uso da geracdo F1 para montagem do experimento pode ter comprometido de
alguma forma a distribui¢do da variabilidade nas populagdes estudadas. No entanto, tal
metodologia foi utilizada visando padronizar as condigdes experimentais, bem como trabalhar

com animais de idades conhecidas a fim de permitir comparacdes sobre a biologia dos
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moluscos estudados. Sabe-se, por exemplo, que a densidade populacional pode interferir na
distribuicdo da variabilidade intrapopulacional para sistema reprodutor e concha
(BAMINGER & HAASE, 2000). Além disso, por ser um estudo preliminar sobre a espécie no
que diz respeito a abordagem molecular, buscou analisar a viabilidade da utilizacdo da
citocromo oxidase I como marcador da variabilidade na espécie.

Em moluscos terrestres, devido a baixa capacidade de dispersao, ¢ comum a formagdo
de estruturas populacionais fortes (PFENNINGER & MAGNIN, 2001). A analise do Fsr ¢ da
distancia genética demonstraram uma estruturagdo entre as populagdes, com significativa
separagdo de LEO das outras populacdes. Os valores de Fgr entre as outras populagdes, assim
como a presenga do haplotipo 1 em todas as populacdes estudadas e com a maior frequéncia
(69% dos individuos) demonstram a ocorréncia de fluxo génico a despeito da distancia
geografica entre elas. A excecdo ¢ entre os pares populacionais RJ-BM e RJ-VR, cujos
valores encontrados (Fs1=0,189 e Fg1=0,221, respectivamente) sdo considerados altos
(BALLOUX & LUGON-MOLIN, 2002), indicando um fluxo génico reduzido. Observou-se
que, mesmo dentro da mesma linhagem de COI (Linhagem 1), foi encontrada variacdo
significativa na anatomia do sistema reprodutor, indicando o potencial de diferenciacdo das
populagoes.

Segundo Hedrick (2005), os padrdes de variacdo entre populagdes podem resultar de
fatores como o tempo de isolamento das populacgdes, o fluxo génico entre elas, ocorréncia de
deriva genética e/ou as pressoes de selecdo que atuam em ambas. A auséncia de correlacdo
entre distdncia geografica e a distancia genética para as populacdes de S. octona estudadas
indicam que outros fatores devem estar modelando a evolug@o dessas populagdes.

O dendrograma de Méxima Verossimilhanca correspondeu ao padrao de distribuicdo
haplotipica do DNA mitocondrial, destacando-se duas linhagens distintas: uma composta
pelos haplotipos H1, H3 e H4 (Linhagem 1) e a outra pelo H2 (Linhagem 2), sendo que este
ultimo teve 95% de sustentagdo. A analise da variabilidade intrapopulacional de LEO, do Fgr
e da distdncia genética em relacdo a outras populagdes, bem como sua distribuicdo no
dendrograma de Méaxima Verossimilhanga permite levantar uma questdo: seria esta populacao
composta por dois grupos genéticos distintos ou dois taxons diferenciados? Balloux & Lugon-
Moulin (2002) assinalaram que variagdes no Fsr entre 0 e 0,05 indicam pouca diferenciagdo
genética; entre 0,05 ¢ 0,15, indicam diferenciacdo moderada; entre 0,15 e 0,25, indicam
grande diferenciacdo e maiores que 0,25 indicam uma diferenciagdo muito grande.

Assim, de acordo com esta classificagao, os valores de Fsr encontrados no presente

trabalho poderiam sustentar a presenca de duas espécies do género Subulina dentre as
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populacdes estudadas, com base nos indices da populacio de LEO. A presenga de duas
linhagens distintas seria sustentada ainda por diferencas morfométricas em varias estruturas
do sistema reprodutor, tornando-se assim um forte argumento em favor da separacdo
taxondmica dos grupos observados.

A variagdo intraespecifica para o DNA mitocondrial em moluscos, em torno de 10-
30%, ¢ maior que para outros organismos (THOMAZ et al., 1996). Segundo Chiba (2003), a
distancia genética média entre algumas espécies, ou até mesmo géneros de moluscos
terrestres, pode ser menor que os niveis maximos de distancia genética intraespecifica
encontrada em varias espécies. Por isso, como ndo existem outros trabalhos para S. octona
que permitam uma comparagdo mais detalhada, os valores aqui encontrados devem ser vistos
com cuidado.

A aparente auséncia de barreira reprodutiva entre as populagdes, tendo em vista a
semelhanca anatomica do sistema reprodutor (até o nivel aqui analisado), e o fluxo génico
entre populagdes devido ao transporte passivo desses animais, dificultariam uma classificagao
especifica para cada linhagem identificada segundo o conceito biologico de espécies
(QUEIROZ, 2005). Torna-se necessario verificar a viabilidade de hibridos férteis oriundos de
cruzamentos entre linhagens para S. octona. Segundo o conceito evolutivo de espécie,
linhagens com identidade independente das outras linhagens e com tendéncia evolutiva
propria (WILEY, 1978) poderiam ser tratadas como espécies.

A andlise morfométrica do sistema reprodutor comparado entre as duas linhagens
demonstrou significativa diferenciacdo. Conforme discutido no item 3.4.1 sobre a
variabilidade morfométrica, diferencas nas estruturas reprodutivas entre as linhagens
poderiam inviabilizar a copula ou reduzir o sucesso de fecundagao, principalmente levando-se
em conta a simpatria das linhagens 1 e 2 na populacdo de LEO. Destaca-se aqui a importante
relagdo entre complexo peniano e altura da inser¢do da bolsa copuladora. Embora a primeira
estrutura tenha sido semelhante (na média) entre as linhagens, a segunda ndo foi, refletindo na
diferenca na relacdo entre ccp/ai. A diferenciacdo entre as linhagens ficou ainda mais
evidenciada pela analise discriminante, reforcando a idéia de evolucdo independente das
linhagens.

Um fato que chama atengdo ¢ que todos os individuos da populagdo de LEO que
apresentaram ovos no corpo aos 80 dias de vida foram representados pelo haplétipo H2. Tal
fato pode estar refletindo uma diferengca genética para o alcance da maturidade entre os

individuos dos diferentes haplotipos, mas deve ser melhor investigada.
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Para algumas espécies, a diferenciagdo morfolégica pode ser minima. E o caso, por
exemplo, de lesmas do género Phyllocaulis Colosi, 1922 analisadas por Gomes et al. (2010).
Em uma abordagem filogenética e morfologica, os autores verificaram que duas espécies-
irmas, P. renschi Thomé, 1965 e P. soleiformis (Orbigny, 1835), a diferenca s6 foi encontrada
acessando-se os caracteres radulares. Outro estudo, com espécies de subulinideos do género
Rumina mostrou que, para R. decollata Linnaeus, 1758 e R. saharica Pallary, 1901, a tnica
diferenca morfoldgica encontrada foi na forma das lamelas internas do pénis dos moluscos
(CARR, 2002). Para outras espécies, a despeito da variacdo conquilioldgica e anatdmica, os
autores tem verificado a presencga de linhagens distintas com base em divergéncias genéticas.
E o caso, por exemplo, do complexo de espécies Iberus Montfort, 1810, para o qual Elejalde
et al. (2008) conseguiram identificar a presenca de quatro diferentes espécies suportadas pela
alta divergéncia genética: 1. gualtieranus Linnaeus, 1758, I carthaginensis (Rossmassler,
1854), I. campesinus (Ezquerra in Pfeiffer, 1846) e 1. alonensis (Férrusac, 1801).

Nao foi encontrada relagdo direta entre polimorfismo da coloragdo corporal ¢ as
diferencas genéticas observadas nas populagdes estudadas, nem nos haplotipos de mtDNA. O
polimorfismo encontrado somente em CF e LEO nao reflete a situacdo das populacoes
matrizes uma vez que RJ também era polimorfica, sendo que os individuos que compuseram o
experimento foram obtidos ao acaso na prole das populacdes matrizes. Segundo Forsman et
al. (2008), o polimorfismo da coloragdo confere vantagens aos heterozigotos e aumenta o
sucesso ecoldgico das espécies. Da mesma forma, populagdes polimorficas tenderiam a ter
mais sucesso se comparadas as populagdes monomorficas devido a utilizagdo de recursos
mais diversificados do ambiente, maior estabilidade populacional e persisténcia, maior
sucesso de colonizacdo e taxa de expansdo, que culminam no aumento do potencial evolutivo
e de especiagdo. Tais caracteristicas podem estar se refletindo nos maiores indices de
diversidade encontrados principalmente na populacdo de LEO. Sdo necessarias metodologias
adequadas para compreensao da distribuicdo e heranca da coloragdo corporal nas populacdes
de S. octona a fim de explicar sua influéncia na variabilidade genética.

O ambiente de desenvolvimento pode ter efeito sobre caracteristicas como a forma da
concha (D’AVILA & BESSA, 2005b), da radula (ANDRADE & SOLFERINI, 2006) ou
mesmo sobre aspectos da biologia das espécies (D’AVILA & BESSA, 2005a,b; KISS et al.,
2005). Variagdes fenotipicas podem ser observadas como resultado da variabilidade genética,
da plasticidade fenotipica, ou de ambas (ANDRADE & SOLFERINI, 2006). No entanto,
Conde-Padin et al. (2009), verificaram que moluscos provenientes de um determinado

ambiente mantiveram as caracteristicas da concha do ecétipo de origem mesmo quando se
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desenvolveram em ambiente diferente. De acordo com estes autores, as diferencas observadas
podem ocorrer pela interagdo entre heranca genética e resposta plastica, sendo dificil
determinar se tal resposta seria adaptativa. A metodologia utilizada no presente estudo, no
entanto, ndo permitiu analisar se ocorreu alteracdo pléstica na forma da concha de S. octona
em relacdo as caracteristicas de origem de cada populagdo. Foi possivel, a partir do presente
estudo, verificar que, mesmo criados sobre as mesmas condi¢gdes, moluscos de diferentes
populacdes apresentaram diferengas na forma da concha e sistema reprodutor, bem como em
aspectos da biologia, ao que se pode relacionar as diferencas genéticas intra e
interpopulacionais.

A diferenciagdo morfométrica entre BM e VR ndo foi corroborada pela analise do
mtDNA, uma vez que estas apareceram como grupos-irmaos no dendrograma de Mdéxima
Verossimilhanga, além de serem compostas quase que totalmente pelo mesmo haplotipo (H1)
e terem distancias genéticas nulas. Acredita-se que a separagdo de BM das outras populagdes
com base na morfometria do sistema reprodutor seja reflexo do rapido amadurecimento da
por¢ao feminina comparado as outras populagdes. As populagdes podem ter respondido de
maneira diferente as condigoes de criagdo. Além disso, somente a analise da COI pode nao ter
sido suficiente para explicitar as caracteristicas da variabilidade da concha e sistema
reprodutor nas populacdes analisadas, que sofrem efeito de genes nucleares. Assim, a analise
de outros marcadores, inclusive nucleares, poderia elucidar os padrdes observados ¢ melhorar

a qualidade das analises.
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4 CONCLUSAO

No presente estudo a conquiliomorfometria permitiu acessar a variabilidade intra e
interpopulacional em S. ocfona. O fato de tanto os padrdes de crescimento quanto a forma
final da concha na idade adulta terem variado entre as populagdes mesmo que os individuos
tenham sido criados em condi¢des idénticas, demonstra o importante papel da determinagéo
genética. Uma vez detectada a variabilidade nos padrdes conquilioldgicos para S. octona,
torna-se necessario conhecer as caracteristicas das populagcdes em condi¢des naturais,
relacionando-as ao microhabitat, a fim de detectar como pressdes ambientais atuam
influenciando a forma da concha nesta espécie.

O presente estudo buscou realizar uma primeira abordagem acerca da variabilidade
morfoldgica e molecular apresentada pelo molusco terrestre S. octona. A andlise da citocromo
oxidase I do mtDNA de S. ocfona evidenciou consideravel variabilidade genética, mas ¢
interessante que seja associada a outros marcadores a fim de tornar as andlise mais robustas.
Estudos futuros devem ser conduzidos a fim de detectar variagdo morfologica em outros
sistemas entre as diferentes linhagens, corroborando uma possivel diferenciacdo taxonomica,
desvendar a influéncia da autofecundagdo na distribui¢ao da variabilidade e compreender os

mecanismos envolvidos na evolucdo de S. octona.
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ANEXO 1

Sequéncias codificadoras dos haplétipos

Haplotipo H1
CTGCTCATGCATTTGTTATGATTTTTTTTATGGTGATACCTATTATAATTGGAGGA
TTTGGGAATTGGATAGTTCCTTTGCTTATTGGGGCTCCTGATATAAGATTTCCGCG
TATGAATAATATAAGGTTTTGGTTGTTACCTCCTTCATTTTTATTATTAATTTTATC
TAGAATAGTGGAAGGTGGTGCTGGTACTGGTTGAACAGTTTATCCACCTTTAAGT
AGAATTATAGGTCATGCTGGGGCTTCAGTTGATCTTGCTATTTTTTCTTTGCATTT
AGCGGGAATGTCTTCTATTTTAGGTGCAATTAATTTTATTACTACTGTATTTAATA
TACGTTCTTCTGGTTTATCTATAGAACGAGTTAGATTG

Haplotipo H2
CTGCTCATGCATTTGTTATGATTTTTTTTATGGTAATACCTATTATAATTGGAGGA
TTTGGGAATTGAATAGTTCCTTTGCTTATTGGGGCTCCTGATATAAGATTTCCGCG
TATGAATAATATAAGGTTTTGGTTGTTACCTCCTTCATTTTTATTATTAATTTTATC
TAGAATAGTGGAAGGTGGTGCTGGTACTGGTTGAACAGTTTATCCACCTTTAAGC
AGAATTATAGGTCATGCTGGGGCTTCAGTTGATCTTGCTATTTTTTCTTTGCATTT
AGCAGGAATGTCTTCTATTTTAGGTGCAATTAATTTTATTACTACTGTATTTAATA
TACGTTCTTCTGGTTTATCAATAGAACGAGTTAGATTG

Haplotipo H3
CTGCTCATGCATTTGTTATAATTTTTTTTATGGTGATACCTATTATAATTGGAGGA
TTTGGGAATTGGATAGTTCCTTTGCTTATTGGGGCTCCTGATATAAGATTTCCGCG
TATGAATAATATAAGGTTTTGGTTGTTACCTCCTTCATTTTTATTGTTAATTTTATC
TAGAATAGTGGAAGGTGGTGCTGGTACTGGTTGAACAGTTTATCCACCTTTAAGT
AGAATTATGGGTCATGCTGGGGCTTCAGTTGATCTTGCTATTTTTTCTTTGCATTT
AGCGGGAATGTCTTCTATTTTAGGTGCAATTAATTTTATTACTACTGTATTTAATA
TACGTTCTTCTGGTTTATCTATAGAACGAGTTAGATTG

Haplotipo H4
CTGCTCATGCATTTGTTATGATTTTTTTTATGGTGATACCTATTATAATTGGAGGA
TTTGGGAATTGGATAGTTCCTTTGCTTATTGGGGCTCCTGATATAAGATTTCCGCG
TATGAATAATATAAGGTTTTGGTTGTTACCTCCTTCATTTTTATTATTAATTTTATC
TAGAATAGTGGAAGGTGGTGCTGGTACTGGTTGAACAGTTTATCCACCTTTAAGT
AGAATTATAGGTCATGCTGGGGCTTCAGTTGATCTTGCTATTTTTTCTTTGCATTT
AGCGGGAATGTCTTCTATTTTAGGTGCAATTAATTTTATTACTACTGTATTTAATA
TACGTTCTTCCGGTTTATCTATAGAACGAGTTAGATTG




