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RESUMO

O Mero, Epinephelus itajara, € umas das espécies de peixes marinhos mais ameacadas no
Brasil e em todo planeta e o seu status de conservacao é de "Criticamente em Perigo de
Exting&do" pela Uni&do Internacional para a Conservagdo da Natureza (IUCN). Neste estudo,
objetivou-se avaliar a diversidade genética da espécie, assim como as relacbes entre as
populagbes do mero de diversas localidades ao longo da sua distribuicdo. Para tal, foi
acessada, por meio de marcadores moleculares nucleares de DNA do tipo ISSRs e de
sequéncias do genoma mitocondrial (citocromo b), a variacdo genética da espécies ao longo
de 12 localidades do oceano Atlantico (Belize, Estados Unidos, Guiana Francesa, Para,
Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Bahia, Sdo Paulo, Parana e Santa
Catarina) Nas analises de ISSR, foram analisados 95 exemplares de 10 localidades (Guina
Francesa, Para, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Bahia, Sdo Paulo, Santa
Catarina e Parana). Oito primers ISSR foram selecionados e amplificaram 94 loci (variando
de 250 a 1700bp) sendo 97% polimérficos. A andlise de variancia molecular (AMOVA)
mostrou que 57% da variancia total dos dados se encontra dentro das populacdes e 43%
entre as populagdes. Os individuos de Santa Catarina sdo mais distantes geneticamente
das demais localidades. A maior distancia genética encontrada foi entre SC e Parana (0,37)
e a menor entre Par4 e Guiana Francesa (0,10). A analise de agrupamento Bayesiano
revelou um K=2 linhagens genético-evolutivas e as andlises de agrupamento por Neighbor-
Joinning (NJ) e Maxima Parcimo6nia (MP) foram similares entre si, confirmando a presenca
destas duas linhagens de mero ao longo da costa Atlantica da América do Sul. Uma destas
linhagens compreende a maior parte da amostragem de SC. A outra € composta pelos
exemplares oriundos de todas as outras localidades, incluindo alguns poucos individuos de
SC. Os resultados obtidos para ISSRs mostram pouca estruturacdo genético-geografica
para a maioria das localidades amostradas, a exce¢do do clado monofilético observados
com aqueles exemplares de SC. Tal evidéncia é concordante com os agrupamentos (NJ,
MP e agrupamento Bayesiano) e com os valores de distancia genética e Fsr. A alta
estruturacdo genético-evolutiva dos Meros de Santa Catarina (Baia da Babitonga, S&o
Francisco do Sul) pode ser explicada pelo isolamento desta populagéo, possivelmente pela
retencdo das larvas e/ou fixag&o reprodutiva de adultos na mesma regido, ja que parece nao
existir nenhuma barreira fisica que pudesse isola-las geograficamente das outras regides. Ja
os dados do genoma mitocondrial, revelam uma forte estruturacdo genético-evolutiva da
populacdo do estuario do rio Potengi (Natal, RN), igualmente sem aparente isolamento
geografico. A unidao dos dados oriundos das regibes nucleares com aqueles mitocondriais
sugere que Epinephelus itajara apresenta um provavel comportamento filopatrico em termos
reprodutivos nos estuarios da baia da Babitonga (SC) e do rio Potengi (RN), dada a
estruturacao genético-evolutiva observada. Além disso, é possivel ainda hipotetizar que na
baia da Babitonga (SC) machos e fémeas sao filopatricos, mas que no rio Potengi apenas
as fémeas parecem apresentar tal comportamento demografico-reprodutivo. Tais hipoteses
sdo sustentadas pelas caracteristicas dos genomas acessados: ISSRs nucleares de origem
biparental e genoma mitocondrial de origem uniparental.

Palavras-chave: 1 Serranidae. 2 genética de populacfes. 3 espécie ameacada.



ABSTRACT

Epinephelus itajara, commonly known as Goliath Grouper, is one of the most endangered
marine fish species in Brazil and across the planet and its conservation status is "Critically
Endangered" by the International Union for Conservation of Nature (IUCN). This study aimed
to analyze the genetic diversity of this species, as well as the connectivity patterns among
Goliath Grouper populations from many sites along its distribution. Thus we accessed the
genetic variation of Goliath Groupers from 12 locations in the Atlantic Ocean (Belize, United
States, French Guiana, as well as the Brazilian states of Para, Piaui, Ceara, Rio Grande do
Norte, Pernambuco, Bahia, Sao Paulo, Parana, and Santa Catarina) by using ISSR markers
and mtDNA (cytochrome b). We analyzed 95 specimens from 10 sites (French Guiana, Para,
Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Bahia, Sao Paulo, Parana, and Santa
Catarina) by the ISSR markers,. Eight ISSR primers were selected and they amplified 94 loci
(ranging from 250 to 1700bp). Among these 94 loci 97% were polymorphic. However, it was
verified that this value was biased by the high genetic distinctiveness hosting by those
specimens from Santa Catarina (SC). Analysis of molecular variance (AMOVA) showed that
57% of the total variance was within populations and 43% among populations. Individuals of
Santa Catarina are more distant genetically from the other places. The largest genetic
distance was found between SC and Parana (0.37) and the lowest between Para and French
Guiana (0.10). The Bayesian clustering analysis revealed a K = 2. The genetic-evolutionary
topologies obtained by Neighbor-Joinning (NJ) and Maximum Parsimony (MP) were strikingly
similar among each other, confirming the presence of those two lineages of Goliath Grouper
along the South American Atlantic coast. One of those lineages comprises the large part of
the sample from SC. The other is comprised by specimens from all the other sites including
few individuals from SC. The results from ISSRs show no spatial-based and or isolation by
distance genetic-evolutionary structuring for most sampling sites, except for the monophyletic
clade comprising by those specimens from SC. This evidence is in concordance with the
clusterings observed (NJ, MP and Bayesian clustering), with the genetic distances, and Fst
values. The high genetic-evolutionary structuring shown by Goliath Groupers from Santa
Catarina (Babitonga Bay, South San Francisco) might be explained by the isolation of this
population, possibly due to retention of larvae and/or reproductive fixation of adults in the
same region, since it does not seem to exist any physical barrier in which they could remain
isolated from the other sites. Yet, the data from the mitochondrial genome revealed a strong
genetic-evolutionary structuring in the population from estuary of the Potengi river (Natal,
RN), also without apparent geographical isolation. The joint DNA datasets suggest that
Epinephelus itajara probably presents a reproductive philopatric behavior in estuaries of the
Babitonga Bay (SC) and Potengi river (RN), given the evolutionary genetic structuring
observed. Furthermore, the results observed also indicate males and felmales to be
phlipatric at Babitonga Bay (SC) and just females as being philopatric at Potengi river. Such
hypotheses are supported by features characterizing the accessed genomes: the biparental
nature of nuclear ISSRs and the matrilineal origin of the mitochondrial genome.

Key-words: 1 Serranidae. 2 population genetics. 3 endangered specie.
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INTRODUCAO GERAL

Um dos desafios mais interessantes na biologia evolutiva € averiguar os
processos responsaveis pela variabilidade genética de populagBes distantes ou
estreitamente relacionadas (PAMPOULIE et al., 2004), neste aspecto, o fluxo génico
constitui um dos principais processos que afetam a historia evolutiva das espécies e
sua estruturacdo genética (HAUSER; CARVALHO, 2008), pois pode determinar até
que ponto cada populagdo pode ser considerada uma unidade evolutiva
independente (SLATKIN, 1993).

No ambiente marinho, principalmente no que se refere ao grupo dos peixes, 0
fluxo génico é facilitado pela dispersdo larval por meio das correntes oceanicas
(COWEN et al., 2006; 2007). Considerando que o ambiente marinho apresenta-se
aparentemente homogéneo, espera-se que essas populacdes de peixes exibam
pequenas taxas de mudancas evolutivas (HAUSER; CARVALHO, 2008). Entretanto,
estudos recentes tém desafiado essas visdes tradicionais avaliando a conectividade
entre populagbes marinhas (COWEN et al.,, 2006, 2007; COWEN; SPOUNGALE,
2009; TREML et al., 2008) e escala espacial e temporal da diferenciacao
populacional (CONOVER et al., 2006; JORGENSEN et al., 2005). Tais abordagens
indicaram que fatores como barreiras ambientais, comportamento reprodutivo,
dispersdo e o0s processos histéricos geralmente sao 0s responsaveis pela
estruturacdo genética das populacdes.

Nesse contexto, a compreensdo da estruturacdo e como esta encontra-se
distribuida, assim como, o entendimento de suas rela¢des evolutivas, € o principal
objetivo dos estudos genéticos, principalmente quando se refere a conservacao das
espécies. Estes estudos sao necessarios para estabelecer planos de gestao que
visem a conservacdo da biodiversidade, tendo em vista que a diversidade biol6gica
envolve ndo somente a rigueza de espécies, mas também a variacdo genética intra-
especifica (AVILA-DIAZ; OYAMA, 2007).

A possibilidade do uso da informagdo contida no DNA mostrou-se uma
ferramenta (til na caracterizacdo da diversidade genética, bioldégica e conhecimento
histérico evolutivo das espécies, abrindo uma nova perspectiva em estudos

bioldgicos (SOLE-CAVA, 2001). A maioria dos estudos genéticos utiliza marcadores
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moleculares para acessar a informacdo genética das espécies e diferentes
marcadores foram desenvolvidos e sao utilizados em diferentes abordagens
metodoldgicas para deteccdo de dados genéticos, conforme o interesse de estudo
(FRANKHAN et al., 2002, PEREZ-SWEENEY et al., 2004).

Os primeiros marcadores utilizados foram os marcadores enzimaticos, 0s
quais se mostraram eficientes na identificacdo de bancos genéticos de peixes
(UTTER, 1991). Em seguida, surgiram marcadores que utilizaram as informacdes
contidas no DNA e, juntamente com o desenvolvimento da técnica de PCR
(Polimerase Chain Reaction - Reacdo em Cadeia da Polimerase), descrita por Kary
Mullis em 1993 (SYKES, 2003), surgiu uma nova perspectiva em estudos biolégicos.
Assim, os marcadores moleculares passam a ser amplamente utilizados para avaliar
a diversidade genética e elucidar relacdes genéticas e demogréaficas das
populacdes, principalmente no que se refere ao entendimento da histéria evolutiva
das espécies (AVISE, 1994, 2004). Sao varios os marcadores disponiveis para
pesquisas nessa area, dentre estes destacam-se os marcadores ISSRs (Inter Simple
Sequence Repeats), que sao ancorados no nucleo, e os marcadores do DNA
mitocondrial (MtDNA), como por exemplo o citocromo b.

Marcadores ISSRs, representam uma das classes de marcadores
moleculares e foram descritos inicialmente por Gupta et al. (1994) e Zietkiewicz et
al. (1994). E um marcador de carater dominante onde sua técnica envolve a
utilizacdo de sequéncias de microssatélites como ancoradouros para 0S Seus
primers, a fim de gerarem marcadores multiloci (REDDY et al., 2002). Algumas das
vantagens desse tipo de marcador sdo que a amplificacdo nao requerer informacéo
prévia da sequéncia do genoma, conduz a padrdes altamente polimérficos e garante
a geracado de dados a partir do genoma nuclear (SOUZA et al., 2008). Cada banda
detectada corresponde a uma sequéncia de DNA delimitada por dois microssatélites
invertidos e as bandas visiveis sdo definidas como marcadores dominantes e
determinadas para locos genéticos como dois alelos: 1 indica presenca e 0 auséncia
(REDDY et al., 2002; WOLFE, 2005).

O uso da variacdo genética para marcadores ISSRs tém se mostrado
bastante eficaz para estudos de histdria populacional e conectividade genética em
diversos grupos animais (BUGARSKI-STANOJEVIC et al., 2011; CASU et al., 2009;
CHATTERJEE et al., 2004; LUQUE et al., 2002; ROUX et al., 2007;). No grupo dos

peixes, especialmente aqueles do ambiente marinho, o uso dessa classe de
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marcadores tem revelado interessantes informacdes acerca de estudos de genética
populacional, evidenciando dispersdo de longa distancia ligando populagdes entre
oceanos ou forte estruturacdo entre elas, bem como diversidade filogenética (BAY et
al., 2004; BERNARDI et al., 2001; BOWEN et al., 2001; DOMINGUES et al., 2006,
2008; GARBER et al., 2004; PUEBLA et al., 2008; SEKINO et al., 2004).

O DNA mitocondrial (mtDNA), assim como os ISSRs, é uma 6tima ferramenta
para a analise genética das espécies e populacdes (BROWN, 1985). As vantagens
da utilizacdo do mtDNA como marcador sdo amplas e devidas principalmente a
facilidade de manipulacdo e isolamento, grande niumero de cOpias por células, taxa
de mutacdo relativamente rapida (cerca de 5 a 10 vezes mais rapida do que a taxa
de mutacdo de um gene nuclear de coOpia Unica) e sua presumida falta de
recombinacdo, a qual resulta da heranca uniparental, quase que invariavelmente
materna (AVISE, 1994; FREELAND, 2005; MEYER, 1993). Uma das desvantagens
do mtDNA é que sua heranca uniparental pode indicar uma histéria populacional ndo
completamente correta, uma vez que padrdes de dispersédo da espécie podem variar
entre os sexos (FREELAND, 2005).

O mtDNA tem sido utilizado em diversos estudos evolutivos e populacionais
em diversas espécies de peixes, gerando a constru¢cao de muitos primers universais
para diferentes regides do mtDNA (APOSTOLIDIS et al., 2009; BOWEN et al., 2006;
PALUMBI et al., 2002; DOMINGUES et al., 2005; 2006; 2008; GARBER et al., 2004).
Dos 37 genes que apresenta, o Citocromo b (Cit b) € provavelmente o mais bem
estudado gene mitocondrial entre os peixes, permitindo inferéncias tanto em histéria
evolutiva, por meio de filogenias no nivel de espécies, quanto em estruturas ou
divergéncias populacionais recentes (CRAIG et al., 2009; FARIAS et al.,, 2001;
KULLANDER et al., 2010; MCCARTNEY et al., 2003; MEYER, 1993; PROSDOCIMO
et al., 2008).

Tanto os ISSRs como os marcadores de mtDNA podem ser gerados e
aplicados a diversos tipos de tecido, com a vantagem da amostragem néao invasiva
(NIELSEN et al., 2009), ou seja, sem sacrificio do individuo. Dessa forma estes
marcadores se tornam importantes aliados nos estudos de espécies ameacadas de
extincdo. Tendo em vista a importancia do conhecimento da diversidade genética
intra-especifica, e das particularidades na distribuicdo populacional das espécies, 0
presente trabalho pretendeu acessar os dados genéticos de Epinephelus itajara, ao

longo da costa Atlantica da America do Sul, visando entender as relagdes genético-
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evolutivas da espécie, os possiveis padrdes diferenciais de fidelidade reprodutiva e,
a forma como tais fendmenos podem auxiliar na identificacdo de &reas prioritérias

para conservacao da espécie.
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CAPITULO 1

GENETICA EVOLUTIVA, CONECTIVIDADE POPULACIONAL E A
CONSERVACAO DE Epinephelus itajara (PERCIFORMES: EPINEPHELIDAE)
NA COSTA ATLANTICA DA AMERICA DO SUL

1 INTRODUCAO

A disperséo é definida como o movimento de saida de individuos do local de
inicio de vida para ocupar outro ambiente, sendo uma das mais importantes
caracteristicas envolvidas na persisténcia e evolucdo das espécies (COWEN et al.,
2007). No ambiente em que vivem as populacBes marinhas elas estdo sujeitas a
uma grande variedade de meios que permitam a dispersdo dos individuos dentro e
entre as populacdes (COWEN; SPONAUGLE, 2009). Acredita-se, nesse sentido,
que a conectividade entre estas populacdes é fortemente determinada pelas
correntes oceénicas (TREML et al., 2008; WATSON et al., 2010), visto que nas
espécies marinhas a fase larval representa a fase de dispersdo dominante (KINLAN
et al. 2005; COWEN et al., 2007; COWEN; SPONAUGLE, 2009).

Diferentes espécies em ambientes distintos podem ser estruturadas dentro de
um relativo fluxo de individuos, dependendo da sua histéria de vida, das
caracteristicas fisicas do ambiente e da escala espacial e temporal em que esta se
encontra (BECKER et al., 2007; MORA; SALE, 2002; PATTERSON; SWEARER,
2007). Na maioria das espeécies marinhas, os adultos tém mobilidade restrita,
enquanto que as larvas e ovos séo planctbnicas (COWEN et al., 2006; COWEN;
SPONAUGLE, 2009). Dessa forma, detectar processos historicos em curso e de
divergéncia populacional se torna mais dificil, com excecdo das espécies com
capacidade de dispersao limitada (BARBER et al., 2002; JONES et al., 2009).

A distribuicdo espacial da diversidade genética em ambientes aquaticos,
assim como no ambiente terrestre, é principalmente gerada e mantida por barreiras

a dispersdo (GALARZA et al., 2009). A descontinuidade do habitat nos oceanos é
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mais dificil de ser distinguida, enquanto que, as barreiras podem ser facilmente
observadas em ambiente terrestre (THORROLD, 2006). Entretanto, sabe-se que
caracteristicas como redemoinhos e frentes oceanograficas, a topografia do fundo, a
influéncia dos estuarios e as barreiras climaticas podem evitar a dispersao de larvas
pelagicas no oceano (BOWEN; GRANT, 1997; LESSIOS et al, 1999; PALUMBI,
1992; 1994; WEERSING; TOONEN, 2009), gerando diferenciacdo genética entre as
populacoes.

Dessa forma, identificar os padrées geograficos de estrutura genética de uma
espécie pode fornecer informacfes valiosas sobre a conectividade histérica e atual
das populacdes (AVISE, 2000). A Identificacdo das barreiras é essencial para definir
a escala de intercambio entre populacdes marinhas, incluindo a implementacéo de
areas para manejo e conservacdo das espécies (COWEN et al., 2006; PALUMBI,
2003). A forte ou fraca conectividade entre areas implica que as populacdes locais
podem depender de processos que ocorrem em outros lugares (ROBERTS, 1997),
dificultando assim, a identificacdo da origem do recrutamento larval e dos locais de
assentamento das larvas dispersantes (PINEDA et al., 2007).

Peixes marinhos parecem tender a apresentar um baixo grau de diferenciagéo
genética (GRANT; BOWEN, 1998; WARD et al. 1994), pois possuem uma populacao
altamente eficaz a produzir um grande nimero de larvas e ovos, com capacidade de
dispersar através de grandes distancias, limitando a divergéncia populacional e
gerando interconexfes entre as areas (HOARAU et al, 2002; WIRTH;
BERNATCHEZ, 2001). Entretanto, diversos estudos evidenciaram a existéncia de
estruturacdo genética entre populacdes de peixes marinhos decorrentes de
gradientes ambientais (GONZALEZ; ZARDOYA, 2007; LECOMTE et al., 2004),
barreiras oceanograficas para a dispersdo e distribuicdo desigual de habitats
(GALARZA et al., 2009), por serem obstaculos ao fluxo génico (LESSIOS;
ROBERTSON, 2006; PATARNELLO et al.,, 2007), e adaptacdo genética local
(WILLIAMS; OLEKSIAK, 2008).

Nesse contexto, estudos de conectividade populacional apresentam-se como
ferramentas Uteis para investigacdo da variabilidade e do fluxo genético, permitindo
uma percepcao da histéria demografica das populagdes, pressoes seletivas agindo
na variacdo genética e processos mutacionais que geram diversidade (FREELAND,
2005; CONRAD; HURLES, 2007). Tais fenbmenos vém tendo um papel crucial no

desenvolvimento de estratégias de conservacdo, principalmente em espécies
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altamente exploradas e ameacadas de extin¢do, ja que nessas espécies a pressao
seletiva da pesca e juntamente com a destruicdo de habitats esséncias para o ciclo
de vida, podem criar isolamento genético entre as populacdes (TAK-CHUEN;
FERREIRA, 2006)

Os serranideos sao peixes marinhos carnivoros que habitam as aguas
tropicais e subtropicais do mundo inteiro e é um grupo composto por
aproximadamente 475 espécies. Dentro deste, encontra-se a familia Epinephelidae
(anteriormente Serranidae), que possui 19 espécies citadas para o Brasil
(MENEZES et al, 2003; CRAIG; HASTINGS, 2007). Garoupas do género
Epinephelus sdo importantes economicamente e altamente valorizadas para
alimentacdo e também para fins ornamentais (GOVINDARAJU; JAYASANKAR,
2004). Epinephelus spp. séo importantes para a piscicultura e, cerca de 13 espécies
ja foram reproduzidos artificialmente (LEONG, 1998; TUCKER, 2000). Entretanto,
essas espécies sdo extremamente vulneraveis a pesca e exploracdo excessiva,
porque apresentam vida longa, crescimento lento, maturacdo tardia e formam
agregacOes relativamente pequenas (<100 ind.) e com desova sazonal curta
(SADOVY; EKLUND, 1999).

Epinephelus itajara, o mero, € a maior garoupa do Atlantico, habita aguas
rasas e costeiras das Américas, desde a costa leste da Florida ao longo do Golfo do
México, Mar do Caribe, sul do Brasil e Africa Ocidental (SMITH, 1971; HEEMSTRA;
RANDALL, 1993; CRAIG et al ., 2009). E. itajara foi relatada previamente a partir do
Pacifico Leste Central, no entanto, analises moleculares recentes demonstraram que
esta populacdo trata-se de uma espécie-irmd, denominada Epinephelus
quinquefasciatus (CRAIG et al., 2009).

O mero é igualmente uma espécie de vida longa (podendo viver mais de 37
anos) e atinge a maturidade sexual com aproximadamente 110-115 cm de
comprimento total para machos e 120-135 cm para as fémeas, com 5 a 8 anos de
vida, e pode alcancar mais de 200 cm de comprimento e pesar até 455 kg (ROBINS
et al., 1986; BULLOCK et al., 1992). Durante a época reprodutiva, a espécie forma
agregacgOes para desova e seu ciclo de vida inclui mudangas ontogenéticas no uso
do habitat como larvas pelagicas em aguas costeiras, dispersadas pelas correntes
(FRIAS-TORRES, 2006). Os juvenis sao tipicamente encontrados em aguas rasas e
em associacdo com estuario bem estruturado e os adultos ocupam areas como

naufragios, fendas em rochas ou recifes de coral, numa profundidade entre 45-55m
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(EKLUND; SCHULL, 2001; FRIAS-TORRES, 2006). Ambos, jovens e adultos,
mostram alta fidelidade sazonal ao sitio reprodutivo, embora haja evidéncias de
migracfes de longas distancia para os dois estagios de histéria de vida (GRAHAM,
2008; PINA-AMARGOS; GONZALEZ-SANSON 2009).

Devido a suas caracteristicas bioecolégicas, aliada a pesca excessiva e a
destruicdo do habitat estuarino, essencial para as fases iniciais do ciclo de vida
(BULLOCK et al., 1992; FRIAS-TORRES, 2006), o mero € uma das espécies de
peixes marinhos mais ameacadas (TAK-CHUEN; FERREIRA, 2006). A espécie esta
incluida na Lista Vermelha da Unido Internacional para a Protecdo da Natureza
(IUCN) como espécie "Criticamente em Perigo de Extingdo" em um curto espaco de
tempo. A pesca do mero esta proibida desde 1990, em aguas dos EUA e desde
1993 no Caribe (SADOVY; EKLUND, 1999). No Brasil, a protecéo foi implementada
em 2002, com a publicacdo da Portaria 121 entre varias instituicbes nao
governamentais e o IBAMA, que versa sobre a proibicdo para captura, pesca e
comercializacdo de mero em todo territério Nacional. Assim, durante este periodo, 0s
estudos se tornam necessarios para uma continua avaliacdo do status de
conservacao e definicdo dos locais de manejo para a espécie.

Diversos estudos genéticos desenvolvidos com E. itajara demonstram a
eficiéncia de marcadores moleculares auxiliando no entendimento da historia
populacional, conectividade genética e conservacdo da sua biodiversidade. Craig et
al. (2009) avaliaram as relacdes genéticas de E. itajara oriundos do oceano Pacifico
(Panama), Caribe (Florida, EUA e Punta Gorda, Belize) e Brasil (Caravelas, BA) com
base na variabilidade genética mitocondrial. Esses autores verificaram a ocorréncia
de espécies cripticas no Atlantico e Pacifico, e a conexdo genética entre 0s meros
do Brasil e de Belize apesar de um distanciamento geogréafico de mais de 1000 km.
Dados mais recentes indicam que E. itajara apresenta pouca variabilidade genética
perante a regido do genoma mitocondrial de maior taxa de diferenciacdo, regiao
controle do mtDNA (SILVA-OLIVEIRA et al., 2008).

Nenhum estudo com E. itajara, até o momento, foi realizado utilizando
marcadores moleculares ancorados no nucleo, como os marcadores ISSRs (Inter
Simple Sequence Repeats). Ja, evidéncias a partir do genoma mitocondrial tém
confirmando a vulnerabilidade da espécie, bem como boa parte da sua histéria
genealdgica [(CRAIG et al. 2009; SILVA-OLIVEIRA et al., 2008; TORRES et al.

(em preparacédo)]. Assim, poder testar o grau de vulnerabilidade da espécie
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perante uma categoria de marcadores do DNA nuclear, permite o teste das
hip6teses mitocondriais disponiveis.

Tal abordagem ainda permite valorizar o planejamento de conservacédo de E.
itajara, uma vez que as relacdes genético-evolutivas a partir do genoma nuclear
podem revelar cenérios similares ou diferentes daqueles observados a partir do
mMtDNA. Portanto, revelar o cenéario nuclear da variacao genética dessa espécie vem
de encontro a idéia de que o componente biolégico mais importante a ser
conservado € a variacdo genética dentro da espécie, além dos processos historicos
relacionados ao panorama genético/evolutivo observado (MORITZ, 2002).

Em face dos cenérios ecoldgico e genético apresentados, toda e qualquer
iniciativa que venha contribuir no incremento dos conhecimentos sobre a biologia de
E. itajara, se torna crucial para o planejamento de conservagdo da mesma. Dessa
forma, a decisdo por avaliar como a variabilidade genética nuclear do mero se
relaciona historicamente ao longo de boa parte da sua distribuicdo geogréfica,
advém da idéia de que conexfes genético-populacionais que se apdiam

mutuamente podem traduzir uma evidéncia mais robusta e verossimil.
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2 OBJETIVOS

2.2 Objetivo Geral

Acessar a variacdo genética de Epinephelus itajara ao longo de sua
distribuicdo na costa Atlantica da América do Sul utilizando marcadores

nucleares.

2.3 Objetivos especificos

¢ Determinar o nivel de variabilidade genética da espécie na regido estudada;

e Localizar as regides que retém mais ou menos variabilidade genética;

e Identificando o nivel de fluxo genético que o mero apresenta ao longo das
regides estudadas;

e Determinar a quantidade de populacbes genéticas que de fato existem ao
longo da regido estudada e observar se existe algum padrdao demografico;

¢ Identificar se existem regides doadoras/receptoras de larvas;

e Observar se existe algum cenario de descontinuidade filogenética da espécie

na regiao;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Amostras teciduais de E. itajara de um total de 95 exemplares foram obtidas
de dez localidades: Guiana Francesa(GF), Praia de Ajuruteua — Para(PA), Estuario
do Rio Parnaiba — Piaui(Pl), litoral do Ceara(CE), Estuario do Rio Potengi — Rio
Grande do Norte(RN), Estuario do Rio Formoso — Pernambuco(PE), Caravelas —
Bahia(BA), Sdo Vicente — Sao Paulo(SP), litoral do Parana(PR) e Sao Francisco do
Sul — Santa Catarina(SC) (TABELA 1 e FIGURA 1). Os tecidos obtidos da regido da
nadadeira, figado, ou ainda musculo e foram armazenados em Etanol 96% com

pureza para biologia molecular em temperatura de -20 °C.
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Figura 1 — Locais de amostragem das populactes
do Mero (Epinephelus itajara: em detalhe) ao
longo da costa Atlantica da América do Sul
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Tabela 1 — Numero de individuos de Epinephelus itajara obtidos de
cada localidade, ao longo da costa Atlantica da América do Sul

LOCALIDADE SIGLA N

Guiana Francesa GF 17

Para PA 17

Piaui Pl 12

Ceara CE 01

Rio Grande do Norte RN 08

Pernambuco PE 11

Bahia BA 15

Séao Paulo SP 02

Parana PR 01

Santa Catarina SC 11
N= 93

3.2 Extracdo de DNA genbmico

As extracdes de DNA foram realizadas utilizando utilizando o kit de extragao
DNAEasy (QIAGEN) e o protocolo modificado de Fenol-Cloroférmio baseado no
método escrito por Sambrook; Russel (2001). Apos a extracdo, os DNAs foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, para verificar a integridade e
pureza do material genético extraido. Em cada pogo do gel foram colocados 3 pL de
DNA, 1 pL de gel loading dye blue (6x) (tampao de carregamento) e 1 uL de Gel
Green (0,5ml 10.000X em H,0) (corante de visualizacdo do DNA), sempre
acompanhados de uma série de concentracdes conhecidas de DNA fago lambda
(10, 25, 50 e 100 ng). Apds eletroforese, a concentragdo de DNA foi estimada
através da comparacédo visual das bandas do DNA do fago Lambda. Os géis foram
fotodocumentados e arquivados. O DNA extraido, apés quantificado, foi diluido a
uma concentragdo padrdao de 5ng/uL para utilizagcdo em reagdes de amplificagao
(PCR-ISSR).
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3.3 Reacédo de PCR-ISSR

Primeiramente, 17 primers ISSRs de seqUéncias repetidas de di ou
trinucleotideos (especificas para sequéncias de microssatélites) foram testados
(Tabela 2) e escolhidos com base na reprodutibilidade e eficacia dos mesmos em
outras espécies de peixes. Nesse teste, foram utilizados um ou dois exemplares de
Epinephelus itajara de cada localidade amostrada nas reagées de PCR. Dos 17
primers, oito foram selecionados por apresentarem a maior variagcdo de loci
polimérficos. Tal decisdo partiu da orientacdo de Telles et al. (2001), que indica a
estabilidade do desvio padrdo sobre a variancia, com base no uso de um namero

minimo em torno de 60 loci polimérficos com pelo menos 6 primers.

Tabela 2 - Primers ISSRs testados, suas respectivas
sequéncias e temperatura de anelamento

Temperatura de

Primer Sequéncia 5 - 3’ anelamento (°C)
ISSR 1 (AG)8T 50,4
ISSR 2 (AG)8C 52,8
ISSR 3 (GA)8T 50,4
ISSR 4 (GA)8C 52,8
ISSR 5 (CT)8G 52,0
ISSR 6 (AG)8YC 52,8
ISSR 7 (AG)BYA 54,0
ISSR 8 (GA)BYT 52,8
ISSR 9 (GA)8YC 52,8
ISSR 10 (GA)BYG 54,0
ISSR 11 (CT)8RA 50,0
ISSR 12 (AC)8YG 54,0
ISSR 13 (GGAC)3A 51,0
ISSR 14 (GGAC)3C 51,0
ISSR 15 (GGAC)3T 51,0
ISSR 16 (AACC)4 51,0

ISSR 17 (GGAC)4 51,0
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As amplificacdes foram realizadas, seguindo os passos sugeridos por Almeida
et al., (2003). A solucdo de PCR (20 ul volume total) consistia em 1 unidade de Taq
Dna Polimerase (New England/Biolabs), 2uL de solucdo tampao (10x), 0,5uL de
MgSO,4 (20mM), 0,5uL de primer (50uM), 1,5 yL de dNTP (1,5mM) e 20ng de DNA
gendmico. As reagdes de PCR foram realizadas em termociclador Biocycler e
consistiram em 1 ciclo de 4min a 94 °C; 39 ciclos de 40s a 94 °C, 40s a °C (primers
especifico — Tabela 2) e 2min a 72 °C, com elongacéao final de 7min. As reacdes
foram acompanhadas por controle negativo contendo todos os componentes da
reagéo, exceto o DNA gendmico.

Apbs a reacdo de PCR, foi realizada eletroforese em gel de agarose a 1,8%,
em cuba horizontal, contendo tampéo TBE 0,5x, diluido de uma solucéo original de
10x (Tris 0,89M, Acido Borico 0,89M e EDTA 0,01M, pH= 8,3), por 4h a 60volts,
onde, em cada poco do gel foram colocados um mix contendo 10 pyL da reacdo de
PCR, 1,5 pyL de Gel Loading Dye Blue (6x) e 1,5 yL de Gel Green (0,5m| 10.000X
em H,0). Para auxiliar na analise das bandas foi utilizado em um dos pocos do gel, 2
ML do marcador DNA Ladder 1 Kb com 1,5 uL de Gel Loading Dye Blue (6x) e 1,5 pyL
de Gel Green. Os géis foram fotodocumentados em transluminador sob fonte de luz

ultravioleta.

3.4 Andlise estatistica dos dados

A analise das imagens dos géis de agarose resultou em uma matriz binaria
(0/1), onde os individuos foram genotipados quanto a presenca (1) e a auséncia (0)
de bandas. Foram consideradas bandas homdélogas todas que possuiam o mesmo
tamanho e posicdo no gel estando estas nitidas e/ou fortemente coradas. Em
seguida, a matriz foi submetida a uma mineracdo dos dados, na qual a matriz é
explorada a procura de padrdes consistentes, excluindo-se assim, elementos que
enviesassem os dados.

Para determinagdo do patamar de variabilidade genética de E. itajara foram
analisados o numero de loci totais, 0 numero de loci monomoérficos e o niumero de
loci polimorficos. Destes, foram calculados os percentuais de monomorfismo e

polimorfismo globais e dentro de cada localidade, considerando o numero de loci
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totais como 100%. As localidades com menos de 5 individuos amostrados nédo foram
discutidas nas analises de diversidade genética devido ao baixo tamanho amostral.

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) foi realizada para observar a
eventual estratificacdo da variancia genética, além de possibilitar inferéncias a
respeito da estruturacdo genética das mesmas (EXCOFFIER et al., 1992). Neste
método, a matriz de distancia entre todos os pares de genotipos é utilizada em um
esquema de andlise de variancia hierarquizada, além de considerar a variacdo total
observada como original de uma Unica populacdo panmitica (EXCOFFIER et al.,
1992). Essa analise ainda permite a estimativa do indice de fixacdo intraespecifica
da diversidade genética (Fst), além do Fcr e Fsc para avaliar a proporcado de
variacdo entre grupos e entre as populacées dentro dos grupos, respectivamente.
Para esta analise as dez populacbes foram analisadas e agrupadas de duas
maneiras: todas em um Unico grupo e separadas em dois grupos. Foi utilizado o
software ARLEQUIN .3.5.1.2 (EXCOFFIER et al., 2010).

No tocante as analise de agrupamento, os dados foram analisados pelos
métodos de distancia [Neighbor-joining (NJ — SAITOU; NEI, 1987)] e maxima
parciménia (MP — FITCH, 1971), considerando em ambas as analises as espécies
Epinephelus morio e Mycteroperca marginata como grupos externos. Tais analises
foram desenvolvidas por meio do programa PAUP v.4.0b10* (SWOFFORD, 2000),
pela sua interface grafica PaupUp v.1.0.3.1 (CALENDINI; MARTIN, 2005).

A Analise de Neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987) € um método de
similaridade baseado em distancia e no principio da evolu¢gao minima. O método ndo
analisa todas as topologias possiveis, mas procura encontrar sequencialmente
vizinhos que minimizem o comprimento total da arvore (MIYAKI et al, 2001).

A andlise de parcimbnia foi conduzida por busca heuristica. Todos o0s
caracteres foram designados como nao-ordenados, com 0 peso equivalente. A
adicdo das OTUs — Operational Taxonomic Units - foi randémica e a sua permuta
por meio do algoritmo tree-bisection-reconnection (TBR). Foi estabelecido um
namero maximo (MaxTrees) de 100.000 &arvores com 5.000 replicacbes aleatorias.
Foi ainda determinado 0 consenso estrito das arvores geradas. Para ambas as
analises (distancia e parciménia) foram computados os indices de suporte dos
ramos de Bootstrap e Jacknife, seguindo a regra de consisténcia dos ramos igual ou
maior ao percentil 50, por meio da op¢ao de busca fast stepwise addition, a partir de

1000 pseudo-réplicas. A adigdo das OTUs também foi randomica e a sua permuta
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igualmente realizada por meio do algoritmo tree-bisection-reconnection. Todos 0s
procedimentos supramencionados foram desenvolvidos por meio do uso dos
softwares Paup* v.4.0b10 (SWOFFORD, 2000) e Nona v. 2.0 (GOLOBOFF, 2006). O
uso deste ultimo foi facilitado pela sua interface grafica Winclada (NIXON, 2000).

A andlise de Méaxima Parcimbnia é fundamentada na suposi¢cdo de que a
maior probabilidade de se recuperar a arvore que, de fato, representa a filogenia do
grupo é escolher a topologia que pressupde o menor numero de mudancas para
explicar toda a variagdo observada na matriz de caracteres (SWOFFORD;
BERLOCHER, 1987). O método se baseia no principio da homologia e assume que
o critério de parciménia leva ao maior nimero total de acertos da arvore verdadeira,
guando se minimiza o numero de passos evolutivos aceitos na arvore (MIYAKI et al,
2001).

Com os dados de distancia genética par-a-par entre os individuos, fornecidos
pelo NJ, foi construida uma matriz das médias da distancia genética entre todos os
individuos para as localidades estudadas. A partir desta, foi realizada uma regressao
linear entre os dados obtidos de distancia genética e distancia geografica entre
todas as populagdes amostradas para observar a existéncia ou ndo de correlacdo
entre estas distancias por meio do software Statistica v.6.0 (Statsoft Inc.). A
distancia, em Km, foi estimada em linha reta entre as localidades amostradas ao
longo do costa pelo uso da plataforma Google Earth.

Os parametros de genética populacional do tipo fluxo génico (Nm,=NUumero de
migrantes por geracdo) e variabilidade genética inter-especifica (Gsrt) globais e par-
a-par, foram obtidos por meio do uso do software Popgen 1.32 (YEH et al, 1999).

Foram realizadas ainda estimativas de teste de estruturacdo populacional por
meio do método Bayesiano, a fim de observar o possivel numero de K-populacées
genéticas (populacdo homogénea ou heterogénea) por meio do software
STRUCTURE 2.3.3 (FALUSH et al., 2003, 2007; HUBISZ et al., 2009; PRITCHARD
et al., 2000).
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4 RESULTADOS

4.1 Reacoes PCR-ISSRs

Os dados obtidos a partir dos oito primers ISSRs utilizados, amplificaram um
total de 94 loci que variaram de 250bp (pares de base) a 1700bp (Tabela 3 e Figura
2), sendo 92 polimoérficos e 2 monomorficos, revelando assim uma diversidade

genética global de 97,87% para E. itajara ao longo da regido estudada.

Tabela 3 — Primers utilizados nas reacfes de PCR e seus respectivos resultados.
Faixa de tamanho das

Primer Sequéncia (5°-3’) Ta°C b N° de loci
andas
ISSR 1 (AG)8T 50,4 1000 - 250 8
ISSR 3 (GA)8T 50,4 1300 - 350 17
ISSR 6 (AG)8YC 52,8 1300 - 300 11
ISSR 7 (AG)8YA 54,0 1500 - 400 13
ISSR 8 (GA)BYT 52,8 1000 -350 8
ISSR 10 (GA)BYG 54,0 750 — 250 11
ISSR 14 (GGAC)3C 51,0 1700 - 350 16
ISSR 15 (GGAC)3T 51,0 1600 — 400 10
N= 94

Nota: Ta = temperatura de anelamento especifica de cada primer.

-

I. PE1 PE3 PE4 PES PE7 PES PE10PE1l SC 4 SC6 SC7 SC9 SC10 SC11 BA 4 BA 9 BA29 BA30 M. M.

—— -

a ",
Ll B _-—-;———t—-
R TN S e S e e -

)
r . E L EN N R N N

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose a 1,8%. (Primer de
ISSR 15) exemplificando os perfis ISSRs e o polimorfismo das
bandas em Epinephelus itajara ao longo da costa Atlantica da
Ameérica do Sul.

Nota: L= Ladder, Siglas representam individuos de diferentes
localidades.

Fonte: a autora
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A diversidade genética observada dentro de cada localidade em relacdo ao
total da diversidade observada (Tabela 4) variou de 24,5% (Pl) a 79,8% (SC).
Enquanto que a diversidade genética das localidades em relagdo ao conjunto total
de loci presente em cada localidade, variou de 32,9% (RN) a 94,9% (SC) (Tabela 5).

Tabela 4 — Diversidade genética observada dentro de cada localidade de E.

itajara, em relacdo ao conjunto total de loci analisados.

Localidade N Nt Nv Dg(%)
Guiana Francesa 17 94 34 36,2
Para 17 94 32 34,0
Piaui 12 94 23 24.5
Ceara 1 94 0 0,0
Rio Grande do Norte 8 94 25 26,6
Pernambuco 11 94 27 28,7
Bahia 15 94 45 47,9
S&o Paulo 2 94 0 0,0
Parana 1 94 0 0,0
Santa Catarina 11 94 75 79,8

Nota: N = n° de individuos; Nt = n° total de loci; Nv = n° de loci variantes; Dg =

diversidade genética

Tabela 5 — Diversidade genética observada dentro de cada localidade de E.
itajara, em relacdo ao conjunto total de loci presentes em cada localidade.

Localidade N Ntl Nvl Dg(%)
Guiana Francesa 17 81 36 44,4
Para 17 78 34 43,6
Piaui 12 76 28 36,8
Ceara 01 58 00 0,0
Rio Grande do Norte 08 70 23 32,9
Pernambuco 11 79 29 36,7
Bahia 15 82 43 52,4
Sao Paulo 02 64 00 0,0
Parana 01 72 00 0,0
Santa Catarina 11 78 74 94,9

Nota: Ntl = n° total de loci presentes em cada localidade; Nvl= n° de loci variantes
em cada localidade; Dg = diversidade genética
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4.2 Analises de Agrupamento

Neighbor Joinning (NJ)

A analise de neighbor-joinning revelou a existéncia de dois agrupamentos
genéticos mais caracteristicos, um agrupamento com baixo distanciamento genético
entre elas, e SC, que formou um dos agrupamentos em separado do restante das
localidades (Figura 3; Tabela 6). A topologia obtida ainda mostrou a ocorréncia da
algumas unidades genéticas individuais tais como as amostras oriundas do Piaui
(Pl) e Rio Grande do Norte (RN). Porém, no geral, as amostras estudadas
apresentam variagdo genética compartilhada. As distancias genéticas médias
variaram de valores minimos proximos de 0,12 até valores maximos proximos a
0,35. A menor distancia genética observada foi entre os individuos do Para e Guiana
Francesa (0,1040) e a maior foi entre Santa Catarina e Parana (0,3718).

A andlise de regressao entre as médias de distancia genética e a distancia
geografica entre as localidades (Tabela 6 e Figura 4) indicou que nao houve relacao

entre estas variaveis, apresentando um valor de R? = 0,034.

Tabela 6 — Valores de distancia geografica (acima da diagonal em km) e distancia genética
(abaixo da diagonal) entre as populagbes de Epinephelus itajara ao longo da costa Atlantica
da América do Sul.

PE SP SC BA PA PI GF RN CE PR
PE - 2188 2637 1080 1714 1118 2668 338 858 2452
SP 0,1177 - 449 1108 3902 3306 4856 2526 3046 264
SC 0,3297 0,3009 - 1557 4351 3755 5305 2975 3495 185
BA 0,1258 0,1622 0,2867 - 2794 2198 3748 1938 2458 1372
PA 0,1091 0,1328 0,3058 0,1306 - 596 954 1376 856 4166
Pl 0,1672 0,1849 0,2957 0,1601 0,1429 - 1550 780 260 3570
GF 0,1146 0,1621 0,3021 0,1231 0,1040 0,1311 - 2330 1810 5120
RN 0,1591 0,2024 0,3001 0,1224 0,1469 0,1204 0,1322 - 520 2790
CE 0,1392 0,1484 0,2979 0,1419 0,1233 0,1280 0,1139 0,1185 - 3310

PR 0,1113 0,1355 0,3718 0,1789 0,1309 0,1774 0,1450 0,1879 0,1290 -

Nota: Para siglas consulte a Tabela 1 e o texto
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Epinephelus morio

Mycteroperca marginata

SC1

92/93

58/59 100/100

96/95
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Figura 3 — Topologia de Neighbor-Joinning (NJ) obtida entre os exemplares de Epinephelus

itajara oriundos das localidades amostradas.
Nota: As diferentes cores indicam tais localidades. Os valores de Bootstrap/Jacknife

encontram-se indicados nos ramos.Para siglas consulte a Tabela 1 e o texto
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Distancia genética (Saitou & Nei, 1987)

Figura 4 — Regressdo linear entre as médias das
distancias genéticas e distancias geograficas relativas
(km) para as amostras de Epinephelus itajara estudadas
na costa Atlantica da América do Sul

Maxima parcimoénia

A andlise de parcimbnia gerou um total de 25000 arvores igualmente
parcimoniosas (L= 643, Ci = 24, Ri = 71) a partir dos 95 caracteres. A analise de
consenso (Consenso estrito) gerou uma topologia (Figura 5) com L(nimero de
passos) = 685, indice de consisténcia (Ci)=22 e indice de retencao (Ri)= 69.

A topologia obtida (Figura 5) revelou dois grupos monofiléticos com alto
suporte de ramos (Bootstrap/Jacknife) para E. itajara. Um ramo formado por
individuos de Santa Catarina (SC) e o outro pelas outras populacdes amostradas,
incluindo alguns individuos de SC.

E possivel observar ainda, alguns pequenos agrupamentos monofiléticos,
como por exemplo, o Piaui (Pl) e Para (PA). Entretanto, na topologia, em geral, a

estruturacdo destes ramos ndo possui suporte estatistico.
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Epinephelus morio
Myctoroperca marginata

97/99 GF 393

99/100

99/100 BA 12

Figura 5 — Topologia de maxima parcimbnia obtida entre os exemplares de Epinephelus
itajara oriundos das localidades amostradas.

Nota: As diferentes cores indicam tais localidades. Os valores de Bootstrap/Jacknife
encontram-se indicados nos ramos.Para siglas consulte a Tabela 1 e o texto
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Analise Bayesiana (STRUCTURE)

Os resultados relativos ao teste de estruturacdo populacional pela analise

Bayesiana revelou a existéncia de K= 2 populacdes genéticas (Figura 6).

PE SP SC BA PA PI GF RN CE PR

Figura 6 — Estruturagdo bayesiana mostrando a existéncia de duas populagfes (K=2) para
Epinephelus itajara ao longo da costa Atlantica da Ameérica do Sul.
Nota: Para siglas consulte a Tabela 1 e o texto

4.2 AMOVA e outros parametros de genética populacional

A analise de variancia molecular (AMOVA) evidenciou que 57,28% da
variacdo total encontra-se dentro das populagbes estudadas, e portanto, 42,72%

entre as populacdes, com indice com indice Fst global igual a 0,427 (Tabela 7).

Tabela 7 — Analise de variancia molecular para todas as populacdes de Epinephelus itajara
ao longo da costa Atlantica da América do Sul.

Soma dos Componentes da

Fontes de variagdo gl Percentual da variagéo

gquadrados variancia
Entre as populacdes 9 540,762 5,70936 Va 42,72
Dentro das populagbes 86 658,447 7,65636 Vb 57,28
TOTAL 95 1199,208 13,36571

indice de fixac&o Fsr 0,42716

Nota: gl= graus de liberdade
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A AMOVA foi realizada também para dois grupos, formados a partir das
populacdes e baseado nas topologias obtidas, sendo o grupo 1 formado por GF, PA,
Pl, CE, RN, PE, BA, SP, PR e o grupo 2 por SC (Tabela 8). Nesta analise, o nivel de
variancia genética entre os grupos foi de 43,65%, entre as populacdes dentro dos
grupos de 18,18% e dentro dos grupos 38,17%. Tal andlise evidenciou ainda os
indices de fixagdo de Fcr = 0,436, Fsc = 0,322 e 0 Fst = 0,618.

Tabela 8 — Andlise de variancia molecular para as populacdes de Epinephelus itajara dividas
em dois grupos. Grupo 1: GF, PA, PI, CE, RN, PE, BA, SP, PR, Grupo 2: SC.

Soma dos Componentes da Percentual da

Fontes de variagao gl A s
quadrados variancia variacao
Entre os grupos 1 219,397 8,75411 Va 43,65
Entre as populagbes dentro 8 321,365 3.64606 Vb 18,18
dos grupos
Dentro das populacbes 86 658,447 7,65636 Vc 38,17
TOTAL 95 1199,208 20,05653
Fsc 0,32259
indices de Fixacg&o Fst 0,61826
Fcr 0,43647

Nota: gl= graus de liberdade. Para siglas consulte a Tabela 1 e o texto

Os outros parametros de genética populacional apresentaram valores globais
de 0,6628 e 0,2544, respectivamente para Gstr € Nm. J4, quando analisados de
forma pareada entre as diferentes amostragens, foi observado que nenhuma das
comparacdes apresentaram diferenciacdo genética insignificante (Gst < 0.05), 2,3%
das comparacdes com pouca diferenciacéo genética (0.15 > Gsr > 0.05), 11,2% das
comparacdes com diferenciacdo genética moderadamente grande (0.25 > Ggsr >
0.15) e 86,5% com forte diferenciacdo genética (Gstr = 0.25) (Para detalhes,
consultar Nei, 1987 e Meirmans; Hedrick, 2011). Em termos mais detalhados, foram
observadas variagdes entre O migrantes (SP em relacédo a CE e RN e entre CE e
PR) e 2,933 migrantes entre PA e GF, no que se refere a fluxo génico historico (Nm).
Ja, para os indices pareados de diferenciacdo genética (Gst) foram observadas
variacdes desde 0,146 entre os exemplares PA e aqueles GF, até 1,000 entre a
amostra SP e as amostras CE e RN e entre a amostragem CE e PR. Todos os

dados encontram-se sumarizados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Valores de Gst (acima da diagonal) e Nm (abaixo da diagonal) obtidos entre as
amostras estudadas de Epinephelus itajara.

PE

SP

SC

BA

PA

Pl

GF

RN

CE

PR

PE
SP
SC
BA
PA
PI
GF
RN
CE
PR

0,399
0,476
1,582
1,683
0,584
1,599
0,660
0,344
0,366

0,556
0,275
0,323
0,360
0,169
0,287
0,143
0,000
0,000

0,512
0,645
0,733
0,571
0,480
0,590
0,481
0,301
0,219

0,240
0,607
0,406
1,672
0,785
2,218
1,505
0,430
0,264

0,229
0,581
0,467
0,230
0,876
2,933
0,846
0,472
0,316

0,461
0,748
0,510
0,389
0,363
1,084
0,765
0,301
0,166

0,238
0,635
0,459
0,184
0,146
0,316
1,286
0,599
0,310

0,431
0,778
0,509
0,249
0,371
0,395
0,280
0,283
0,149

0,593
1,000
0,624
0,537
0,514
0,624
0,455
0,639

0,000

0,577
1,000
0,696
0,654
0,613
0,751
0,617
0,770
1,000

Nota

: Para siglas consulte a Tabela 1 e o texto
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5 DISCUSSAO

Diversidade genética

Estudos genético-populacionais tém como principal objetivo avaliar e
quantificar a variabilidade e estrutura genética entre individuos, dentro e entre
espécies relacionadas ou populagdes, sendo os marcadores moleculares, os dados
basicos para estes estudos (SOLE-CAVA, 2001; FAKRUDIN et al., 2006). Os
marcadores ISSRs revelam-se ferramentas eficazes para resolver os problemas de
genética de populagdes, sendo importante para acessar dados de variabilidade
genética dessas entidades biolégicas (LUQUE et al.,, 2002; HASSAN et al., 2003;
CASU et al., 2005)

Baseado nos marcadores ISSRs aqui obtidos, Epinephelus itajara apresenta
diversidade genética global muito alta (97,87%; TABELA 4). Entretanto, a
diversidade genética observada dentro de cada localidade (TABELA 5) é de pouco
mais de 50%, exceto para os individuos de Santa Catarina (SC), que apresentaram
94% de variacdo. Tais resultados sugerem que boa parte da diversidade global
observada nao reflete o potencial evolutivo da espécie, que apresentou um valor
maximo mediano. Dado que a variagdo genética é a matéria prima da adaptacéo e,
por conseguinte, da perpetuacdo da espécie, sugere-se, com base nos resultados
agui obtidos, que Epinephelus itajara na costa Atlantica encontra-se sob risco
adaptativo. A analise da diversidade genética na espécie tem apontado baixo indice
de variacdo, mesmo para setores genémicos com altas taxas de fixacdo mutacional
(i.e. regido controle do mtDNA; SILVA-OLIVEIRA et al., 2008). Portanto, a unido dos
dados da literatura com aqueles aqui obtidos apoiam o status de “criticamente
ameacgado” de E. itajara sugerido pela IUCN.

A diversidade genética observada para a amostra SC (Santa Catarina) foi
notavel perante as outras localidades analisadas (TABELAS 4 e 5). Cabe sugerir
gue boa parte da alta diversidade observada nessa amostra esteja potencialmente
relacionada a uma historia populacional de isolamento genético perante as demais
localidades, fixando variacbes genéticas independentes das demais. Todas as

analises de agrupamento desenvolvidas, baseadas em premissas metodolégicas
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distintas, apoiam simultaneamente essa hipétese de isolamento genético, uma vez
gue destacam individualmente amostra SC das demais.

De acordo com as tabelas 4 e 5 € possivel observar a variacdo da diversidade
genética obtida. Assim, os menores valores observados foram para as amostras Pl
(36,8%; 24,5%) e RN (32,9%; 26,6%). Tais indices sugerem que essas localidades
abrigam exemplares com o0 mais alto risco de extingdo, perante o patamar de
diversidade observada. Apesar de sua complexidade, as condutas de resgate ou
restauracdo genética entre populacbes ou demes populacionais de espécies
ameacadas, vém sendo uma das estratégias de conservacdo mais eficazes
(JOHNSON et al., 2010; WIKRAMANAYAKE et al. 2011). Considerando tal
estratégia, no tocante a uma possibilidade de resgate genético daquelas
subpopulacdes de E. itajara com pouca diversidade genética (Pl e RN), a amostra
SC seria a menos indicada como doadora de variagdo, apesar da alta diversidade
genética observada. Tal sugestdo se sustenta na hipétese de isolamento genético
da mesma, conforme mencionado acima. Uma eventual translocacdo de material
genético da amostra SC para as outras, incrementaria a chance de depressao
exogamica pelo efeito da introgressdo genética (para detalhes consulte
FRANCKHAM et al., 2010).

Conectividade genético-evolutiva

A analise de similaridade genética (NJ) revelou a existéncia de duas unidades
genéticas em Epinephelus itajara, com forte respaldo estatistico das medidas de
suporte de ramos de bootstrap e jacknife. Uma delas compreende a maior parte da
amostragem SC e a outra é composta pelos exemplares oriundos das outras
localidades com um grau maior e menor de relacionamento genético (Figura 3). Tais
padrbes de relacdes genéticas sugerem a conexdo entre os demes populacionais
acessados ao longo da area total estudada, indicando uma ampla populagéo
panmitica ao longo da area em questdo, porém com forte tendéncia a sub-
estruturacdo. Fendmenos de sub-estruturagdo genética ja foram documentados em
peixes tropicais marinhos do género Epinephelus (CHEN et al., 2008; KOEDPRANG
et al., 2007; RHODES et al., 2003; SULAIMAN et al., 2008). Aléem disso, os dados de
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Gst e Nm (Tabela 8) sustentam a hip6tese de sub-estruturagédo, uma vez que 86,6%
e 80% das possiveis comparacdes par-a-par apresentam respectivamente valores
Gs120,25 e Nm<1,0.

Por outro lado, a condicdo panmitica observada reforca a caracteristica
planctonica das larvas de E. itajara (SADOVY; EKLUND, 1999). Tal condicdo de
panmixia aqui observada reforga a evidéncia de ocorréncia de uma ampla populagao
de E. itajara sugerida por meio de dados do genoma mitocondrial (CRAIG et al.,
2009; TORRES et al., em preparacao)

A analise filogenética pelo método de maxima parcimoénia revelou a existéncia
de dois grupos monofiléticos de E. itajara na costa atlantica da América do Sul,
congruentes com as duas unidades genéticas observadas pela topologia de
neighbor-joinning. Os valores obtidos para bootstrap e jacknife reforcam a solidez
destes dois grupos evolutivos (FIGURA 5). Tal evidéncia sustenta, na sua maior
parte, a coesdo evolutiva de E. itajara na area estudada, mas realca uma
descontinuidade evolutiva da espécie no Atlantico Sul que se apresenta
independente da distancia geografica com os outros demes acessados (FIGURA 4).
Apesar da coesdao evolutiva observada, E. itajara se revelou com fortes tendéncias a
estruturacdes evolutivas e os dados relativos 8 AMOVA reforgam essa hipotese. Em
ambas as estruturas testadas (TABELAS 6 e 7) os indices Fst, Fcr € Fsc sugerem
forte estruturacdo evolutiva nos niveis global e regional, uma vez que todas os
indices sao muito superiores a 0,25, o que indica distanciamento evolutivo entre
espécies diferentes (WRIGHT, 1951; HARTL; CLARK, 2010).

No tocante a descontinuidade filogenética observada de E. itajara, perante o
agrupamento monofilético composto pela maior parte dos exemplares SC, uma
interessante hipotese relativa a biodiversidade escondida parece se apresentar.
Nesse sentido, especiacdo criptica vem se constituindo com um dos mais comuns
fendbmenos de diversidade biolégica escondida, especialmente no grupo dos peixes.
Cerca de 150 espécies cripticas de peixes foram reconhecidas entre 1978 e 2006
(PFENNINGER; SCHWENCK, 2007) e diversos exemplos especiacdo criptica em
peixes Neotropicais marinhos e de agua doce vém sendo reportados (FRAGA et al.,
2007; PIGGOTT et al.,, 2011; TORRES et al.,, 2005; TORRES; RIBEIRO, 2009;
SANTOS et al., 2006). Portanto, a combinacdo dos dados aqui obtidos para amostra
SC em relagdo as demais amostragens [distancia e diversidade genética, analises

de genética populacional e analises de agrupamento (similaridade, parciménia e
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bayesiana)] reforcam a hipétese de uma nova espécie criptica de mero nas aguas
do Atlantico subtropical, tal como Epinephelus quinquefasciatus, criptica de E. itajara

do Pacifico tropical, na costa da Meso América (CRAIG et al., 2009).
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CAPITULO 2

EVIDENCIAS GENETICO-EVOLUTIVAS PARA UM COMPORTAMENTO
FILOPATRICO DE Epinephelus itajara (PERCIFORMES: EPINEPHELIDAE) NO
ATLANTICO SUL

1 INTRODUCAO

A conectividade populacional no ambiente marinho geralmente se refere a
‘ligacdo demografica entre populagbes, impulsionada pela dispersdo de larvas,
juvenis ou adultos” (SALE et al., 2005). Esta é determinada principalmente pela
mobilidade do organismo, presenca de barreiras fisicas ou ecoldgicas,
caracteristicas comportamentais, padrées de dispersdo e eventos demogréficos que
podem impedir o fluxo génico e a deriva por distancia geogréfica entre as
populacdes (COWEN; SPONAUGLE, 2009). Com base nisso, as popula¢des podem
ser classificadas em fechadas, quando possuem auséncia de conectividade
apresentando alta estruturacdo genética, e em populacdes abertas, quando a
conectividade é alta e em consequéncia a populacdo apresenta-se geralmente
homogénea (COWEN et al., 2007; MORA; SALE, 2002).

As correntes oceanicas sao um dos principais fatores que conectam as
populacdes no ambiente, dispersando larvas e ovos por longas distancias (COWEN
et al. 2006; 2007; COWEN; SPONAUGLE, 2009; TREML et al., 2008; WATSON et
al., 2010). Entretanto, sistemas de correntes locais podem atuar como barreira,
retendo os dispersantes e impedindo o fluxo génico (COWEN; SPONAUGLE, 2009;
GALARZA et al., 2009). Outros fatores ambientais tais como barreiras geograficas e
climaticas, incluindo a topografia do fundo, influéncia dos estuarios e zonas de
descontinuidade do habitat, funcionam como barreiras ao fluxo génico, sugerindo
gue o ambiente marinho apresenta uma certa heterogeneidade ambiental tendo
efeitos profundos na conectividade das populacbes e gerando assim estruturacao
populacional em populacbes abertas (MORA; SALE, 2002; PALUMBI, 1992;
WEERSING; TOONEN, 2009). Aliado a isso, em espécies que sofrem com a pesca

seletiva e sédo diretamente afetadas pela destruicdo de habitats, estes podem



55

constituir também como barreiras ao fluxo génico, contribuindo para aumentar a
vulnerabilidade em espécies ameacadas (TAK-CHUEN; FERREIRA, 2006).

Além dos fatores de historia de vida e barreiras ambientais, o “homing” natal
ou filopatria (tendéncia para que os individuos reproduzam nos locais onde
nasceram), constitui uma barreira comportamental que pode reduzir o fluxo génico
(STEPIEN; FABER, 1998). Esses fatores, juntamente com a selecdo de um habitat
de desova contribuem significativamente para a estruturacdo de uma populacéo
(BERGEK et al., 2010).

Estudos de filopatria s&do bem documentados em diversos grupos animais,
com destaque no estudo de aves migratérias (WEIMERSKIRCH; WILSON, 2000),
tartarugas marinhas (BOWEN et al., 2005) e morcegos Neotropicais (MARTINS et
al., 2007). Entre os peixes, as espécies que migram por longa distancia, como o
salmdo, sdo os mais estudados (KING et al.,, 2001). Na regiao Neotropical
Pseudoplatystoma corruscans (Pimelodidae) € um dos mais recentes exemplos da
investigacdo das feicbes genéticas de espécies exploradas. A espécie demonstrou
uma forte estruturacdo genético-populacional ao longo dos ambientes amostrados,
sugerindo um comportamento filopatrico da espécie (PEREIRA et al., 2009).

Com o auxilio de metodologias de marcacdo/recaptura, comportamentos
filopatricos vém sendo demonstrados em outras espécies de peixes, incluindo o
bacalhau do Atlantico Gadus morhua (ROBICHAUD; ROSE, 2001, 2004; SVEDANG
et al.,, 2007, 2010), o linguado Pleuronectes platessa (HUNTER et al., 2003) e a
pescada Cynoscion regalis (THORROLD et al., 2001), mostrando que estas
espécies foram capturadas proximas e/ou no préprio sitio de desova em sucessivas
épocas reprodutivas, evidenciando assim a filopatria destas espécies como
mecanismo de estruturacdo populacional. Por meio destes mesmos métodos, foi
observado o limite maximo de 170 quildmetros de movimentacdo de exemplares de
Epinephelus itajara no Caribe (Cuba). Tal padrdo de movimentacdo foi atribuido
principalmente a migracdo para 0s agrupamentos reprodutivos, sugerindo um
comportamento igualmente filopatrico para a espécie (PINA-AMARGOS;
GONZALEZ-SANSON, 2009).

Por meio do uso dos dados moleculares de DNA, comportamentos filopatricos
em peixes marinhos vém sendo bem documentados, especialmente para espécies
de ampla distribuicdo geogréafica e/ou exploracdo pesqueira (JORGENSEN et al.,
2010; PORTNOQY et al., 2010).
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Tendo em vista que E. itajara se caracteriza simultaneamente como uma
espécie de ampla distribuicdo geogréafica, com apelo de exploragdo pesqueira ainda
que protegida por lei, criticamente ameacada de extingdo e, com evidéncias para um
comportamento filopatrico ao longo da sua distribuicdo, testar para a ocorréncia de
filopatria na espécie no Atlantico Sul se torna necessario para a melhor organizacao
do seu plano de conservagdo. Assim, a presente pesquisa objetivou avaliar
evidéncias de estruturacdo genético-evolutiva (DNAs nuclear e mitocondrial) em
ambientes da costa brasileira que possam ser traduzidas como consequéncias de

comportamento filopatrico.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1I1SSR

Amostras teciduais de E. itajara de um total de 95 exemplares foram obtidas
de dez localidades: Guiana Francesa(GF), Praia de Ajuruteua — Para(PA), Estuario
do Rio Parnaiba — Piaui(Pl), litoral do Ceara(CE), Estuario do Rio Potengi — Rio
Grande do Norte(RN), Estuario do Rio Formoso — Pernambuco(PE), Caravelas —
Bahia(BA), Sdo Vicente — Sao Paulo(SP), litoral do Parana(PR) e Sao Francisco do

Sul — Santa Catarina(SC) e se encontram na Tabela 1 e Figura 1.

-60° -60"
-100° -80° -60" -40° '
km
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0 5001000

Figura 1 — Locais de amostragem das populacdes do
Mero (Epinephelus itajara: em detalhe) ao longo da
costa Atlantica da América do Sul
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Tabela 1 — Numero de individuos de Epinephelus itajara obtidos de
cada localidade, ao longo da costa Atlantica da América do Sul para

ISSR

LOCALIDADE SIGLA N

Guiana Francesa GF 17

Para PA 17

Piaui Pl 12

Ceara CE 01

Rio Grande do Norte RN 08

Pernambuco PE 11

Bahia BA 15

Séao Paulo SP 02

Parana PR 01

Santa Catarina SC 11
N= 93

As extracdes de DNA foram realizadas utilizando utilizando o kit de extracéo
DNAEasy (QIAGEN) e o protocolo modificado de Fenol-Cloroférmio baseado no
método escrito por Sambrook; Russel (2001).

As amplificacdes foram realizadas, seguindo os passos sugeridos por Almeida
et al., (2003). A solucdo de PCR (20 ul volume total) consistia em 1 unidade de Taq
Dna Polimerase (New England/Biolabs), 2uL de solugcdo tampéo (10x), 0,5uL de
MgSO,4 (20mM), 0,5uL de primer (50uM), 1,5 pL de dNTP (1,5mM) e 20ng de DNA
gendmico. As reacfes de PCR foram realizadas em termociclador Biocycler e apés a
reacdo, foi realizada eletroforese em gel de agarose, e estes foram foto-
documentados em transluminador.

A andlise das imagens dos géis de agarose resultou em uma matriz binaria
(0/1), onde os individuos foram genotipados quanto a presenca (1) e a auséncia (0)
de bandas.

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) foi realizada para observar a
eventual estratificacdo da variancia genética, além de possibilitar inferéncias a
respeito da estruturacéo genética das mesmas (EXCOFFIER et al., 1992). Para esta
andlise as dez populacdes foram analisadas de tal forma a testar para a disjuncéo
da variancia genética entre a amostra SC (Santa Catarina) das demais. Para tal, foi
utilizado o software ARLEQUIN .3.5.1.2 (EXCOFFIER et al., 2010).

No tocante as analise de agrupamento, os dados foram analisados pelos
métodos de distancia [Neighbor-joining (NJ; SAITOU; NEI, 1987)] e maxima
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parcimoénia (MP; FITCH, 1971), considerando em ambas as andlises as espécies
Epinephelus morio e Mycteroperca marginata como grupo externo. Tais analises
foram desenvolvidas por meio do programa PAUP v.4.0b10* (SWOFFORD, 2000),
pela sua interface grafica PaupUp v.1.0.3.1 (CALENDINI; MARTIN, 2005). Todos o0s
procedimentos supramencionados foram desenvolvidos por meio do uso dos
softwares Paup* v.4.0b10 (SWOFFORD, 2000) e Nona v. 2.0 (GOLOBOFF, 2006). O
uso deste ultimo foi facilitado pela sua interface grafica Winclada (NIXON, 2000).

Com os dados de distancia genética par-a-par entre os individuos, fornecidos
pelo NJ, foi construida uma matriz das médias da distancia genética entre todos os
individuos para as localidades estudadas. A partir desta, foi realizada uma regresséo
linear entre os dados obtidos de distancia genética e distancia geografica entre
todas as populacdes amostradas, objetivando testar para o isolamento por distancia
entre as amostras acessadas, perante a eventual correlacdo entre estas distancias
por meio do software Statistica v.6.0 (Statsoft Inc.). A distancia, em Km, foi estimada
em linha reta entre as localidades amostradas ao longo do costa pelo uso da
plataforma Google Earth.

Os parametros de genética populacional do tipo fluxo génico (Nn,= Numero de
migrantes por geracdo) e variabilidade genética inter-especifica (Gsrt) globais e par-
a-par, foram obtidos por meio do uso do software Popgen 1.32 (YEH et al, 1999).

Foram realizadas ainda estimativas de teste de estruturacdo populacional por
meio do método Bayesiano, afim de observar o possivel numero de K-populacées
genéticas (populacdo homogénea ou heterogénea) por meio do software
STRUCTURE 2.3.3 (PRITCHARD et al., 2000; FALUSH et al., 2003; 2007; HUBISZ
et al., 2009)

3.2 mtDNA

Um total de 192 exemplares foram coletados ao longo das regides tropicais
do Pacifico, Caribe e das provincias do Atlantico Sul e os locais de coleta estédo
resumidos na Figura 2 e Tabela 2.

Sequéncias do gene citocromo b foram acessadas seguindo o0s
procedimentos fornecidos por Craig et al.(2009). As sequéncias foram editadas

manualmente e alinhadas usando BioEdit v.5.0.9 (HALL, 1999) seguindo o0s



60

alinhamentos multiplos do Clustal W. Para tal, a abertura e extensédo de gaps foram
designadas como 15 e 0,3, respectivamente (HALL, 2001). No alinhamento as
extremidades das sequiéncias foram cortadas em suas regifes terminais e iniciais de
modo a evitar a acumulacao de diferencas entre os sitios analisaveis. O alinhamento
foi exportado como um arquivo Nexus e o modelo evolutivo da variancia dos sitios
de citocromo b foi testado no programa ModelTest v3.7 (POSADA; CRANDALL,
1998) e modelo designado foi HKY85.

-80°
-100" 60" -60° 40
km

Figura 2 - Mapa indicando os locais de
amostragem na Ameérica Central e do Sul.
NUumeros de 1-10 indicam respectivamente:
Panama (Pan), Punta Gorda (PG, Belize), Florida
(Flo, USA), Guiana Francesa (GF), Para (Pa,
Brasil), Piaui (Pi, Brasil), Ceara (Ce, Brasil), Rio
Grande do Norte (RN; estuario do rio Potengi),
Bahia (Ba, Brasil), e Santa Catarina (SC, Brasil).
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Tabela 2 — Numero de individuos de Epinephelus itajara obtidos de
cada localidade, ao longo da costa Atlantica da América do Sul para

mtDNA

LOCALIDADE SIGLA N

Panama Pan 17

Punta Gorda PG 22

Florida Flo 11

Guiana Francesa GF 10

Para Pa 88

Piaui Pi 12

Ceara Ce 2

Rio Grande do Norte RN 9

Bahia Ba 18

Santa Catarina SC 3
N=192

Os dados foram analisados por neighbor-joinning (NJ com HKY85; SAITOU;
NEI, 1987) méxima parciménia [MP (FITCH, 1977; pesos iguais; 2:1 e 3:1 para TV /
TS)] e maxima verossimilhanca (ML pelos parametros obtidos pelo modelo HKY85).

Os algoritmos NJ MP foram implementados usando Paup v.4.0 bl0
(SWOFFORD, 2000) através de sua interface grafica PaupUp (CALENDINI;
MARTIN, 2005) com a espécie co-genérica E. lanceolatus (Genebank acesso
DQ486927, DG486928, DQ372727) como grupo externo. A andlise de NJ forneceu a
distancia genética (distancias HKY85) entre os terminais.

A analise de MP foi realizada através de busca heuristica e o nimero de
arvores analisadas (MaxTrees) foi 100.000 com 5.000 repeticbes aleatoérias pela
adicao aleatéria de terminais e pelo algoritmo de bissec¢éo e reconexao de arvores
(TBR) para a permutacdo dos ramos. A regra do consenso da maioria foi
computada. Para as topologias resultantes de NJ e MP, foram computados os
métodos de suporte de ramos bootstrap e jacknife a partir de 1000 pseudo-réplicas.
A anadlise de maxima verossimilhanca, bem como o bootstrap, foram desenvolvidas
usando o RaxML (servidor disponivel na http://phylobench.vital-it.ch/bb-raxml).

Parametros de genética populacional e dados da historia demografica foram
estimados pelo Arlequim v.3.11. (EXCOFFIER et al., 2005.) e DnaSP v.5.10.00
(LIBRADO; ROZAS, 2009).
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Os dados obtidos pelos primers ISSRs amplificaram um total de 94 loci que

variaram de 250bp (pares de base) a 1700bp (Tabela 3), sendo 92 polimorficos e 2

monomorficos.

Tabela 3 — Primers utilizados nas reacdes de PCR e seus respectivos resultados. Ta =
temperatura de anelamento especifica de cada primer

Faixa de tamanho das

Primer  Sequéncia(s'-3') Ta°C b N° de loci
andas
ISSR 1 (AG)8T 50,4 1000 - 250 8
ISSR 3 (GA)8T 50,4 1300 - 350 17
ISSR 6 (AG)8YC 52,8 1300 - 300 11
ISSR 7 (AG)8YA 54,0 1500 - 400 13
ISSR 8 (GA)BYT 52,8 1000 -350 8
ISSR 10 (GA)BYG 54,0 750 - 250 11
ISSR 14 (GGAC)3C 51,0 1700 - 350 16
ISSR 15 (GGAC)3T 51,0 1600 - 400 10
N= 94

A andlise de regressdo entre as médias de distancia genética e a distancia

geografica entre as localidades (Tabela 4 e Figura 3) indicou que nao houve relacao

entre as variaveis, apresentando um valor de R? = 0,034.

Tabela 4 — Valores de distancia geogréfica (acima da diagonal em km) e distancia genética
(abaixo da diagonal) entre as populacdes de Epinephelus itajara ao longo da costa Atlantica
da América do Sul. Para siglas consulte a Tabela 1 e o texto.

PE SP SC BA PA Pl GF RN CE PR
PE - 2188 2637 1080 1714 1118 2668 338 858 2452
SP 0,1177 - 449 1108 3902 3306 4856 2526 3046 264
SC 0,3297 0,3009 - 1557 4351 3755 5305 2975 3495 185
BA 0,1258 0,1622 0,2867 - 2794 2198 3748 1938 2458 1372
PA 0,1091 0,1328 0,3058 0,1306 - 596 954 1376 856 4166
Pl 0,1672 0,1849 0,2957 0,1601 0,1429 - 1550 780 260 3570
GF 0,1146 0,1621 0,3021 0,1231 0,1040 0,1311 - 2330 1810 5120
RN 0,1591 0,2024 0,3001 0,1224 0,1469 0,1204 0,1322 - 520 2790
CE 0,1392 0,1484 0,2979 0,1419 0,1233 0,1280 0,1139 0,1185 - 3310
PR 0,1113 0,1355 0,3718 0,1789 0,1309 0,1774 0,1450 0,1879 0,1290 -
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Figura 3 — Regressdo linear entre as médias das
distancias genéticas e distancias geograficas relativas
(km) entre as amostras de Epinephelus itajara estudadas
na costa Atlantica da América do Sul

A andlise de neighbor-joinning revelou a existéncia de dois agrupamentos
genéticos mais caracteristicos com baixo distanciamento genético entre as
localidades, exceto para SC, que formou um dos agrupamentos em separado do
restante das localidades (Figura 4). A topologia obtida ainda mostrou a ocorréncia da
algumas unidades genéticas individuais tais como as amostras oriundas do Piaui
(PI) e Rio Grande do Norte (RN).

A andlise de parcimdnia gerou um total de 25000 arvores igualmente
parcimoniosas (L= 643, Ci = 24, Ri = 71) a partir dos 95 caracteres. A andlise de
consenso (Consenso estrito) gerou uma topologia (Figura 5) com L(nUmero de
passos) = 685, indice de consisténcia (Ci)=22 e indice de retencdo (Ri)= 69. A
topologia obtida (Figura 6) revelou dois grupos monofiléticos com alto suporte de
ramos (Bootstrap/Jacknife) para E. itajara. Um ramo formado por individuos de
Santa Catarina (SC) e o outro pelas outras popula¢cdes amostradas, incluindo alguns
individuos de SC.
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Figura 4 — Topologia de Neighbor-Joinning (NJ) obtida entre os exemplares de Epinephelus
itajara oriundos das localidades amostradas. Os valores de Bootstrap/Jacknife encontram-se
indicados nos ramos.

Nota: Para siglas consulte a Tabela 1 e o texto
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Epinephelus morio
Myctoroperca marginata

97/99 GF 393

99/100

99/100 BA 12

Figura 5 — Topologia de maxima parcimbnia obtida entre os exemplares de Epinephelus
itajara oriundos das localidades amostradas. Os valores de Bootstrap/Jacknife encontram-se
indicados nos ramos.

Nota: Para siglas consulte a Tabela 1 e o texto.
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Os resultados relativos ao teste de estruturagdo populacional pela analise

Bayesiana revelou a existéncia de K= 2 popula¢fes genéticas, (Figura 6).

PE SP SC BA PA PI GF RN CE PR

Figura 6 — Estruturacdo bayesiana mostrando a existéncia de duas populactes (K=2) para
Epinephelus itajara ao longo da costa Atlantica da América do Sul.
Nota: Para siglas consulte a Tabela 1 e o texto.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) revelou que o nivel de variancia
genética entre os grupos foi de 43,65%, entre as populacdes dentro dos grupos de
18,18% e dentro dos grupos 38,17%. Tal analise evidenciou ainda os indices de
fixacdo de Fct = 0,436, Fsc = 0,322 e 0 Fst = 0,618 (Tabela 5).

Tabela 5 — Andlise de variancia molecular para as popula¢des de Epinephelus itajara dividas
em dois grupos. Grupo 1: GF, PA, PI, CE, RN, PE, BA, SP, PR, Grupo 2: SC.
Soma dos Componentes da Percentual da

Fontes de variagao o] A L
guadrados variancia variacao
Entre os grupos 1 219,397 8,75411 Va 43,65
Entre as populagbes dentro 8 321,365 3.64606 Vb 18,18
dos grupos
Dentro das populacbes 86 658,447 7,65636 Vc 38,17
TOTAL 95 1199,208 20,05653
Fsc 0,32259
indices de Fixac&o Fsr 0,61826
Fcr 0,43647

Nota: gl= graus de liberdade. Para siglas consulte a Tabela 2 e o texto.
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Os outros parametros de genética populacional apresentaram valores globais
de 0,6628 e 0,2544, respectivamente para Gstr € Nm. J4, quando analisados de
forma pareada entre as diferentes amostragens, foi observado que nenhuma das
comparacdes apresentaram diferenciacado genética insignificante (Gsr < 0.05), 2,3%
das compara¢Bes com pouca diferenciacdo genética (0.15 > Gst > 0.05), 11,2% das
comparacdes com diferenciagcdo genética moderadamente grande (0.25 > Ggsr >
0.15) e 86,5% com forte diferenciagédo genética (Gst = 0.25) (SAITOU; NEI, 1987 e
MEIRMANS; HEDRICK, 2011). Em termos mais detalhados, foram observadas
variagoes entre 0 migrantes (SP em relagcdo a CE e RN e entre CE e PR) e 2,933
migrantes entre PA e GF, no que se refere a fluxo génico histérico (Nm). J&, para os
indices pareados de diferenciacdo genética (Gst) foram observadas variacfes desde
0,146 entre os exemplares PA e aqueles GF, até 1,000 entre a amostra SP e as
amostras CE e RN e entre a amostragem CE e PR. Todos os dados encontram-se
sumarizados na Tabela 6.

Tabela 6 — Valores de Gsr (acima da diagonal) e Nm (abaixo da diagonal) obtidos entre as
amostras estudadas de E. itajara

PE SP SC BA PA Pl GF RN CE PR
PE - 0,556 @ 0,512 0,240 0,229 0461 0,238 0,431 0,593 0,577
SP 0,399 - 0,645 0,607 0,581 0,748 0,635 0,778 1,000 1,000
SC 0,476 0,275 - 0,406 0,467 0,510 0,459 0,509 0,624 0,696
BA 1582 0,323 0,733 - 0,230 0,389 0,184 0,249 0,537 0,654
PA 1683 0,360 0,571 1,672 - 0,363 0,146 0,371 0,514 0,613
Pl 0584 0,169 0,480 0,785 0,876 - 0,316 0,395 0,624 0,751
GF 1599 0,287 0,590 2,218 2,933 1,084 - 0,280 0,455 0,617
RN 0,660 0,143 0481 1505 0,846 0,765 1,286 - 0,639 0,770
CE 0,344 0,000 0,301 0,430 0,472 0,301 0,599 0,283 - 1,000

PR 0,366 0,000 0,219 0,264 0,316 0,166 0,310 0,149 0,000 -

Nota: Os valores em destaque indicam indices obtidos entre a amostragem SC e as demais.
Para siglas consulte a Tabela 1 e o texto

3.2 mtDNA

A analise NJ revelou quatro unidades genéticas bem suportadas para E.
itajara (Figura 7). Entre estas unidades destacou-se unidade genética que inclui

todos os espécimes do Rio Grande do Norte. Assim, a topologia de NJ revelou
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padrbes de estruturagcdo genética local ocorrendo no estuario do rio Potengi
(localidade especifica do RN) (Figura 7).

A topologia do consenso da maioria (Figura 8) surgiu de 131 arvores
igualmente parcimoniosas (L = 135; Ci = 74; Ri = 94). A analise também permitiu a
identificagdo de quatro grupos bem separados evolutivamente sendo um deles em
destaque na presente abordagem, o qual compreende todos 0s espécimes do Rio
Grande do Norte (RN).

A topologia de ML foi produzida com o modelo molecular de evolu¢cao HKY85
considerando o "critério corrigido de informacéo de Akaike" (LNL = 1320,9417; K =
343; AICc = 1963,8140; relacéo Ti/tv = 5,6354). As relacdes evolutivas obtidas para
a espécie foram praticamente idénticas as observadas pelos outros métodos de
sistematica molecular e, permitiu identificar os mesmos quatro clados distintos,

sendo igualmente em destaque aquele que retine os exemplares RN (Figura 9).
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Figura 7 — Topologia de NJ obtida a partir da analise das sequéncias de citocromo b .
Nota: Os valores indicados representam indices de bootstrap obtidos. Para as siglas,

consulte a Figura 2 e o texto.
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Figura 8 — Topologia de MP obtida a partir da anélise das sequéncias de citocromo b .

Nota: Os valores indicados representam indices de bootstrap obtidos. Para as siglas,

consulte a Figura 2 e o texto.
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Figura 9 — Topologia de Maxima Verossimilhanca (ML) obtida a partir da analise das

sequéncias de citocromo b .

Nota: Os valores indicados representam indices de bootstrap obtidos. Para as siglas,

consulte a Figura 2 e o texto.
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O Fst par-a-par revelou que 35,55% das comparacdes mostram diferenciacéo
genética insignificante (Fs71<0,05), 13,33%, com pequena diferenciacdo genética
(0,15>Fs1>0,05), 11,12% com diferenciacdo genética moderadamente grande (0,25>
Fst>0,15), e 40% deles com forte diferenciacdo genética (Fst=0,25) (Para mais
informacgodes, por favor leia WRIGHT, 1978; Tabela 7).

Tabela 7 — Comparacdes Fst par-a-par entre as amostras de Epinephelus itajara.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0.979 -
0.977 0.161 -

0971 0.126 0.026 -

0.981 0.155 0.049 0.015 -

0.983 0.169 0.076 0.019 -0.030 -

0.973 -0.093 -0.259 -0.323 -0.331 0.000 -

0.965 0.566 0.490 0.418 0.554 0.578 0.280 -

0.981 0.167 0.067 0.000 -0.011 0.009 -0.293 0.565 -

10 0.972 0.160 0.067 -0.047 0.104 0.466 -0.200 0.357 0.138 -

© 00 N o 0o~ WDN PP

Nota: (1) Pan, (2) PG, (3) Flo, (4) FG (5) Pa, (6) Pi, (7) Ce, (8) RN; (9) Ba, and (10) SC. Os
valores em destaque revelam os indices de fixacdo observados entre RN e as demais
amostras. Para as abrevia¢des consulte a Figura 2.

J4, as comparacbes de Ggsr par-a-par (diferenciacdo genética) entre os
mesmos espécimes revelaram que 31,11% das comparacdes mostram diferenciacao
genética insignificante (Gs7<0,05), 24,44% com a diferenciagdo genética baixa
(0,15>Gsr>0,05), 6,66% com diferenciacdo genética moderadamente grande
(0,25>Gs7t>0,15) e 37,79% com diferenciacdo genética muito forte (Gst=20,25) (Para
mais informacdes, por favor leia SAITOU; NEI, 1987 e MEIRMANS; HEDRICK, 2011,
Tabela 8]. J& a andlise da diversidade haplotipica revelou que os exemplares da
localidade RN s&o oriundos de uma unica condi¢ao haplotipica (H23).
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Tabela 8 — Comparacdes Gt par-a-par entre as amostras de Epinephelus itajara.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 -
2 0271 -
3 0251 0.026 -
4 0341 0.047 0.013 -
5 0213 0.025 0.015 0.020 -
6 0443 0.097 0.074 0.000 0.030 -
7 0224 0107 0.086 0.062 0.107 1.000 -
8 0258 0336 0380 0532 0.189 0.684 0.422 -
9 0339 0.040 0.007 -0.002 0.006 0.034 0.088 & 0.453 -
10 0.252 0.083 0.063 0.030 0.074 1.000 1.000 ' 0.494 0.058 -

Nota: (1) Pan, (2) PG, (3) Flo, (4) FG (5) Pa, (6) Pi, (7) Ce, (8) RN; (9) Ba, and (10) SC. Os
valores em destaque revelam os indices de diferenciagdo genético-evolutiva observados
entre RN e as demais amostras. Para as abreviagdes consulte a Figura 2.
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4 DISCUSSAO

Baseado nos resultados apresentados é possivel observar que Epinephelus
itajara apresenta duas populacdes estruturadas na costa brasileira, revelando que as
populacdes marinhas com disperséo planctdnica podem exibir estruturacao genética
mesmo em um ambiente aparentemente homogéneo (HAUSER; CARVALHO, 2008;
NIELSEN et al., 2005). Os dados ainda evidenciam que diferentes marcadores
podem revelar cenarios eco-demograficos distintos e reforcam as evidéncias ja
demonstradas para comportamentos filopatricos mediados por cada um dos sexos
(GONZALEZ; ZARDOYA, 2007; JORGENSEN et al., 2010; LEMAIRE et al., 2005;
MARTINS et al., 2007; PORTNOY et al., 2010). Tal concluséo é sustentada pelo fato
da atual abordagem ter sido baseada no DNA nuclear (ISSRs), que indica
estruturacdo para a populacdo de Santa Catarina (SC), enquanto que aquela obtida

pelo mtDNA revela estruturacdo para o Rio Grande do Norte (RN).

Estruturacdo na Baia de Babitonga (SC)

Com base nos resultados apresentados é possivel observar alta estruturacéo
genético-populacional dos individuos de Santa Catarina (SC) em relacdo as outras
populacbes de E. itajara baseadas nos marcadores ISSR. Os exemplares
provenientes de SC foram amostrados em S&o Francisco do Sul (SC), no interior da
baia de Babitonga. Estudos realizados nesta regido, baseados no conhecimento
local dos pescadores, indicam a ocorréncia da espécie tanto dentro, quanto fora da
baia. Em termos especificos, principalmente juvenis e também adultos vém sendo
principalmente observados nas épocas de desova, formando a maior agregacao
reprodutiva na costa do Brasil, como documentado na FIGURA 10 e 11
(GERHARDINGER et al., 2009). Cabe destacar que todos os exemplares aqui
amostrados eram adultos e foram capturados nos arredores da baia da Babitonga.

Outro fator importante seria o sistema hidrodindmico da baia da Babitonga
evidenciado por OLIVEIRA (2000) que poderia favorecer a retengdo autoctone de
larvas de E. itajara na regido. Tal hipdtese é fortemente sustentada pelas evidéncias

genéticas, filogenéticas e de genética populacional aqui obtidas, uma vez que tal
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modelo de retencdo minimizaria o fluxo génico da espécie ao longo da sua
distribuicdo geografica, favorecendo a estruturagdo. Larvas de serranideos em geral
sdo planctonicas e, portanto, sujeitas ao sistema de correntes marinhas para o
deslocamento e assentamento (SADOVY; EKLUND, 1999). Porém, os dados aqui
obtidos refutam tal hipétese e argumentam em favor de um modelo ndo aleatério de

deslocamento e assentamento larval de E. itajara na baia da Babitonga.

B

F26°20'S

30' W

(48" 45" W

(048

Figura 10 — llha de Sao Francisco do Sul (SC).

Nota: (1) Baia de Babitonga, (2) Canal do Linguado. Detalhes em
laranja representam as duas principais agregacfes de Epinephelus
itajara da regido.

Fonte: Modificado de Gerhardinger et al. (2009).

Figura 11 — Agregacéo de Epinephelus itajara em S&o Francisco do
Sul (SC) documentada em Dezembro de 2010 e observada pelo
terceiro ano consecutivo na mesma regiao.

Fonte: MSc. Athila Bertoncini
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As evidéncias aqui obtidas indicam forte estruturacao genético-evolutiva desta
populacao local. Portanto, a unido das evidéncias das agregacoes reprodutivas com
aguelas aqui obtidas sugerem a hipotese de ocorréncia de um comportamento
filopatrico de E. itajara nessa regido, mediado por machos e fémeas, devido a
natureza do material genético acessado (DNA nuclear). Ainda € possivel inferir que,
aliado ao provavel comportamento filopatrico, a espécie também pode estar
sofrendo influéncia de fatores ambientais na regido que comprometem a
conectividade da populacdo de SC com as demais, resultando na alta diversificagao
genética, filogenética e na estruturacdo populacional encontrada para a espécie na

regido.

Estruturacdo no estuario do rio Potengi (RN)

Os dados obtidos para mtDNA identificaram que a populagéo do RN forma um
agrupamento separado em relagcdo as demais localidades estudadas. Em
populacdes abertas, quando existe evidéncia de estruturagdo, esta ocorre
principalmente por barreiras ou fatores ambientais que impedem a dispersédo e
consequentemente o fluxo génico (BECKER et al., 2007; MORA; SALE, 2002;
PATTERSON,; SWEARER, 2007). Todavia, essa evidéncia ndo foi observada na
amostragem oriunda do rio Potengi (RN).

Nessa regido parece nao haver registros que impediria a auséncia ou a
limitada conectividade entre RN e as demais populacfes. Entretanto, sabe-se que
outros fatores da histéria de vida das espécies podem contribuir para estruturacao
populacional, um destes seria a fidelidade a regido de natalidade, denimonado de
homing ou filopatria (STEPIEN; FABER, 1998). Cabe mencionar que tais fenbmenos
ja foram previamente observados em outras espécies de peixes com dispersdo
plancténica (HUNTER et al., 2003; ROBICHAUD; ROSE, 2004; SVEDANG, 2010;
THORROLD et al., 2001). Estudos com E. itajara no Caribe também evidenciaram
um possivel comportamento de filopatria para a espécie na regido (PINA-
AMARGOS:; GONZALEZ-SANSON, 2009). Assim, as evidéncias apresentadas

sugerem que a estruturacdo observada pode ser um indicativo de uma segunda
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populacdo de E. itajara com comportamento filopatrico da espécie na costa
brasileira.

Os dados apresentados pelos ISSRs, quando comparados aos do mtDNA, s6
agrupam os individuos do RN na topologia do NJ (Figura 4), entretanto nao
apresenta um suporte estatistico robusto, sendo considerado um Unico agrupamento
juntamente com as demais populagbes amostradas para os ISSRs. Devido a
heranca materna do mtDNA, sugere-se que o fendmeno filopatrico da espécie do
estuario do rio Potengi seja mediado apenas pelas fémeas de E. itajara. A filopatria
de apenas um dos sexos € comum, sendo principalmente observada nas fémeas, e
€ denominada de estruturacdo populacional complexa (BOWEN et al., 2005), Dessa
maneira, quando se utilizam marcadores uniparentais, como o mMtDNA, a
estruturacdo € comprovada, mas quando o marcador € biparental, a estrutura
populacional ndo aparece (GOUDET et al., 2002), assim como o padrao observado
para E. itajara baseado no mtDNA. Dessa forma, com base nas evidéncias
apresentadas, € possivel afirmar que as fémeas no RN apresentam filopatria,
enguanto que a dispersdo dos machos pode facilmente explicar a baixa estruturacao

observada para marcadores do DNA nuclear na regiéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que o0s
marcadores moleculares, como ja evidenciados, apresentam-se como ferramentas
eficientes nos estudos de genética populacional em peixes, assim como no
entendimento da conectividade genética das populacdes.

Perante o genoma nuclear, Epinephelus itajara apresentou um patamar de
variabilidade genética global mediano (~50%), onde foi possivel inferir que a espécie
estd sob risco adaptativo. Além disso, a populacdo de Santa Catarina (SC)
apresenta uma alta diversidade genética, enquanto que nas outras localidades a
diversidade é de baixa a mediana.

Foi possivel observar, a partir dos ISSRs, duas populacfes estruturadas e
isoladas (SC e as demais localidades), sendo consideradas ESUs (Unidades
Significativamente Evolutivas) independentes. Além disso, a estruturacdo observada
em SC indica um provavel comportamento filopatrico da espécie nesta regiao.

Os dados de mtDNA, entretanto, mostram que as populacdes estruturadas
seriam: (1) Rio Grande do Norte (RN) e (2) as demais localidades. Neste caso, a
filopatria seria realizada somente pelas fémeas, devido a natureza do marcador, cuja
heranca é materna.

Assim, em termos da diversidade genética e de padrdes historicos (evolutivos)
da conectividade genética, as evidéncias encontradas neste estudo indicam que
Epinephelus itajara na costa atlantica da América do Sul apresenta estruturacéo
populacional. Tais evidéncias refutam a existéncia de uma Unica populacao
panmitica ao longo de sua distribuicdo no Atlantico (Ho), uma vez que acreditava-se
que larvas planctbnicas (como previamente sugerido na literatura) tenderiam a
homogeneizar a diversidade genética e a histéria evolutiva de E. itajara. Além disso,
as estruturacdes observadas apontam evidéncias para um comportamento filopatrico
da espécie no estuario do rio Potengi (RN) e na baia da Babitonga (SC). Este
comportamento ainda é mediado de forma varidvel nas populagfes estruturadas:
fémeas no rio Potengi e ambos 0s sexos na baia da Babitonga. No tocante ainda a
esta notavel evidéncia, a mediacdo da filopatria observada indica que estudos mais
intensos devem ser desenvolvidos em ambas as areas, afim de evidenciar se: (a) ha
a ocorréncia nos arredores do estuario do rio Potengi de uma agregacao reprodutiva

similar aquela observada na baia da Babitonga (SC) e, (b) se existe alguma
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dindmica particular de correntes costeiras na baia da Babitonga (SC) capaz de reter
larvas autdctones naquela regiao.

Considerando tais evidéncias € possivel orientar planos de manejo e
conservacgao distintos para E. itajara nas diferentes populacdes, afim de manter a
integridade genética e evolutiva das mesmas nas areas estudadas. Além disso e, no
tocante a uma eventual iniciativa de restauracao genética (aumento do potencial
adaptativo), as evidéncias dos relacionamentos genéticos, da historia evolutiva das
populacdes, bem como dos potenciais comportamentos filopatricos observados
devem ser fortemente respeitados, afim de permitir uma melhor perspectiva de

sucesso adaptativo da espécie ao longo do tempo futuro.
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