UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO UNIVERSITARIO NORTE DO ESPIRITO SANTO
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM BIODIVERSIDADE TROPICAL

MESTRADO EM BIODIVERSIDADE TROPICAL

ISABELA MAYARA CHEIDA

CARACTERIZACAO GENETICA DE POPULACOES DE LUTJANUS JOCU
(BLOCK & SHNEIDER, 1908) POR MEIO DE MARCADOR
MITOCONDRIAL (mtDNA)

Sao Mateus, ES
Maio de 2014



Caracterizacao genética de populagdes de Lutjanus jocu (Block &

Shneider, 1908) por meio de marcador mitocondrial (mtDNA)

Dissertagcdo submetida ao Programa de P6s-Graduacao em Biodiversidade
Tropical da Universidade Federal do Espirito Santo como requisito parcial para
a obtencao do grau de Mestre em Biodiversidade Tropical.

Aprovada em / / por:

Prof.
Dr. Vander Calmon Tosta - Orientador, UFES

Prof. Dr. Mauricio Hostim Silva - UFES

Prof. Dr.Fabio Foresti, UNESP - UNESP



SUMARIO

AGradeCIMENTOS. ... .ueieeiiieeeiiiieeecieeeeeiee e et e e e et e e e e areeeesaraeeeesseeeeensseeeannnes 3
RESUIMO....cciiiiiiii et 6
ADSITACT. ...ttt et e 7
LiSta de FIQUIAS....cciiiiiiieiiiie ettt e e ree e et e e e eereeeens 8
Lista de Tabelas.......cccueeiieiiiiiienieeee e 9
INTRODUCAO

A familia Lutjanidae.........c.cccoeeviiiiiiiiiieeeeeeee e 10

A pesca no Brasil e a sua importancia para os Lutjanideos.............. 13

Biogeografia e a genética populacional - Lutjanidae........................ 17
OBJETIVOS

ODbjetivos €SPECITICOS. ....uvviiieiiiieeeiiiee et 22
MATERIAIS E METODOS

ATEA A ESTUAO. ...t 23

Coleta de material biolOZICO........coecuviieeriiiiieeiiee e 23

Extracao de DNA.... ..o 26

Amplificacao € SeqUENCIAMENTO.........eceerevereeriieeeeiireeeeereeeeseereeeenenes 27

Processamento e andlise de dados..........ccceeeeviiinieniiinieniieiee 28
RESULTADOS. ...ttt ettt ettt ettt s ebeessae e enaee e 29
DISCUSSAO......cciiiiiritieiesintieie st 36
CONCLUSAO. ...t 40

REFERENCIAS . ..o e 40



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer primeiramente a Deus, ser onipresente, onipotente €
onisciente que me deu forgas e paciéncia do principio ao fim e me concedeu a
graca da vida. Em segundo lugar agradeco imensamente a meus pais, Maria
Elisa Francisco Cheida e Décio José de Souza Cheida pelo esfor¢o diario e
intensivo em poder oferecer bons estudos a todos seus filhos, inclusive & mim, e
de sempre me incentivar em toda e qualquer decisdo tomada, além de € claro,
pela compreensdo e amor inesgotaveis. Agrade¢co a meus irmaos, Gabriela
Caroline Cheida, Guilherme Francisco Cheida e Augusto Francisco Cheida por
simplesmente serem meus irmaos € em especial o ultimo pela compreensao e
ajuda durante as fases finais de digitacdo do trabalho: Gutinho, ndo sei o que
seria de mim sem vocé por aqui;

Agradeco as minhas duas funciondrias da pousada: Nega e Vera; e seu
filho Rodvan, que tomaram conta da pousada como se fosse suas casas nas trés
semanas finais que antecederam a apresentacao deste trabalho; a Jamile Beninca
pelas coletas, corridas, comidas, pelo surf de cada dia e pela grande amizade que
fizemos gracas a este mestrado; a Leonardo Francisco Machado pelas coletas,
caronas (muitas caronas), conversas e por toda ajuda oferecida de livre e
espontanea vontade (e que ajuda); ao Junio Damasceno por todo apoio
técnico e moral quando eu mais precisava, a Samara Oliveira pela amizade
e por me hospedar diversas vezes em sua casa durante as coletas, como se eu
fosse parte da familia; a Raphael Martins e Jodo Mauira pela ajuda e
compreensao, € por terem me dado todo o suporte necessario durante diferentes
fases do meu trabalho; a todos os meus amigos e colegas de mestrado: Juliana
Miranda, Michele Sequine, Arnaldo Zanetti, Mayke Blank, Georgia Félix e
Drienne Messa; a Rodrigo Aragjo, ou melhor, Zuel, por todas as informacdes
partilhadas ao longo do mestrado, pelo surf de cada dia e por ter me cedido sua

dissertacdo quando precisei.



Agradeco a Universidade Federal do Espirito Santo ¢ a Fapes pela
oportunidade de estudo e pela bolsa concedida; ao meu orientador Vander
Calmon Tosta pela orientagdo e por todos os apoios financeiros; ao Mauricio
Hostim por todo apoio e ajuda concedida; a Samuel Ferreira pelo apoio e
incentivo a me mudar para o norte do ES; ao meus ex-orientadores de iniciagdo
cientifica, Fabio Foresti e Daniela Ferreira pela oportunidade concedida de
iniciar meus estudos em genética no Lagenpe; ao Samuel Paiva, que mesmo de
longe, me ajudou e muito com as minhas analises e ao Gleison pelo suporte,
ajuda e por me fazer sentir em casa entre os laboratorios do
Cenargen/EMBRAPA;

Agradeco aos programas Estatistica Pesqueira ¢ Meros do Espirito Santo
pela parceria ¢ ajuda com as coletas e dados; A Associacdo de pescadores de
Concei¢do da Barra, Barra Nova e de Guarapari e a todas peixarias onde foram
realizadas coletas; além de todas as pessoas que estavam envolvidas direta ou
indiretamente com o trabalho e que eu esqueci de mencionar, fica aqui o meu

muito obrigado.



"Nao ¢ possivel refazer este pais, democratiza-lo, humaniza-lo, torna-
lo sério, com adolescentes brincando de matar gente, ofendendo a
vida, destruindo o sonho, inviabilizando o amor. Se a educacdo
sozinha ndo transformar a sociedade, sem ela tampouco a sociedade

muda."

Paulo Freire



RESUMO

Os peixes se apresentam como os vertebrados mais diversificados e os de maior
variacdo genética conhecida. A ordem Perciformes se caracteriza por ser a mais
diversificada e mais numerosa ordem de peixes, na qual se destaca a espécie
Lutjanus jocu, por ser um importante recurso economico da pesca artesanal, de
pequeno a médio porte no Brasil. Apesar dos importantes avancos da ciéncia,
existe ainda acentuada escassez de informagdes sobre esta espécie em questao,
principalmente tratando-se de suportes técnicos cientificos para estabelecer
programas de manejo e conservagdo. Neste contexto, este trabalho teve como
objetivo caracterizar geneticamente a estrutura da populagdo de Lutjanus jocu
utilizando o marcador mitocondrial da regido hipervariavel D-loop (regido
controle) em determinados pontos do litoral brasileiro. Ao todo 65 amostras
tiveram seu DNA extraido, amplificado e sequenciado, gerando uma fita
consenso de 420 pb. O indice Fst de Wright apresentado foi baixo e positivo,
variando entre 0.023 e¢ 0.076 (p = 0.95). As analises de variancia molecular
corroboram os valores encontrados pelo indice de Fst, o qual apresentou valor
baixo, porém positivo (V= 1.387). Tais valores indicam que houve uma leve
diferenciacdo genética entre as populacdes, evidenciada pelas arvores
filogenéticas. Os valores encontrados para os testes de neutralidade de Tajima
(Tajima, 1989) e Fu (Fu, 1997) foram negativos para ambos os testes (D = -
0,9059 e Fs = -2.901; P > 0,05 respectivamente) sugerindo expansao
populacional. Estudos genéticos utilizando-se marcadores nucleares sao
necessarios para maior compreensao da espécie e identificagdo de matrizes
doadoras de genes, como alternativa para preservagao ¢ manutengao de estoques
de L.jocu.

Palavras-chave: Conservacao, estruturagdo genética, Lutjanidae, peixes recifais,

pesca.



ABSTRACT

Fish present themselves the most diverse vertebrate and most known by genetic
variation. The Perciformes order is characterized by being more diverse and
more numerous, which stresses Lutjanus jocu, for being an important economic
resource of industrial fishing, from small to medium sized in Brazil . Despite
major advances in science, there is acute shortage of information on this species
in question, particularly in the case of scientific data and technical support to
establish management and conservation programs. In this context, this work
aimed to characterize genetically the population structure of Lutjanus jocu using
the mitochondrial marker D-loop hypervariable region (control region) at certain
points along the Brazilian coast. Altogether, 65 samples had their DNA
extracted, amplified and sequenced, generating a 420 bp consensus tape. The Fst
index Wright presented was low and positive, ranging between 0.023 and 0.076
(p = 0.95). The analysis of molecular variance corroborate the values fopd
the Fst index, which showed low value, but positive (V = 1.387). These values
indi¢htd there was a slight genetic differentiation between populations,
evidenced by phylogenetic trees. The values foford tests of neutrality of
Tajima (Tajima 1989) and Fu (Fu, 1997) were negative for both tests (D = -
0.9059 and Fs = -2901, P> 0.05 respectively) suggesting expansion population.
Genetic studies using nuclear markers are needed to better understand the
species and to identify donor arrays of genes, as an alternative to the

preservation and maintenance of L.jocu stocks.

Keywords: Conservation, genetic structure, Lutjanidae, reef fish, fishing.
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I. INTRODUCAO

O Brasil abriga a biota mais diversa entre os 17 paises megadiversos do
planeta (Lewinsohn e Prado 2002), devido ao fato de o Brasil possuir cerca de
8.500 km de area costeira, totalizando 3,5 milhdes de km? de ZEE (Zona
Economica Exclusiva), o qual se estende desde o Cabo Orange (5° N) até o Chui
(34° S) e encontra-se, em sua maior parte, em regioes tropicais e subtropicais
(CNIO, 1998). A Zona Econdmica Exclusiva brasileira (ZEE) ¢ uma importante
area de endemismo marinho e uma d4rea prioritdria para conservagdo da
biodiversidade (McKenna & Allen 2002), entretanto, a regido permanece
insatisfatoriamente conhecida em relacdo a sua diversidade biologica (Couto et
al. 2003, Amaral & Jablonski 2005).

Os peixes constituem o grupo mais diverso dos Craniata (grupo que inclui
Vertebrata, além dos peixes bruxa), compreendendo pelo menos 25.000 espécies
atuais. Peixes ndo representam um grupo natural, sendo na realidade uma
“escada” filogenética, constituida pelos peixes-bruxa (Hyperotreti ou Myxini),
as lampréias (Hyperoartia ou Petromyzontoidea), os tubardes, quimeras e raias
(Chondrichthyes), os peixes com nadadeiras raiadas (Actinopterygii), os
celacantos (Actinistia) e os peixes pulmonados (Dipnoi), além de numerosos
grupos extintos (Janvier, 1996). A ordem Perciformes se caracteriza por ser a
mais diversificada entre todas as ordens de peixes e também por ser a com maior
numero de espécies entre os vertebrados (Nelson, 2006), na qual se destaca a
familia Lutjanidae, com inimeras espécies consideradas como importantes

recursos pesqueiros em toda sua drea de ocorréncia.

I.I A familia Lutjanidae

A familia inclui 105 espécies agrupadas em quatro subfamilias

(Paradichthyinae, Etelinae, Lutjaninae e Apsilinae) e 17 géneros (Nelson, 2006).
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Lutjaninae ¢ a maior subfamilia e inclui cerca de 70 espécies, agrupadas em seis
géneros: Lutjanus, com 64 espécies, Macolor e Pinjalo, com duas espécies cada,
e trés géneros monotipicos, Hoplopagrus, Ocyurus € Rhomboplites (Nelson,
2006). Apesar do elevado niimero de espécies e sua distribuicdo em todo o
mundo, a familia tem sido pouco investigada e resultados contraditérios foram
obtidos sobre as relacdes filogenéticas e do status taxonomico de alguns de seus
géneros e espécies. Por exemplo, a validade do género Ocyurus foi amplamente
debatida (Anderson, 1967; Davis & Birdsong, 1973; Domeier & Clarke, 1992;
Chow & Walsh, 1992; Loftus, 1992), o que levou alguns autores a propor a
sinonimizagdao de Ocyurus com o género Lutjanus (Loftus, 1992; Clarke et al.,
1997). Sdo popularmente conhecidos como vermelhos, pargos, ciobas ou
caranhas. Os Lutjanideos sdo caracterizados por apresentarem crescimento lento
(K<1,5) e longevidade média a alta (vinte a trinta anos) o que torna estas
espécies altamente vulneraveis a sobrepesca (Magalhdes er al., 2003). Seus
habitos alimentares sdo basicamente carnivoros e se alimentam principalmente
de peixes, crustaceos, moluscos e urocordatas pelagicos (Anderson, 2003).

Atualmente, os Lutjanideos, sdo capturados desde dguas costeiras até a
plataforma externa, bancos e ilhas oceanicas do Nordeste, apresentando
comportamento ontogenético de particao de habitat. Juvenis menores que sete
centimetros podem ser encontrados em manguezais ¢ estudrios. Enquanto que
em regides costeiras rasas sao encontrados individuos que variam de 10 a 30 cm
e em recifes mais profundos, individuos maiores que 40 cm (Freitas et al., 2011,
Moura et al., 2011). A maioria dos exemplares desta familia possui vida longa,
crescimento lento, e sdo extremamente importantes para as pescas artesanais,
pois fornecem um recurso alimentar importante para os paises em
desenvolvimento (Russ & Alcala, 1989; Blaber et al., 2005).

O género Lutjanus abriga 65 espécies (39 no Indopacifico, 9 no Pacifico
oriental, 12 no Atlantico ocidental ¢ 5 no Atlantico oriental), habitantes de

fundos rochosos e coralineos de regides tropicais e subtropicais (Claro &
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Lindeman, 2008). A excecao de Lutjanus alexandrei, a qual ¢ endémica da costa
brasileira, todas possuem distribui¢do desde a regido caribenha até regides ao sul
da costa brasileira (Moura & Lindeman, 2007), apesar de um tnico espécime de
L. jocu ter sido relatado para o Mar Mediterraneo em novembro de 2005 (Vacchi
et al, 2005). A espécie em questdo, L. jocu, conhecido popularmente como
Dentdo (no estado do Espirito Santo), ¢ amplamente distribuido nas aguas
tropicais do Brasil e ¢ um recurso importante na pesca artesanal, de pequeno a
médio porte. Ocorre desde a costa de Massachusetts, EUA até a costa de Sao
Paulo (Floeter ef al, 2003), incluindo o Golfo do México e o Mar do Caribe
(Cervignon, 1993). No Atlantico leste ocorre nas Ilhas de Sao Pedro e Sao Paulo

(Lubbock, R. and A. Edwards, 1981) e de Fernando de Noronha (Figura 1).

o

Figura 1. Mapa da distribui¢do espacial de Lutjanus jocu. (Fishbase)

O Dentao caracteriza-se por possuir coloracao vemelho-alaranjado (Figura
2); dentes caninos bastante evidentes, com um dos pares maior e visivel mesmo
com a boca fechada; mancha branca triangular no rosto abaixo dos olhos
(ausente nos juvenis); uma linha lateral azul descontinua, do focinho até o

opérculo (nos juvenis a linha frequentemente se apresenta de forma continua e
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mais aparente); as vezes apresenta barras verticais; nadadeira anal arredondada.
Nadadeira dorsal com dez espinhos e treze ou quatorze raios moles; nadadeira
anal com trés espinhos e oito raios moles, com comprimento maximo de 85 cm e
médio 42 cm de comprimento zoologico (Lessa & Nobrega, 2000). Inexistem

dados de classificagdo para esta espécie junto a lista vermelha da ITUCN.
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Figura 2: Exemplar de Lutjanus jocu. (Safmc.net)
I.II' A pesca no Brasil e a sua importancia para os Lutjanideos

No Brasil, a atividade pesqueira ¢ realizada principalmente por duas
formas diferenciadas de produgdo: a produgdo industrial - representada pela
frota pesqueira chamada “empresarial”’, e a produgdo mercantil simples -
representada pelas pescarias comumente denominadas ‘‘artesanais” ou “de
pequena escala” (Marrul-Filho, 2003; Vasconcellos et al., 2004). Ambas as
formas produtivas sdo quase que equivalentes quanto a producdo, mas as
pequenas pescarias ainda representam o maior percentual produzido pela
atividade de pesca extrativa marinha. A Food and Agriculture Organization of
the United Nations (FAO) estima que o setor de pequena escala envolva um
contingente de cerca de 2 milhdes de trabalhadores no pais, e, segundo o

Boletim de Estatistica da Pesca divulgado pelo IBAMA (2008), este foi
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responsavel por cerca de 52% das 527.871,5 toneladas de pescado produzida no
ano de 2006 (Tabela 1) (FAO, 2004; IBAMA, 2008).

A pesca artesanal surgiu da faléncia na economia dos ciclos cafeeiro e
agucareiro do Brasil Coldnia e, também, devido a necessidade de exploragao de
outros meios que ndao fossem os recursos de flora e fauna litoraneas, como o
palmito, a caxeta e os animais de caga (Diegues, 1973). Entre o periodo que vai
do século XVIII ao inicio do século XX, verificou-se no Brasil a formacao de
varias comunidades maritimas e litordneas cujos membros viviam, sobretudo ou
parcialmente, da atividade pesqueira (Silva, 1997). Atualmente, estima-se que o
pais possua aproximadamente 600.000 pessoas que podem ser categorizadas
como pescadores artesanais (Diegues, 2008), constituindo uma atividade
principal para uma expressiva parcela da populacdo litordnea (Cabral, 1997;
Branco, 2006). No entanto, poucos incentivos governamentais sdo oferecidos,
apesar do grande nimero de pessoas envolvidas na atividade de pesca e de esta
atividade ser considerada importante na medida em que abastece os mercados de
pescados. Além disso, nao ha nenhum equilibrio na distribui¢dao das atividades
pesqueiras artesanais no pais: mais de 40% da pescaria artesanal no pais esta
concentrado na regido Nordeste (Diegues, 2008).

Dados estatisticos brasileiros do IBGE ¢ IBAMA no periodo de 1960 a
2009 (Figura 3) mostram uma tendéncia de crescimento de producao de pescado
proveniente do mar at¢ 1985, quando atingiu cerca de 760.400 toneladas. A
partir de entdo, registrou-se um continuo decréscimo, sendo que o total pescado
foi de apenas 435.400 toneladas, uma queda de 57% na produgdo. Segundo Paez
(1993) e Giulietti & Assumpgdo (1995), a redugdao na produgdo pesqueira
maritima, por sua vez, se deve a sobrepesca de algumas espécies, a predacao dos
recursos naturais € a consequente diminuicdo dos estoques. Entre os anos de
1990 e 2002, apesar da pequena flutuagdo de indices, a produg¢do pesqueira

marinha mostrou-se estagnada. A partir do ano de 2003, as estatisticas
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pesqueiras apontaram uma recuperacdo da produgao pesqueira total, totalizando

585.000 toneladas no ano de 2009.
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Figura 3. Historico da produ¢do pesqueira marinha no Brasil nos tltimos 50

anos. Fonte: IBAMA (2009)

A producao de pescado nacional para o ano de 2011 foi de 1.431.974,4 t,
registrando-se um incremento de aproximadamente 13,2% em relagdo a 2010. A
pesca extrativa marinha continuou sendo a principal fonte de produgdo de
pescado nacional, sendo responsavel por 553.670,0 t (38,7% do total de
pescado), seguida pela aquicultura continental (544.490,0 t; 38,0%), pesca
extrativa continental (249.600,2 t; 17,4%) e aquicultura marinha (84.214,3 t; ~
6%). Em 2011, a regido Nordeste continuou registrando a maior producao de
pescado do pais, com 454.216,9 t, respondendo por 31,7% da produgdo
nacional. As regides Sul, Norte, Sudeste e Centro-Oeste registraram 336.451,5 t
(23,5%), 326.128,3 t (22,8%), 226.233,2 t (15,8%) e 88.944,5 t (6,2%),
respectivamente (ICMBIO, 2011).

A pesca de linha de fundo, a qual foi introduzida com o objetivo de

diversificar a pesca da lagosta e atum, que se encontrava em declinio durante a
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década de 1960, foi importante para o inicio da exploragdo industrial de espécies
da familia Lutjanidae por meio de linhas pargueiras. A carne dos peixes dessa
familia era considerada de excelente qualidade, atingindo elevado wvalor
comercial, sendo, portanto, alvo de pescarias em vdrias regides em todo o
mundo (Nelson, 1994, Begossi ef al., 2011), além de também serem muito
procurados pelos pescadores recreativos, particularmente na regido do Caribe,
incluindo o Golfo do México (Allen, 1985).

Em um estudo sobre o impacto da pesca nos ecossistemas marinhos no
Brasil, Freire (2005) apontou que as pescarias dirigidas a atuns, lagostas,
vermelhos, camardes e peixes demersais possuem alto valor como resultado de
sua captura em massa ou a receita gerada por suas exportagdes, entretanto varias
espécies do oceano nordeste brasileiro estdo sendo sobre-explorados
(sobrepesca). As espécies mais suscetiveis a sobrepesca sdo aquelas que
apresentam alto valor comercial, maturam tardiamente, possuem limitacdes
geograficas e/ou recrutamento esporadico (Sadovy, 2000; Dulvy et al., 2004),
assim como o L. jocu.

A sobrepesca provém da redugdo significativa do nimero de adultos e da
captura progressiva dos individuos juvenis, o que compromete o recrutamento
nos anos posteriores (Paes, 2002). Esta pratica, aliada a fatores ambientais,
podem influenciar a diversidade genética e o tamanho das populagdes ao longo
dos oceanos, tais como duracdo do periodo larval pelagico e estratégia de
reproducdo das espécies, dindmica das correntes oceanicas € eventos historicos
(Shulman & Bermingham, 1995; Shulman, 1998; Barber ef al., 2000; Nelson et
al., 2000), tais como a série de periodos glaciais e interglaciais ocorridas
durante o periodo Pleistoceno (Imbrie ef al.,, 1992). Além disso, a sobrepesca ¢
uma das trés ameagas mais importantes para um ambiente recifal, uma vez que
provoca efeitos negativos dramaticos e duradouros sobre a assembléia de
organismos vivos (Roberts, 1995; Jennings e Lock, 1996). No mundo todo, a

pressdao da pesca ao longo da ultima década causou uma severa reducdo na
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abundancia espécies de peixes recifais (Hawkins e Roberts, 2004), mudancas no
seu tamanho caracteristicas de composi¢do e de historia de vida (Roberts e
Polunin, 1993), mudangas na estrutura trofica (Jennings et al., 1995), e

interrupg¢ao de processos ecologicos importantes (Bellwood et al., 2004).

L.IIT Biogeografia e genética populacional - Lutjanidae

O conceito de filogeografia foi introduzido por Avise et al. (1987) para
designar o estudo da distribuicdo da variabilidade genética de uma espécie em
uma escala espacial e temporal e t€m por objetivo revelar a historia evolutiva de
uma linhagem, correlacionando-a com sua distribuicdo geografica, através,
principalmente, das diferengas entre sequéncias de DNA mitocondrial (mtDNA)
(Avise, 2000). Analises de padroes filogeograficos permitem a verificagdo de
estruturacdo genética ¢ a interpretacdo das possiveis barreiras ao fluxo génico
dentro e entre as espécies (Eizirik et al., 2001), gerando um aumento do
conhecimento sobre os processos historicos biogeograficos.

A composicao de espécies marinhas apresenta um alto grau de variagao
geografica com diferengas notaveis entre e dentro de regides e ao longo de
gradientes latitudinais e longitudinais (Briggs, 1974; Bellwood & Hughes, 2001;
Jones et al., 2002; Mora et al., 2003; Bellwood et al., 2005; Mora & Robertson,
2005). Estas diferengas ocorrem principalmente devido aos processos que
acontecem em escalas regionais e locais (Mora et al., 2003; Floeter et al., 2008).

Dentro dos processos regionais que podem ser reconhecidos como
importantes na variagdo da diversidade de espécies estdo os processos
geograficos como a formacdo de barreiras (Mora et al., 2003; Robertson &
Cramer, 2009) e os eventos de radiagdo e diversificacao evolutiva (Harrison &
Cornell, 2008). Barreiras fisicas marinhas podem isolar populagdes e fornecer

pontos de partida para a especiagdo, como evidenciado por estudos
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filogeograficos como o da formagdo do Istmus do Panama ha mais de trés
milhdes de anos atras (Jordan, 1908).

Os recifes de coral estdo sob ameagas antropogénicas, sob uma variedade
de impactos incluindo sobrepesca, polui¢do e mudangas climaticas (Hutchings e
Reynolds 2004; Jones et al., 2007; Munday et al., 2009), € o risco de extin¢ao
estd se tornando cada vez maior (Powles et al., 2000; Dulvy et al, 2003;
Reynolds et al,2005). Estudos demonstram que a biomassa de peixes recifais
cai com o aumento da pressdo de pesca, € que as diferencas encontradas em
diferentes ambientes impactados por ameagas antropogénicas, como a
sobrepesca, transformou a composi¢cdo da assembléia de peixes a cobertura
caralina (Hawkings and Roberts, 2003).

A maioria dos peixes recifais ameacados de extingdo, que se distribuem
desde a regido Nordeste, no Espirito Santo, até¢ Arraial do Cabo utilizam bancos
de gramineas, estuarios e manguezais como habitats adjacentes em toda a costa
brasileira, enquanto, espécies recifais da regido Sul e Sudeste do Brasil, utilizam
fundos arenosos como habitats adjacentes para concluirem seus ciclos de vida
(Vila Nova, 2010).

A extensa costa brasileira possui ambientes com caracteristicas distintas,
sendo que no sudeste-sul a formagao dos recifes € rochosa, enquanto que no
nordeste a formagdo de arenito possui uma diversidade na cobertura bentonica,
incluindo corais e algas calcarias. Essa mudanca na estrutura das comunidades
recifais (Maida e Ferreira, 1997; Floeter et al., 2001) é acompanhada pela
diferenga na temperatura minima da agua, que pode ser inferior a 18°C em
certas épocas na por¢ao sudeste-sul.

Na costa brasileira, a temperatura da dgua ¢ estabelecida principalmente
por duas correntes marinhas: a Corrente do Brasil, vindo do norte com aguas
quentes, e a Corrente das Malvinas, vindo do sul com aguas geladas. Santos et
al. (2006) demonstram que apesar da capacidade de dispersdao durante o periodo

pelagico, a temperatura das diferentes correntes maritimas age como principal
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barreira entre a porcdo nordeste e sudeste-sul, e apesar de espécimes de
Pescadinha (Macrodon nancylodon) serem morfologicamente indistinguiveis
entre essas regioes, dados moleculares separam claramente em grupos distintos.

Nos ultimos anos um considerdvel aumento da aplicacdo de marcadores
moleculares de DNA tem sido observado na andlise de problemas relativos a
genética de populacdes e a sistematica. Diversas técnicas de biologia molecular
desenvolvidas estdo atualmente disponiveis para a deteccdo de variabilidade
geneética, viabilizando a obtencdo de um numero praticamente ilimitado de
marcadores moleculares. Esses marcadores permitem a verificagdo tanto de
relagdes filogenéticas entre espécies, quanto de segregacdo reprodutiva entre
populacgdes reprodutivamente isoladas, mesmo quando pertencentes ao mesmo
estoque de exploracdo pesqueira em zona de alimentagdo comum (Foresti et al.,
2005).

Estudos genéticos em populagdes de peixes tém sido realizados utilizando
se marcadores bioquimicos € moleculares, tais como aloenzimas, isoenzimas,
RAPD (“Randomly Amplified Polymorphic DNA” - polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso), SPAR (“Single Primer Amplification Reaction” — reagdo
de amplificagdo com primer Unico), RFLP (“Restriction Fragment Lenght
Polimorphism” - polimorfismo de comprimento de fragmentos de restri¢ao),
AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism’ - polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados), VNTR (“Variable Number Of
Tandem Repeats” -ntimero variavel de repeticdes em tandem — minissatélites) e
STR (“Short Tandem Repeats — repeti¢des curtas em tandem’) (Marques, 2002).

Estruturas populacionais de Lutjanus synagris, por exemplo, foram
avaliadas em aguas dos EUA por Gold et al(2011) utilizando marcadores
microssatélites € mitochondriais (mtDNA) de amostras de quatro localidades do
Caribe e de uma localidade na Florida. Diferengas alélicas e genotipicas
significativas foram encontradas, além de significante heterogeneidade na

distribuicdo de haplotipos (mtDNA). As analises de comparagdes par-a-par
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revelou que os peixes da Florida diferiram significativamente de peixes do
Caribe americano em relacdo a ambas as analises. O trabalho sugeriu que as
quedas no tamanho efetivo de ambas as populagdes sdo relativamente recentes e
que a preocupagao sobre a gestdo do Ariacd (Lutjanus synagris) na Florida foi
justificada (Gold et al., 2011).

A identificagdo de estoques pesqueiros e sua variabilidade genética tem
sido realizada de forma crescente e eficaz pela utilizacio de marcadores
moleculares altamente polimorficos (Blaber et al., 2005) como de sequéncias da
regido D-loop, também conhecido como regido controle do mtDNA. A
descoberta da utilidade do DNA mitocondrial (mtDNA) como marcador
molecular no final da década de 70 (Avise et al., 1979; Brown et al., 1979),
produziu um grande impacto nos estudos moleculares de genética de populacdes
e evolucdo. Esta regido (Figura 4), por ter uma taxa evolutiva duas a cinco vezes
mais rapida que o restante do genoma mitocondrial (Meyer, 1993), fornece
informagdes genéticas que permitem inferir relagdes entre taxons proximos € a
historia de populacdes através de estudos de fluxo génico, especiagao,

sistemadtica e estrutura de populagdes (Avise, 1994).

Phe 125 rDNA
. 3 Val
- o

Thr,
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Figura 4. Representacdo esquematica do genoma mitocondrial dos vertebrados

mostrando em destaque, a regido controle (Dloop).
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Venceslau ef al. (2008) analisou geneticamente diferentes populacdes de
um outro exemplar da familia Lutjanidae, o Ocyurus chrysurus (popularmente
conhecido como Guaiiiba) ao longo da costa oeste do Atlantico e as comparou
com populagdes brasileiras afim de testar a hipotese nula de homogeneidade nas
areas. As analises de sequéncias de DNA mitocondrial (663 pb da regido
controle) ndo apresentaram diferengas entre populagdes brasileiras, mas
detectou-se diferengas significativas entre populagdes brasileiras e as do Caribe
(Belize). Assim, populagdes brasileiras de Guaitiba devem ser tratadas como um
Unico estoque genético (panmixia) o que provavelmente resulta da plasticidade
fenotipica da espécie. Por outro lado, ha forte restri¢ao ao fluxo génico entre as
populacgdes de O. chrysurus do Caribe e do Atlantico Sul Ocidental.

No tocante as pesquisas de estruturagdo genética entre espécies de
diferentes areas amostrais, duas espécies de peixes recifais, Acanthurus
chirurgus e Cephalopholis fulva tiveram suas populagdes analisadas por meio de
eletroforese de isoenzimas, entre o Atol das Rocas e Costa do Ceara. A.
chirurgus, mais conhecido como Cirurgido apresenta estoques pesqueiros
diferenciados entre as duas populagdes, enquanto que o mesmo ndo foi
encontrado para as populacdes de C. fulva que apresentam fluxo génico
irrestrito.

Apesar da existéncia de alguns trabalhos, como teses e dissertagdes, além
de artigos cientificos para variadas espécies de peixes marinhos, L. jocu
apresenta escassa informagdo relativa a sua caracterizacdo genética na costa
brasileira. Além disso, ainda existe acentuada escassez de informagdes sobre os
ecossistemas marinhos, principalmente quando comparados aos terrestres
(Castellanos & Galindo, 2011). Frente a imensa diversidade de peixes presentes
nos ecossistemas marinhos brasileiros, a quantidade de informagdes disponiveis
sobre a estruturacao genética de populagdes estd aquém da necessaria para servir
de base para o estabelecimento de politicas de protecdo a esses recursos

genéticos. Faz-se necessdria uma unido de esfor¢os no sentido de gerar
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informacdes genéticas confidveis que sirvam de base para futuros

monitoramentos genéticos das populagdes (Hilsdorf et al, 2006)

II. OBJETIVOS

Caracterizar geneticamente a estrutura da populacdo de Lutjanus jocu
utilizando o marcador mitocondrial da regido hipervariavel D-loop (regido
controle) em determinados pontos do litoral brasileiro, visando identificar a
conectividade e ocorréncia de fluxo gé€nico entre as populagdes, ocorréncias de

barreiras geograficas e areas prioritarias para conservagao da espécie.

IL.I. Objetivos especificos

1. Estimar indices de diversidade genética intra e inter-populacional;

2. Avaliar indices de similaridade intra e inter-populacional;

3. Verificar a ocorréncia de estruturacdo populacional associada a
areas/barreiras geograficas;

4. Discutir possiveis acoes de manejo € conservagao para a especie.

III. MATERIAIS E METODOS

IILI Area de estudo

As coletas foram realizadas em quatro diferentes estados brasileiros:
Espirito Santo, Bahia, Paraiba ¢ Pernambuco, conforme mostra a figura 5. Em
cada um deles, a coleta foi realizada em diferentes pontos conforme o nimero de
desembarque ¢ a acessibilidade ao ponto de coleta. No ES foram realizadas
coletas em: Guarapari (-20.663776,-40.490248), Aracruz (-19.951866,-
40.150117), Barra nova (-18.951619,-39.746121), Guriri (-18.735586,-
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39.722720), ambos bairros do municipio de Sao Mateus; e Concei¢do da Barra
(-18.610088, -39.737732). Na Bahia as coletas foram realizadas em Caravelas (-
17.737149, -39.268282), Nova Vigosa (-17.995663, -39.253745) e Porto Seguro
(-16.493086,-38.846207). Na Paraiba, amostras foram coletadas em Cabedelo (-
6.960149,-34.800590) ¢ Jodo Pessoa (-7.112023, -34.800716). Em Pernambuco
foram coletas amostras na Ilha de Itamaraca (-7.697073, -34.817868). Os pontos

amostrais podem ser evidenciados na figura abaixo.

4 Pontos Cardeais

M (v

Brasil Politico

Figura 5. FElucidagdo dos pontos de coleta distribuidos ao longo da costa
brasileira, com destaque para Espirito Santo, Bahia, Pernambuco e Paraiba.

IILIT Coleta de material bioldgico

1. In situ
Para o presente estudo, foram coletadas pequenas partes da nadadeira
caudal e/ou lateral do peixe. Utilizou-se tesoura, pinga, alcool comum para

esterilizagdo, eppendorf de 1,5ul e alcool absoluto para acondicionamento. As
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coletas in situ foram realizadas em parceria com o Programa Meros do Espirito
Santo, utilizando-se da estrutura e logistica j4 organizada para este projeto.
Foram realizadas diversas saidas a campo com o objetivo de coletar espécimes
juvenis de Dentdo, capturados como fauna acompanhante de espécimes de
Ephinephelus itajara, conhecido popularmente como Mero.

Para a captura destes exemplares, foram utilizadas armadilhas de espera,
denominadas "covos" (Figura 6). Os “covos” eram construidos e alocados entre
as raizes dos mangues, sendo monitorados posteriormente por pescadores que
auxiliavam no programa. As armadilhas eram monitoradas diariamente até que
os pescadores notassem algum peixe preso a elas. A armadilha era retirada da
agua e um pedaco da nadadeira do peixe era cortado, servindo assim de amostra
biologica para o presente estudo.

ApoOs a coleta da amostra, os espécimes (Figura 7) foram devolvidos ao
estudrio de forma a ndo alterar a estrutura populacional do peixe e evitar o 6bito.
Os animais coletados eram foram acondicionados em eppendorfs numerados,

contendo alcool absoluto e armazenados em geladeira ou frezzer comum.

Figura 6. Detalhe da armadilha e da coleta realizada em campo,
evidenciando a coleta da nadadeira do peixe. Foto: arquivo pessoal.
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Figura 7. Lutjanus jocu juvenil amostrado no estudrio de Barra Nova, municipio
de Sao Mateus, ES. Foto: arquivo pessoal.

2. Peixarias

Nas coletas em peixarias, o peixe foi identificado por meio de caracteres
morfoldgicos principais para tal espécie, especialmente pela mancha branca
abaixo da abertura ocular do peixe, mais conhecida como “lagrima”, e pelos
caninos frontais bem evidentes. Apds a identificagdo do peixe, perguntas foram
feitas aos donos das peixarias como forma de investigar a origem exata do peixe.
Os dentdes que tinham sua origem conhecida foram coletados e acondicionados
em eppendorfs contendo alcool absoluto e numerados. Apds a coleta, as
amostras foram levadas ao Laboratério de Genética e Conservagao Animal e

foram armazenados em freezer.

3. Pescadores
Alguns pescadores de vilarejos foram selecionados apds pesquisa entre os
moradores para colaborar com o trabalho. Como sdao poucos os pescadores que

possuem equipamentos para pescas demersais, um pescador de cada uma das
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localidades amostradas no Espirito Santo foi selecionado (Guarapari, Barra
Nova e Concei¢ao da Barra). Um guia de identificacdo foi entregue a cada um
dos pescadores que colaboraram com a pesquisa como forma de evitar erros na
identificacdo do peixe coletado. Eppendorfs contendo alcool foram distribuidos
para que a coleta acontecesse durante a pesca e as amostras entdo pudessem ser
acondicionadas corretamente. Essas amostras também foram armazenadas em
freezer no Laboratério de Genética e Conservagao Animal nas dependéncias do

CEUNES - UFES.

IILIIT Extragao de DNA

Para a extragdo de DNA do pedago da amostra de nadadeira caudal foi
utilizado o protocolo desenvolvido por David Vieites — U.C. Berkeley. Apos
esterilizagdo do local com alcool, o tecido foi cortado em cima de um Parafilm
apoiado em uma placa de petri, com auxilio de uma pinga e um bisturi e
colocado em um tubo de 1,5uL. A solugdo de lise foi adicionada aos tubos (410
uL de buffer de extracdo + 80uL SDS 10% + 15uL proteinase K (20u/uL). As
amostras foram incubadas a 55°C por aproximadamente 2 horas vortexando a
cada meia hora até a digestdo total do tecido. Centrifugou-se as amostras a
13.000 rpm por 5 minutos, transferindo o sobrenadante (liquido) para um novo
tubo de 1,5uL e adicionando 180uL NaCl (5M).

Apos inverter o tubo 50 vezes para homogeneizar, realizou-se uma nova
centrifugacdo a 13.000 rpm por 5 minutos. Transferiu-se o sobrenadante para
um novo tubo (mantendo em um bloco resfriado) e adicionando 1.000uL de
isopropanol gelado, misturando gentilmente. Centrifugou-se a 13.000 rpm por
7 minutos, descartando o sobrenadante e, logo em seguida, adicionando 250uL
etanol 80%. Apds inverter 50 vezes para misturar, repetiu-se este ultimo
procedimento. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 13.000rpm por 7

minutos, realizando o descarte do sobrenadante por completo. O alcool foi
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removido completamente no banho a 50-55°C. A ressuspen¢ao do DNA foi feita

adicionando 50uL de tampao.

[II.IV Amplificacdo e Sequenciamento da regido controle - Dloop do mtDNA

Para a realizacdo de ambas as amplificacdes de DNA foram utilizados
dois tipos de termociclador diferentes, ambos com o mesmo programa: PTC-100
da MJ Reaserch INC e 96 Well thermal cycler da Aplied Byosistems. Os
primers utilizados para a reacao (listados abaixo) foram descritos por Ostellari et
al. (1996) e sintetizados pela Invitrogen, aliquotados para 10ng/ul.:

» L-Pro-1 (5’ACTCTCACCCCTAGCTCCCAAAG-3") e
» H-DLCI1 (5'CCTGAAGTAGGAACCAGATGCCAG-3).

As reacdes de PCR (Polimerase Chain Reaction) foram feitas utilizando
12.4ul H?0 Miliq, 3.5ul de Buffer 10x, 1ul de MgClI?, 0.5ul de Dntp, 0.3ul de
Primer, 1.0UI de Taq Polimerase, além de 1pl de DNA por amostra. O programa
utilizado para a amplificagdo da regido controle foi: desnaturagdo térmica de
94°C durante 3 minutos; anelamento a 94°C durante 1 minuto; 50°C por 1
minuto, seguido por 72°C durante 1 minuto, repetindo-se 35 vezes. A extensao
durou 5 minutos a 72°C. Para a visualiza¢do das amostras ap6s amplificagdo, um
gel de agarose foi preparado a 1.5% conforme orientagdo do fabricante. Apds
secagem do gel, as amostras foram pipetadas no gel contendo 3ul de amostra
para 1.5ul de corante Blue Juice (aliquotado conforme orientacdo do fabricante)
e foram submetidas a corrente elétrica de 160 watts, 90 voltagem e 60 mili
amperagem durante 45 minutos. As amostras foram entdo colocadas em um
transiluminador EagleEye II sob luz ultravioleta para visualizacdo das bandas
amplificadas da regido controle, em torno de 615pb, quando utilizado um ladder

de 100kb (Invitrogen) para comparagao.
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II1.V Analise e processamento dos dados

Ao todo, 125 amostras tiveram seu DNA extraido, foram submetidas a
reacdo de amplificagdo e de sequenciamento. Com o objetivo de analisar e editar
as sequéncias, os programas GENEIOUS PRO 3.0.5 (Biomatters Ltd.) € foram
utilizados primeiramente. Na medida em que as amostras tiveram suas
sequéncias analisadas e confirmadas mediante a visualizacdo do
eletroferograma, o alinhamento das sequéncias foi feito utilizando o programa
Clustal W (Thompson et al., 1994) online. Das 125 amostras, foram
selecionadas 65 amostras que possuiam uma melhor leitura das sequéncias para
serem analisadas de forma mais fidedigna possivel. O programa BIOEDIT (Hall,
1999) foi utilizado para formagao de sub-grupos e padronizagdo das sequéncias.

No intuito de promover a divisdo das amostras em sub-grupos, o
programa DnaSP (Rozas and Rozas,1999) foi utilizado. Este programa também
promoveu a evidenciagdo do numero total de haplotipos encontrados e
compartilhados entre os sub-grupos. A expansdo populacional também foi
investigada através da distribuigdo mismatch com base nas frequéncias das
diferencas par-a-par dos haplotipos (Rogers & Harpending, 1992). O programa
estatistico ARLEQUIN 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) foi utilizado para se
calcular os indices de diversidade genética haplotipica e nucleotidica (h e m; Nei,
1987) e a diferenciacdo genética entre as populacdes a partir da estimativa de
FST (Wright, 1978), sendo que os testes de significancia dos resultados foram
baseados em 10.000 permutagdes.

Valores encontrados de FST entre 0 ¢ 0.05 indicam pouca diferenciagao
genética, entre 0.05 e 0.15 indicam diferenciacdo moderada, entre 0.15 e 0.25,
alta diferenciacdo, enquanto que valores acima de (.25 representam
diferenciacao genética muito alta (Wright, 1978). O teste estatistico de analise
de variancia molecular AMOVA (Excoffier ef al., 1992) foram implementadas

através do mesmo programa para verificar possiveis estruturagdes entre as



30

diferentes regides geograficas analisadas, utilizando para isto o método de
Kimura2P (Weir, B.S. and Cockerham, C.C. 1984) de distancia génica.

Foram determinadas também as andlises de expansdes demograficas
histéricas através dos testes de neutralidade Fu's Fs (Fu, 1997) e Tajima's D
(Tajima, 1989), tendo como base 10.000 permutacdes. As distdncias entre os
haplétipos foram investigados usando o programa de analise median-joining
(MJ) (Bandelt et al., 1995) implementado no programa NETWORK v4.2.0.1
(Fluxus Technology Ltd, Suffolk, Inglaterra, 2004-2006). A fim de evidenciar
possiveis agrupamentos genéticos entre os individuos amostrados, utilizou-se o
programa MEGA4 (Tamura et al., 2007) para verificar a porcentagem de
divergéncia genética entre as sequéncias e para a confec¢ao de dois cladogramas
de similaridade genética utilizando o método méaxima verossimilhanga
(maximum-likelihood estimation-MLE). A confiabilidade dos ramos foi testada
pela analise de bootstrap utilizando 100 replicagdes. Para o enraizamento do
primeiro cladograma, utilizou-se uma sequéncia de mtDNA de Lutjanus
argentiventris a qual encontra-se depositada no GENBANK sob o codigo de

acesso: KF021474.1

IV. RESULTADOS

As amostras dos estados da Paraiba e Pernambuco foram agrupadas para
melhor andlise, pois se tratam de estados pequenos e muito proXimos
geograficamente. Agrupando os dados desta forma, minimiza-se o risco de erros
amostrais por localidade por conta da ampla dispersdo larval dos peixes
marinhos. Dentre as amostras analisadas (Tabela 1), a regido amostral do
Espirito Santo contou com um N amostral de 31 individuos, a Bahia com 24 e a
Paraiba e Pernambuco totalizaram 10 exemplares. As analises nos programas
BioEdit e Geneious geraram uma fita consenso de 410 pb para estudo das

populagdes. Foram encontrados 45 haplotipos no total (Tabela 1), dentre os
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quais dois haplotipos (H14 e H34) foram compartilhados por individuos do ES e
da Bahia.

Tabela 1. Distribuicao dos haplotipos por localidade de Lutjanus jocu
LOCALIDADES BA  PEEPB ES  LOCALIDADES  BA PE E PB ES

HAPLOTIPOS 24 10 31 HAPLOTIPOS 24 10 31
Hap_1 0 1 0 Hap_24 0 1 0
Hap_2 0 0 1 Hap_25 0 1 0
Hap_3 0 0 1 Hap_26 0 2 0
Hap_4 0 0 1 Hap_27 0 0 1
Hap_5 2 0 0 Hap_28 1 0 0
Hap_6 0 0 1 Hap_29 1 0 0
Hap_7 0 0 1 Hap_30 0 0 1
Hap_8 0 0 1 Hap_31 0 0 1
Hap_9 0 1 0 Hap_32 1 0 0
Hap_10 1 0 0 Hap_33 0 0 1
Hap_11 1 0 0 Hap_34 1 0 1
Hap_12 2 0 0 Hap_35 0 0 1
Hap_13 3 0 0 Hap_36 0 0 1
Hap_14 2 0 2 Hap_37 0 0 1
Hap_15 1 0 0 Hap_38 1 0 0
Hap_16 0 0 1 Hap_39 0 0 1
Hap_17 1 0 0 Hap_40 0 0 1
Hap_18 0 0 1 Hap_41 2 0 0
Hap_19 0 0 1 Hap_42 1 0 0
Hap_20 0 1 0 Hap_43 1 0 0
Hap_21 0 1 0 Hap_44 1 0 0
Hap_22 0 1 0 Hap_45 1 0 0
Hap_23 0 1 0

As amostras da Bahia apresentaram uma combinagdo de bases ATCG na
respectiva proporcao: C: 16.88% T: 33.03% A: 38.03% G: 12.07%, enquanto
que as amostras provenientes da Paraiba ¢ de Pernambuco apresentaram a
propor¢do de C: 17.64% T: 32.21% A: 38.43% G: 11.71%. Ja o Espirito Santo
apresentou composi¢cdo nucleotidica na seguinte proporcao: C: 17.08% T:
32.87% A: 38.07% G: 11.97%. A variabilidade genética em nivel de diversidade
haplotipica (h) e nucleotidica (m) apresentada foi alta, variando entre 0,87957 a
0,97778 ¢ 0,02391 a 0,02968 respectivamente (Tabela 2), corroborando com o

pequeno numero de haplétipos compartilhados encontrados neste estudo.



32

Tabela 2.  Caracteristicas moleculares e de diversidade genética entre
sequéncias da regido controle da espécie Lutjanus jocu por localidade.

Localidades N H Lp ts tv h n

ES 31 20 53 54 1 0,87 0,023
BA 24 18 37 36 3 0.97 0,025
PE e PB 10 9 36 28 8 0,97 0,029
TOTAL 65 45 126 118 12 0,96 0,026

N — nimero de individuos, H — nimero de haplétipos, Lp — nimero de loci polimoérficos, ts —
numero de transi¢des, tv — numero de transversdes, h — diversidade haplotipica e © —
diversidade nucleotidica.

O programa Network forneceu uma arvore (Figura 8) que evidencia a
distribui¢do espacial dos 45 haplotipos encontrados nas populacdes de Dentdo
ao longo das regides amostrais. Na figura abaixo, nota-se o compartilhamento de
dois haplotipos entre as populacdes da Bahia e do Espirito Santo, além dos
passos mutagénicos ocorridos entre amostras, evidenciado pelas distancias entre

nodos (pontos).

H_16
H 24 H_22 @
Ty 1|
H_4 H 23
H 20 @

Figura 8. Rede de haplotipos totais, evidenciando os haplétipos compartilhados entre
individuos da regido amostral Espirito Santo e Bahia. Azul = Espirito Santo, Rosa = Bahia e
Verde = PE e PB.
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Os testes de F' (Fu, 1997) e de Tajima (1989) apresentaram valores
negativos em sua maior parte, indicando expansao populacional, exceto para a
populagdo da Bahia, a qual apresentou valor positivo de D = 0.26176. No
entanto, como mostra a tabela abaixo (Tabela 3) os valores encontrados de p nao

foram significativos (p =0.446 em média) para todas as localidades.

Tabela 3. Valores dos testes de neutralidade para Lutjanus jocu e seus
respectivos p. valores.

] Tajima’s F Fu
Localidade D Fs
ES -1,007 p= 0,200 -3,647 p=0.099
BA -0.2617 p=0.647 -3.932 p=0.068
PB e PE -0.0983 p=0.491 -1,126 p=0.225
Total -0,9059 p=0.446 -2.901 p=0.130

Tajima’s D = Estatistica de Tajima (Tajima, 1989) e FS Fu = Estatistica de Fu
(Fu, 1997). Nivel de significancia P< 0,05

O indice de Wright (1978) encontrado foi de 0.20246 (p=0.95)
mostrando-se nao significativo para todas as populagdes, ou seja, ha presenca de
fluxo génico entre as regides amostradas e os valores relativos a diferenciacao

génica das amostras por localidade podem ser visualizados abaixo:

Tabela 4. Diferenciacdo genética entre as populagdes de Lutjanus jocu a partir
da estimativa de Fst e seus respectivos p valores.

Localidade PE ¢ PB BA ES
PEePB e p=0.018+-0.012 p = 0.000+-0.000
BA 0.02390 - p = 0.000+-0.000
ES 0.07650 006748  -m-m—-—-

Nivel de significancia (p<0,05).

A auséncia de estruturagdo populacional sugerida pelo FST nao foi
claramente validada através da andlise de varidncia molecular (AMOVA). As
amostras das diferentes localidades foram consideradas uma unica populagdo,

como predito pelos indices de FST encontrados. Entretanto a AMOVA indicou
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leve preseng¢a de variancia entre as populagdes por conta do valor positivo de V

=1.387 (Tabela 5)

Tabela 5. AMOVA para as amostras de Lutjanus jocu baseado nos indices

de FST.

Fonte de variacao GL SD Variancia Variaciao %
Intrapopulacional 2 66.153 1.387 20.25 %
Interpopulacional 62 338.768  5.463 79.75 %
Total 64 404921  6.851 100 %

Fst = 0.20246 (p=0.95), GL = grau de liberdade, SD = soma dos quadrados.

A tabela abaixo evidencia os codigos utilizados para as amostras coletadas

e suas respectivas regioes (Tabela 6). Logo em seguida, sdao apresentados dois

cladogramas, os quais evidenciam as relacdes filogenéticas entre todo o N

amostral (Figura 9 e 10); e entre a populagdo toda e um grupo controle

(outgroup) - Lutjanus argentiventris.

Tabela 6: Amostras coletadas analisadas por regido e seus respectivos codigos

CcODIGO
ESTADO
CcODIGO
ESTADO
CcODIGO
ESTADO
cODIGO
ESTADO
CcODIGO
ESTADO
CcODIGO
ESTADO

236
PB
B5
ES
B19
ES
C15
ES
G52
BA
V7
BA

237
PB
B6
ES
B20
ES
C16
ES
Vi
BA
V8
BA

239
PB
B7
ES
B21
ES
C17
ES
V10
BA
V9
BA

240
PB
B8
ES
B22
ES
C19
ES
Vi1
BA
VV35
BA

241
PB
B9
ES
B24
ES
C20
ES
V12
BA
VV36
BA

244 245
PB PB
B12 B13
ES ES
B25 C2
ES ES
C21 C22
ES ES
Vi3 V2
BA BA
VV39 VV40
BA BA

246
PB
B14
ES
C5
ES
AB1
BA
V3
BA
V41
BA

2901
PE
B15
ES
cé6
ES
AB2
BA
V4
BA

294
PE
B16
ES
C10
ES
F14
BA
V5
BA

B10
ES
B18
ES
C12
ES
F9
BA
V6
BA
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Figura 9. Arvore de clados filogenéticos com base em teste de maxima verossimilhanca com

nimero maximo de 100 repeticdes por amostra. A numera¢do dos nodos indicam suportes de
bootstrap.
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Figura 10. Hipotese filogenética encontrada neste estudo para populagdes de Lutjanus jocu. A
filogenia da arvore esta enraizada na espécie Lutjanus argentiventris.
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V. DISCUSSAO

De acordo com dados encontrados neste trabalho sobre a diversidade haplotipica
e nucleotidica, Lutjanus jocu apresentou valores altos assim como o trabalho de
Dias Junior, realizado em 2012 para mesma espécie ¢ para localidades
semelhantes. Este fendmeno pode ser observado para outras espécies do mesmo
género como L. argentimaculatus (Ovenden & Street, 2003); L. campechanus
(Garber et al., 2004); L. malabaricus (Blader et al., 2005); L. erythropterus
(Zhang et al., 2006), L. purpureus (Gomes et al., 2008), e L. analis (Dias Junior,
2012). Gold et al. (2012), no entanto, encontrou valores de diversidade
haplotipica e nucleotidica para Lutjanus synagris considerados baixos para a
regido do mar do Caribe americano (h = 0.65 ¢ = = 0.0033) quando comparados
com este e outros estudos da mesma familia citados anteriormente. O valor
baixo desses indices sugere que as quedas no tamanho efetivo de ambas as
populagdes sdo recentes, apontando para programas urgentes de gestdo
pesqueira. Altos valores de diversidade haplotipica e nucleotidica foram
encontrados para espécimes de Cephalopholis fulva - Serranidae (Silva, 2011).
Esta condi¢do parece ser compartilhada pela maioria das espécies de peixes
recifais de distribuigcdo panmitica. A alta diversidade haplotipica, quando ¢
seguida de alto valor de diversidade nucleotidica, pode ser atribuida a grandes e
estaveis populacdes com longa historia evolutiva (Grant ¢ Bowen 1998), assim
como exemplares da familia Lutjanidae.

O indice FST de Wright apresentado foi relativamente baixo, variando
entre 0.023 ¢ 0.076; (p=0.95), o que indica pouca diferenciacdo genética entre as
regidoes amostrais. As andlises de variancia molecular corroboram os valores
encontrados pelo indice de FST, o qual apresentou valor baixo, porém positivo
(V= 1.387), ou seja, pode-se supor que as amostras da Paraiba e Pernambuco,
diferiram geneticamente das amostrada Bahia e do Espirito Santo. Estes

resultados apontam para duas hipdteses: (a) existe uma leve diferenciacao
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genética entre a regido da Bahia/Espirito Santo e Paraiba/Pernambuco,
sugerindo a ac¢do de alguma barreira geografica, como o caso da plataforma
continental de Abrolhos; (b) o nimero de espécimes analisados, ou seja, o N
amostral para o grupo PB/PE foi pequeno (N = 10) quando comparado aos
demais, tratando por assim, subestimar os valores encontrados para a regido.
Esta segunda hipotese € mais aceita quando comparamos os valores de FST
(diferenciagdo genética) com os valores encontrados para os testes de
neutralidade de Tajima (Tajima, 1989) e Fu (Fu, 1997) para verificar se ha
desvio do equilibrio neutro entre as populagdes. Os valores negativos para
ambos os testes sugerem expansao populacional ou efeito carona (hitchhiking),
ocasionado provavelmente pela existéncia e acdo da Corrente do Brasil no
sentido sul (Lumpkin & Garzoli, 2005) abrangendo vasta area de distribuicao
desta espécie, facilitando assim o fluxo génico entre as populacdes destas
regioes. Este comportamento encontrado, tipicos de L.jocu para o Atlantico
Ocidental, também foi observado por Blaber et al. (2005) para o Oceano Indico.
O estudo verificou, atraveés de andlises estatisticas e dados biologicos que
populagdes de Lutajnideos sdo compartilhadas pela Austrdlia e Indonésia,
servindo a primeira, como principal estoque doador. Apesar da relativa distancia
entre esses dois paises, o estudo foi importante como forma de promover projeto
e politicas de conservagao integradas para ambos os paises.

De acordo com os dados resultantes sobre as darvores filogenéticas
construidas a partir de testes de maxima verossimilhanca, ambas corroboram a
auséncia de qualquer estruturacdo populacional para a espécie e presenca de
fluxo génico entre elas. Em contrapartida, pode ser observada nitidamente na
figura 9, que os sub-grupos BA/ES (os quais representados por codigos
alfabéticos) aparecem em diferentes clados, evidenciando uma mistura génica,
enquanto que o sub-grupo PB/PE aparece, em sua grande parte, em um clado
separado (com exceg¢do de trés exemplares) e irmao de amostras provenientes de

Concei¢do da Barra. O fato mais interessante ¢ que tais espécimes, apesar da



39

distancia génica indicada pela separag¢do evidente do clado, se apresentam mais
proximo a espécie Lutjanus argentiventris do que as outras amostras. Esta
espécie ndo possui ocorréncia no Brasil, mas habita dgua do oceano Pacifico
leste, desde o sul da Califérnia até o Peru. Ilha de Cocos e Ilhas Galdpagos. Esta
evidéncia sugere que apesar de serem espécies e populagdes claramente
diferentes, possuem uma maior similaridade do que entre outras populagdes aqui
estudadas. A andlise filogenética com suporte bootstrap (Figura 8), a qual nao
possui enraizamento filogenético, mostra que os valores de suporte de separagao
dos clados maiores sao baixos, sugerindo mais uma vez a baixa estruturacao
genética encontrada para tais populagdes, tornando assim, dificil a segmentacao
pelo programa em clados separados.

Apesar de os grupos amostrais BA/ES terem apresentado valores
fortemente negativos nos testes de neutralidade, o grupo amostral PB/PE
apresentou valores fraco-negativos, ou seja, valores ndo tdo expressivos de
expansao populacional como pode ser evidenciado pela rede de hapldtipos
construida com base em distincias gé€nicas e passos mutacionais. Pode-se
observar que, quando analisados os valores de Fst, os indices de neutralidade em
conjunto com a rede de haplotipos, verifica que ha a presenca de fluxo génico
entre 0S grupos amostrais ao passo que inexistem haplotipos compartilhados
com outros subgrupos. Gold et al. (2010) evidenciou em seu trabalho
divergéncias claras entre populacdes de L.synagris para diferentes estoques de
peixe provenientes do Caribe e da Florida, enquanto que Hawkings and Roberts
(2003) avaliou os impactos gerados pela pesca artesanal na regido Caribenha
sobre diferentes populacdes de peixes recifais. Nao surpreende o fato do
resultado de seu trabalho apontar que as ilhas caribenhas que sofreram maior
pressao da pesca artesanal mostraram divergéncias na assemblé¢ia de peixes e na
composi¢do coralina quando comparadas com outras menos impactadas.
Quando somamos estes resultados, a baixos valores de diversidade genética

encontrados por Gold et al. (2010) para a regido, conclui-se que locais que
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sofrem maior pressdo de pesca, seja ela artesanal ou industrial, estio mais
susceptiveis a efeitos de pressdo seletiva sobre as espécies. No Brasil, a
diversidade de organismos associada a ambientes recifais encontra-se ameacgada
pela degradacdo de habitats através da poluicdo, assoreamento, industrializagao
e agricultura (Ledo and Dominguez, 2000), pesca incidental e principalmente
sobrepesca (Floeter et al., 2006).

Até o presente estudo, foi encontrado apenas um trabalho recente (tese de
doutorado; dados ndo publicados até o presente estudo) para L.jocu no Atlantico
Ocidental no ambito da caracterizacdo genética por meio de marcador
mitocondrial (Dias Junior, 2011). Com isso, sugere-se a elaboragdo de outros
projetos de pesquisa que visem a caracterizacdo desta espécie a nivel nuclear,
assim como trabalhos com marcadores microssatélites. Além de promoverem
um conhecimento mais intimo e uma melhor caracterizagdo genética desses
exemplares, os estudos nucleares promovem a identificagdo e selecdo de
estoques genéticos € melhores matrizes para reproducdo, o que pode ser usado
em técnicas de cultivo.

Sendo a variabilidade genética o atributo mais importante em uma
populacdo e constitui o material sobre o qual a sele¢ao natural age, supde-se que
uma populagdo com variabilidade elevada tera maior possibilidade de enfrentar
com sucesso as mudancas ambientais, melhor potencial reprodutivo e maior
resisténcia as doencas (Souza, 2007). Neste contexto, populagdes de L. jocu, por
apresentarem como caracteristica atual altos indices de diversidade haplotipica e
nucleotidica podem ser incentivados a pratica da producao de peixes cultivados.

Em ambiente marinho, a produgdo de peixes cultivados ¢ considerada
inexistente, mesmo tendo o Brasil 8500 km de costa e condi¢des climaticas
favoraveis ao desenvolvimento da atividade (Cavalli, et al., 2011). No entanto,
temos no Brasil um centro de pesquisas para cultivo de peixes marinhos desde
2005. Pesquisadores do Instituto de Ciéncias do Mar (Labomar), da

Universidade Federal do Ceara (UFC), criam, em carater experimental, espécies
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de peixes marinhos no Centro de Estudos Ambientais Costeiros (Ceac), cerca de
400 peixes reprodutores da familia dos Lutjanideos (incluindo L.jocu) e dos
Centropomideos (robalo). Além do desenvolvimento da tecnologia de cultivo de
espécies marinhas em cativeiro, o projeto “Cultivo de Peixes Marinhos”,
conforme o coordenador Manuel Furtado, visa também fazer o repovoamento de

espécies em extingao.

VI. CONCLUSAO

Diante do declinio acentuado dos recursos pesqueiros nos dias de hoje,
sugere-se substituir a demanda de pesca por demanda de cultivo. Pesquisas
como as do CEAC, entre outras de carater genético-populacional e
filogeografico devem ser incentivadas e priorizadas em prol da diminuicdo da
pressao de pesca a qual atinge ndo s6 o alvo da pescaria, mas todo o ecossistema
marinho. Paralelamente, deve-se incentivar projetos educacionais em todo o
litoral e adjacéncias no ambito de promover uma conscientizagdo ambiental e
mudanca de hébitos culturais ja obsoletos, em prol de um desenvolvimento mais

sustentavel da pesca.
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