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RESUMO

No ambiente marinho, a auséncia de barreiras ébvias parece indicar ecossistemas marinhos
resilientes que facilitam o fluxo génico entre populacdes. Contudo, fatores fisicos tais como
correntes maritimas, temperatura e salinidade contribuem para a definicdo dos limites
biogeograficos e ecoldgicos através da formagdo, manutencéo e distribuicdo de uma fauna em
especial. O objetivo deste estudo foi utilizar a metodologia de DNA barcode para investigar o
efeito da escala geografica sobre a variacdo genética e conectividade entre populacdes de
espeécies de peixes marinhos ao longo de um gradiente latitudinal no Atlantico Ocidental. Um
total de 1549 sequéncias do gene citocromo oxidase | (COI) pertencentes a 54 espécies foi
obtido para quatro provincias biogeogréficas do Atlantico Ocidental (Provincia da Carolina-
CR, Caribe-CA, Brasil-BR e Argentina-AR). Na comparacao entre espécimes provenientes de
diferentes provincias biogeograficas, foram observadas divergéncias genéticas profundas
(>2%) nas espécies Polydactylus virginicus, Achirus lineatus, Harengula clupeola, Elops
Saurus, Haemulon plumieri e Pomatomus saltatrix. O DNA Barcode mostrou-se uma
ferramenta Gtil em detectar descontinuidades genéticas ao longo de uma gradiente latitudinal
no Atlantico Ocidental. Além disso, a analise de métodos filogenéticos comparativos mostrou
que a variacdo nas distancias genéticas entre populacdes de diferentes provincias
biogeograficas pode ser influenciada por caracteristicas bioldgicas das espécies, como a
capacidade de formar cardumes. Contudo, outras caracteristicas bioldgicas, como periodo de
reproducdo podem ter influéncia sobre a divergéncia genética das espécies. Nossos resultados
destacam a eficiéncia deste marcador em uma primeira avaliacdo sobre o status taxondmico
das espécies, assim como na deteccdo de unidades evolutivas significativas, que podera
nortear futuras revisdes taxondmicas, estudos filogeogréficos e consequentemente programas

de conservacao.

Palavras-chave: divergéncia genética. Citocromo Oxidase subunidade 1. meétodos

filogenéticos comparativos.



ABSTRACT

In the marine environment, the absence of obvious barriers seems to indicate resilient marine
ecosystems that facilitate gene flow between large marine populations. However, physical
factors such as ocean currents, temperature and salinity contribute to the definition of
biogeographical and ecological limits through training, maintenance and distribution of a
special fauna. The aim of this study was to use the barcode DNA methodology to investigate
the effect of geographic scale on genetic variation and connectivity among populations of
marine fish species along a latitudinal gradient in the western Atlantic. 1.549 sequences of the
gene cytochrome oxidase | (COIl) belonging to 54 species of marine fish they were obtained
for four biogeographical provinces of the western Atlantic (Carolina Province -PC,
Caribbean-CA, Brazil-BR and Argentina-AR). When comparing specimens from different
biogeographic provinces, deep genetic differences were observed (>2%) the species
Polydactylus virginicus, Achirus lineatus, Harengula clupeola, Elops Saurus, Haemulon
plumieri and Pomatomus saltatrix. The DNA Barcode proved to be a useful tool in detecting
genetic discontinuities along a latitudinal gradient in the western Atlantic. Moreover, the
comparative phylogenetic analysis methods showed that genetic variation in populations of
different distances between biogeographic provinces can be influenced by biological
characteristics of the species, such as the ability to form schools. However, other biological
characteristics, such as breeding period can influence the genetic diversity of the species. Our
results highlight the effectiveness of this marker in a first assessment of the taxonomic status
of the species, as well as in the detection of significant evolutionary units, which may guide
future taxonomic revisions, phylogeographic studies and consequently conservation

programs.

Keywords: Genetic divergence. Cytochrome Oxidase subunit I. Comparative Phylogenetics
Methods.
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1 INTRODUCAO
No ambiente marinho, a auséncia de barreiras ébvias parece indicar ecossistemas

resilientes e que facilitam o fluxo génico entre populacdes marinhas extensas (Palumbi,
1994). Contudo, caracteristicas geomorfoldgicas, hidrograficas ou influéncias geoquimicas,
contribuem para a definicdo dos limites biogeograficos e ecoldgicos através da formagéo,
manutencdo e distribuicdo de uma fauna em especial que apresenta coesdo evolutiva. Tais
areas sdo denominadas provincias biogeogréficas marinhas (Spalding et al., 2007).

Com base na distribuicdo de espécies de peixes marinhos, Briggs & Bowen (2012)
realinharam as provincias biogeograficas marinhas propostas por Spalding et al. (2007), e
observaram a existéncia de quatro provincias para as regiées quentes no Atlantico Ocidental:
Provincia da Carolina (que é dividida em duas partes: Norte do golfo do México, entre o Cabo
Romano e Fldrida, e na Costa Atlantica, entre o Cabo Hatteras e Cabo Canaveral) Provincia
do Caribe (Estende-se das Bermudas até o Rio Amazonas), Provincia do Brasil (Rio
Amazonas até o Sul de Santa Catarina) e Provincia da Argentina (de Santa Catarina até a
Peninsula de Valdez, Argentina). A pluma dos rios Amazonas-Orinoco (AOP), localizada
entre as Provincias do Caribe e do Brasil, tem sido relatada como uma das principais barreiras
(barreira suave -soft barrier Luiz et al., 2012; Cowman & Bellwood, 2013) que moldam a
distribuicdo das espécies de peixes no Atlantico Ocidental (Rocha et al., 2007). Esta barreira
costeira formada a cerca de 10 milhGes de anos, consiste em uma descarga de agua doce e
sedimentos que se alastra por 2300 Km ao longo da costa norte/nordeste da América do Sul e
modifica profundamente as caracteristicas quimicas e fisicas das aguas costeiras (Rocha et al.,
2003). Algumas espécies apresentam caracteristicas fisiologicas, morfoldgicas, ecoldgicas
e/ou comportamentais que melhoram a probabilidade de superar barreiras geograficas
(Robertson et al., 2004; Bradbury et al., 2008). Rocha et al. (2002) observaram que a Pluma
dos rios Amazonas-Orinoco mostrou-se uma forte barreira a dispersdo de A. bahianus,
moderada em A. coeruleus e sem efeito em A. chirurgus, devido as diferentes preferéncias de
habitat observados nestes peixes recifais. Assim, a efetividade das barreiras em moldar a
distribuicdo das espécies dependera de caracteristicas especie-especificas, como resisténcia a
variagOes fisico-quimicas da agua e preferéncias de habitat, que afetam ndo sé a disperséo,
mas também o potencial para estabelecer uma nova popula¢do depois que a barreira foi
cruzada (Rocha et al 2005). Compreender o papel das forcas ambientais historicas e modernas
na formacédo de padrbes biogeograficos contemporaneos é uma parte central da biogeografia

marinha (Mora et al., 2012). Assim, modelos genéticos populacionais podem investigar a
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relacdo entre limites biogeogréficos e a distribuicdo de variantes genéticas através do uso de
marcadores moleculares (Sunnucks, 2000; Schiotterer, 2004).

A utilizacdo da metodologia de DNA Barcode no estudo da biodiversidade tem crescido
vertiginosamente desde que foi descrito por Hebert et al. (2003a,b). O DNA Barcode é um
sistema de identificagdo molecular baseado na amplificacdo de um fragmento curto de DNA
mitocondrial do gene Citocromo oxidase subunidade | (COI) capaz de identificar com
efetividade boa parte da biodiversidade global (Hebert et al. 2003a,b). Em peixes, esta
estratégia vem sendo utilizada com bastante sucesso, resultando na identificacdo de espécies
cripticas e unidades evolutivamente significativas (Winterbottom et al, 2014; Ferreira et al,
2014; Hyde et al., 2014). Tais achados tambeém apontam na compreensdo de efeitos
vicariantes, sejam eles através de barreiras geograficas e/ou ecoldgicas na estruturacdo
genética de uma determinada espécie ou conjuntos de espécies (Amaral et al., 2013).

Embora o principal foco do DNA Barcode seja na identificagdo molecular de diversos
taxa, a disponibilidade de sequéncias georreferenciadas de diferentes espécies nos bancos de
dados de dominio publico proveniente de vérias ecorregides permite analisar a sua variacdo
genética em uma ampla escala geografica, e testar a sua coesdo evolutiva ao longo de sua
distribuicdo. Briggs & Bowen (2012) destacaram a necessidade de estudos biogeograficos na
regido do Atlantico Ocidental, o nimero de sequéncias COI de espécies de peixes marinhos
coletados ao longo de um gradiente latitudinal no Atlantico Ocidental tem sido
disponibilizadas nestes bancos de dados nos ultimos anos, desde a Argentina, Sudeste do
Brasil e boa parte da América Central e do Norte, que podem ser utilizados para investigar a
variacdo genética de peixes com diferentes adaptacGes ecoldgicas para o uso do habitat.
Contudo, ha uma grande lacuna na informacéo contida neste banco de dados referente as
populacdes destas espécies no Nordeste Brasileiro que se encontra em uma zona de
intercessdo entre estas regiGes. Estudos recentes tém demonstrado que a escala geografica da
amostragem podem ter um impacto critico na interpretacdo dos dados provenientes de
Barcode, assim, complementar este banco de dados torna-se crucial para compreender o
padrdo de conectividade destas espécies ao longo de toda ou boa parte de sua distribuicdo
(Bergsten et al., 2012). Nesse contexto, este estudo objetiva responder as seguintes questoes:
i) existem divergéncias genéticas profundas em populagdes de espéecies de peixes
provenientes de diferentes provincias biogeograficas? ii) a variacdo nas distancias genéticas
entre populagbes de diferentes provincias biogeogréficas pode ser influenciada por
caracteristicas bioldgicas das espécies? iii) o DNA Barcode é uma ferramenta Gtil em estudos

biogeograficos?
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 BIOGEOGRAFIA DO ATLANTICO

O Oceano Atlantico é a segunda maior bacia oceénica com vastos 86,5 milhdes de Km? de
area e profundidade média de 3736 metros, que se estende ao longo dos hemisférios Norte e
Sul do Planeta (Castro & Huber, 2012). Originou-se ha cerca de 180 milhGes de anos, quando
a elevacao de um rifte entre o que hoje é a América do Norte e 0s continentes da América do
Sul e Africa, separou 0 supercontinente Pangeia em Laurasia (América do Norte e a Eurasia)
e Gondwana (América do Sul, Africa, Antartica, India e Australia) (Brown & Lomolino,
2006; Castro & Huber, 2012; Cox & Moore, 2013). Este rifte foi o inicio da Cordilheira
Dorsal Meso-Atlantica e sua formacdo marcou a origem do Oceano Atlantico Norte e a
divisdo do grande Oceano Pantalassa (precursor do Pacifico), que outrora apresentava apenas
dois recuos: 0 Mar de Tétis, precursor do atual Mar Mediterraneo, que separava a Africa da
Eurasia e o Sinus Borealis, que originaria o0 Oceano Artico (Brown & Lomolino, 2006; Castro
& Huber, 2012; Cox & Moore, 2013). Neste periodo, também houve a formacdo do Oceano
indico devido & separacdo de Gondwana (Brown & Lomolino, 2006; Castro & Huber, 2012).
Hé& aproximadamente 135-85 milhGes de anos surge o Atlantico Sul, a partir de um novo rifte
que separou a Africa e a América do Sul (Castro & Huber, 2012). Esse rifte encontrou a
Cordilheira Dorsal Meso-Atlantica do Atlantico Norte e formou uma unica Cordilheira Dorsal
Meso-Atlantica, promovendo o crescimento do Oceano Atlantico e o consequente
distanciamento das Américas em relacio a Africa e Eurasia (Brown & Lomolino, 2006;
Castro & Huber, 2012; Cox & Moore, 2013). O soerguimento de cadeias de ilhas vulcanicas
entre a Ameérica do Norte e do Sul originou a América Central (Brown & Lomolino, 2006).

Com a expansdo do Oceano Atlantico, eventos biogeogréaficos reduziram e moldaram

a circulagdo de correntes marinhas entre o Atlantico e as demais bacias oceénicas (Brown &
Lomolino, 2006; Castro & Huber, 2012; Cowman & Bellwood, 2013). Tais eventos
contribuiram para que as bacias oceadnicas desenvolvessem caracteristicas ecologicas
peculiares, devido a formacdo de barreiras geogréaficas que restringiram o fluxo de correntes
marinhas e de grupos de peixes (Cowman & Bellwood, 2013). As barreiras geogréaficas séo
importantes determinantes da evolucdo e distribuicdo de organismos marinhos (Cowman &
Bellwood, 2013; Floeter et al 2008). Essas barreiras podem ser rigidas ou hard barriers,
quando sdo originadas pela formagéo de pontes de terra que dividem fisicamente populagdes

marinhas, ou podem ser barreiras suaves ou soft barriers quando sdo consequéncias de
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processos hidroldgicos (correntes de agua, grande distancia, descargas fluviais) que perturbam
0 movimento de adultos e/ou dispersdo de larvas pelégicas, geralmente classificadas como
barreiras permeaveis ou filtros (Luiz et al., 2012).

Cinco principais barreiras geograficas moldam a distribuicdo de peixes no Oceano
Atlantico, sdo elas: as barreiras rigidas do Evento Terminal Tetiano (TTE) e do Istmo do
Panama (IOP), e a barreira suave da Corrente de Benguela (BB), separam o Oceano Atlantico
de outras bacias oceanicas, enquanto as Barreiras suaves Meso-Atlantica (MAB) e a Pluma
dos rios Amazonas-Orinoco (AOP) séo as principais determinantes de padrdes de endemismo
regionais dentro do Atlantico (Rocha, 2003; Floeter et al.,2008; Luiz et al., 2012).

O Evento Terminal Tetiano (Terminal Tethyan Event-TTE) a aproximadamente 12—18
Milhdes de anos, marcou o fim do Mar de Tétis, quando o contato entre as placas continentais
da Africa e Eurésia, devido & expansdo do Oceano indico, levantou uma longa ponte no
Oriente médio e fechou uma importante conexdo entre os Oceanos Atlantico e indico
(Bellwood and Wainwright 2002; Cowman & Bellwood, 2013). Este evento biogeogréafico
tem sido apontado como o inicio de evolucdo de muitas linhagens de peixes (Bellwood et al.,
2004; Barber & Bellwood, 2005; Fessler & Westneat, 2007).

O fechamento do Istmo do Panamaé (Isthmus of Panama- IOP) ha cerca de 3,5 milhdes
de anos, separou o Atlantico (regido do Caribe) e o Leste do Oceano Pacifico (Cowman &
Bellwood, 2013). Esta barreira afetou o fluxo de correntes, salinidade, temperatura e
produtividade primaria do Pacifico e do Atlantico, além de determinar trajetérias evolutivas
independentes dos organismos marinhos dos dois oceanos (Taylor & Hellberg, 2005; Lessios,
2008). Contudo, estima-se que a divisdo observada em varias linhagens de peixes em ambos
os lados da América é o produto final de um processo gradual de vicariancia durante cerca de
12 milhdes de anos (Lessios, 2008)

A Corrente de Benguela, originada a cerca de dois milhdes de anos, € uma corrente de
agua fria que atua no sudeste da Costa Atlantica da Africa entre o Cabo da Boa esperanca
(34°S) e o Angola (15°S) (Marlow et al., 2000). A temperatura da &gua desta corrente
constitui uma barreira ao fluxo de muitos organismos marinhos de aguas quentes do Sul do
Oceano Indico em direcdo ao Atlantico (Floeter et al.,2008).

A Barreira Meso-Atlantica (MAB) consiste numa grande extensdo de &agua de
aproximadamente 3500 km que separa o Atlantico Oriental e Ocidental (Luiz et al., 2012).
Esta barreira comegou a se formar ha cerca de 85 milhdes de anos, pela separacéo da Africa e
América do Sul e representa uma grande distancia a ser transposta para a dispersao larval

regular pelos organismos marinhos (Floeter et al.,2008; Luiz et al., 2012).
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A Pluma dos rios Amazonas-Orinoco (AOP) é uma barreira costeira formada ha
aproximadamente 10 milhdes de anos pela descarga de agua doce e sedimentos dos Rios
Amazonas, Orinoco e seus efluentes (Rocha, 2003). Estende-se por 2300 km ao longo da
costa nordeste da América do Sul, modificando profundamente as caracteristicas quimicas e
fisicas das &guas costeiras e separando habitats recifais do Brasil e Caribe (Rocha, 2003). O
Rio Amazonas representa cerca de 20% da descarga fluvial global (6300 km*/ano™) e é a
maior descarga global de sedimentos (2.9¢ 10° toneladas/ano) no Oceano Atlantico (Moura et
al., 2016). O aporte de agua doce produzido é transportado ao mar como uma pluma de
superficie com cerca de 30m de profundidade e até 500 km de extenséo (Rocha, 2003).

A foz do Rio Amazonas representa o limite de distribuicdo para varias espécies de
esponjas, corais escleractineos, peixes de aguas rasas, entre outros grupos de organismos
costeiros e associados a recifes (Miloslavich et al., 2011). Além disso, estudos tém relatado
uma reducdo na conectividade populacional em espécies de organismos costeiros distribuidos
em ambos os lados da barreira (Rocha et al., 2003; Luiz et al., 2012). Por exemplo, com base
em dados de genética populacional, foram observadas divergéncias quando populacGes
provenientes do Sul foram comparadas com aquelas ao Norte da Foz do Amazonas em peixes
recifais do género Halichoeres (H. bivittatus, H. radiatus, H. brasiliensis, H. cyanocephalus e
H. maculipinna, Rocha 2004; Rocha et al., 2005), Acanthurus (A. bahianus e A. coeruleus,
Rocha et al., 2002), Holocentrus (H. ascensionais, Bowen et al., 2006), Sparisoma (S. axillare
e S. radians, Robertson et al., 2004), Haemulon (H. steindachneri, Rocha et al., 2008), Pagrus
(P. pagrus, Ball et al., 2007). A ruptura na conectividade entre as popula¢fes em ambos os
lados da Foz do Rio Amazonas é atribuida ao efeito vicariante da barreira e/ou a especiacao
ecoldgica, uma vez que, ao Norte da Foz o ambiente é insular, de condi¢cfes ambientais
relativamente estaveis, com aguas claras durante todo o ano e sedimentos de fundo em grande
parte compostos de carbonato de célcio (Rocha et al., 2002; Rocha, 2003; Rocha et al., 2005).
Porém, ao Sul da Foz, predomina o ambiente costeiro continental, com substratos terrigenas,
influenciado por descarga de rios e alta turbidez (Rocha, 2003).

Por outro lado, populacBes de espécies peldgicas ou associadas a recifes de corais,
ocorrem em ambos os lados da foz do Rio Amazonas e exibem alta conectividade (Rocha et
al., 2002; Robertson et al., 2006; Rocha et al., 2008). Tal conectividade pode estar relacionada
a disperséo larval em longo alcance ou migracdo de juvenis e adultos (Rocha, 2003; Luiz et
al., 2012). Em um estudo recente, Moura et al. (2016) revelaram um amplo sistema de recifes
de carbonato (9300 km?) exitente sob a pluma do Rio Amazonas que pode ser utilizado como

um corredor por peixes e outros organismos para atravessar a barreira (Rocha, 2003). A
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maioria das espécies de peixes registradas no sistema de recifes de carbonato sdo carnivoras,
suportam grandes profundidades e possuem uma ampla distribuicdo geografica (Moura et al.
2012). Algumas espécies tém caracteristicas fisiologicas, morfoldgicas, ecoldgicas e/ou
comportamentais que melhoram a probabilidade de superar barreiras geograficas (Robertson
et al., 2004; Bradbury et al., 2008). Assim, a efetividade das barreiras em moldar a
distribuicdo das espécies dependerd de caracteristicas espécie-especificas, como resisténcia a
variacdes fisico-quimicas da agua e preferéncias de habitat, que afetam nao so a disperséo,
mas também o potencial para estabelecer uma nova populacdo depois que a barreira foi
cruzada (Rocha et al 2005).

O conhecimento a respeito das barreiras geograficas e da sua influéncia na distribuicao
de populacdes e espécies € decisivo para compreender processos de especiacdo, padrbes de
riqueza e endemismo, e assim caracterizar provincias biogeograficas (Spalding et al., 2007,
Brigs & Bowen 2012; Cowman & Bellwood, 2013). As provincias biogeogréficas sdo grandes
areas definidas pela presenca de uma biota peculiar, que ttm pelo menos alguma coesao
evolutiva em longo prazo (Spalding et al., 2007). Sao caracterizadas por altos niveis de
espécies endémicas (> 10 %), como resultado de fatores abidticos como caracteristicas
geomorfoldgicas, hidrogréaficas ou influéncias geoquimicas que agem nos limites da provincia
(Spalding et al., 2007). As classificacdes biogeograficas sdo essenciais para o0
desenvolvimento de areas de protecdo ambiental que sejam ecologicamente representativas,
ou seja, representem a biodiversidade contida em genes, espécies e altos taxa, além dos
processos que geram tal diversidade (Spalding et al., 2007).

As provincias biogeogréaficas marinhas costeiras foram realinhadas por Brigs &
Bowen (2012), com base na distribuicdo de espécies de peixes e com uma taxa de 10% de
endemismo. O sistema de classificacdo proposto por Brigs & Bowen (2012) considera as
quatro zonas de temperatura das plataformas continentais: zona tropical, zona quente-
temperada, zona frio-temperada e zona fria. Dentro de cada zona, uma série de regides
biogeogréaficas foi reconhecida, e provincias biogeograficas foram localizadas dentro das
regioes.

Para o Atlantico Ocidental, nas Regifes quentes sdo observadas quatro provincias
biogeogréaficas: i) Provincia da Carolina (zona quente-temperada), que é dividida em duas
partes: Norte do golfo do México, entre 0 Cabo Romano e Flérida, e na Costa Atlantica, entre
0 Cabo Hatteras e Cabo Canaveral. Apresenta 10% de endemismo; ii) Provincia do Caribe
(zona tropical), que estende-se das Bermudas até o Rio Amazonas. Apresenta 33% de

endemismo; iii) Provincia do Brasil (zona tropical): do Rio Amazonas até o Sul de Santa
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Catarina, além as ilhas de Atol das Rocas, Fernando de Noronha, S&o Pedro e Séo Paulo e
Trindade. Apresenta 25% de endemismo, e; iv) Provincia da Argentina (zona quente-
temperada): de Santa Catarina, Sul do Brasil, até a Peninsula de Valdez, Argentina, com 10%

de endemismo.

2.2  MARCADORES MOLECULARES NA DETECCAO DA VARIABILIDADE
GENETICA

A variabilidade entre individuos é algo essencial para a evolucdo (Allendorf & Luikart,
2009). A transformacao da variacdo individual dentro de uma populacdo em diferencas entre
populacdes ou espécies através do processo de selecdo natural é a base da mudanca adaptativa
descrita por Darwin (Allendorf & Luikart, 2009). Tais variacbes podem ser expressas
fenotipicamente em diferentes padrdes de cor, morfologia e comportamento, ou a nivel
molecular, como diferencas nas sequéncias de DNA (Allendorf & Luikart, 2009). O destino
de uma determinada variante genética no tempo e no espaco sera influenciado pela biologia e
circunstancias da histéria de vida dos individuos, incluindo o sucesso reprodutivo, migracéo,
tamanho da populacdo, selecdo natural e eventos historicos (Sunnucks, 2000; Frankham et al.,
2004). Assim, modelos genéticos populacionais podem investigar a relacdo entre estas
caracteristicas demograficas e a distribuicdo de variantes genéticas moleculares através do uso
de marcadores moleculares (Sunnucks, 2000; Schlétterer, 2004).

Os Marcadores moleculares sdo definidos como caracteres hereditarios que possuem
multiplos estados em cada carater (Sunnucks, 2000). Nas sequéncias de DNA, é um segmento
particular do DNA que representa as diferencas (polimorfismos) em nivel genémico (Agarwal
et al., 2008). Um marcador molecular ideal deve ser polimorfico e uniformemente distribuido
por todo o genoma, fornecer a resolucdo adequada de diferencas genéticas, ser simples, rapido
e barato, necessitar de pequenas quantidades de amostras de tecido e de DNA, ter ligacdo com
fendtipos distintos e ndo necessitar de informagdo prévia sobre 0 genoma de um organismo
(Agarwal et al., 2008). Avancos na biologia molecular conduziram & introdugdo de diversos
tipos de marcadores moleculares como, por exemplo, Isoenzimas, Polimorfismo no
Comprimento de Fragmentos Amplificados (AFLP), microssatélites (SSR), Polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNP) e Locus de caracteres quantitativos (QTL), que experimentam de
forma diferente a acdo dos processos fundamentais como recombinacdo, mutacéo e restrigdo
seletiva, tornando-se particularmente adequados para responder determinadas questdes

biologicas (Sunnucks, 2000; Schi6tterer, 2004). Assim, o marcador molecular escolhido deve
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ter a sensibilidade correta para a pergunta proposta, uma vez que, é possivel ter demasiada
informacdo (se os grupos estudados sdo muito diferentes ndo ha nada para relaciona-los) ou
muito pouca informacdo (ndo foram encontrados polimorfismos a serem comparados)
(Sunnucks, 2000; Schlétterer, 2004)

As células da maior parte dos eucariotos contém DNA nuclear (que é herdado de forma
biparental) bem como o DNA de organelas (em animais: DNA mitocondrial- mtDNA) que
geralmente é herdado de forma uniparental e matrilinear (Galtier et al., 2009). Esta diferenca
na transmissao e algumas grandes diferencas nos padrdes de evolugdo fazem com que as
genealogias propostas para 0 DNA de organelas e o DNA nuclear reflitam diferentes aspectos
da biologia populacional e histéria evolutiva do tdxon ou da populacdo objeto de estudo
(Ballard & Rand 2005). O DNA mitocondrial (mtDNA) é uma molécula circular pequena
(15000- 20000 pares de bases- pb) que em peixes e outros vertebrados é constituida por
sequéncias que codificam dois RNAs ribossomais, 22 RNAs transportadores e 13 genes que
codificam proteinas, além de uma regido denominada Regido Controle, responsavel pelo
processo de transcricdo e replicacdo da molécula (Miya et al., 2003). Caracteristicas como a
heranca haploide uniparental, auséncia de introns, exposicdo limitada a recombinacdo e
facilidade para amplificar (uma vez que aparece em multiplas cdpias na célula) e elevada taxa
de mutacdo (altamente varidvel em populacBes naturais) explicam o crescimento da
popularidade do mtDNA como marcador molecular nas Gltimas trés décadas em estudos de
ecologia e taxonomia molecular (Ballard & Rand 2005; Gissi et al. 2008; Galtier et al., 2009).

2.3 TAXONOMIA UTILIZANDO DADOS MOLECULARES: A ABORDAGEM DO
DNA BARCODE

Hebert e colaboradores (2003ab) revolucionaram a taxonomia molecular ao descrever um
fragmento de 648 pares de bases do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Subunidade I
(COQl) capaz de identificar com alta precisao (c. 95%) a biodiversidade no reino animal. Tal é
a eficiéncia deste marcador molecular, que foi batizado como DNA Barcode, ou codigo de
barras de DNA. Os codigos de barras universais sdo uma representacdo de uma sequéncia
alfanumerica que possui 11 digitos utilizados para identificar produtos de varejo, ou seja,
funciona como um registro geral do produto, onde néo existem dois produtos diferentes com o
mesmo numero (Frézal et al., 2008). Assim, 0 codigo de barras de DNA é representado pela
variacgao das bases nitrogenadas adenina, guanina, citosina e timina, ao longo do fragmento da

sequéncia de DNA a ser estudado, que é capaz de discriminar diferentes taxa ou linhagens
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genéticas (Hebert et al., 2003ab). O Citocromo Oxidase Subunidade | parece possuir uma
maior amplitude de sinal filogenético do que qualquer outro gene mitocondrial, devido a uma
elevada substituicdo na sua terceira base que confere a este gene uma alta taxa de evolucéo
molecular, cerca de trés vezes maior que outros genes mitocondriais como 12S e 16S (Waugh,
2007). Esta répida evolucéo permite a discriminacdo de espécies intimamente relacionadas e
linhagens genéticas (ou grupos filogeogréaficos) dentro de uma Unica espécie, sem prejudicar a
identificacdo eficiente em categorias taxondmicas altas (Hebert et al., 2003ab).

O protocolo para obtencdo do fragmento de DNA Barcode consiste na extracdo de DNA a
partir da amostra, amplificacdo via reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com a utilizag&o de
iniciadores especificos ou universais, e sequenciamento do fragmento amplificado (Ward et
al., 2009). Apds a obtencdo da sequéncia, 0 modelo evolutivo Kimura-2 parametros (K2P) é
utilizado para obter as distancias genéticas intraespecificas e interespecificas, representadas
graficamente por uma analise de agrupamento do tipo Neigbor-Joining (Ratnasingham &
Hebert 2007). A metodologia DNA Barcode baseia-se na premissa de que a variagdo genética
entre as espécies excede a variacdo genética dentro das espécies, deste modo, a diferenca
entre a maior variacdo intraespecifica e a menor divergéncia interespecifica € denominada
“barcoding gap” e ¢é através dela que é possivel a discriminacdo de diferentes linhagens
genéticas (Hebert et al., 2003ab). Por Exemplo, Hebert e colaboradores (2003b) observaram
que a divergéncia (distancia) intraespecifica raramente € superior a 2%, mais além,
geralmente sdo menores que 1%. Assim, diversos estudos tém atribuido um valor de corte
maior que 2% para a delimitacdo de espécies com DNA Barcode.

A disponibilidade de iniciadores universais para a amplificacdo do fragmento de 648 pb
de COIl em diversos filos estabeleceu este marcador molecular como uma ferramenta
promissora na taxonomia molecular (Folmer et al., 1994). Assim, em 2004 foi criado o
Consorcio para o Cddigo de Barras da Vida (Consortium for the Barcode of Life -CBOL)
com o objetivo de estabelecer o DNA Barcode como um padrdo global em taxonomia
(Ratnasingham & Hebert 2007). Este consarcio e incentivou uma série de iniciativas globais
com o objetivo de construir uma biblioteca de cddigo de barras de DNA de eucariotos, com
grupos de trabalho voltados aos fungos (CBOL Fungal Working Group), abelhas (Bee
Barcode of Life Initiative/ Bee-BOL), recifes de coral (Coral Reef Barcode of Life), Saude
humana (HealthBOL), borboletas (Lepidoptera Barcode of Life), mamiferos (Mammalia
Barcode of Life Campaign), esponjas (Sponge Barcode Project/SpongeBOL), Organismos
marinhos (Marine Barcode of Life/MarBOL), tubarbes (SharkBOL), Peixes (Fish Barcode of
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Life Campaign/ FISH-BOL) e outros grupos formados em 2010 a partir do International
Barcode of Life (iBOL).

Apesar do reconhecimento do DNA Barcode a partir do COI em identificar boa parte da
biodiversidade animal (passaros, Hebert et al, 2004b.; Yoo et al., 2006; morcegos, Clare et al.,
2007; peixes, Brand&o et al, 2016; colémbolos, Hogg & Hebert, 2004; borboletas, Hebert et
al, 2004a; Waugh, 2007), foi observado que o fragmento do gene COI ndo é eficiente na
identificacdo de espécies em Plantas e fungos, todavia, sequéncias de regides alternativas tém
sido propostas para uso como cédigos de barras nestes grupos (Kress et al. 2005; Chase et al.
2005; Kress et al., 2015).

Referente a biodiversidade marinha, este marcador tem sido utilizado para estudos em
Metazoa (Radulovici et al., 2010; Bucklin et al. 2011; Trivedi et al., 2015), mais
especificamente em Copepoda (Bucklin et al. 2010; Machida and Tsuda, 2010; Blanco-
Bercial et al. 2014), Amphipoda (Costa et al., 2009), Gastropoda (Kemppainen et al., 2009;
Jennings et al. 2010a), Bivalvia (Mikkelsen et al. 2007), Platyhelminthes (Larsson et al.
2008), Nemathelminthes (Derycke et al. 2008), Annelida (De Wit et al. 2009), Porifera
(Cardenas et al. 2009), Cnidaria (Moura et al. 2007), Bryozoa (Gomez et al. 2007),
Echinodermata (Uthicke et al. 2010), Reptilia (Vargas et al., 2009), aves marinhas
(Aliabadian et al., 2013), mamiferos (Alfonsi et al., 2013) e Peixes (Ward et al., 2005,
Brand&o et al., 2016).

A campanha mundial para o Barcode de peixes (Fish Barcode of Life Campaign/ FISH-
BOL) ja permitiu a identificacdo de cerca de 12 000 espécies de peixes ja descritas, e varios
espécimes com sequéncias de DNA Barcode divergentes foram confirmados por analise de
taxonomia integrativa como novas espécies (Ward et al., 2009). Ward e colaboradores (2009)
observaram a partir de um conjunto de dados de 546 espécies de peixes marinhos, estuarinos e
de &gua doce, que a média da distancia genética dentro das espécies, géneros e familias
corresponde a 0,35%, 8-11% e 16-19%, respectivamente. Assim, o limiar de 2% para
identificacdo de possiveis novas linhagens genéticas foi estabelecido (Ward et al., 2009)

Em peixes marinhos, os estudos classicos de DNA Barcode em larga escala consistem na
coleta de espécimes de diferentes espécies pertencentes a um ou mais grupos taxonémicos em
uma determinada area geografica (Ward et al., 2005; Steinke et al., 2009; Trivedi et al. 2014;
Ribeiro et al., 2012; Brand&o et al., 2016). InformacGes a respeito dos espécimes coletados
como: nome da espécie, dados do voucher (numero do catalogo e instituicdo no qual esta
armazenado), registro de coleta (coletor, data da coleta e localizagdo com coordenadas GPS),

identificador do espécime, sequéncia COI de pelo menos 500 pb e eletroferogramas das
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sequéncias sdo armazenados em uma banco de dados publico e sistematizado, o Barcode of
Life Datasystems (BOLD)(Ward et al., 2009). A disponibilidade destas sequéncias e suas
respectivas informacGes ampliam a utilizacdo do DNA Barcode para mais além do campo da
taxonomia molecular, podendo ser utilizado em estudos de genética forense (Ogden, 2008),
conectividade populacional e ecologia (Kress et al., 2015), conservagdo (Krishnamurthy &
Francis 2012), e gestdo de recursos pesqueiros (Ardura et al, 2010). Contudo, poucos estudos
com abordagem biogeografica sao observados (Neves et al., 2016).

Com o recente realinhamento das provincias biogeograficas marinhas por Briggs &
Bowen (2012), as sequéncias georreferenciadas de DNA Barcode disponiveis nos bancos de
dados puablicos podem ser utilizadas para a compreensdo de padrdes biogeograficos em
espécies marinhas. Sequéncias georreferenciadas de DNA Barcode pertencentes a espécies de
peixes marinhos e estuarinos com diferentes adaptacdes ecoldgicas para 0 uso do habitat,
coletados ao longo de um gradiente latitudinal no Atlantico Ocidental desde a Argentina,
Sudeste do Brasil e boa parte da América Central e do Norte, estdo depositadas nestes bancos
de dados. Estes dados podem ser utilizadas para investigar a existéncia de divergéncias
genéticas profundas em populacGes de espécies de peixes provenientes de diferentes
provincias biogeogréaficas, além de observar se a variacdo nas distancias genéticas entre
barreiras geograficas pode ser influenciada por caracteristicas bioldgicas das espécies, como
observado em peixes recifais (Luiz et al., 2012). Tais informacdes podem auxiliar uma melhor
compreensdo dos padrdes biogeograficos em peixes marinhos do Atlantico Ocidental, uma
vez que, 0s poucos estudos genéticos observados para o Atlantico Ocidental abrangem um
namero reduzido de espécies ou areas geograficas (Ribeiro et al., 2012; Neves et al., 2016;
Branddo et al., 2016) que ndo abrangem as provincias biogeogréficas propostas por Brigg &
Bowen (2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Utilizar a metodologia de DNA barcode para investigar o efeito da escala geogréfica
sobre a variagdo genética e conectividade em espécies de peixes com diferentes caracteristicas

bioldgicas ao longo de um gradiente latitudinal no Atlantico Ocidental.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I) Estimar a variagdo genética das espécies entre provincias biogeogréficas ao longo de um

gradiente latitudinal no Atlantico Ocidental;

I) Testar a influéncia da Barreira da Pluma dos rios Amazonas-Orinoco na conectividade

genética destas espécies;
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MANUSCRITO
Os dados referentes ao estudo “AVALIACAO DE ESTOQUES PESQUEIROS COM

DNA BARCODE AO LONGO DE UM GRADIENTE LATITUDINAL DO
ATLANTICO OCIDENTAL” estdo apresentados no manuscrito a seguir com previsio de

submissdo em revista cientifica a ser escolhida apés as revisdes sugeridas pela banca.
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RESUMO

No ambiente marinho, a auséncia de barreiras dbvias parece indicar ecossistemas marinhos
resilientes que facilitam o fluxo génico entre populagdes marinhas extensas. Contudo, fatores
fisicos tais como correntes maritimas, temperatura e salinidade contribuem para a definigcdo
dos limites biogeogréaficos e ecoldgicos através da formacdo, manutencdo e distribuicdo de
uma fauna em especial. O objetivo deste estudo foi utilizar a metodologia de DNA barcode
para investigar o efeito da escala geogréfica sobre a variacdo genética e conectividade entre
populacdes de espécies de peixes marinhos estuarinos ao longo de um gradiente latitudinal no
Atlantico Ocidental. Um total de 1549 sequéncias do gene citocromo oxidase | (COI)
pertencentes a 54 espécies de peixes marinhos foi obtido para quatro provincias
biogeograficas do Atlantico Ocidental (Provincia da Carolina-CR, Caribe-CA, Brasil-BR e
Argentina-AR). Na comparacdo entre espécimes provenientes de diferentes provincias
biogeogréaficas, foram observadas divergéncias genéticas profundas (>2%) nas espécies
Polydactylus virginicus, Achirus lineatus, Harengula clupeola, Elops Saurus, Haemulon
plumieri e Pomatomus saltatrix. O DNA Barcode mostrou-se uma ferramenta Util em detectar
descontinuidades genéticas ao longo de um gradiente latitudinal no Atlantico Ocidental. Além
disso, a analise de métodos filogenéticos comparativos mostrou que a variacdo nas distancias
genéticas entre populacdes de diferentes provincias biogeogréaficas pode ser influenciada por
caracteristicas biologicas das espécies, como a capacidade de formar cardumes. Contudo,
outras caracteristicas biolégicas, como periodo de reproducdo podem ter influéncia sobre a

divergéncia genética das espécies.

Palavras-chave: divergéncia genética, Citocromo Oxidase subunidade |, métodos

filogenéticos comparativos
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4.1 INTRODUCAO

No ambiente marinho, a auséncia de barreiras Obvias parece indicar ecossistemas
resilientes e que facilitam o fluxo génico entre populacdes marinhas extensas (Palumbi,
1994). Contudo, caracteristicas geomorfoldgicas, hidrogréficas ou influéncias geoquimicas,
contribuem para a definicdo dos limites biogeograficos e ecoldgicos através da formagéo,
manutencdo e distribuicdo de uma fauna em especial que apresenta coesdo evolutiva. Tais

areas sdo denominadas provincias biogeograficas marinhas (Spalding et al., 2007).

Com base na distribuicdo de espécies de peixes marinhos, Briggs & Bowen (2012)
realinharam as provincias biogeograficas marinhas propostas por Spalding et al. (2007), e
observaram a existéncia de quatro provincias para as regides quentes no Atlantico Ocidental:
Provincia da Carolina (que € dividida em duas partes: Norte do golfo do México, entre o Cabo
Romano e Florida, e na Costa Atlantica, entre o Cabo Hatteras e Cabo Canaveral) Provincia
do Caribe (Estende-se das Bermudas até o Rio Amazonas), Provincia do Brasil (Rio
Amazonas até o Sul de Santa Catarina) e Provincia da Argentina (de Santa Catarina até a
Peninsula de Valdez, Argentina). A pluma dos rios Amazonas-Orinoco (AOP), localizada
entre as Provincias do Caribe e do Brasil, tem sido relatada como uma das principais barreiras
(barreira suave -soft barrier Luiz et al., 2012; Cowman & Bellwood, 2013) que moldam a
distribuicdo das espécies de peixes no Atlantico Ocidental (Rocha et al., 2007). Esta barreira
costeira formada a cerca de 10 milhdes de anos, consiste em uma descarga de agua doce e
sedimentos que se alastra por 2300 Km ao longo da costa norte/nordeste da América do Sul e
modifica profundamente as caracteristicas quimicas e fisicas das aguas costeiras (Rocha et al.,
2003). Algumas espécies apresentam caracteristicas fisiolégicas, morfoldgicas, ecoldgicas
e/ou comportamentais que melhoram a probabilidade de superar barreiras geograficas
(Robertson et al., 2004; Bradbury et al., 2008). Rocha et al. (2002) observaram que a Pluma
dos rios Amazonas-Orinoco mostrou-se uma forte barreira a dispersdo de A. bahianus,
moderada em A. coeruleus e sem efeito em A. chirurgus, devido as diferentes preferéncias de
habitat observados nestes peixes recifais. Assim, a efetividade das barreiras em moldar a
distribuicdo das espécies dependerd de caracteristicas espécie-especificas, como resisténcia a
variacoes fisico-quimicas da agua e preferéncias de habitat, que afetam ndo s6 a disperséo,
mas também o potencial para estabelecer uma nova populacdo depois que a barreira foi
cruzada (Rocha et al 2005) Compreender o papel das forgas ambientais historicas e modernas
na formacdo de padrdes biogeograficos contemporaneos € uma parte central da biogeografia

marinha (Mora et al., 2012). Assim, modelos genéticos populacionais podem investigar a
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relacdo entre limites biogeogréficos e a distribuicdo de variantes genéticas através do uso de
marcadores moleculares (Sunnucks, 2000; Schiotterer, 2004).

A utilizacdo da metodologia de DNA Barcode no estudo da biodiversidade tem
crescido vertiginosamente desde que foi descrito por Hebert et al. (2003a,b). O DNA Barcode
é um sistema de identificagdo molecular baseado na amplificacdo de um fragmento curto de
DNA mitocondrial do gene Citocromo oxidase subunidade | (COI) capaz de identificar com
efetividade boa parte da biodiversidade global (Hebert et al. 2003a,b). Em peixes, esta
estratégia vem sendo utilizada com bastante sucesso, resultando na identificacdo de espécies
cripticas e unidades evolutivamente significativas (Winterbottom et al, 2014; Ferreira et al,
2014; Hyde et al., 2014). Tais achados também apontam na compreensdo de efeitos
vicariantes, sejam eles através de barreiras geograficas e/ou ecoldgicas na estruturacdo

genética de uma determinada espécie ou conjuntos de espécies (Amaral et al., 2013).

Embora o principal foco do DNA Barcode seja na identificagdo molecular de diversos
taxa, a disponibilidade de sequéncias georreferenciadas de diferentes espécies nos bancos de
dados de dominio publico proveniente de varias ecorregides permite analisar a sua variacao
genética em uma ampla escala geografica, e testar a sua coesdo evolutiva ao longo de sua
distribuicdo. Briggs & Bowen (2012) destacaram a necessidade de estudos biogeograficos na
regido do Atlantico Ocidental, o nimero de sequéncias COI de espécies de peixes marinhos
coletados ao longo de um gradiente latitudinal no Atlantico Ocidental tem sido
disponibilizadas nestes bancos de dados nos ultimos anos, desde a Argentina, Sudeste do
Brasil e boa parte da América Central e do Norte, que podem ser utilizados para investigar a
variacdo genética de peixes com diferentes adaptacGes ecoldgicas para o uso do habitat.
Contudo, ha uma grande lacuna na informacéo contida neste banco de dados referente as
populacdes destas espécies no Nordeste Brasileiro que se encontra em uma zona de
intercessdo entre estas regides. Estudos recentes tém demonstrado que a escala geografica da
amostragem podem ter um impacto critico na interpretacdo dos dados provenientes de
Barcode, assim, complementar este banco de dados torna-se crucial para compreender o
padrdo de conectividade destas espécies ao longo de toda ou boa parte de sua distribuicdo
(Bergsten et al., 2012). Nesse contexto, este estudo objetiva responder as seguintes questoes:
i) existem divergéncias genéticas profundas em populacbes de espécies de peixes
provenientes de diferentes provincias biogeograficas? ii) a variacdo nas distancias genéticas

entre populacbes de diferentes provincias biogeograficas pode ser influenciada por
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caracteristicas bioldgicas das espécies? iii) o DNA Barcode é uma ferramenta util em estudos
biogeograficos?

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Amostragem

Um total de 1549 sequéncias do gene citocromo oxidase subunidade 1 (COI)
pertencentes a 54 espécies de peixes marinhos foi obtido para quatro provincias
biogeograficas do Atlantico Ocidental (Provincia da Carolina-CR, Caribe-CA, Brasil-BR e
Argentina-AR, Tabela S1), com 10 a 90 espécimes analisados para cada espécie. As
sequéncias foram adquiridas a partir de dois conjuntos de dados: i) peixes coletados na costa
nordeste do Brasil (Provincia do Brasil, N= 336, tabela S1) e ii) Sequéncias do gene
Citocromo oxidase subunidade I-COIl (N=1213, tabela S1) disponiveis para as provincias

estudadas no banco de dados publico Bold systems (http://www.boldsystems.org/index.php/).

4.2.1.1 Peixes coletados na costa nordeste do Brasil

As amostras de peixes foram coletadas entre 2009-2014 em duas localidades ao longo
da costa Nordeste do Brasil: Rio Grande do Norte (6°18°26.97”’S; 35°01°55.45”) e Bahia.
Todas amostras foram identificadas, fotografadas e depositadas na colecdo de peixes da

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia e Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

O DNA dos espécimes coletados foi isolado a partir do tecido muscular fixado em
etanol a 96%, utilizando o kit DNeasy Tissue (Qiagen) de acordo com as instru¢es do
fabricante. Posteriormente, a regido Barcode de aproximadamente 650 pares de bases (pb) do
gene mitocondrial COI foi amplificada por meio dos primers universais forward FishR1
(5’TCAACCAACCACAAAGACATTGGCACS) e reverse FishR2
(5’ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA3’) (Ward, 2005). A reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi realizada para um volume final de 25 pl, constituido por: 12,5 ul de 2 X
Taq master mix (Vivantis), 0,5 pl de cada um dos iniciadores (10 mM), 0,5 ul MgClI2 (50
mM), 2 pl de solucdo de DNA gendmico a 40 ng, e agua purificada para completar o volume
final. Tais reacGes se deram por um passo inicial de 2 minutos a 95°C, 35 ciclos de 30s a
94°C, 30 segundos a 57°C e 2 minutos a 72°C, com uma extensdo final de 10 minutos a 72°C.
As reacOes foram purificadas utilizando kit ExoSap-IT® (Affimetrix), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Sequéncias forward e reverse de codigos de barras foram obtidos

utilizando o Kit “Big DyeTM Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied
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Biosystems), em sequenciador Modelo ABI 3130 — Applied Biosystems com o iniciador M-
13.

4.2.1.2 Sequéncias do gene COI disponiveis no banco de dados publico Bold systems
A escolha das sequéncias no banco de dados Bold Systems levou em consideracao: i)
nome cientifico da espécie, e; ii) a disponibilidade de coordenadas geograficas onde o

espéecime foi coletado.

4.2.2 Andlise estatistica dos dados
As sequéncias forward e reverse das amostras coletadas na Costa Nordeste do Brasil

(tabela 1) foram editadas por meio do software geneious (http://www.geneious.com) e

verificadas quanto a identidade taxondmica através da ferramenta Basic Local Alignment
Search Tool- BLAST (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Todas as sequéncias foram
alinhadas utilizando Clustal W (Thompson et al., 1994) implementado em BioEdit 7.0.5.3

(Hall, 1999), sequido por inspecdo visual para os ajustes finais. Cada uma das espécies foi
alinhada separadamente e as sequéncias foram classificadas de acordo com a provincia
biogeografica na qual o espécime foi coletado. Todas as sequéncias de DNA foram
caracterizadas pela auséncia de cddons de parada, inser¢fes ou dele¢des. As sequéncias serdo
todas depositadas no BOLD Systems e correspondendo aos numeros de adeséo (ver anexo 1

colocar numa tabela).

As distancias genéticas para cada espécie entre e dentro das provincias biogeograficas
do Atlantico Ocidental foram calculadas com o modelo evolutivo de substituicdo Kimura 2
Parametros (K2P) implementado em MEGA v.6 (Tamura et al., 2013), seguindo a rotina
analitica do procedimento estabelecido em estudos anteriores de DNA barcode

(www.boldsystems.org). As distancias intraespecificas da regido de codigo de barras COI

tém sido examinadas em varios estudos envolvendo milhares de espécies de peixes marinhos
(Ward et al. 2009). De acordo com tais estudos, a delimitacdo de espécies foi realizada usando

2% de divergéncia como um valor de corte.

O software DNAsp v.5.10.1 (Librado & Rozas, 2009) foi utilizado para obter a
distribuicdo dos haplétipos e gerar redes de haplotipos para as espécies que apresentaram
divergéncias genéticas utilizando o algoritmo de Median joining, implementado atraves do
software Network 4.6 (Fluxus Engineering Inc.; Bandelt et al. 1995; 1999).

Uma andlise de métodos filogenéticos comparativos foi realizada com o objetivo de

investigar se caracteristicas biologicas das espécies como tamanho do corpo (cm),
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profundidade (m), uso multiplo do habitat, capacidade de formar cardume estariam associadas
as variacOes nas distancias genéticas. Para isso utilizamos andlises filogenéticas de minimos
quadrados generalizados (pGLS) com sinal filogenético (k) estimada através de probabilidade

méaxima com o pacote Alcaparra vs 0.5.2 (Orme et al., 2014) implementado em R 3.0.2.

4.3 RESULTADOS
Foram obtidas sequéncias para 54 espécies de peixes marinhos provenientes de

diferentes provincias biogeograficas do Atlantico Ocidental (tabelas 2 e 3).

Na comparacgdo entre espécimes provenientes de diferentes provincias biogeograficas
foram observadas divergéncias genéticas profundas (>2%) em Harengula clupeola, Elops
saurus, Haemulon plumierii, Polydactylus virginicus, Stegastes variabilis, Pomatomus
saltatrix e Achirus lineatus (tabela 2). Divergéncias genéticas menores que 2%, mas que
indicam estruturacdo populacional (>1%) também foram encontradas em Acanthurus
bahianus, Chloroscombrus chrysurus, Bathygobius soporator, Xyrichtys novacula,
Citharichthys spilopterus e Scorpaena plumieri (tabela 2). Além disso, foram observadas
divergéncias genéticas populacionais dentro da provincia do Caribe, nas espécies Achirus
lineatus (1%), Haemulon plumierii (1,7%) e Bathygobius soporator (1,3%), contudo, ndo
foram encontradas divergéncias genéticas populacionais dentro das provincias do Brasil,
Carolina e Argentina (tabela 2). Ainda com relacdo as espécies que apresentaram
divergéncias genéticas entre provincias biogeogréaficas, foram observados haplétipos Unicos
para cada uma das provincias biogeogréaficas analisadas em 69,2 % das espécies (9 espécies,
tabela 3, figuras 1 e S1 a S10), enquanto 30,8% das espécies compartilnaram haplétipos entre
as provincias biogeograficas (4 espécies, tabela 3, figuras 1 e S1 a S10).

A andlise de métodos filogenéticos comparativos mostrou que entre as caracteristicas
de histéria de vida dos peixes (profundidade, tamanho maximo, uso multiplo do habitat e
capacidade de formar cardumes), apenas a capacidade de formar cardumes mostrou-se um
preditor significativo da distancia genetica nas espécies analisadas (p= 0,007), onde espécies
gue ndo formam cardumes tendem a exibir maiores distancias genéticas entre as provincias
biogeogréficas (tabela 4, figura 2). Entretanto, seis espécies que apresentaram divergéncias
genéticas entre provincias biogeograficas (Pomatomus saltatrix, Harengula clupeola, Elops
Saurus, Acanthurus bahianus, Chloroscombrus chrysurus, Polydactylus virginicus) néo

possuem comportamentos de formacao de cardumes (tabela S2).



Tabela 1. Distancias genéticas de espécies de peixes marinhos e estuarinos que nao apresentaram divergéncias genéticas entre e dentro de provincias

biogeogréficas do Atlantico Ocidental

Distancia entre provincias

Distancia dentro das provincias

Ordem Familia Espécie
CR-CA CR-BR CR-AR CA-BR CA-AR BR-AR CR CA BR AR

Clupeiformes Clupeidae Opisthonema oglinum  * * * 0,005 * * * 0,004 0,004 *
Gadiformes Merlucciidae Merluccius hubbsi * * * * * 0 * * 0 0
Mugiliformes Mugilidae Mugil curema * * * 0,003 0,002 0,003 * 0,002 0,004 0,002
Mugiliformes Mugilidae Mugil liza * * * 0 0 0 * 0 0 0
Peciformes Acanthuridae Acanthurus chirurgus * * * 0,002 = * * 0,003 0,002 *
Peciformes Acanthuridae Acanthurus coeruleus * * * 0,005 * * * 0,003 0,001 *
Peciformes Carangidae Caranx crysos * * * 0,001 * * * 0 0 *
Perciformes Carangidae Caranx hipos * * * 0,001 * * * 0,001 O *
Perciformes Carangidae caranx latus * * * 0,002 = * * 0,002 0,002 *
Perciformes Carangidae Selene vomer * * * 0,001 * * * 0,001 O *
Perciformes Carangidae Trachinotus carolinus  * * * 0,001 = * * 0 0 *
Perciformes Chaetodontidae Chaetodon striatus * * * 0,001 * * * 0,001 O *
Perciformes Coryphaenidae Coryphaena hippurus ~ * * * 0,003 * * * 0,003 0,003 *
Perciformes Ephippidae Chaetodipterus faber * * * 0,001 * * * 0 0 *
Perciformes Haemulidae Anisotremus virginicus  * * * 0,002 =* * * 0,001 0,001 *
Perciformes Haemulidae Conodon nobilis * * * 0,007 * * * 0,001 O *
Perciformes Haemulidae Haemulon parra * * * 0,003 =* * * 0,002 0,003 *
Perciformes Istiophoridae Kajikia albida 0,002 0,001 * 0,002 * * 0,001 0,003 0,001 *
Perciformes Istiophoridae Tetrapturus georgii 0,002 0,002 * 0,001 = * 0,003 0,001 0,002 *
Perciformes Istiophoridae Tetrapturus pfluegeri 0,004 0,005 * 0,003 * * 0,007 0,003 0,004 *
Perciformes Labridae Doratonotus megalepis  * * * 0,005 = * * 0,004 0,003 *
Perciformes Labridae Halichoeres radiatus * * * 0,002 * * * 0,002 0 *
Perciformes Labrisomidae Labrisomus nuchipinnis  * * * 0,005 = * * 0,002 0,006 *

Tabela 1. Continuacéo

Ordem

Familia

Espécie

Distancia entre provincias

Distancia dentro das provincias




CR- CR- CR- CA- CA- BR-

CA BR AR BR AR AR CR CA BR

Perciformes Lutjanidae Lutjanus synagris * * * 0,001 * * * 0,001 O
Perciformes Lutjanidae Ocyurus chrysurus * * * 0,001 * * 0 0,001 0,002
. - Rhomboplites
Perciformes Lutjanidae aurorubgns * * * 0 * * * 0 0
Perciformes Mullidae Pseudupeneus * * * 0,001 * * * 0 0,001
maculatus
Perciformes Percophidae Percophis brasiliensis ~ * * * * * 0,002 * * 0,001
Perciformes Pomacentridae Abudefduf saxatilis * * * 0,002 = * * 0,001 0,002
Perciformes Scaridae Sparisoma radians * * * 0,003 * * * 0,002 0,002
Perciformes Sciaenidae Ment!cwrhus * * * * * 0,004 * * 0,001
americanus
Perciformes Sciaenidae Micropogonias furnieri  * * * * * 0,003 * * 0,002
Perciformes Scombridae Euthynnus alletteratus 0,002 0,002 * 0,002 = * 0,002 0,002 0,002
Perciformes Scombridae Scomberomorus cavalla 0,001 0 * 0 * * 0,001 0,001 O
Perciformes Scombridae Scomberomorus regalis 0,003 0,002 * 0,004 = * 0 0,004 O
Perciformes Scombridae Thunnus albacares * 0,003 * * * * 0,002 0,003
Perciformes Scombridae Thunnus atlanticus * * * 0,003 =* * * 0,001 0,004
Perciformes Sparidae Archosqrgu_s * * * 0,002 =* * * 0 0
rhomboidalis
Perciformes Xiphiidae Xiphias gladius * 0,003 * * * * * 0 0,005
Scorpaeniformes Dactylopteridae Dactylopterus volitans ~ * * * 0,003 * * * 0,003 0,002

Tetraodontiformes Tetraodontidae Sphoeroides testudineus * * * 0,007 =* * * 0,003 0,002




35

Tabela 2. Distancias genéticas de espécies de peixes marinhos e estuarinos que apresentaram divergéncias genéticas entre e dentro de provincias
biogeogréficas do Atlantico Ocidental

Distancia entre provincias

Distancia dentro das

Ordem Familia Espécie provincias
CR-CA CR-BR CR-AR CA-BR CA-AR BR-AR CR CA BR AR
Clupeiformes Clupeidae Harengula clupeola * * 0,040 * * * 0003 0 *
Elopiformes Elopidae Elops saurus 0,004 0026 * 0025 ~ * 0,005 0,003 0,003 ~
Peciformes Acanthuridae Acanthurus bahianus * * * 0,012 * * * 0,003 0,002 *
Peciformes Carangidae Chloroscombrus chrysurus ~ * * * 0,018 * * * 0,004 0,003 *
Peciformes Gobiidae Bathygobius soporator * * * 0,012 * * * 0,013 0,004 *
Perciformes Haemulidae Haemulon plumierii * * * 0,050 * * * 0017 0 *
Perciformes Labridae Xyrichtys novacula * * * 0,018 * * * 0,001 o =
Perciformes Polynemidae Polydactylus virginicus * * * 0,021 * * * 0 o =
Perciformes Pomacentridae Stegastes variabilis * * * 0,042 * * * 0,001 o =
Perciformes Pomatomidae Pomatomus saltatrix 0,028 0,028 0,025 0,006 0,015 0,012 0,004 0,001 0,008 0,002
Pleuronectiformes Achiridae Achirus lineatus * * * 0,023 * * * 0,011 o =
Pleuronectiformes  Paralichthyidae Citharichthys spilopterus ~ * * * 0,014 * * * 0,001 0,002 *
Scorpaeniformes Scorpaenidae Scorpaena plumieri * * * 0,010 * * * 0,007 o =
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Tabela 3. Distribui¢do dos hapldtipos das espécies que apresentaram divergéncias genéticas entre e dentro das provincias biogeograficas do Atlantico Ocidental

Numero de Haplotipos por provincia biogeogréafica Compartilha haplétipos

Familia Espécie CR CA BR AR H'I;otlaéltide entre provincias
pIotipos biogeogréficas
Clupeidae Harengula clupeola * 13 2 * 15 N&o
Elopidae Elops saurus 3 2 7 * 12 Né&o
Acanthuridae Acanthurus bahianus * 11 5 * 16 Né&o
Carangidae Chloroscombrus * 3 4 * 6 Sim
chrysurus
Gobiidae Bathygobius soporator * 18 12 * 25 Sim
Haemulidae Haemulon plumierii * 14 2 * 15 Sim
Labridae Xyrichtys novacula * 3 2 * 5 N&o
Polynemidae Polydactylus virginicus * 3 2 * 5 Né&o
Pomacentridae Stegastes variabilis * 7 2 * 9 N&o
Pomatomidae Pomatomus saltatrix 5 3 11 4 21 Sim
Achiridae Achirus lineatus * 6 2 * 8 Né&o
Paralichthyidae Citharichthys spilopterus * 2 7 * 9 Né&o
Scorpaenidae Scorpaena plumieri * 10 1 * 11 N&o




Tabela 4. Resultados dos modelos individuais obtidos das regressoes filogenéticas generalizadas dos
guadrados minimos (pGLS) entre distancia genética e caracteristicas bioldgicas

Variaveis p

Tamanho corporal 0.774
Formagao de cardumes 0.007
Profundidade 0.677

Uso multiplo do habitat 0.671
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Figura 1. Rede de haplétipos dos espécimes coletados ao longo de provincias biogeograficas do Atlantico Ocidental. Cada circulo representa um
hapl6tipo e o tamanho da circunferéncia representa a frequéncia do haplétipo na populacdo estudada. As cores indicam onde o haplétipo foi
coletado. Azul escuro: provincia da Carolina; Azul turquesa: provincia do Caribe; Verde: Brasil; Amarelo: provincia da Argentina. Os numeros
acima da barra preta entre os haplotipos indica a quantidade de mutagGes que separam os haplotipos coletados em cada provincia biogeografica e
0s numeros abaixo indicam a distancia genética entre os haplotipos coletados em cada provincia biogeografica.
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Figura 2. Efeitos do comportamento de formar cardumes sobre a variacdo genética. As linhas tracejadas verticais, barras cinzentas e

linhas horizontais pretas representam, respectivamente, intervalo de dados, intervalo interquartil, e mediana. Nivel de confianca de 95%.
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4.4 DISCUSSAO

4.4.1 Diversidade Criptica no Atlantico Ocidental

Nossos dados mostram que existem divergéncias genéticas profundas em espécies de
peixes distribuidas ao longo de diferentes provincias biogeograficas no Atlantico Ocidental. A
maioria das divergéncias genéticas encontradas esta concentrada entre as provincias do Brasil
e Caribe, inclusive com a ocorréncia de haplotipos exclusivos dentro de cada Provincia (ver
tabelas 2 e 3; figuras 1 e S1 a S10). No limite entre estas duas provincias existe a foz do Rio
Amazonas, que representa o limite de distribuicdo para varias espécies de esponjas, corais
escleractineos, peixes de &guas rasas, entre outros grupos de organismos costeiros e
associados a recifes (Miloslavich et al., 2011). Além disso, estudos tém relatado uma reducéo
na conectividade populacional em espécies de organismos costeiros distribuidos em ambos os
lados da barreira, como € caso dos peixes (Rocha et al., 2003; Luiz et al., 2012).. Nestes
estudos, a ruptura na conectividade entre as populacdes em ambos os lados da Foz do Rio
Amazonas foi atribuida ao efeito vicariante da barreira e/ou a especiacéo ecologica, uma vez
que, ao Norte da Foz o ambiente € insular, de condi¢cGes ambientais relativamente estaveis,
com &guas claras durante todo o ano e sedimentos de fundo em grande parte compostos de
carbonato de célcio (Rocha et al., 2002; Rocha, 2003; Rocha et al., 2005). Porém, ao Sul da
Foz, predomina o ambiente costeiro continental, com substratos terrigenas, influenciado por

descarga de rios e alta turbidez (Rocha, 2003).

Por outro lado, como observado no presente estudo (tabela 1), populacfes de espécies
pelagicas ou associadas a recifes de corais, ocorrem em ambos os lados da foz do Rio
Amazonas e exibem alta conectividade (Rocha et al., 2002; Robertson et al., 2004; Rocha et
al., 2008). Tal conectividade pode estar também relacionada a dispersdo larval em longo
alcance ou migracdo de juvenis e adultos (Rocha, 2003; Luiz et al., 2012). Em um estudo
recente, Moura et al. (2016) revelaram um amplo sistema de recifes de carbonato (9300 km2)
existente sob a pluma do Rio Amazonas que pode ser utilizado como um corredor por peixes
e outros organismos para atravessar a barreira. A maioria das espécies de peixes registradas
no sistema de recifes de carbonato € carnivora, suportam grandes profundidades e possuem
uma ampla distribuicdo geogréafica, indicando que determinadas caracteristicas biologicas
podem favorecer a utilizacao deste “corredor” em determinadas espécies de peixes (Moura et
al. 2016). Dentre as espécies observadas por Moura et al (2016) estdo Pseudupeneus
maculatus, Caranx latus, Lutjanus synagris, Ocyurus chrysurus, Rhomboplites aurorubens,

Acanthurus chirurgus, que ndo apresentaram divergéncias genéticas entre as provincias
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biogeograficas (tabela 1). Assim, tais resultados reforcam a influéncia da barreira da Pluma
dos rios Amazonas-Orinoco em moldar os padrdes de diversidade em peixes dentro do
Atlantico, indicando que caracteristicas espécie-especificas podem estar relacionadas a
capacidade da espécie em estabelecer uma conectividade entre as populacGes residentes em

ambos os lados da barreira.

4.4.2 Associacdo entre variabilidade genética e caracteristicas bioldgicas

As variagdes nas distancias geneticas encontradas nas espécies com padrdes de
divergéncia profunda (13%, 7 spp., tabela 2), populacional (11%, 6 spp., tabela 2) e auséncia
de divergéncias genéticas entre as provincias biogeograficas (76%, 41 spp., tabela 1) levam a
seguinte indagacdo: porque espécies que compartilhnam distribuicGes geogréaficas semelhantes
apresentam padrbes dispares de distancias genéticas em uma determinada area geogréafica?
Luiz et al. (2012, 2013) observaram que caracteristicas bioldgicas espécie-especificas em
larvas e adultos de peixes, como duracdo larval pelagica (PLD), resisténcia a variacGes fisico-
quimicas da dgua, comportamento e preferéncias de habitat, podem afetar ndo sé a disperséo,
mas também o potencial para estabelecer uma nova populacdo depois que a barreira foi
cruzada. Aqui, foi observado que espécies que nao apresentam o comportamento de formar
cardumes tendem a exibir maiores distancias genéticas entre as provincias biogeograficas. O
comportamento de formar cardume influencia diretamente a capacidade dos novos
colonizadores sobreviverem e estabelecerem populacbes reprodutivas por dois principais
motivos (Luiz et al., 2013). Primeiro, que a reducdo do risco de predacdo € considerada um
dos principais beneficios da formacdo de cardumes em peixes (White et al., 2010). Assim
como, pode aumentar a chance de encontrar parceiros em uma coorte escassa de
colonizadores, melhorar a deteccdo de alimentos, e melhorar 0 acesso a recursos protegidos
por concorrentes territoriais (Robertson et al., 1976, Pitcher et al., 1982). Nossos dados
reforcam estudos anteriores que afirmam que caracteristicas bioldgicas em larvas e adultos de
peixes (neste caso o comportamento de formar cardumes) influenciam o potencial para o

estabelecimento da nova populacdo e persisténcia depois de atingir novas areas (tabela 4).

Entretanto os padrdes encontrados ndo sao uma regra geral para maioria das espécies
analisadas. Seis especies que apresentaram divergéncias genéticas entre provincias
biogeograficas (Pomatomus saltatrix, Harengula clupeola, Elops Saurus, Acanthurus
bahianus, Chloroscombrus chrysurus, Polydactylus virginicus, tabelas 2 e S2) possuem
comportamentos de formacdo de cardumes, indicando que outras caracteristicas bioldgicas

especie-especificas ou forcas evolutivas ndo analisadas neste estudo podem estar moldando a



42

descontinuidade genética nestas espécies. Por exemplo, a anchova (Pomatomus saltatrix) é
uma espécie migradora circumtropical, e a divergéncia genética aqui observada parece
conflitar com essa caracteristica bioldgica da espécie. Contudo, Juanes et al. (1996)
observaram diferencas no periodo anual da estacdo reprodutiva entre populacdes ao longo do
Atlantico Ocidental. No presente estudo, foram encontrados trés haplogrupos para esta
espécie (figura S9) corroborando com os padrfes observados por Juanes et al. (1996).

Outro exemplo pode ser observado em Elops saurus. Com a utilizacdo de dados
moleculares e morfoldgicos, foram identificados dois morfotipos em Elops saurus com a sua
distribuicdo associada as temperaturas, onde o primeiro morfotipo era distribuido em aguas
mais frias (provincia da Carolina) e o segundo morfotipo (Elops sp) em aguas mais quentes da
Provincia do Caribe que posteriormente foi denominado Elops smithi (Obermiller & Pfeiler
2003; McBride & Horodysky 2004; McBride et al., 2010). Os resultados aqui obtidos indicam
que existem também divergéncias genéticas profundas em E. saurus ao norte da Pluma do
Amazonas-Orinoco (Carolina e Caribe) e ao Sul da Pluma (Provincia do Brasil) (tabela 2,
figura S6). Dado o fato de que estas duas espécies podem viver em simpatria devido a
diferencas periodo reprodutivo (McBride & Horodysky, 2004) e que a espécie E. smithi ja foi
registrada na provincia biogeogréafica do Brasil, Lucena & Neto (2012) sugerem que é
provavel que os registros de E. saurus no Brasil correspondam a E. smithi. Assim, uma
analise integrativa abordando aspectos genéticos e morfologicos podem elucidar o real status

dessas espécies e sua distribuicdo geografica ao longo do Atlantico Ocidental.

4.4.3 A Utilidade do DNA Barcode em Estudos Biogeogréaficos

Nossos dados identificaram divergéncias genéticas entre provincias biogeograficas no
Atlantico Ocidental em Harengula clupeola, Chloroscombrus chrysurus, Xyrichtys novacula,
Haemulon plumierii, Polydactylus virginicus, Stegastes variabilis, Achirus lineatus,
Citharichthys spilopterus, Pomatomus saltatrix, Elops saurus, Bathygobius soporator,
Acanthurus bahianus e Scorpaena plumieri. Landi et al. (2014) ressaltou a capacidade deste
marcador em detectar variacdo genetica relacionada a geografia em peixes marinhos, e
estudos de genética populacional em peixes do Atlantico vem demonstrando a eficiéncia do
DNA Barcode em detectar a diversidade criptica e como ela esta geograficamente organizada
(Serra-Pereira et al., 2011; Neves et al., 2016). Os resultados aqui obtidos corroboram tais
achados, e destacam a eficiéncia deste marcador em estudos exploratérios que visam

diagnosticar espécies que necessitam de revisdes taxondmicas.
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As divergéncias genéticas populacionais encontradas dentro da provincia
biogeografica do Caribe e ausentes nas provincias do Brasil, Carolina e Argentina (tabela 2),
destacam a regido biogeografica do Caribe pode ser o centro de diversidade do Atlantico
Tropical Ocidental (Rocha et al., 2008b). Ao invés de ser homogénea, essa provincia €
dividida em trés grandes partes que possuem fauna distinta e diferencas ambientais, como:
variagéo latitudinal na temperatura do mar, a disponibilidade de diferentes habitats ambientes
insulares e de plataforma continental (recifes de coral, linhas costeiras de fundo mole e
manguezais), além de adi¢bes de nutrientes provenientes de areas de afloramento e de grandes
rios que podem propiciar um ambiente favoravel para o desenvolvimento de divergéncias
genéticas entre populacGes de espécies de peixes que residem nesta area (Robertson & Cramer
2014).
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5 CONCLUSAO GERAL
O DNA Barcode mostrou-se uma ferramenta Util em detectar descontinuidades genéticas ao

longo de uma gradiente latitudinal no Atlantico Ocidental. Além disso, foi observado que a
variacdo nas distancias genéticas entre populacGes de diferentes provincias biogeograficas
pode ser influenciada por caracteristicas bioldgicas das espécies, como a capacidade de
formar cardumes. Contudo, outras caracteristicas biolégicas, como periodo de reproducéo
podem ter influéncia sobre a divergéncia genética das espécies.

Nossos resultados destacam a eficiéncia deste marcador em uma primeira avaliacdo sobre o
status taxondmico das espécies, assim como na deteccdo de unidades evolutivas significativas,
que podera nortear futuras revisoes taxondmicas, estudos filogeogréaficos e consequentemente

programas de conservagao.
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ANEXO A- INFORMACOES COMPLEMENTARES

Tabela S1. Nimero de amostras coletadas e obtidas através do banco de dados de dominio pablico BOLD
Systems para quatro provincias biogeograficas da regido quente do Atlantico Ocidental

NUmero de
Numero de amostras obtidas nos bancos de dados para amostras coletadas
cada provincia do Atlantico Ocidental estudada na provincia do

Brasil (Nordeste)

Espécie Brasil

Carolina  Caribe Argentina  Bahia Natal Total

Sudeste  Nordeste

Abudefduf saxatilis 0 33 2 10 0 6 0 51
Acanthurus 0 23 0 0 0 6 0 29
bahianus
Acanthurus 0 22 0 3 0 3 8 36
chirurgus
Acanthurus 0 26 0 0 0 4 0 30
coeruleus
Achirus lineatus 0 15 13 0 0 0 0 28
Anisotremus 0 12 2 0 0 0 7 21
virginicus
Archosa_rgu_s 0 17 0 0 0 0 4 21
rhomboidalis
Bathygobius 0 49 9 0 0 0 0 58
soporator
Caranx crysos 0 12 11 0 0 4 7 34
Caranx hipos 0 8 4 0 0 0 1 13
caranx latus 0 6 6 0 0 3 3 18
Chaetodipterus 0 7 18 0 0 7 6 38
faber
Chaetodon striatus 0 21 0 0 0 9 0 30
Chloroscombrus 0 7 0 0 0 6 6 19

chrysurus



Citharichthys
spilopterus
Conodon nobilis

Coryphaena
hippurus
Dactylopterus
volitans
Doratonotus
megalepis
Elops saurus

Euthynnus
alletteratus

Haemulon parra

Haemulon plumierii

Halichoeres
radiatus

Harengula clupeola
Kajikia albida
Labrisomus
nuchipinnis
Lutjanus synagris
Menticirrhus
americanus

Merluccius hubbsi
Micropogonias
furnieri

Mugil curema

Mugil liza
Ocyurus chrysurus

Opisthonema
oglinum

Percophis
brasiliensis
Polydactylus
virginicus
Pomatomus saltatrix

Pseudupeneus
maculatus

Rhomboplites
aurorubens

Scomberomorus
cavalla

Scomberomorus
regalis

Scorpaena plumieri
Selene vomer

Sparisoma radians

Sphoeroides
testudineus

Stegastes variabilis
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Tetrapturus georgii 9 8 11 0 0 0 0
Tetraptu_rus 3 8 14 0 0 0 0
pfluegeri

Thunnus albacares 5 3 0 0 3 0
Thunnus atlanticus 0 17 0 0 0 0
Trachmotus 0 7 10 0 0 1 0
carolinus

Xiphias gladius 9 0 0 0 0 7
Xyrichtys novacula 0 6 0 0 4 0

28
25

11
22

18

16
10

58

Tabela S2. Caracteristicas bioldgicas das espécies utilizadas neste estudo. As espécies que apresentaram
divergéncias genéticas estdo sublinhadas. Fonte: Fishbase
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Tamanho Uso
e . . Profundidade Forma multiplo
Ordem Familia Espécie do corpo
(cm) (m) cardumes do
habitat
. . Harengula
Clupeitormes p 18 20 IV 2IM
Clupeiformes Clupeidae clupeola 18 50 Sl SIM
isth
Clupeiformes Clupeidae Opisthonema 50 SIM SIM
oglinum
Elopiformes Elopidae Elops saurus 100 50 SIM SIM
Gadiformes Merlucciidae ~ Vierluccius 95 800 SIM NAO
hubbsi
Mugiliformes Mugilidae Mugil curema 90 30 SIM SIM
Mugiliformes Mugilidae Mugil liza 80 40 SIM SIM
Peciformes Acanthuridae IM 35 38 SIM SIM
- - bahianus
. . Acanthurus
Peciformes Acanthuridae . 34 23 SIM SIM
chirurgus
. . Acanthurus
Peciformes Acanthuridae 36 38 SIM SIM
coeruleus
Peciformes Carangidae Caranx crysos 70 100 SIM SIM
Peciformes Carangidae Caranx hippos 124 350 SIM SIM
Perciformes Carangidae caranx latus 101 140 SIM SIM
Chloroscombrus
Percif i - M IM
erciformes Carangidae chrVSUrUS 65 55 SIM SIM
Perciformes Carangidae Selene vomer 48,3 53 SIM SIM
Perciformes Carangidae Trachinotus 64 70 SIM SIM
carolinus
Perciformes Chaetodontidae Chqetodon 16 55 NAO SIM
striatus
Perciformes Coryphaenidae Cgryphaena 210 85 SIM SIM
hippurus
Perciformes Ephippidae jf;);;todlpterus 91 35 SIM SIM
. .o i ~
Peciformes Gobiidae Bathygobius 15 16 NAO SIM
sogorator
Perciformes Haemulidae A.ms.mtremus 40 18 SIM NAO
virginicus
Perciformes Haemulidae Conodon nobilis 33,6 100 SIM NAO
Perciformes Haemulidae Haemulon parra 41 27 SIM SIM
Perciformes Haemulidae HGLW 53 37 NAO SIM
— I plumierii S—
Perciformes Istiophoridae Kajikia albida 300 150 NAO NAO
Perciformes Istiophoridae Tetra/:f.turus 184 200 NA NAO
georgii
Perciformes Istiophoridae Tetraptu‘rus 254 200 NA NAO
pfluegeri
. . Doratonotus ~
Perciformes Labridae ] 9,4 14 NAO SIM
megalepis
. . Halichoeres "
Perciformes Labridae . 51 53 NAO SIM
radiatus
Perciformes Labridae Xyrichtys 38 89 NAO SIM

novacula




Perciformes

Perciformes

Perciformes

Perciformes

Perciformes

Perciformes

Perciformes

Perciformes
Perciformes
Perciformes

Perciformes

Perciformes

Perciformes

Perciformes

Perciformes

Perciformes
Perciformes
Perciformes

Perciformes

Perciformes

Pleuronectiformes

Labrisomidae

Lutjanidae

Lutjanidae

Lutjanidae

Mullidae

Percophidae

Polynemidae

Pomacentridae

Pomacentridae

Pomatomidae

Scaridae

Sciaenidae

Sciaenidae

Scombridae

Scombridae

Scombridae
Scombridae
Serranidae

Sparidae

Xiphiidae
Achiridae

Pleuronectiformes

Paralichthyidae

Scorpaeniformes

Scorpaeniformes

Dactylopteridae

Scorpaenidae

Tetraodontiformes

Tetraodontidae

Labrisomus
nuchipinnis
Lutjanus synagris

Ocyurus
chrysurus

Rhomboplites
aurorubens

Pseudupeneus
maculatus

Percophis
brasiliensis

Polydactylus
virginicus
Abudefduf
saxatilis
Stegastes
variabilis
Pomatomus
saltatrix
Sparisoma
radians

Menticirrhus
americanus

Micropogonias
furnieri

Euthynnus
alletteratus

Scomberomorus
regalis

Thunnus
albacares
Thunnus
atlanticus
Diplectrum
bivittatum
Archosargus
rhomboidalis

Xiphias gladius
Achirus lineatus
Citharichthys
spilopterus

Dactylopterus
volitans

Scorpaena
plumieri

Sphoeroides
testudineus
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86

60
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Figura S1. Rede de haplotipos dos espécimes de Acanthurus bahianus coletados ao longo de
provincias biogeograficas do Atlantico Ocidental. Cada circulo representa um haplétipo (H_)
e 0 tamanho da circunferéncia representa a frequéncia do haplétipo na populacéo estudada. As
cores indicam onde o haplétipo foi coletado. Azul escuro: provincia da Carolina; Azul
turquesa: provincia do Caribe; Verde: Brasil; Amarelo: provincia da Argentina. Os nimeros
em vermelho indicam a posic¢do da mutacdo e os circulos indicam hapl6tipos perdidos ou néo
amostrados.
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Figura S2. Rede de haplotipos dos espécimes de Achirus lineatus coletados ao longo de
provincias biogeograficas do Atlantico Ocidental. Cada circulo representa um haplotipo (H_)
e 0 tamanho da circunferéncia representa a frequéncia do haplétipo na populacédo estudada. As
cores indicam onde o haplétipo foi coletado. Azul escuro: provincia da Carolina; Azul
turquesa: provincia do Caribe; Verde: Brasil; Amarelo: provincia da Argentina. Os nimeros
em vermelho indicam a posi¢do da mutacgdo e os circulos indicam haplétipos perdidos ou ndo
amostrados.
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Figura S3. Rede de haplotipos dos espécimes de Bathygobius soporator coletados ao longo de
provincias biogeograficas do Atlantico Ocidental. Cada circulo representa um hapl6tipo (H_)
e 0 tamanho da circunferéncia representa a frequéncia do haplétipo na populacéo estudada. As
cores indicam onde o haplétipo foi coletado. Azul escuro: provincia da Carolina; Azul
turquesa: provincia do Caribe; Verde: Brasil; Amarelo: provincia da Argentina. Os numeros
em vermelho indicam a posic¢do da mutacdo e os circulos indicam hapl6tipos perdidos ou ndo
amostrados.
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Figura S4. Rede de haplodtipos dos especimes de Chloroscombrus chrysurus coletados ao
longo de provincias biogeograficas do Atlantico Ocidental. Cada circulo representa um
haplotipo (H_) e o tamanho da circunferéncia representa a frequéncia do haplotipo na
populacdo estudada. As cores indicam onde o hapl6tipo foi coletado. Azul escuro: provincia
da Carolina; Azul turquesa: provincia do Caribe; Verde: Brasil; Amarelo: provincia da
Argentina. Os numeros em vermelho indicam a posi¢do da mutagdo e os circulos indicam
haplotipos perdidos ou ndo amostrados.
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Figura S5. Rede de haplotipos dos espécimes de Citharichthys spilopterus coletados ao longo
de provincias biogeogréaficas do Atlantico Ocidental. Cada circulo representa um haplétipo
(H_.) e o tamanho da circunferéncia representa a frequéncia do haplotipo na populagdo
estudada. As cores indicam onde o haplotipo foi coletado. Azul escuro: provincia da
Carolina; Azul turquesa: provincia do Caribe; Verde: Brasil; Amarelo: provincia da
Argentina. Os nimeros em vermelho indicam a posi¢do da mutacdo e os circulos indicam
hapldtipos perdidos ou ndo amostrados.
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Figura S6. Rede de hapl6tipos dos espécimes de Elops saurus coletados ao longo de
provincias biogeogréaficas do Atlantico Ocidental. Cada circulo representa um haploétipo (H_)
e 0 tamanho da circunferéncia representa a frequéncia do haplétipo na populacdo estudada. As
cores indicam onde o haplétipo foi coletado. Azul escuro: provincia da Carolina; Azul
turquesa: provincia do Caribe; Verde: Brasil; Amarelo: provincia da Argentina. Os nimeros
em vermelho indicam a posicdo da mutacdo e os circulos indicam haplétipos perdidos ou nao
amostrados.
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Figura S7. Rede de haplétipos dos espécimes de Haemulon plumierii coletados ao longo de
provincias biogeograficas do Atlantico Ocidental. Cada circulo representa um hapl6tipo (H_)
e 0 tamanho da circunferéncia representa a frequéncia do haplétipo na populacéo estudada. As
cores indicam onde o haplétipo foi coletado. Azul escuro: provincia da Carolina; Azul
turquesa: provincia do Caribe; Verde: Brasil; Amarelo: provincia da Argentina. Os numeros
em vermelho indicam a posi¢do da mutacdo e os circulos indicam hapl6tipos perdidos ou ndo
amostrados.
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Figura S8. Rede de haplétipos dos espécimes de Polydactylus virginicus coletados ao longo
de provincias biogeogréficas do Atlantico Ocidental. Cada circulo representa um haplétipo
(H_) e o tamanho da circunferéncia representa a frequéncia do haplétipo na populacédo
estudada. As cores indicam onde o haplétipo foi coletado. Azul escuro: provincia da
Carolina; Azul turquesa: provincia do Caribe; Verde: Brasil; Amarelo: provincia da
Argentina. Os numeros em vermelho indicam a posi¢do da mutagdo e os circulos indicam
haplotipos perdidos ou ndo amostrados.



70

Figura S9. Rede de haplotipos dos espécimes de Pomatomus saltatrix coletados ao longo de
provincias biogeograficas do Atlantico Ocidental. Cada circulo representa um haplétipo (H_)
e 0 tamanho da circunferéncia representa a frequéncia do haplétipo na populacédo estudada. As
cores indicam onde o haplétipo foi coletado. Azul escuro: provincia da Carolina; Azul
turquesa: provincia do Caribe; Verde: Brasil; Amarelo: provincia da Argentina. Os nimeros
em vermelho indicam a posi¢dao da mutagdo e os circulos indicam haplétipos perdidos ou ndo
amostrados (mv).
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Figura S10. Rede de haplotipos dos espécimes de Scorpaena plumieri coletados ao longo de
provincias biogeogréaficas do Atlantico Ocidental. Cada circulo representa um haplétipo (H_)
e 0 tamanho da circunferéncia representa a frequéncia do haplétipo na populacéo estudada. As
cores indicam onde o haplétipo foi coletado. Azul escuro: provincia da Carolina; Azul
turquesa: provincia do Caribe; Verde: Brasil; Amarelo: provincia da Argentina. Os numeros
em vermelho indicam a posic¢do da mutacdo e os circulos indicam hapl6tipos perdidos ou néo
amostrados (mv).
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Figura S11. FilogeniA utilizada nas regressdes filogenéticas generalizadas dos quadrados minimos (pGLS) entre distdncia genética e
caracteristicas bioldgicas das espécies de peixes coletadas ao longo de provincias biogeograficas do Atlantico Ocidental. Os numeros nos ramos
indicam o suporte estatistico de cada ramo.



