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RESUMO

Os padrdes de estruturacado populacional podem ser entendidos pela
dindmica das populacgdes, e tal entendimento passa pela distingdo de
unidades evolutivas e compreensdo dos padrdes de conectividade. A
tainha (parati), Mugil curema, objeto do presente trabalho, apresenta-
se como modelo para estudos de conectividade populacional, uma vez
que existem evidéncias consolidadas acerca da existéncia de um
potencial complexo de espécies ou de populagdes disjuntas. Revelar o
patamar de variagdo genética-morfologica da espécie, bem como
descobrir como e em que nivel a variabilidade genética se apresenta
ao longo da regido é o objetivo central do presente estudo. A espécie
foi estudada nos estuarios dos rios Potengi/RN, Paraiba do Norte/PB,
Canal de Santa Cruz/PE, Formoso/PE, Sao Francisco/AL e Ribeira de
Iguape/SP. A variabilidade genética foi acessada por PCR, pelo uso
de marcadores moleculares PCR-RFLP do gene Citocromo Oxidase
Subunidade | e ISSRs, foram observadas as histérias genético-
demografica da espécie na regido, sendo desenvolvidas analises de
agrupamento e mensurados parametros genético-populacionais. A
diferenciacdo em tamanho e forma dos individuos foi realizada pela
morfometria geométrica. Tanto os dados obtidos da regido
mitocondrial, assim como os colhidos da regido nuclear do genoma da
espécie evidenciaram alto grau de estruturagdo populacional. Em
menor grau, mas também evidente, foi observada diferenciagao
morfolégica entre os exemplares dos diferentes estuarios. Pode-se
concluir que as populagcbes de Mugil curema encontram-se em
processo de diversificagdo, sugerindo um possivel complexo de
espécies sob a denominagcdao Mugil curema. Além disso, uma das
populagbes deste complexo € genético-evolutivamente mais
relacionada com Mugil hospes do que com duas outras populacdes da

propria espécie. Perante os resultados obtidos, o manejo das
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populagdes de Mugil curema no litoral brasileiro deve ser abordado de
forma muito cuidadosa e especifica, uma vez que a diversificagcédo
populacional deste taxon & conspicua e de forma geral € notério que
os seis estuarios ndao podem ser regidos pelas mesmas acgdes e

medidas para a conservagao do estoque de tainhas.

PALAVRAS-CHAVES: COIl, mtDNA, ISSR, Morfometria geométrica,
Estruturagcao genética, Filopatria, Atlantico Sul, Tainha/Parati
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ABSTRACT

Patterns of population structure can be understood by the population
dynamics, and this knowledge involves the distinction of evolutionary
units and understanding patterns of connectivity. The white mullet,
Mugil curema, the aim of this work is a model for studies of population
connectivity, since there is evidence about the potential existence of a
species complex or disjunct populations. The purpose of the present
study is to evaluate the level of genetic and morphological variation
among populations of this specie, as well as to discover how and at
what level the genetic variability appears throughout the region. White
mullet was sampled in the estuaries of rivers Potengi/RN, Paraiba do
Norte/PB, Canal de Santa Cruz/PE, Formoso/PE, Sdo Francisco/AL
and Ribeira do Iguape/SP. Genetic variability was assessed through
PCR, using molecular markers PCR-RFLP from Cytochrome Oxidase
subunit | gene and ISSRs markers, showed the genetic and
demographic histories of species in the region, cluster analysis were
made and genetic population parameters measured. The difference in
size and shape of individuals was performed by geometric
morphometrics. The data obtained from the mitochondrial region as
well as nuclear genome showed a high degree of population structure.
Also evident, morphological differentiation was observed between
specimens of different estuaries. In conclusion, populations of Mugil
curema are in the process of diversification, suggesting a possible
species complex under the same taxon name. Furthermore, one
populations from this complex is genetic evolutionarily most closely
related to Mugil hospes than with the others populations of the species
itself. Given these results, the management of populations of Mugil
curema in the Brazilian coast should be handled carefully, since the

population of this taxon diversification is conspicuous. Is known that
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white mullet form these six estuaries should not be managed by the

same programs and measures for conservation.

KEYWORDS: COIl, mtDNA, ISSR, Geometric Morphometric, Genetic
Structuring, Philopatry/Homing, South Atlantic, White Mullet.
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1. INTRODUGAO GERAL

O planejamento para a conservagao de recursos renovaveis
como os estoques pesqueiros, que sao uma unidade administrativa e
ndo bioldgica, passa pela identificacdo correta de suas unidades
evolutivas. Dessa forma é necessario que a cadeia produtiva destine a
devida atencao a identificacdo e preservacdo de seus recursos
biolégicos (TORRES, 2003). Entender a dinédmica biolégica das
populacdes e espécies marinhas esta diretamente relacionado a uma
investigagado dos principios e processos que governam a historia da
biodiversidade.

Distinguir unidades evolutivas advém da compreensdo dos
padrdées de conectividade populacional, uma vez que estudos teoricos
sugerem que a conectividade da populagdo tem um papel fundamental
na dinamica local de metapopulacdes, dinamica e estrutura da
comunidade, diversidade genética, e a resiliéncia das populagdes a
exploragdo humana (HASTINGS; HARRISON, 1994;. BOTSFORD et
al., 2001). No ambiente marinho, tais questbes sao entrelagadas
aquelas relacionadas as estratégias de manejo, uma vez que muitas
espécies ja estdo ameagadas ou sobrexploradas (PALUMBI, 2003).
Acredita-se que um dos maiores desafios reside em determinar a
origem do recrutamento larval e os locais de assentamento dessas
larvas (PINEDA et al., 2007), porém a extensdo marinha e sua
aparente homogeneidade, torna a questdo dificil de ser resolvida
(KINLAN; GAINES, 2003; SHANKS et al., 2003). Com essa potencial
homogeneidade poderia se esperar que as populagdes de peixes
exibissem pequenas taxas de mudangas evolutivas (HAUSER;
CARVALHO, 2008). Todavia, uma nova visdo de que os padrbes de
conectividade ndo sdo somente governados pela dispersdo larval vem

de encontro a esse paradigma, reavaliando a conectividade entre
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populagdées marinhas (COWEN et al., 2006, 2007; TREML et al., 2008;
COWEN; SPOUNGALE, 2009).

Nesse contexto, € vital compreender os padrdes espaciais e
evolutivos da estruturacado das populagdes, principalmente quando se
refere a conservagdo das espécies exploraveis, visando estratégias
de manejo. Tais estratégias devem objetivar a conservacdo da
biodiversidade, que envolve ndo apenas a riqueza de espécies, mas
também a variagdo genética intraespecifica, necessaria a adaptacgao e
persisténcia nos ecossistemas (AVILA-DIAZ; OYAMA, 2007).

Potencial pesqueiro de Mugil curema Valenciennes, 1836.

A familia Mugilidae é composta por 17 géneros e 72 espécies,
com ampla distribuicdo geografica no mundo (NELSON, 2006). Com
uma morfologia externa muito conservada, sua taxonomia tem sido
muito debatida, sendo bastante problematica (THOMSON, 1978;
MENEZES et al., 2010). Seus representantes ocorrem em aguas
tropicais e subtropicais de todo o mundo, habitando preferencialmente
aguas estuarinas e salobras, podendo fazer incursbes em aguas
marinhas e continentais com algumas espécies dulcicolas
(THOMSON, 1978; MENEZES; FIGUEIREDO, 1985). Sdo espécies
pelagicas costeiras, de aguas rasas, nadando em cardumes perto da
superficie (MENEZES; FIGUEIREDO, 1985). De maneira geral o ciclo
reprodutivo das espécies marinhas/estuarinas € composto por uma
fase de maturagdo gonadal nos estuarios. Apds essa etapa segue um
periodo de migragao reprodutiva em alto mar (BIZERRIL; COSTA,
2001). Depois da metamorfose, os jovens buscam aguas costeiras,

adentrando ativamente nos estuarios onde se desenvolvem e a
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medida que crescem realizam a migracdo reprodutiva (VIEIRA;
SCALABRIN, 1991) (Figura 1.01). De maneira similar se comporta a
tainha, Mugil curema, sendo que seus ovos demoram cerca de 3
semana para eclodir e possuem uma fase larval que pode durar até 3
meses (ANDRESON, 1957) (Figura 1.02).

Surf zone

Nearshore
(D~ S marine zone

]
/

~

/ Offshore
marine zone

FIGURA 1.01. Ciclo de vida tipico dos Mugilideos estuarinos.
Fonte: Whitfield et al. (2012).
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FIGURA 1.02. Esquema do ciclo de vida da tainha, Mugil curema.

No Brasil esses peixes sdo conhecidos popularmente como
tainhas, salnas (juvenis) e paratis. E uma das familias mais
exploradas pela pesca artesanal em toda a costa brasileira (PAIVA,
1997). Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization) a pesca
dos mugilideos no Brasil, apresentou um aumento relevante em suas
capturas até 1976 (ALARCON, 2002). No final dos anos 70 a
producdo de espécies dessa familia decresceu até 1988, e manteve-
se sem grandes alteragdes em suas capturas até os dias de hoje
(FAO, 2011), ressaltando, entretanto, que esses dados em sua
maioria referem-se a pesca de Mugil platanus, capturado
principalmente no Sul e Sudeste do Brasil. Diferentemente do restante
do Brasil, Mugil curema nos ultimos anos este recurso pesqueiro no

litoral Nordeste do Brasil apresenta uma tendéncia de crescimento de
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pesca (LESSA et al.,, 2006). S6 em 2004 a regiao Nordeste
apresentou em 2004 uma captura total de tainhas de 7.628,00
toneladas (FUNDACAO PROZEE, 2006). Em Pernambuco, entre os
anos de 1993 até 2005 a produgcdo de tainha aumentou quase 7
vezes, sobretudo pelo aumento do esforco de pesca e da pesca da
sauna (nome popular dado os juvenis) (SILVA, 2007). A pesca da
espécie é tradicional e artesanal em quase toda a costa brasileira,
(MENEZES & FIGUEIREDO, 1985) e historicamente nota-se também
a importancia deste recurso por populagdes indigenas desde periodos
pré-lineanos (MARCGRAF, 1648), até a era contemporanea como
pode-se observar pela seguinte passagem: “[...] a tainha quer no
litoral de todo o Brasil como nos Estados Unidos e na Europa tem
grande importancia econdmica, nao tanto pela qualidade, que é

inferior, mas pela quantidade que é pescada [...]” (IHERING, 1940).

Conhecido no Nordeste no Brasil por tainha e no Sul e Sudeste
como parati, Mugil curema (em inglés: white mullet), o objeto da
presente tese (FIGURA 1.03), possui o corpo prateado e mais escuro
na parte superior. As nadadeiras sdo levemente amareladas. A
segunda dorsal tem a ponta levemente enegrecida e as nadadeiras
caudal e peitorais apresentam pigmentagdo escura esparsa. As
peitorais tém uma mancha escura na sua base, mais evidente no lado
interno da nadadeira (MENEZES, 1983). A espécie ocorre
predominantemente na costa atlantica do continente americano. Se
distribui desde Cape Code (EUA) até o litoral da Argentina
(THOMSON, 1997; HERAS et al., 2006) e do Golfo da Califérnia, até o
norte do Chile no Pacifico (THOMSON, 1997). A espécie também
pode ser encontrada na costa da Africa Ocidental (TRAPE et al.,
2009).

Os individuos de Mugil curema, quando adultos habitam
regidbes de fundo lodoso e aguas turvas, regides encontradas

principalmente nos estuarios, os juvenis podem ser encontrados
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também em praias arenosas, perto da desembocadura dos rios
(FERREIRA, 1989; VIEIRA, 1991; FAVERO, 2011). Em relagdo a
alimentacdo, Mugil curema esta adaptado a alimentos de diversas
origens, diferenciando seus habitos alimentares de acordo com a fase
de seu ciclo de vida, sendo considerada detritivora, ili6faga,
herbivora, onivora, fitdfaga e zooplanctéfaga (FRANCO &
BASHIRULLAH, 1992). Na fase adulta, a espécie é principalmente
ilicfaga, apresentando itens alimentares pertencentes a diferentes
grupos taxonbmicos, como por exemplo, Bacillariophyceae
(diatomacea), Crustacea (copépodos), Dinophyceae (dinoflagelados),
algas e Polychaeta (VASCONCELOS-FILHO, 1990).

FIGURA 1.03. Exemplar de Mugil curema. Foto: Randall, J.E.

Devido a sua ampla distribuicdo e sua dependéncia de regides
estuarinas e sua importdncia ecologica, esta espécie apresenta-se
como um interessante modelo para estudos de conectividade genética
relativos ao reconhecimento dos limites geograficos de populagdes e
espécies. Existem evidéncias consolidadas acerca da existéncia de
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um potencial complexo de espécies ou de populagdes disjuntas,
existindo sob uma unica designacdo taxonémica. Tais estudos
evidenciaram este fenbmeno ao longo de parte da sua distribuicao
geografica da espécie, na costa sul-americana, tornando, neste
momento a regido do Nordeste oriental do Brasil e suas adjacéncias
costeiras como a prioridade de estudos de conex&o genética sobre a

espécie.

Dados desta espécie referentes ao uso de feigdes cariotipicas
focados na diagnose taxondmica, no teste de monofilia da espécie,
bem como na identificagdo de descontinuidades genéticas
populacionais ao longo da sua distribuicdo geografica, vém apontando
para a hipdtese de unidades biologicas disjuntas. NIRCHIO et al.
(2003) investigou cariotipicamente amostras de M. curema da
Venezuela e a espécie caracterizou-se por apresentar 2n = 24
cromossomos [(22 (M) metacénctricos + 2 (SM) submetacénctricos].
Ja, amostras da espécie oriundas do Golfo de México (Louisiana/EUA)
e do mar do Caribe (Venezuela), revelaram uma constituicao
cariotipica de 2n = 28 na regidao Norte-Americana e 2n = 26 na regiao
Sul-Americana (LEGRANDE; FITZSIMONS, 1976; NIRCHIO;
CEQUEA, 1998). Tais evidéncias podem sugerir a ocorréncia de
interrupcdo de fluxo génico ao longo das regides estudadas e,
portanto, a existéncia de unidades evolutivamente significativas ou
populagbes isoladas. Abordagens similares tém corroborado a
hipotese de descontinuidade populacional M. curema ao longo de sua
area de ocorréncia, dada a conspicua diversidade cariotipica
observada entre amostras do Golfo do México, Venezuela e Brasil
(litoral do estado do Parana) (NIRCHIO et al., 2005).

Os estudos com marcadores moleculares, 16S e Citocromo b,
tém corroborado as evidéncias de natureza citogenéticas. Individuos
oriundos das regides litorAneas dos estados do Amapa, Para,
Maranh&o, Piaui, Ceara, Bahia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa
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Catarina revelaram dois grupos genéticos descontinuos (FRAGA et
al., 2007). Em termos especificos, M. curema da costa brasileira e
venezuelana constituem populacdes que evoluiram
independentemente, mas indistinguiveis até o momento, sob o ponto
de vista morfoldgico, porém coexistentes ao longo da area acessada
(FRAGA et al., 2007).

Um fato interessante a ser destacado € a inexisténcia de
abordagem similares a descrita acima para a regido que compreende
o presente trabalho (Nordeste oriental do Brasil: Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas/Sergipe). Assim, esta tese tem como
objetivo principal verificar o padrdo de conectividade genético-
morfologica/demografico deste importante recurso pesqueiro. Para
isso, foram utilizados marcadores moleculares mitoncondirias, DNA-
Barcode e PCR-RFLP; marcadores moleculares nucleares, ISSR; e
morfometria geométrica, metodologias ja consolidadas nestas

questoes.

7

Dessa forma, €& algo proeminentemente importante revelar o
patamar de variagdo genético-morfologica da espécie, bem como
descobrir como (modelo espacial) e em que nivel (quanto) a
variabilidade genética de M. curema se apresenta ao longo da regiao
proposta para o presente estudo. Tal consideragao se sustenta no
incremento das pescarias de tainha e no impacto socioecondmico que
a espécie detém na regido, se constituindo como um recurso
explorado ao longo de todo ano pelas comunidades pesqueiras mais
carentes, ou seja, aquelas tradicionalmente artesanais. Nesse
sentido, gerar dados que auxiliem, orientem ou indiquem
procedimentos de sustentabilidade de recursos pesqueiros, com
impactos sociais similares ao apresentado por M. curema, deve ser

foco das pesquisas em biologia pesqueira.
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DNA Barcoding.

As mitocdndrias possuem um genoma préprio, a DNA
mitocondrial (mtDNA), é formado por uma molécula de fita dupla
circular, sendo muito utilizada para estudos evolutivos e populacionais
por apresentar heranga uniparental materna, ndo seguindo os padrdes
de segregacdo mendelianos e ndo sofrendo recombinagdes. Possui
como uma das principais caracteristica alta taxa evolutiva em
comparagdo ao DNA nuclear, que possui sistema de reparo, mais
eficiente que na duplicagdo do mtDNA (CALCAGNOTTO, 2001;
ARIAS; INFANTE-MALACHIAS, 2001).

Os genes encontrados nas mitocondrias possuem maior
variabilidade quando comparado com genes encontrados em regides
nucleares dos eucariotos, por isso, sdo melhores para pesquisas de
cunho populacional e para distinguir espécies proximas. Geralmente,
a analise entre sequéncias de genes mitocondriais sdo mais simples,
por nao apresentarem insergboes e delegbes, que sdo frequentes em
genes ribossomais (FOLMER et al.,, 1994). Sendo assim,
recentemente foi proposto um segmento de 648 nucleotideos da
extremidade 5 do gene mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase | (COI ou
Cox1). De acordo com Hebert et al. (2003a; 2003b) esse fragmento
seria suficiente, em muitos metazoarios, para distinguir e identificar
grupos que possuem classificagdo incerta, além de alocar os
espécimes em categorias taxonémicas. Dentre as diversas aplicagdes
para o uso do DNA Barcode podem ser citadas como vantagens a
identificacdo de espécimes imaturos, espécies extintas, individuos em
diferentes estagios do ciclo de vida e possiveis espécies cripticas e
distingbes até niveis populacionais (HEBERT et al., 2003a; HUBERT
et al., 2008; WARD et al., 2005; IVANOVA et al., 2007).
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A regido mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase |1, possui
caracteristicas consideradas convenientes para o seu uso por ser uma
regiao curta e poder ser obtida facilmente para um grande numero de
taxons com uma pequena quantidade de primers. Também é uma
sequéncia de alinhamento facil e ainda informativa para distinguir
populacdes e espécies proximas, pois possui variabilidade semelhante
a outros genes codificadores de proteinas (HEBERT et al., 2003a).
Esse gene é o principal gene da metodologia denominada “DNA
barcoding”, e tem no “Consortium for the BarCode of Life (CBOL)",
criado em 2004, o objetivo de formar aliancas internacionais de
investigacao da diversidade da vida eucariotica (MARSHALL, 2005),
por meio da criacdo de um banco de dados de sequéncias parciais de
DNA do gene COI, promovendo deste modo o processo de automacgao
de identificagdo das espécies. Diversos consoércios semelhantes foram
formados para auxiliar no estabelecimento do CBOL, dentre estes
“The Fish Barcode of Life Initiative (Fish-Bol)” é uma biblioteca
eletronica de referéncia que contém sequéncias de COIl de peixes,

tanto de agua doce quanto marinhos.

Conforme Hajibabaei et al. (2007) o DNA Barcode auxilia em
outros estudos como na filogenia, taxonomia e na genética de
populagdes. Neste ultimo pode oferecer um sinal de divergéncias
populacionais e facilitar o estudo de diversidade populacional. Ja
segundo Stoeckle et al. (2005) existe uma série de obstaculos para a
aplicagédo do DNA Barcode como: (a) grupos taxonémicos com baixa
diversidade génica entre suas sequéncias; (b) espécies que
divergiram muito recentemente; (c) possivel detecgdo de hibridos; (d)
pseudogenes nucleares (copias inativas semelhantes ou idénticas de
genes em regides nucleares). Algumas criticas foram feitas em
relacdo a metodologia de DNA Barcode. Lipscomb et al. (2003) sugere
gque o DNA Barcode reduziria a identificacdo taxonémica a uma tarefa

meramente técnica ao invés de gerar ciéncia baseada em hipodteses.
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Entretanto a proposta do DNA Barcode € unir pesquisas moleculares
e morfolégicas para o aprimoramento do processo de identificagcédo e
diferenciacdo de espécies e até de populagdes (DESALLE et al.,
2005).

Os conjuntos de dados moleculares auxiliam principalmente
em casos onde as caracteristicas morfoléogicas n&o permitem
esclarecer relagdes a respeito da taxonomia, propiciando assim a

elaboracéo de hipdéteses mais consistentes.

PCR-RFLP.

As enzimas de restricdo foram descobertas no dinal da década
de 1960, porpiciando assim o desenvolvimento da técnica de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism). Esta técnica surgiu
como um marcador amplamente utilizado em diversos tipos de
estudos, inclusive populacionais (FRANCISCO, 2002, LOWE et al.,
2004). O polimorfismo em comprimento dos fragmentos obtidos por
corte do DNA pelas enzimas de restricdo, € o objetivo do RFLP
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Sao diversas as aplicacoes do RFLP, entre elas: estimativa da
diversidade genética e estruturacdo de populagdes, ocorréncia de
fluxo  génico, investigacdo de  hibridizagéo, introgressao,
autopoliploidia e alopoliploidia, além de técnicas forenses (LOWE et
al., 2004). Como vantagens do RFLP em relagdo a outros marcadores
morfologicos, citolégicos ou de isoenzimas, pode-se destacar:
obtencdo em numero elevado; distribuicdo aleatéria no genoma; nao
sao afetados pelo ambiente (ARIAS; INFANTE-MALACHIAS, 2001). A

deteccao de polimorfismos por meio da técnica de PCR- RFLP é
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utilizada para a avaliagdo de diversidade e estruturacdo genética de
populagdes (LOWE et al., 2004).

Marcadores ISSR.

Em genomas eucariotos, existem diversas sequéncias simples
repetidas, consistuidas por um a seis nucleotideos repetidos em
tandem, denominadas de microssatélites, SSR ou STR (Short Tandem
Repeats). Essas repeticdes de microssatélites s&o classificadas como:
repeticbes perfeitas, quando nédo apresentam nenhuma interrupcao;
repeticbes imperfeitas, quando s&o interrompidas por bases néo
repetidas; e repeticbes compostas, quando duas ou mais repetigcdes
de microssatélites estdo dispostas adjacentes, podendo ser perfeitas
ou imperfeitas (REDDY et al., 2002; BOREM; CAIXETA, 2006).

Os ISSR (inter simple sequence repeat) sdao uma classe de
marcadores moleculares gerados por PCR. Consistem em sequéncias
de DNA amplificadas entre dois microssatélites, orientados em
diregcdes opostas. Esses marcadores sao utilizados desde a década
de 1990 como fonte de polimorfismo na identificacdo de gendétipos,
confeccdo de mapas genéticos, selegcdo assistida em programas de
melhoramento, além de estudos filogenéticos e de genética de
populagdes, avaliacdo e conservagdo de germoplasma (GUPTA et al.,
1994; ZIETKIEWICZ et al., 1994; PARSONS et al., 1997; AJIBADE et
al., 2000; RAINA et al., 200; ARCHAK et al., 2003; SAXENA et al.,
2005).

Os microssatélites ou SSR (simple sequence repeats) mais
comumente usados como primers sao sequéncias repetitivas de di, tri

ou tetranucleotideos, dispersas ao longo do genoma. Esses primers,
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normalmente entre 16 e 25 pares de bases, podem ser ancorados nas
extremidades 5' ou 3', com um a quatro oligos degenerados, ou ainda
ser ndo ancorados. As principais vantagens em sua utilizagao técnica
sao facil aplicagdo, especialmente por nao requerer conhecimento
prévio sobre a sequéncia de DNA; o alto grau de polimorfismo gerado,
o0 uso de pequenas quantidades de DNA por reacdo, a especificidade
e a reprodutibilidade devido ao tamanho relativamente grande dos
primers. Um aspecto ndo vantajoso seria o fato de ser um marcador
dominante, e, por nao distinguir homozigotos e heterozigotos, nao

seria tao informativo quanto os SSR, por exemplo.

Morfometria Geométrica.

A morfometria é o estudo estatistico das mudancas e
variacdes no tamanho e na forma, ou a mensuracao e avaliagcao de
um componente complexo e multidimensional como a forma
(MONTEIRO; REIS, 1999; MORAES, 2003). Existem duas linhas
principais nessa disciplina, a morfometria tradicional e morfometria

geometrica.

A morfometria tradicional, € o estudo da variagédo e covariagao
de medidas de distancias entre pares de pontos, geralmente
comprimentos e larguras de estruturas e, as vezes, proporgdes
também sao utilizados (ROHLF; MARCUS, 1993; MORAES, 2003).

A morfometria geométrica, metodologia mais recente,
compreende diversas técnicas para descrever e representar a
geometria das formas analisadas. E possivel descrever e localizar
com maior clareza regides de mudangas na forma, e de reconstituir e

reconstruir graficamente tais mudancgas. Esta descrigcdo pode ser feita
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pelo estabelecimento de pontos anatdémicos de referéncia em
estruturas homodlogas (marcos anatdémicos). Os pontos anatémicos
sao obtidos levando-se em consideragao os objetivos do estudo, como
(1) caracteristicas funcionais; (2) caracteristicas sistematicas; (3)
caracteristicas de desenvolvimento ou, de maneira geral, (4) tamanho
e forma (ZELDITCH et al., 2004). As coordenadas cartesianas destes
pontos, em duas ou trés dimensdes, sdo as variaveis que informaréo a
geometria das estruturas estudadas. A vantagem dessa metodologia,
€ que estas incluem informacdes sobre suas posi¢des relativas, e
assim, permitem a reconstrucdo da forma apds as diversas analises
uni — e multivariadas. Além disso, a morfometria geométrica permite
detectar com precisdo a localizer mudancas da forma através do
deslocamento de certos pontos em relagdo a outros, permitindo a
observacgao das diferengas na forma (MORAES, 2004). A morfometria
geometrica € mais robusta na analise integrada e exclui fatores de
posicdo, orientagdo e tamanho na analise das formas (MONTEIRO;
REIS, 1999; MORAES, 2003). Apenas no inicio dos anos noventa do
século XX, a morfométrica geomeétrica tornou-se mais largamente
utilizada, possibilitando os pesquisadores em morfologia quantitativa
por métodos que juntassem o carater geométrico das formas e a
possibilidade de um tratamento estatistico da variagcdo, permitindo
assim, resultado da mais robustos (MONTEIRO; REIS, 1999).
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2. CAPITULO 1

Relacoes genético-evolutivas de Mugil curema Valenciennes, 1836
(Teleostei: Mugilidae) e entre espécies co-genéricas na costa

brasileira.
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2.1. RESUMO

Identificar  descontinuidades  genético-evolutivas, através de
informagdes obtidas da regido barcode foi o objetivo deste trabalho, a
partir da PCR-RFLP da citocromo ¢ oxidase | de Mugil curema e
outras trés espécies co-genéricas amostradas na costa brasileira. Os
PCRs geraram fragmentos de aproximadamente 700 pb, que foram
digeridos por sete enzimas de restricdo. Das informagdes obtidas pela
visualizagdo das bandas nos géis de agarose foi elaborada uma
matriz de presenga e auséncia, que forneceu a possibilidade da
identificacdo de cinco haplotipos. As topologias das analises de
agrupamento por neighbor-joining e maxima parciménia foram muito
similares entre si e definidas pelos haplétipos encontrados. As
relacdes obtidas sugerem a descontinuidade genético-evolutiva de M.
curema na regido estudada sem um aparente padrdo historico de
relacionamento regional. A AMOVA reforgcou as topologias obtidas
indicando que a maior variancia genética encontra-se entre os grupos
analisados, gerando um Fst de alta significancia em termos
evolutivos. Pode-se concluir que as populagbes de M. curema
encontram-se em um franco processo de diversificagdo, sugerindo um
possivel complexo de espécies sob a denominacdo M. curema. Além
disso, uma das populagdes deste complexo é genético-evolutivamente
mais relacionada com M. hospes do que com duas outras populagdes
da propria espécie. Além disso, os resultados obtidos ainda sugerem
sob uma visdo de taxonomia cladistica, que M. platanus e M. liza
podem ser consideradas como sinonimia. Perante os resultados
obtidos, o manejo das populagbes de M. curema no Nordeste
brasileiro deve ser abordado de forma muito cuidadosa e especifica,

uma vez que a diversificagao populacional deste taxon € conspicua.

PALAVRAS-CHAVES: COI/, mtDNA, Estruturagcdo genética, Atlantico
Sul, Tainha/Parati.
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2.2. INTRODUGAO

A coesédo evolutiva das espécies em termos da identificagédo
das populagdes e unidades de manejo € um dos maiores desafios dos
ictioclogos relacionados com recursos pesqueiros. Peixes sé&o
frequentemente identificados com base em morfologia externa,
entretanto em alguns casos este método pode ser impreciso
(TELETCHEA, 2009).

Os casos de espécies cripticas (CRAIG et al.,, 2009;
TELETCHEA, 2009; SMITH et al., 2010) ou grupos taxonémicos com
carateres morfolégicos extremamente conservados como 0s
Mugilideos (THOMSON, 1997; NELSON, 2006), sdo exemplos claros
destas circunstancias de imprecisdo taxondmica. Em termos
conservacionistas, a resolucao de incertezas taxondmicas € o primeiro
passo e os metodos de acesso a informagdo genética podem
contribuir de forma eficaz (FRANKHAM et al., 2008) no planejamento
de conservacao das espécies com potencial de exploragdo. Assim, o
uso de outras ferramentas que auxiliem na correta identificacdo das
espécies e de suas populagdes, como aquelas obtidas a partir do DNA
sao requisitadas em alguns casos, ja que sdo menos susceptiveis a
variagdo ambiental (CHENG; LU, 2005).

O DNA mitocondrial (mtDNA) é a mais popular das regides
genbémicas acessadas para os fins de conectividade populacional,
bem como imprecisdes taxondmicas, apesar de representar uma
pequena fragdo do genoma total dos organismos animais (GALTIER et
al., 2009). Em termos mais especificos, o gene mitocondrial citocromo
¢ oxidase subunidade | (COl), foi eleito como ferramenta padrédo para
a taxonomia molecular e identificacdo de espécies (RATNASINGHAM;
HEBERT; 2007) e batizado como DNA barcode (HEBERT et al., 2003).

Em geral, esta regido gendmica se caracteriza por apresentar a menor
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taxa de fixacdo de mutagdes nao sindbnimas, se constituindo portanto,
como o gene de evolugédo mais lenta entre aqueles outros codificantes
para polipeptideos mitocrondriais (PESOLE et al., 1999). O COI é
compreendido por uma sequéncia nucleotidica relativamente curta
(~1000 pb), mas que permite identificagcdo, distincdo e até o
reconhecimento de populagdes evolutivamente descontinuas e de
novas espécies (BUCKLIN et al., 2011), favorecendo portanto a
observacdo de fenbmenos de especiagdo criptica (HEBERT et al.,
2004).

O método PCR-RFLP é simples, rapido, confiavel e de baixo
custo (TELETCHEA, 2009). Com ampla aplicabilidade, & facilmente
replicavel, sendo utilizada com sucesso para identificagcdo de espécies
animais, vegetais, fungos, bactérias e até mesmo virus (WOLF et al.,
1999; MALVAREZ; OLIVEIRA, 2003; MCDONALD et al., 2005;
TORRES, 2006; KANG et al.,, 2008; SANTACLARA et al., 2007;
SPERGSER; ROSENGARTEN, 2007; FERNANDEZ-TAJES; MENDEZ,
2007; SOWMYA et al., 2007). Os procedimentos PCR-RFLPs podem
ainda ser uteis para esclarecer a ocorréncia de espécies invasoras de
peixes (TORRES, 2006), casos de erros de identificagdo de individuos
adultos em peixes (SMITH et al., 2010), entre espécies com
semelhangas morfoléogicas que se sobrepdéem geograficamente
(BEKTASM; BELDUZ, 2009), identificagdo de hibridos (HASHIMOTO
et al., 2010), além de serem amplamente utilizado como técnica
forense de identificacdo de subprodutos animais (ARDURA et al.,
2010; REHBEIN, 2010; UNAJAK et al., 2011). Nos ultimos anos, este
método tem sido também aplicado para o reconhecimento de padrdes
de conectividade genético-evolutiva em diversos grupos animais
(OLIVERIA-NETO et al., 2007; PEREZ-ENRIQUEZ et al., 2011;
SCHUNTER et al., 2011; GARDENER; WESTFALL, 2012)

A Mugil curema Valenciennes, 1836 (Teleostei: Mugilidae),
como recurso pesqueiro da regido Nordeste do Brasil, mais
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especificamente no Estado de Pernambuco, apresentou um
crescimento de sete vezes em suas capturas (LESSA et al., 2006).
Principalmente pelo aumento do esfor¢o de pesca e da pesca de
individuos jovens (SILVA, 2007). Combinado a esse crescente esforco
pesqueiro existe uma controvérsia bioldgica, uma vez que ao longo de
sua area de ocorréncia, esta espécie parece se encontrar em um
cenario similar aqueles de forte estruturacdo populacional, com
evidéncias que sugerem a ocorréncia de interrupcédo de fluxo génico,
como nas abordagens referentes as feigdes cariotipicas (LEGRANDE;
FITZSIMONS, 1976; NIRCHIO; CEQUEA, 1998; NIRCHIO et al., 2003;
NIRCHIO et al., 2005; HARRISON et al.,, 2007) e também com
marcadores moleculares (16S, COI, Phenylalanina transfer RNA
(Phe), 12S rRNA e cit b) (FRAGA et al., 2007; HERAS et al., 2009;
DURAND et al., 2012), demonstram que sob a denominagao Mugil
curema, podem existir populagdes genéticas distintas e indistinguiveis
sob o ponto de vista anatomo-morfoldégico. Dentro deste contexto o
objetivo principal deste trabalho foi prover uma perspectiva de
conexdo genético-evolutiva de amostras populacionais de Mugil
curema, oriundas de estuarios do Nordeste e do Sudeste do Brasil, a
partir dos perfis PCR-RFLP da regidao barcode. Além disso, objetivou-
se aumentar a relagdo de espécies estudadas a fim de verificar o grau
de sobreposicdo evolutiva de Mugil curema com outras espécies

congéneres.
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2.3. METODOLOGIA

Amostras de tecido muscular de trinta individuos de Mugil
curema (cinco espécimes de cada localidade) provenientes dos
estuarios dos rios Potengi (Natal/RN: 05°45'04.23"S; 35°11'568.42"W),
Paraiba do Norte (Cabedelo/PB: 06°58'13.26"S; 34°50'48.21"W),
ambos coletados em margo de 2009; do canal de Santa Cruz (llha de
Iltamaraca/PE: 07°48'51.07"S; 34°51'06.96"W), coletados em janeiro
de 2009; do rio Formoso (Tamandaré/PE: 08°41'38.67"S;
35°05'00.07"W), rio S&o Francisco (Piagabucgu/AL: 10°29'46.67"S;
36°23'43.59"W), ambos coletados em fevereiro de 2009 e rio Ribeira
de Iguape (Cananéia/SP: 25° 00'563.41"S; 47°55'22.29"W), amostrados
em outubro de 2010, compuseram a principal unidade amostral. Além
destas, trés espécimes de Mugil hospes Jordan & Culver, 1895 e trés
de Mugil platanus Gunther, 1880, foram amostrados também em
Cananéia. Um exemplar de Mugil liza Valenciennes, 1836, foi obtido
no estuario de Cabedelo/PB e outros dois de Maragogi/Al (09°00°25"S;
35°12'30"W) foram também amostrados (FIGURA 2.01). Os individuos
foram identificados com o auxilio das chaves de identificacdo de
Menezes (1983), Harrison (1995) e Thompson (1997). Todas as
amostras foram acondicionados em etanol 96% e mantidas a -20 °C.
O DNA total foi extraido utilizando-se o protocolo modificado de fenol-
cloroférmio (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Espécimes voucher
encontram-se depositados no Museu de Zoologia da Universidade de
Sao Paulo e na Colegédo Ictiolégica da Universidade Federal da
Paraiba, sob os seguintes e respectivos numeros de tombo: MZUSP
100703; MZUSP 100704; MZUSP 100705; UFPB 9089; UFPB 9090;
UFPB 9091; UFPB 9092; UFPB 9093; UFPB 9094; UFPB 9095; UFPB
9096.
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FIGURA 2.01. Mapa com as localidades de amostragens de Mugil curema,
M. platanus, M. liza e M. hospes.

A fim de amplificar o gene mitocondrial COIl, com 648 pb,
foram utilizados os primers universais para peixes: forward FishF1
(5TCAACCAACCACAAAGACATTG-GCAC3’) e o reverse FishR1
(5’TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCAZ’) (WARD et al., 2005). As
reagbes de PCR com 25 ul continham 2,5 ul de 10x PCR buffer, 1,25
pul de MgCl, (50 mM), 0,5 pl de ANTP mix (10 mM), 0,2 ul de
polimerase Taq (1 U), 0,26 ul de cada primer (0,01 mM) 4,0 ul de DNA
template (5 ng/pl) e 16,0 yl de agua ultrapura. O programa do
termociclador consistiu em um passo inicial de 2 minutos a 95 °C,
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seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 58 °C e
1 minuto a 72 °C, com uma extensao final de 10 minutos a 72 °C.
Apos tais procedimentos as reacdes foram mantidas a 4 °C.

As enzimas utilizadas nas reagdes RFLPs foram: Alu |
(AG*CT); Bam HI (G*GATCC); Eco RI (G*AATTC); Hae Il (GG*CC);
Hha | (GC*GC); Mbo | (GATC*); Taq °l (T*CGA). As enzimas foram
escolhidas, levando em conta a frequéncia do sitio de restrigcdo, p.ex.
a enzima Alu | possui um sitio frequente. Ja as enzimas Eco Rl e Bam

HI, apresentam sitios escassos

As reacdes de RFLPs foram preparadas seguindo o protocolo
do fabricante das enzimas de restricdo (New England BiolLabs Inc.),
compreendendo de 5 a 10,0 yl de produto de PCR, 2,0 ul de 10x
buffer da enzima indicado pelo fabricante, 10 U de enzima e agua
ultrapura para completar o volume final de 20 pl. Quando necessario,
utilizou-se 0,2 pl de 100x BSA (albumina bovina sérica), uma vez que
permitiam um melhor resultados nas reagdes. A digestdo ocorreu por
1 hora e 30 minutos a temperatura recomendada pelo fabricante para
cada enzima (37 ou 65 °C). A visualizagdo dos produtos da digestao
foi realizada com 15 pl da reagdo em gel de agarose a 1,8% com TBE,
corado com GelGreen™ (Biotium), excitado com transiluminador UV e

fotografado em maquina digital.

Apds a inspecgao visual das bandas nas imagens dos géis, foi
codificada uma matriz de presenca e auséncia (1 e 0 respectivamente)
no software Nexus Data Editor (NDE) versdo 0.50 (PAGE, 1998). As
analises de Neighbor-Joining (NJ) e Maxima Parciménia (MP) foram
desenvolvidas por meio do software Paup v.4.0 b10 (SWOFFORD,
2000) através da interface grafica do PaupUp (CALENDINI; MARTIN,
2005). A analise de NJ forneceu a distdncia genética de Nei (NEI,
1972) entre os terminais. A Analise de MP foi realizado através de

busca heuristica, com os caracteres designados como “né&o-
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ordenados” e com pesos iguais. Ambas as analises foram
desenvolvidas usando as espécies Mugil platanus, M. hospes e M. liza
como grupos externos. O consenso de maioria foi computado e a
robustez da topologia resultante foi avaliada através de analises de
bootstrap e jacknife, com 1000 pseudo-réplicas.

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) foi desenvolvida
para testar o suporte estatistico da estruturagédo da variancia genética
entre os agrupamentos observados segundo as analises de NJ e MP.
Para tal, foi utilizado o software ARLEQUIN 3.5.1.2 (EXCOFFIER;
LISCHER, 2010). Nesta analise a matriz de distédncia entre os pares
de gendtipos considera a variagao total observada como originaria de
uma unica populagdo panmitica (EXCOFFIER et al., 1992). Na
AMOVA, ainda pode-se estimar o indice de fixagao intraespecifica da
diversidade genética (Fst) e o Fct e Fsc para avaliar a proporgdo de
variagdo entre grupos e entre as populagbes dentro dos grupos,
respectivamente. Neste trabalho foram testados estatisticamente trés
modelos de estruturas genético-evolutiva: 1. Com todos os individuos
de todas as quatro espécies como um unico grupo; 2. As espécies de
M. liza e M. platanus com um grupo, e M. curema e M. hospes em um
outro grupo; 3. M. hospes como um grupo e as populagdes de M.

curema em outro grupo.
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2.4. RESULTADOS

A espécie alvo, assim como as trés espécies usadas como
grupo externo tiveram o citocromo c¢ oxidase | (COIl) amplificado,
utilizando os primers F1 e R1, gerando um produto com cerca de 650
pb. A partir dos fragmentos gerados pela digestdo da regido barcode
nos diferentes exemplares, das diferentes localidades, e pelo uso das
diferentes enzimas, foi construida um diagrama que compila todos os

padrdes de restricdo observados (FIGURA 2.02).

As enzimas Bam HIl e Eco Rl geraram apenas uma banda com
padrdes idénticos para as quatro espécies estudadas. Por outro lado,
Hha Ill e Taq °l produziram no total e respectivamente, trés e quatro
bandas, formando dois perfis de bandas para cada uma das enzimas
(FIGURA 2.02). Estas duas enzimas ainda permitiram identificar
padrdes diferentes entre os individuos de M. curema e M. hospes em
relacdo aos de M. liza e M. platanus. As enzimas Alu I, Hae Ill e Mbo |
produziram também dois perfis de bandas distintos para cada uma
das enzimas. Assim, o produto amplificado de COI foi digerido, no
total, por estas enzimas em quatro, duas e novamente em duas
bandas visiveis no gel de agarose, respectivamente. O padrédo entre
M. liza e M. platanus foi sempre idéntico entre si e, simultaneamente,
sempre distinto de M. hospes. O perfil das bandas dos individuos de
M. curema ora eram similares ao de M. hospes, ora similares ao de M.
liza e M. platanus (FIGURA 2.02).

Reunindo os padrées oriundos das cinco enzimas, que
produziram algum padrdo de bandas informativo, foi possivel
reconhecer cinco haploétipos diferentes. Um deles compartilhado por
M. liza e M. platanus (Haplotipo V) e um segundo (Haplotipo Il)
compartilhado pelos individuos de M. hospes e quatro individuos de
M. curema (1 de Itamaraca/PE, 1 de Cabedelo/PB e 2 de Natal/RN)
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(FIGURA 2.02 e FIGURA 2.03). Destacando apenas os exemplares de
Mugil curema, os experimentos RFLPs permitiram a identificacdo de
trés haplétipos exclusivos (Haploétipos I, Il e Ill - FIGURA 2.03). O
Haplotipo | esteve presente em trés individuos de Natal (RN) e em um
de Cabedelo (PB), enquanto o Haplotipo Il foi caracteristico de todos
os individuos de Tamandaré (PE), de trés exemplares de Cabedelo
(PB) e de dois de Piagabugu/AL, ou seja, estes haplotipos foram
exclusivos do Nordeste Oriental do Brasil. Um ultimo haplétipo foi
identificado, contendo todas as cinco amostras de Cananéia/SP,
quatro de Itamaraca/PE e trés de Piagabucgu/AL (Haplétipo V)
(FIGURA 2.02 e 2.03).
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No tocante as analises de agrupamento, as topologias obtidas
por Neighbor-Joining (NJ) e Maxima Parciménia (MP) foram muito
similares (FIGURAS 2.04 e 2.05). A analise de NJ revelou cinco
agrupamentos, que mostram-se satisfatorio ou fortemente suportados
por valores de bootstrap e jacknife que variavam de 69/55 a 100/99
(FIGURA 2.04). Ja na analise de MP foram observados trés
agrupamentos cujos valores de suporte variaram de 51/51 a 100/98
(FIGURA 2.05). Assim como na inspec¢é&o visual do padrdo de bandas
(FIGURA 2.02) as analises de NJ e MP (FIGURA 2.04 e 2.05)
possibilitaram identificar os mesmos cinco haplétipos, apesar do NJ
fornecer cinco agrupamentos e a MP apenas 3. No grupo externo, foi
observado um grupo formado pelas espécies M. liza e M. platanus
(Hapldétipo V). Mais internamente, em ambas as topologias, foi
possivel verificar que os trés espécimes de Natal e um de Cabedelo
formaram um segundo grupo (Haplotipo 1). Trés espécimes de
Cabedelo, todos os cinco de Tamandaré e dois de Piagabucgu
formaram o terceiro grupo nomeado de Hapldtipo Ill. Mais
internamente nas topologias foram observados dois grupos mais
proximamente relacionados. Um deles formado por quatro individuos
de ltamaraca, trés de Piagcabucu e todos os cinco de Cananéia
(Haplotipo V), e o outro grupo compreendido por dois exemplares de
Natal, um de Cabedelo e outro de Itamaraca, e todos os trés peixes

de M. hospes provenientes de Cananéia.
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FIGURA 2.04. Topologia de Neighbor-joinning obtida a partir dos dados dos perfis PCR-RFLPs do
COl. Os valores abaixo dos ramos séo respectivamente aqueles de Bootstrap e jacknife. As chaves
agrupam os haplétipos.
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perfis PCR-RFLPs do COJ. Os valores abaixo dos ramos sdo respectivamente

aqueles de bootstrap e jacknife. As chaves agrupam os haplétipos.
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No que se refere a AMOVA (TABELA 2.1), a analise da
estrutura para todos os exemplares como um unico grupo (A) revelou
gque a maior variadncia encontra-se entre os grupos (68,31%) e que o
indice de fixagao intraespecifica da variagao genética (Fst) € de 0,68.
Para a estrutura com as espécies M. liza e M. platanus como um
grupo e M. curema e M. hospes como outro grupo (B) mostrou que a
maior variancia também é entre as espécies (66,47%), com um Fst de
0,83. Os outros indices, de fixagao regional (Fcr) forneceu um valor
de 0,5 e de fixagdo local (Fsc) um valor de 0,66, altamente
significativos, sendo maiores do que 0,4. Ja a estrutura para M.
hospes como um grupo, e todas as populagdes de M. curema como
outro grupo (C), permitiu-se identificar que a maior varidncia esta
entre as populagdes dentro dos grupos (65,59%) com os indices de
Fst e Fsc muito similares (0,69 e 0,68, respectivamente), além de um
Fct muito baixo (0,037).
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TABELA 2.1. Resultados obtidos da analise de varidncia molecular (AMOVA),
tendo em vista as trés estruturas testadas. Em (A) todas as espécies e os
exemplares analisados como um unico grupo, em (B) as espécies Mugil
platanus e M. liza como um grupo € M. curema e M. hospes como outro
grupo e em (C) M. hospes como um grupo e todos os exemplares das

populacdes de M. curema analisados como o outro grupo.

A.
- Graus de Soma dos Componentes Porcentagem
Fontes de variagao . ia . L
liberdade quadrados da variancia da variacao
Entre as populagées 8 78.995 2,06940 Va 68,31
Dentro das 30 28,800 0,96000 Vb 31,69
populagoes
Total 38 107,795 3,0294
indice de fixagdo Fsr=0,68
B.
- Graus de Soma dos Componentes Porcentagem
Fontes de variagao . ia . L
liberdade quadrados da variancia da variagao
Entre as populagées 1 42,583 3,79164 Va 66,47
Entre as populagoes 7 36,412 0,95223 Vb 16,69
dentro dos grupos
Dentro das 30 28,800 0,96000 V¢ 16,83
populagoes
Total 38 107,795 5,70386
Fst=0,83169
indice de fixagdo Fcr=0,66475
Fsc=0,49797
C.
L Graus de Somados Componentes Porcentagem
Fontes de variagao . ia . L
liberdade quadrados da variancia da variacao
Entre as populagées 1 8,017 0,11589 Va 3,71
Entre as populagoes 7 70,978 2,05078 Vb 65,59
dentro dos grupos
Dentro das 30 28,800 0,96000 V¢ 30,70
populagoes
Total 38 107,795 3,12667
Fs71=0,692
indice de fixagdo Fcr=0,03706
FSC=0,68115
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2.5. DISCUSSAO

O método de PCR-RFLP vem sendo utilizado com sucesso para
distinguir individuos em varios niveis taxondmicos (CORONEL et al.,
2004; TELETCHA, 2009; BUI et al., 2011; PATRELLE et al., 2011),
uma vez que produz fragbes de amplicons que oferecem perfis
distintos entre as espécies, entre populagcbes de espécies e até
mesmo entre individuos dentro das populagdes (LIU; CORDES, 2004).
Os dados aqui obtidos mostraram perfis COI distintos para os acessos
de Mugil curema, além de evidenciar perfis COl espécie-especificos e
outros compartilhados com outras espécies co-genéricas (FIGURAS
2.02). O poder resolutivo do DNA Barcode (COIl) (HEBERT et al., 2003;
HEBERT et al., 2010) permitiu a distingdo de espécies co-genéricas
com apenas uma unica enzima de restricdo (ALVARADO-BREMER et
al. 2005). Em Mugilideos, PAPASOTIROPOULOS et al. (2002) e
TRAPE et al. (2009) encontraram niveis elevados de polimorfismo
genético entre as espécies examinadas e em alguns casos a variagao
sugeriu perfis espécie-diagnosticos. Assim, os dados aqui obtidos
corroboram o poder resolutivo dos PCR-RFLPs de COI na distingcdo de
espécies do género Mugil, sugerem uma possivel sinonimia
taxonémica entre Mugil curema e a populacado de M. hospes acessada
e permitiram a identificagdo de descontinuidades populacionais em M.
curema. Assim tais resultados apontam para a existéncia de uma
diversidade oculta em M. curema na costa do Brasil, em especial na
costa do Nordeste oriental.

No tocante a descontinuidades populacionais em M. curema,
dados provenientes da citogenética mostraram o ocorréncia de trés
cariotipos distintos para a espécie ao longo da costa atlantica das
Américas (LEGRANDE; FITZSIMONS, 1976; NIRCHIO; CEQUEA,
1998; NIRCHIO et al., 2003; NIRCHIO et al., 2005; HARRISON et al.,
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2007). Em termos moleculares (12S rRNA, Phe, 16rDNA, Citocromo b
e COl), duas e trés também sido as quantidades de populagdes
encontradas respectivamente por HERAS et al. (2009), FRAGA et al.
(2007) e AURELLE et al. (2008). Ja com dados morfométricos e
moleculares e apenas com exemplares da Argentina, foi encontrado
apenas um grupo de M. curema (HERAS et al. 2006). Ja os perfis COlI
aqui observados indicam, assim como foi observado por Durante et al.
(2012), a ocorréncia de 4 populagbes de M. curema na costa do Brasil,
em especial duas destas exclusivas do Nordeste oriental do Brasil
(Haplotipos | e llI; FIGURA 2.02 e 2.03), indicando assim como
observado na pescada-gé (SANTOS et al., 2006) populagdes
exclusivas para diferentes regides geograficas. Mugilideos apresentam
um ovo com grande quantidade de oleo que permite uma fase larval
plancténica de diversas semanas (ANDERSON, 1957). A combinagao
dos dados aqui obtidos quanto aos haplétipos exclusivos com
informagdes oceanografica e as caracteristicas dos ovos dessa
espeécie, reforcam a hipotese da diversidade oculta em M. curema
devido a regimes autéctones regionais de retengéo larval, favorecendo
o isolamento genético. Tal conclusédo refuta a idéia de que populagdes
de peixes nos extremos da distribuicdo apresentam mais estruturacéo
genética (WILLIAMS et al., 2008).

Os locais das amostras podem influenciar tanto na quantidade
como na qualidade das populagdes encontradas pelos diferentes
autores. O que pode ser constatado € que nos extremos da
distribuicdo atléantica-americana de M. curema (Argentina e EUA —
regides subtropicais) existe uma estruturagado (apenas uma populagao
é encontrada) (LEGRANDE; FITZSIMONS, 1976; HERAS et al., 2006;
2009), e o mesmo ocorre para a amostragem de Cananéia/SP, onde
apenas um hapldétipo (1V) foi encontrado. O esperado, seria que esse
haplotipo fosse exclusivo desse estuario, uma vez que espécies

estuarino-dependentes em regides subtropicais apresentam uma maior
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estruturacdo genética populacional (WILLIAMS et al., 2008), mas é
provavel que nesse caso, em um contexto histérico evolutivo,
Cananéia esteja fornecendo diversidade genética para o Nordeste, por
condigdes oceanograficas sazonais (VALENTE et al., 2005, LIRA et
al., 2010), que podem facilitar o transporte larval no sentido Sul-Norte.

A estruturagdo genética representa o grau de distanciamento
genético entre as populagbes das espécies e também o patamar de
isolamento genético-evolutivo entre as espécies. Representa ainda, de
forma indireta, o nivel de fluxo génico entre tais unidades bioldgicas e
pode ser estimado pelo o indice de fixagcao intraespecifica da variagéo
genética (Fst) (WRIGHT, 1978). Os dados da AMOVA indicaram
algumas distingdes interespecificas, bem como diferenciagdes
genéticas muito acentuadas (Fst > 0,25), em todas as trés estruturas
testadas. Em especial, destacaram-se as indistingbes genético-
evolutivas entre M. curema e M. hospes com um Fct menor que 5%
(TABELA 2.1.C), bem como entre M. platanus e M. liza. Porém, foram
também observadas divisdes genético-evolutiva entre as populagdes
de M. curema. Tais evidéncias, associadas aquelas das analises de
agrupamento pela similaridade (NJ) e por evolugdo (MP), com seus
respectivos testes estatisticos de sustentacdo de ramos, se
corroboram mutuamente e apontam uma hipétese de falta de coeséao
genético-evolutiva entre as populagdes de M. curema (Figuras 2.05 e
2.05). Estas evidéncias argumentam em favor da hipotese de retencéo
nédo aleatéria de larvas em regides de recrutamento, favorecendo a

divisdo genético-evolutiva entre as populagdes de M. curema.

No tocante aos dados genético-evolutivos aqui
disponibilizados, uma indefinicdo taxon6mica desponta entre Mugil
hospes e uma populagdo de M. curema (Haplétipo Il). Resultados
semelhantes foram encontrados por FRAGA et al. (2007) e AURELLE
et al. (2008). A priori poderia ser sugerida uma hipétese de sinonimia
junior para M. hospes em relagdo a M. curema. Entretanto estas
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espécies tém caracteristicas morfoldgicas suficientes que a sustentam
como taxons validos (MENEZES, 1983 [vide M. gaimardianus
Desmarest, 1831, nome suprimido pelo ICZN (1994)]; THOMSON,
1997; IBANEZ et al., 2011 [forma das escamas]). Porém, a falta de
resolugdo entre tais espécies pelos dados da regido barcode
possibilitam a formulagdo de uma hipotese alternativa, que sugere uma
recente divisdo entre estas espécies. Tal hipdtese poderia ser testada
mediante uma revisao taxondmica e cladistica entre M. hospes e M.

curema.

De acordo com FRAGA et al. (2007) ,AURELLE et al. (2008) e
Durand et al. (2012) foi identificada uma outra populagcdo de M.
curema proximamente relacionada com Mugil incilis, Hancock, 1830.
Diante das evidéncias aqui observadas entre populacdes de M.
curema, M. hospes e M. incilis, argumenta-se em favor de que M.
curema pode ndo ser um taxon monofilético, mas sim um complexo de
espécies cripticas. Seguindo os principios basicos da sistematica
filogenética (AMORIM, 2002), tal complexo seria formado por quatro
espécies vivendo em simpatria, uma para cada haplétipo encontrado.
Espécies cripticas e complexo de espécies como em Mugil cephalus
Linnaeus, 1758 (JAMANDRE et al., 2009; SHEN et al., 2011) e outros
géneros (HERAS et al., 2009; DURAND et al., 2012) sao fatos
recorrentes em Mugilidae.

No que se refere a inconsisténcia genético-evolutiva entre
Mugil platanus e M. liza, os resultados deste trabalho corroboram os
resultados da taxonomia morfométrica classica, que indicam que M.
platanus é sinonimia junior de M. liza (MENEZES et al.,, 2010). O
poder resolutivo da PCR-RFLP, as feicbes moleculares de COI
(HEBERT et al., 2003; HEBERT et al., 2010), as analises de
agrupamento aqui realizadas e a estatistica de arvores, juntamente
com informagbdes de outros genes mitocondriais (AURELLE et al.,
2008; HERAS et al., 2009), reiteram Mugil platanus e M. liza como
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entidades indistintas. Ressalta-se que a diferenga entre as espécies é
apenas seu local de ocorréncia, sendo o estado do Rio de
Janeiro/Brasil o limite norte da distribuicdo de M. platanus e limite sul
da distribuicdao de M. liza (MENEZES, 1983). Assim, sugere-se 0 uso
de marcadores moleculares de evolugdo mais rapida (p.ex. regides
nucleares microssatélites) afim de identificar populagdes distintas de
um mesmo recurso. Como M. platanus é um recurso pesqueiro
importante nas regiées Sul e Sudeste do Brasil, medidas de manejo
seriam realmente mais eficazes, desde que evidéncias genético-

populacionais estivessem disponiveis.

Os resultados aqui encontrados vdo muito além do simples
reconhecimento de padrdées populacionais ou da elucidagdo de
problemas taxonémicos ou ainda do possivel reconhecimento de um
complexo de espécies. A elucidagcdo desses aspectos destinam-se
principalmente a conservagcdo do importante e tradicional recurso
pesqueiro, que é a tainha na regido Nordeste do Brasil. A conservagao
da biodiversidade, atualmente, abrange sobretudo a variagdo genética
intraespecifica (AVILA-DIAZ; OYAMA, 2007). Avangos recentes da
biologia molecular tem ajudado a desvendar padrdes estruturais
previamente ocultos (SALA-BOZANO et al.,, 2009) e a genética
pesqueira tem concentrado esforcos no delineamento das fronteiras
geograficas dos estoques pesqueiros (HAUSER; CARVALHO, 2008).
Entretanto, esforgos nesse sentido sdo inuteis quando, como no caso
de M. curema, nao é possivel determinar apenas uma area ou poucas
areas como geradoras de diversidade. Aliando a falta de barreiras
geograficas claras entre as populagdes distintas encontradas aqui a
forma tradicional de sua pesca, a criagdo de uma ou algumas poucas
areas de protecado marinha (PALUMBI, 2003), deve ser suplantada por
outras estratégias integradas de manejo e conservagéo, assim como a
determinagdo de épocas e locais de defeso, bem como tamanho
minimo de captura (FONTELES-FILHO, 2011).
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3. CAPITULO 2

Conectividade genética, variagao morfolégica e conservagao de
Mugil curema Valenciennes, 1836 (Teleostei: Mugilidae) na costa

brasileira.
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3.1. RESUMO

A conectividade entre populacdes de peixes no ambiente marinho
influencia diretamente as estratégias de conservagao, principalmente
no que se refere aos estoques pesqueiros. Os padrdes de
conectividade podem ser verificados através de marcadores
moleculares, como ISSR e também com o auxilio da morfometria
geometrica. No Brasil, Mugil curema, uma espécie estuarina e
importante  recurso  pesqueiro tradicional, apresenta uma
descontinuidade populacional, evidenciada tanto pela citogénetica,
como por marcadores moleculares. Dessa forma o presente trabalho
teve como objetivo principal demonstrar por métodos genéticos e
morfologicos, se M. curema pode ser considerada uma populagédo
panmitica. Amostras provenientes de Natal/RN, Cabedelo/PB, Ilha de
[tamaraca/PE, Tamandaré/PE, Piacabucu/AL e Cananéia/SP,
forneceram resultados que evidenciam que de maneira geral a
populacao ainda apresenta um bom estado de conservacao em termos
globais, exceto em Cananéia onde a diversidade genética apresentou
niveis preocupantes. A coesdo genético-evolutiva das populagdes,
corroborada pela morfometria geométrica, de M. curema, mostrou que
(1) a distancia geografica nao influi na estruturagdo populacional
encontrada; (2) assim como em outros trabalhos, foram encontradas
diferencas muito acentuadas entre as populagdes; (3) os individuos do
estuario de ltamaraca/PE apresentam uma historia filopatrica. No que
tange a conservagdo do recurso pesqueiro, €& evidente que
Piacabugu/AL  fornece diversidade genética aos estuarios
imediatamente adjacentes, mas de forma geral ficou claro que os seis
estuarios ndo podem ser regidos pelas mesmas ag¢des e medidas para
a conservacao do estoque de tainhas.

PALAVRAS-CHAVES: ISSR, Morfometria geométrica, Estruturagao
genética, Filopatria, Atlantico Sul, Tainha/Parati.
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3.2. INTRODUGAO

O ambiente marinho parece exibir poucas barreiras ao fluxo
génico, em comparagdo a ambientes aquaticos continentais,
sugerindo que organismos marinhos possuam espécies com uma
maior distribuicdo geografica (PAMPOULIE et al., 2004). Entretanto,
massas d’aguas distintas, correntes marinhas, o relevo do fundo,
influéncias como de estuarios, de barreiras climaticas e as grandes
distancias podem restringir a dispersdo de larvas e adultos,
propiciando assim, a possibilidade de diferenciagcdo genética e
morfologica entre populagdes (SINCLAIR, 1988; GRANT; BOWEN,
1997; COWEN et al., 2000). Os ecossistemas marinhos sdo ambientes
complexos e distintos, cada um com suas peculiaridades
(NAGELKERKEN, 2009), sugerindo a investigacdo caso a caso dos

processos de diferenciagdo populacional.

Os padrées de conectividade populacional de espécies
marinhas sao temas relacionados diretamente as estratégias de
manejo de areas (PALUMBI, 2003). Geralmente, estudos de
conectividade buscam determinar a origem do recrutamento larval e
os locais de assentamento das larvas dispersantes (PINEDA et al.,
2007), uma vez que larvas marinhas exibem diversos padrdes de
dispersdo, desde poucos metros até milhares de quildbmetros de
conexdo (KINLAN; GAINES, 2003; SHANKS et al., 2003). Assim, os
desafios de abordagens evolutivo-conservacionistas em espécies
marinhas e estuarinas sdo os de obter diagndsticos dos processos
responsaveis pela diferenciacao de populagcdes proximas ou distantes
geograficamente. Como consequéncia, a estrutura genética dos
organismos tem sido observada por meio do uso de diversos tipos de

estimativas, oriundas da descoberta dos mais inusitados niveis de
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diferenciacdo genética para diferentes marcadores (POGSON et al.,
1995; LEMAIRE et al., 2005; TORRES et al., 2005).

O entendimento sobre a dindmica bioldégica das populagdes
das espécies marinhas depende de uma investigagdo caso a caso,
acerca dos principios e processos que vém governando a historia
desta biodiversidade, uma vez que os dados parecem indicar o
ambiente marinho ndo é tdo homogéneo como era previsto (SANTOS
et al., 2003; SANTOS et al., 2006). Nesse sentido, as abordagens
genémicas e morfologicas, isoladas ou conjuntamente, tém
contribuido sobremaneira na elucidacdo destas questbes de
relacionamento historico/espacial das populagdes. Portanto, tais
abordagens vém de encontro as expectativas de sinergia que foquem
na determinacdo dos padrdes de distribuicdo da biodiversidade,

especialmente aquela do ambiente marinho.

Existem diversos modos de averiguar a variabilidade existente
entre os individuos em uma determinada espécie. O método mais
tradicional é pela diversidade morfolégica. Todavia, tais
caracteristicas sao influenciadas pelo ambiente, apresentando
variagdo continua e grande plasticidade, podendo ndo apresentar a
real similaridade ou diferengca entre os individuos (BURNS et al,.
2007). Neste sentido, outros métodos permitem o acesso a variagao
de caracteres com menor influéncia ambiental, tal como aqueles de
natureza genética dos organismos (ZUCCHI, 2002; WEISING et al.,
2004). Sendo assim, o uso combinado das evidéncias morfolégicas
com aquelas da variabilidade genética tendem a revelar padrées mais

precisos acerca das particularidades populacionais das espécies.

Entre os métodos de acesso a informagdo genética, os
marcadores nucleares possuem uma boa resolugdo, principalmente no
nivel populacional. Os marcadores ISSRs [Inter Simple Sequence
Repeats; ZIETKIEWICZ et al. (1994) e GUPTA (1994)] sdo sequéncias
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de nucleotideos, entre uma a seis bases repetidas em tandem, cujos
primers sdo ancorados em extremidades das regides microssatélites
(SSRs). Os ISSRs podem ser utilizados como marcadores na
resolugdo de varios problemas bioldgicos, entre eles a deteccao de
variedades intraespecificas, particularmente em espécies
economicamente importantes (ALCANTARA, 2007). Assim, ISSRs séo
uteis na avaliagcdo de populagdes em estudos genéticos, na detecgéo
da diversidade entre individuos proximamente relacionados (WANG et
al., 1998; MCGREGOR et al., 2000; RAINA et al., 2001).

Além da genética, o estudo de continuidade ou
descontinuidade populacional pode ser realizado com o auxilio da
morfometria geométrica. Tal abordagem €& capaz de descrever e
localizar claramente as regides de mudangas na forma e, sobretudo,
de reconstruir e restituir graficamente estas diferengas (MONTEIRO;
REIS, 1999). E uma técnica extremamente sensivel para revelar
variacdes sensiveis de forma, como resposta a diferentes pressdes
seletivas no nivel de populagdes (CLARK, 1992) ou ainda como
evidéncias de eventos cladogenéticos. Nesse sentido, diversas
abordagens genético-morfolégicas tém revelado que a analise
conjunta desses metodologias proporcionam um melhor entendimento
dos relacionamento entre populagcbes de diversos grupos animais,
inclusive em espécies de peixes (LEE; FOIGHIL, 2004; MATHEWS et
al., 2008; CALVO et al.; 2009; PEREIRA et al., 2011; MUTO et al.,
2011; SPREITZER et al., 2012; D'ANATRO; LESSA, 2011; DWIVEDI;
DUBEY, 2012)

Os individuos de M. curema parecem ser dependentes das
regides estuarinas, local onde os individuos jovens buscam abrigo e
alimento, (SILVA, 2007). O esforco de captura de M. curema
apresenta uma tendéncia de crescimento na regido Nordeste do Brasil
(LESSA et al., 2006). Entre os anos de 1993 até 2005 a produgao de

tainha aumentou quase sete vezes, sobretudo pelo aumento do
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esfor¢go de pesca e da pesca da sauna (SILVA, 2007). Especialmente
no estado de Pernambuco, M. curema representa 96% da captura de
tainhas e os juvenis representam cerca de 80% do capturado desta
espécie (SILVA, 2007). Devido a este patamar de exploragcdo e a
dependéncia ontogenética dos estuarios, estudos de conectividade
genética e morfoldgica, relativos ao reconhecimento dos limites
geograficos de populagdes, se tornam cruciais para a sustentabilidade
do estoque de Mugil curema.

Evidéncias disponiveis sobre Mugil curema revelam uma
hipotese de descontinuidade populacional ao longo de sua distribui¢do
geografica. Amostras oriundas do Golfo de México (Louisiana/EUA) e
do mar do Caribe (Venezuela), revelaram uma constituicdo cariotipica
de 2n = 28 na regido Norte-Americana e 2n = 26 na regido Sul-
Americana (LEGRANDE; FITZSIMONS, 1976; NIRCHIO; CEQUEA,
1998). Mais recentemente a hipotese de descontinuidade populacional
em M. curema recebeu reforgo, dada a conspicua diversidade
cariotipica observada entre amostras do Golfo do México, Venezuela
e Brasil (NIRCHIO et al. 2005). No tocante a feigdes moleculares, o
tratamento filogenético de sequéncias mitocondriais (16S e cit b) de
M. curema, oriundos das regides litoraneas dos estados do Amapa,
Para, Maranhdo, Piaui, Ceara, Bahia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Santa Catarina revelaram dois grupos genéticos descontinuos
indistinguiveis sob o ponto de vista morfolégico, porém coexistentes
ao longo da area acessada (FRAGA et al. 2007).

A possivel descoberta de populagbes descontinuos,
populagdes disjuntas e/ou espécies cripticas, dentro de unidades
taxondmicas teoricamente wuniformes, constituem uma pratica
necessaria para um planejamento de conservagdo de um recurso
renovavel. Portanto, tendo em vista as evidéncias acima relatadas o
presente trabalho teve como objetivos demonstrar por meétodos
genéticos-morfolégicos, se Mugil curema pode ser considerada uma
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populacdo panmitica na costa do Brasil; qual o status de conservagéao
(patamar de variabilidade genética) da espécie na regido; se existe
descontinuidade genética-morfolégica de M. curema na regiao
estudada; qual o nivel de fluxo genético que M. curema apresenta ao
longo dos estuarios estudados na regido e mediante as evidéncias
observadas, qual a melhor estratégia conservacionista para M.
curema na regido estudada que permita a exploragédo

autossustentavel.

61




Gondolo, G. F. Conectividade genética e morfolégica de Mugil curema. Tese de doutorado.
Pés-graduagédo em Biologia Animal, Departamento de Zoologia, CCB-UFPE. Recife/PE. 2012.

3.3. MATERIAIS E METODOS

Foram realizadas amostragens de 30 individuos Mugil curema,
por localidade, proveniente dos estuarios estuarios dos rios Potengi
(Natal/RN: 05°45'04.23"S; 35°11'58.42"W), Paraiba do Norte
(Cabedelo/PB: 06°58'13.26"S; 34°50'48.21"W), ambos coletados em
margo de 2009; do canal de Santa Cruz (llha de Itamaraca/PE:
07°48'51.07"S; 34°51'06.96"W), coletados em janeiro de 2009; do rio
Formoso (Tamandaré/PE: 08°41'38.67"S; 35°05'00.07"W), rio Sé&o
Francisco (Piagabugu/AL: 10°29'46.67"S; 36°23'43.59"W), ambos
coletados em fevereiro de 2009 e rio Ribeira de Iguape (Cananéia/SP:
25° 00'53.41"S; 47°55'22.29"W), amostrados em outubro de 2010.
Estes peixes compuseram a principal unidade amostral. Além destas,
espécimes de Mugil hospes Jordan & Culver, 1895 e de Mugil
platanus Gunther, 1880, foram amostrados também em Cananéia na
mesma época das coletas de Mugil curema. Um exemplar de Mugil
liza Valenciennes, 1836, foi obtido no estuario de Cabedelo/PB e
outros dois de Maragogi/Al (09°00'25"S; 35°12'30"W) foram também
amostrados (FIGURA 3.01). Todos os individuos de todas as espécies
foram identificados com o auxilio das chaves de identificacdo de
Menezes (1983), Harrison (1995) e Thompson (1997). Todas as
amostras foram acondicionados em etanol 96% e mantidas a -20 °C.
O DNA total foi extraido utilizando-se o protocolo modificado de fenol-
cloroférmio (Sambrook; Russel, 2001). Espécimes voucher encontram-
se depositados no Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo
e na Colecao Ictiolégica da Universidade Federal da Paraiba, sob os
seguintes e respectivos numeros de tombo: MZUSP 100703; MZUSP
100704; MZUSP 100705; UFPB 9089; UFPB 9090; UFPB 9091; UFPB
9092; UFPB 9093; UFPB 9094; UFPB 9095; UFPB 9096.
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FIGURA 3.01. Mapa com as localidades de amostragens de Mugil

curema, M. platanus, M. liza e M. hospes.
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FIGURA 3.02. Exemplares das espécies do género Mugil.
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Analises moleculares.

Foram retiradas amostras de tecidos de 30 exemplares de M.
curema, por localidade, além de trés exemplares das outras trés
espécies. Tais amostras foram acondicionados em etanol 96% e
mantidas a -20 °C. O DNA total foi extraido utilizando-se o protocolo
modificado de fenol-cloroformio (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

Para as analises moleculares, foram testados inicialmente 17
primers ISSRs de sequéncias repetidas de dois ou quatro
nucleotideos, em dois exemplares de M. curema de cada localidade.
Foram escolhidos com base em sua eficacia o primers que ao se
somarem revelassem pelo menos de 60 loci polimo6rficos, seguindo as
orientagbes de TELLES et al. (2001). Dessa forma, foram escolhidos

sete primers, que revelaram o maior polimorfismo (TABELA 3.1).

As amplificagbdes foram realizadas por PCR em um volume
final de 20 pl, que consistiu em 1 unidade de Tag DNA Polimerase
(New England Biolabs), 2 yL de solugdo tampéao (10x), 0,5 pyL de
MgSO4 (20 mM), 0,5uL de primer (50 uM), 1,5 yL de dANTP (1,5 mM),
~20 ng de DNA e agua ultrapura para completar o volume. As reagdes
de PCR foram realizadas em termociclador Biocycler e consistiram em
um ciclo de quatro minutos a 94 °C; 39 ciclos de 40 segundos a 94 °C,
na temperatura de anelamento de cada primer (TABELA 3.1), dois
minutos a 72 °C para elongagdo, com uma elongacao final de sete
minutos aos mesmos 72 °C. As reagbes foram acompanhadas por
controle negativo contendo todos os componentes da reagao, exceto o
DNA, que foi substituido por agua ultrapura.

Os produtos da PCR, foram visualizados apos eletroforese em
gel de agarose a 1,8%, em cuba horizontal, contendo tamp&o TBE
0,5x, (Tris 0,89 M, Acido Bérico 0,89 M e EDTA 0,01 M, pH = 8,3), a

2,5V por centimetro de gel. Cada pogo do gel foi preenchido com um
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mix contendo 10uL da reacédo de PCR, 1,5uL de Gel Loading Dye Blue
(6x) e 1uL de Gel Green (0,5ml 10.000x em H20). Com a finalidade de
padronizar as comparacdes dos resultados foi utilizado em um dos
pocos 2uL do marcador DNA Ladder 1Kb com 1,5uL de Gel Loading
Dye Blue (6x) e 1uL de Gel Green. Os géis foram fotodocumentados

em transluminador sob fonte de luz ultravioleta.

TABELA 3.1. Primers ISSRs testados, suas respectivas sequéncias e
temperatura de anelamento. Primers sublinhandos foram os
selecionados por apresentarem maior polimorfismo.

Primer Sequéncia Temp. de N? de loct
anelamento (°C) polimérficos
ISSR 01 (AG)8T 50,4 24
ISSR 02 (AG)8C 52,8 20
ISSR 03 (GA)8T 50,4 29
ISSR 04 (GA)8C 52,8 s.a.
ISSR 05 (CT)8G 52,0 13
ISSR 06 (AG)8YC 52,8 19
ISSR 07 (AG)8YA 54,0 18
ISSR 08 (GA)8YT 52,8 16
ISSR 09 (GA)8YC 52,8 14
ISSR 10 (GA)BYG 54,0 21
ISSR 11 (CT)8RA 50,0 17
ISSR 12 (AC)8YG 54,0 15
ISSR 13 (GGAC)3A 51,0 14
ISSR 14 (GGAC)3C 51,0 17
ISSR 15 (GGAC)3T 51,0 25
ISSR 16 (AACC)4 51,0 20
ISSR 17 (GGAC)4 51,0 14

Nota: s.a.= sem amplificacao.

Apds a inspecgao visual das bandas nas imagens dos géis, foi
codificada uma matriz de presenca e auséncia (1 e 0 respectivamente)
no software Nexus Data Editor (NDE) versdo 0.50 (PAGE, 1998). As
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analise de Neighbor Joining (NJ) e Maxima Parciménia (MP) foram
desenvolvidas por meio do software Paup v.4.0 b10 (SWOFFORD,
2000) através da interface grafica do PaupUp (CALENDINI; MARTIN,
2005). A analise de NJ forneceu a distancia genética (NEI, 1972)
entre os terminais. A analise de MP foi realizado através de busca
heuristica, com os caracteres designados como “n&o-ordenados”, com
pesos iguais em sob otimizagdes Acctran (Accelerated transformation)
e Deltran (Delayed transformation). Ambas as analises foram
desenvolvidas usando as espécies Mugil platanus, M. hospes e M. liza
como grupos externos. O consenso de maioria foi computado e a
robustez dos ramos resultantes foi inspecionada através de analises

de bootstrap e jacknife, com 1.000 pseudo-réplicas.

A analise de variancia molecular (AMOVA) foi desenvolvida
para testar os desvios da varidancia molecular para uma populagédo
panmitica e entre os agrupamentos observados nas analises de NJ e
MP. Para tal, foi utilizado o software ARLEQUIN 3.5.1.2 (EXCOFFIER;
LISCHER, 2010). Pela AMOVA, ainda foram estimados os indices de
fixagdo intraespecifica da variagao genética (Fst), 0 Fcr e Fsc para
avaliar a proporgédo de variagdo entre grupos e entre as populagdes
dentro dos grupos, respectivamente. Foram testados estatisticamente
trés modelos de estruturas genético-evolutiva: (1) com todos os
individuos de todas as quatro espécies como um unico grupo, (2) M.
curema como um grupo e as demais espécies (M. liza, M. platanus e
M. hospes) em um outro grupo e (3) apenas as seis localidade M.

curema como um unico grupo.

Os dados de distancia genética par-a-par entre os individuos
de M. curema, fornecidos pelo NJ, permitiram a construgcdo de uma
matriz das médias da distdncia genética entre todos os individuos
para as localidades estudadas. Aliados aos dados de distancia
geografica entre todas as populagdes amostradas partir desta, foi
realizada uma regresséo linear entre os dados obtidos de distancia
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genética e distdncia geografica entre todas as populagdes
amostradas, para observar a existéncia ou ndo de correlagao entre
estas distancias por meio do software Statistica v.6.0 (Statsoft Inc.). A
distancia, em quildmetros, foi estimada em linha reta entre as

localidades amostradas ao longo do costa pelo uso do Google Earth.

Os parémetros de genética populacional do tipo fluxo génico
(Nm = Numero de migrantes por geracao) e diferenciagdo genética
(GsT) globais, foram obtidos por meio do uso do software Popgen 1.32
(YEH et al., 1999).

Pelo método Bayesiano foram realizadas estimativas de teste
de estruturacao populacional, com finalidade de observar o possivel
numero de populagbes genéticas (K) por meio do software
STRUCTURE 2.3.3 (FALUSH et al., 2003, 2007; HUBISZ et al., 2009;
PRITCHARD et al., 2000).

Analises de morfometria geométrica.

Para as analises morfoldgicas, foram utilizados 200 individuos
do género Mugil, sendo destes 09 de espécie Mugil hospes, 12 de
Mugil platanus, ambos provenientes do estuario do Rio Ribeira de
Iguape em Cananéia/SP; 01 de Mugil liza (proveniente do rio Paraiba
do Norte, Cabedelo/PB); e 178 da espécie alvo Mugil curema dos seis
estuarios amostrados, sendo que um desses exemplares é uma
fotografia do Lectotipo da espécie (MNHN A-3638) (FIGURA 3.03).
Imagens digitais foram obtidas do lado esquerdo do corpo distendido
dos exemplares. Para que fosse possivel a visualizagcdo de todos os
marcos anatébmicos as nadadeiras dorsais, anal e pélvica esquerda

foram distendidas. Para cada exemplar foram registrados 17 marcos
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anatdomicos (FIGURA 3.04). Os marcos anatdomicos: Tipo | (LM: 4, 6,
7,8,9,10, 11,12, 14, 15, 16 e 17); marco anatdmico do Tipo Il (LM:
5); e marco anatémico do Tipo Ill (LM: 1, 2, 3 e 13).

FIGURA 3.03. Lectétipo de Mugil curema (sintipo). MNHN A-3638. Muséum
National d'Histoire Naturelle, Paris, Franca. Foto: Ferrara, C. 2005.

g
%)
?

FIGURA 3.04. Desenho esquematico de Mugil com a indicagado do local de
digitalizacdo dos 17 LMs nas imagens dos peixes coletados.

Com o auxilio do software TpsUtil 1.44 (ROHLF, 2009), foi
construido um arquivo que permitisse a analise das imagens
previamente capturadas. Posteriormente os 17 marcos anatdémicos

(LM) homdlogos para os individuos foram digitalizados, utilizando-se o
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software TpsDig 2.12 (ROHLF, 2008). Com a digitalizagdo dos LMs foi
possivel obter as coordenadas cartesianas (x e y). Ainda no software
TpsDig 2.12, a fim de excluir o efeito do tamanho das analises, foi
feita a escala para todos os individuos.

Para verificar a precisdo entre os LMs foram feitos duas vezes
os processos de digitalizagcdo dos LMs. A segunda marcagdo dos LMs
ocorreu em dias diferentes com as imagens aleatorizadas, utilizando o
software TpsUtil 1.44 (ROHLF, 2009), e serviu para diminuir uma
possivel tendéncia (erro) que poderia ocorrer. Foi feita uma ANOVA
para cada uma das 17 coordenadas x e y. Os dados obtidos nestas
analises foram testados quanto a repetibilidade.

_ OMF-QME
QMF +(1n-1)x QUE

Re p

Onde:
QMF — Quadrado médio do Fator.
QME - Quadrado médio do Erro.

n — numero de vezes que foi feita a remarcacédo dos LMs.

Através do software Morphod 1.00 (KLINGENBERG, 2008), as
analises de discriminantes canbnicas foram realizada a fim de
detectar diferengas morfométricas entre os espécimes. Variaveis
candnicas significantes (p < 0,05) representaram as combinagdes
otimas de regides e variaveis morfométricas, que produziram a melhor
discriminagdo geral entre os grupos. Coeficientes padronizados de
cada variavel significante, representaram a contribuicdo de cada
variavel morfométrica para a discriminagdo das amostras entre as

espécies do género Mugil e posteriormente para as diferentes
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localidades de coleta de Mugil curema. Caracteres com maiores
valores absolutos dos coeficientes padronizados sao os que tém maior
contribuicdo para a separagdo dos grupos. Os diagramas de
deformagdo foram obtidos a partir da regress&o da variavel canénica
sobres os componentes de forma, utilizando-se o software TpsRegr
1.37 (ROHLF, 2009).

O centréide constitui um ponto imaginario que representa o
centro geométrico do individuo, determinando pela média dos valores
das posi¢cdes no plano cartesiano de todos os pontos anatémicos do
corpo dos individuos. Assim, o tamanho do espécime é representado
em termos do tamanho do centréide. Com base no valor do tamanho
de centroide calculado, foi feita uma ANOVA entre as diferentes

populacdes de M. curema.
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3.4. RESULTADOS

Os resultados das PCRs revelaram bandas que variam entre
200 e 1.600 pares de bases (TABELA 3.1I; FIGURA 3.05). As imagens
dos géis foram codificados em uma tabela de presenga (1) e auséncia
(0), por peso molecular de cada banda. No total foram obtidos 92 loci
polimorficos. Apenas dois loci foram verificados exclusivamente nas
demais espécies de Mugil e ndao em M. curema. Nao foi observado
nenhum J/ocus monomorfico para os espécimes de M. curema, nem

para as demais espécies quando analisadas globalmente.

TABELA 3.ll. Primers utilizados nas reacdes de PCR, com o
nuamero de loci encontrados tanto em M. curema, assim como nas
demais espécies do género Mugil. Observa-se também os
extremos dos tamanhos em pares de base (pb) encontrados em
cada primer.

N° de Loci N° de Loci Faixa de

Primer Polimérficos polimérficos em tamanho das

em M. curema todas as espécies bandas (pb)
ISSR 01 13 13 300 - 1.500
ISSR 02 12 13 250 - 1.150
ISSR 03 14 15 250 - 1.600
ISSR 06 13 13 250 - 1.500
ISSR 10 11 11 200 - 1.350
ISSR 15 12 12 250 - 1.500
ISSR 16 15 15 300 - 1.600
TOTAL 90 92
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FIGURA 3.05. Eletroforese em gel de agarose a 1,8%. (Primer de /ISSR 16)
exemplificando os perfis ISSRs e o polimorfismo das bandas em M. curema.

Nota: Primeira banda representa o peso molecular padréo (Ladder).

A diversidade genética observada em cada localidade em
relacdo a diversidade total observada, variou pouco, entre um maximo
de 85,56% (em Piagabugu/AL e Itamaraca/PE) e um minimo de
70,00% (em Cananéia/SP) (TABELA 3.1l1). Ja& a diversidade genética
local (numero de loci polimérfico em relagdo a totalidade de /oci
observados em cada localidade) variou entre um maximo de 89,61% e
um minimo de 44,44%, em Piacabugu/AL e Cananéia/SP
respectivamente (TABLEA 3.1V).

Pela analise de Neighbour Joinning foi possivel observar a
existéncia de dois agrupamentos principais. Um deles agrupou as
amostras dos estuarios dos rios Formoso (Tamandaré, PE), Séo
Francisco (Piagabugu, AL), Potengi (Natal, RN), Ribeira de Iguape,
(Cananéia, SP) e Paraiba do Norte (Cabedelo, PB). Neste
agrupamento foi observada uma particdo da variagdo genética nas
amostras dos estuarios dos rios Potengi (Natal, RN) e Sdo Francisco
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(Piagabugu, AL), além das unidades genéticas mais coesas
compreendendo a totalidade dos exemplares de Tamandaré/PE,
Cananéia/SP e Cabedelo/PB. Além disso, foi observado que a
amostra de Piagabugu/AL apresenta relagdo genética com as
amostras dos estuarios localizados em Tamandaré/PE e Cananéia/SP.
Ja o outro agrupamento principal compreendeu a amostra de M.
curema nativa do estuario do canal de Santa Cruz (llha de Itamaraca,
PE). (FIGURA 3.06). Tais agrupamentos ainda obtiveram um bom
suporte de bootstrap e jacknife, variando de 51 a 100.

TABELA 3.1ll. Diversidade genética observada dentro de
cada localidade de M. curema, em relagdo ao conjunto
total de loci analisados, sendo 30 individuos para cada

localidade.

Localidade Nt Nv Dg (%)
Cananeia/SP 90 63 70,00
Piagabucu/AL 90 77 85,56
Tamandaré/PE 90 69 76,67
Itamaraca/PE 90 77 85,56
Cabedelo/PB 90 76 84,44
Natal/RN 90 75 83,33
Nota: Nt = n° total de loci; Nv = n° de loci variantes; Dg = diversidade
genética

TABELA 3.1V. Diversidade genética observada dentro de
cada localidade de M. curema, em relagdo ao conjunto
total de loci presentes em cada localidade.

Localidade Ntl Nvl Dg (%)
Cananéia/SP 63 28 44 .44
Piagabugu/AL 77 69 89,61
Tamandaré/PE 69 40 57,97
Itamaraca/PE 77 68 88,31
Cabedelo/PB 76 57 75,00
Natal/RN 75 62 82,67

Nota: Ntl = n° total de loci presentes em cada localidade; Nvl = n° de
loci variantes em cada localidade; Dg = diversidade genética.
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As distancias genéticas variaram de 0,65 entre os estuarios
localizados em Natal/RN e Tamandareé/PE até 0,86 os estuarios de
Tamandaré/PE e Cananéia/SP. Observou-se que as maiores
distancias genéticas médias ocorreram entre a amostra do estuario do
canal de Santa Cruz (llha de Itamaraca, PE) e todas as outras
(TABELA 3.V). A correlagdo entre as distancias genéticas e as
distancias geograficas entre as localidades, indicou uma correlagéo
de Pearson negativa (r= - 0,0527; p= 0,05) (FIGURA 3.07).

TABELA 3.V. Valores de distdncia geografica (acima da diagonal, em
quildmetros) e distancia genética (abaixo da diagonal) entre as populagbes de
M. curema ao longo da costa brasileira. Em destaque as distancias genéticas
observadas entre a amostra do Canal de Santa Cruz e as demais. Onde:
Can/SP = rio Ribeira de Iguape, Cananéia, SP; Pia/AL = rio Sado Francisco,
Piacabucu, AL; Tam/PE = rio Formoso, Tamandaré, PE; Ita/PE = Canal de
Santa Cruz, llha de Itamaraca, PE; Cab/PB = rio Paraiba do Norte, Cabedelo,
PB e Nata/RN = rio Potengi, Natal, RN.

Can/SP Pia/AL Tam/PE Ita/PE Cab/PB Nat/RN
Can/SP -- 2.029,5 2.263,7 2.380,5 2.816,9 3.593,9
Pia/AL 0,72721 -- 234,2 351,0 436,4 777,0
Tam/PE 0,85985 0,66499 -- 116,8 202,2 340,6
Itam/PE 0,74316 0,82484 0,81699 -- 85,4 223.8
Cab/PB 0,71990 0,78657 0,68726 0,81995 -- 138,4
Nat/RN 0,70588 0,73506 0,65062 0,80425 0,68637 --
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FIGURA 3.06. Topologia de Neighbor Joinning obtida entre os exemplares de M. curema oriundos
das localidades amostradas. Nota: As diferentes cores indicam as localidades. Os valores de
bootstrap e jacknife encontram-se indicados nos ramos. Para siglas consulte a Tabela V e o texto.
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FIGURA 3.07. Regressao entre as médias das distdncias genéticas e distancias
geograficas (km) para as amostras das seis localidades de Mugil curema estudadas.

A analise de Maxima Parcimbnia gerou 5.000 topologias
igualmente parcimoniosas. O consenso estrito gerou uma topologia com
910 passos (L), indice de homoplasia (H,) de 0,8989, indice de retengao
(R/) de 0,8162 e indice de consisténcia (C)) de 0,1011 (FIGURA 3.08). A
topologia revelou dois agrupamentos principais. O primeiro
agrupamento compreendeu individuos de M. curema provenientes do rio
Formoso (Tamandaré, PE) e do rio S&o Francisco (Piagabugu, AL). Ja o
segundo agrupou todos os espécimes do rio Potengi (Natal, RN),
Ribeira de Iguape, (Cananéia, SP) e Paraiba do Norte (Cabedelo, PB) e
do estuario do canal de Santa Cruz (llha de Itamaraca, PE) e seis
individuos do rio S&do Francisco (Piagabugu, AL). A topologia ainda
revelou que apenas as amostras de Cananéia/SP e Itamaraca/PE se
comportaram de forma totalmente coesa (monofilética), sendo que
esses dois grupos juntamente com seis individuos de Piagabugu/AL
formam um grupo monofilético com alto suporte estatistico. Evidenciou-
se ainda que a maioria dos individuos de Cabedelo/PB (N = 28) e
Piagabugu (N = 24) também formam grupos coesos (FIGURA 3.08).
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A analise de estruturagdo pelo método Bayesiano, revelou a
existéncia de trés populagdes genéticas (K = 3) em Mugil curema ao
longo das areas acessadas (FIGURA 3.09).

1.00
0.80
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0.40

0.20

0.00

Can/SP Pia/AL Tam/PE Ita/PE Cab/PB Nat/RN

FIGURA 3.09. Estruturacdo bayesiana mostrando a existéncia de trés
populagdes (K = 3) para as amostras das seis localidades de Mugil
curema estudadas. Para siglas consulte a Tabela 3.V e o texto.

A analise de variancia molecular (AMOVA) para todas as
espécies em um unico conjunto, demonstrou que 56,91% da variagcao
total encontra-se dentro das populagdées e 43,09% entre as
populagdes, com um indice de fixagdo (Fst) igual a 0,43 (TABELA
3.VI). Na AMOVA, cuja estrutura testada foi M. curema em um grupo e
as demais espécies em outro, foi também observado que a maior
variagdo esta dentro das populagdes (49,91%), seguida pela variagao
entre as populag¢des dentro dos grupos (35,84%) e indices de fixagao
Fst igual a 0,147, Fsc igual a 0,42 e Fcr de 0,5 (TABELA 3.VII). Na
AMOVA, apenas com os individuos de M. curema em um unico grupo,
a maior fonte de variacdo foi novamente dentro das populagdes
(59,8% da variacéo total) com Fstigual a 0,402 (TABELA 3.VIII).
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TABELA 3.VI. Analise de variancia molecular para as espécies de Mugil em
um unico grupo.

Soma dos Componentes Percentual

Fontes de Variagao g.l- quadrados  de variancia da variagao

Entre os grupos 8 1.281,758 750,223 Va 43,09

Dentro das populagbées 180 1.783,300 990,722 Vb 56,91
Total 188  3.065,058 1740,945

indice de fixacdo Fst 0,43093

Nota: g.l. = Graus de Liberdade.

TABELA 3.VIl. Andlise de variancia molecular para as espécies de Mugil
dividas em dois grupos. Grupo 1: M. curema; Grupo 2: M. hospes, M. liza e
M. platanus.

Soma dos Componentes Percentual

F Variacga 1
ontes de Variagao 9 quadrados de varidncia da variagao

Entre os grupos 1 91,397 2,9708 Va 14,75
Entre as populacgbes

dentro dos grupos 7 1.190,361 7,18597 Vb 35,84
Dentro das populacdes 180 1.783,300 9,90722 Vc 49,41
Total 188  3.065,058 20,05027
Fsc 0,42040
indices de fixagao Fst 0,50588

Fer 0,14748

Nota: g.l. = Graus de Liberdade.

TABELA 3.VIIl. Analise de varidncia molecular para as populagdes de Mugil
curema em um Unico grupo.

Soma dos Componentes Percentual

Fontes de Variagao g.l- quadrados  de variancia da variagio
Entre os grupos 5 1.081,028 686,637 Va 40,2
Dentro das populagdes 174 1.777,300 1.021,437 Vb 59,8

Total 179 2.858,328 1.708,074
indice de fixacdo Fsr 0,402

Nota: g.l. = Graus de Liberdade.
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Os parametros de diferenciacdo genética interespecifica (Gsr)
e numero de migrantes (Np; fluxo génico) globais foram
respectivamente 0,3848 e 0,7993. Na analise pareada desses
parametros entres as diferentes localidades de coleta de M. curema,
observou-se que 7 de 15 (46,7%) dos pareamentos entres as
localidades apresentaram um Gst moderadamente alto (0,15 > Ggt >
0,25), os demais pareamentos entre M. curema (8; 53,3%)
apresentaram valores de diferenciagdo genética maiores do que 0,25
(TABELA 3.IX). Ja em relagdo ao fluxo génico (Nn), verificou-se o
valor maximo de 2,78 (Natal/RN e Piagabugu/AL) e o valor minimo de
0,53 (Tamandaré/PE e Cananéia/SP). Em relagdo a amostra do
estuario do rio Ribeira de Iguape (Cananéia/SP) foram constatados os
menores valores referentes ao fluxo génico historico (Nn), a excegéo
da comparagcdo com a amostras do estuario do rio Sdo Francisco
(Piagabugu/AL) que indicou N, maior do que 1, a localidade com a
menor distancia de Cananéia/SP em relacdo as demais localidades
(TABELA 1X). Ja o N, entre as espécies do género sempre incidiram
valores baixos: 0,68 (M. curema de Piagabugu/AL o e M. platanus) e
zero (M. hospes e M. liza) (TABELA 3.1X).
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O teste da repetibilidade apresentou resultados ente 0,993
(coordenada x12, x13 e x14) e 0,998 (coordenadas x1 e x2) (TABELA
3.X), demostrando que a marcagao dos LMs foi precisa.

TABELA 3.X. Resultado do teste de
repetibilidade das coordenas cartesianas dos 17

LMs.

Coordenada Rep Coordenada Rep
x1 0,998 y1 0,996
x2 0,998 y2 0,996
x3 0,997 y3 0,995
x4 0,995 y4 0,995
x5 0,996 y5 0,996
x6 0,995 y6 0,996
x7 0,996 y7 0,996
x8 0,995 y8 0,996
x9 0,994 y9 0,997
x10 0,994 y10 0,997
x11 0,994 y11 0,997
x12 0,993 y12 0,997
x13 0,993 y13 0,997
x14 0,993 y14 0,996
x15 0,994 y15 0,996
x16 0,994 y16 0,996
x17 0,995 y17 0,995

Na analise de discriminantes canbnicas, entre as espécies do
género Mugil, evidenciou-se a existéncia de 4 variaveis. Tais diferengas séo
congruentes com visualizagdo das grades de deformagdes. Na analise
grafica, entre a primeira e segunda variavel foi possivel detectar diferencas
claras entre M. curema de M. hospes, e M. platanus e M. liza como um unico
grupo. Ja a diferenciacdo entre M. platanus e M. liza sé foi possivel na
comparacgao entre a primeira e a quarta variavel canénica (FIGURA 3.10).
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FIGURA 3.10. Graficos das variaveis candnicas para os individuos do género
Mugil. A Esquerda grades de deformacao das espécies do género, do individuo
consenso e do Lectétipo de Mugil curema, todos pela variavel canénica 1.

Na analise das discriminantes candnicas, apenas entre os
individuos de Mugil curema, foram obtidas seis variaveis candnicas.
Nao foi possivel detectar diferengas morfolégicas entre os espécimes
provenientes de do estuario dos rios Potengi (Natal/RN), Paraiba do
Norte (Cabedelo/PB) e Formoso (Tamandaré/PE) e o lectétipo da
espécie. Desse grupo, é possivel verificar diferencas morfométricas
entre os individuos provenientes do estuario do Canal de Santa Cruz
(Itamaraca/PE) e dos rios Sdo Francisco (Piagabugu/AL) e Ribeira de
Iguape (Cananéia/SP).
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Na comparagdo entre os tamanhos dos centroides das
populagdes, foi possivel notar algumas diferengas, quando realizada a
ANOVA. Os individuos dos estuarios dos rios S&o Francisco
(Piagabugu/AL) e do canal de Santa Cruz (ltamaraca/PE) foram os
gue apresentaram as maiores diferengcas em relagdo a todas as outras
populacdes. As maiores similaridades podem ser observadas entre os
espécimes do estuario do rio Potengi (Natal/RN) com aqueles dos rios
Ribeira de Iguape (Cananéia/SP) e Paraiba do Norte (Cabedelo, PB) e
este ultimos com aqueles do estuario do rio Ribeira de Iguape
(Cananéia/SP) (TABELA 3.Xl).

TABELA 3.XI. ANOVA do tamanho do centréide entre as populagdes de
Mugil curema coletadas ao longo da costa do Brasil. Para siglas consulte a
Tabela V e o texto.

Can/SP Pia/AL Tam/PE Ita/PE Cab/PB Nat/RN

Can/SP 1,000

Pia/AL 0,000 1,000

Tam/PE 0,603 0,000 1,000

Ita/PE 0,000 0,063 0,000 1,000

Cab/PB 0,974 0,002 0,166 0,000 1,000

Nat/RN 1,000 0,000 0,527 0,000 0,986 1,000
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3.5. DISCUSSAO

Variabilidade genética e o status de conservagcao de Mugil

curema.

A biologia da conservagao tem como um dos cernes principal a
conservagao da diversidade biologica, em seus diversos niveis
(PRIMACK; RODRGIGUES, 2001). Para tanto, deve-se entender
sobre o0s processos que governam essa diversidade, suas
particularidades caso a caso, para assim poder conceber estratégias
praticas de conservacdo (MORITZ, 2002). Uma das formas de prover
subsidios para tais estratégias €& quantificar e avaliar, entre os
individuos e populagdes, a variabilidade e a estrutura genética (SOLE-
CAVA, 2001), assim como a sua variabilidade morfologica.

Os dados relativos aos marcadores ISSRs mostraram altos
niveis de diversidade genética global em Mugil curema (100%). Estes
dados sugerem que apesar da exploragdo intensa, a populagédo ainda
apresenta um bom estado de conservagdo em termos globais. Porém,
foi observada uma ampla variagdo na diversidade genética entre as
localidade de M. curema e (44,44% - 89,61%; TABELAS 3.1l e 3.1V).
A menor diversidade genética (44,44%) foi observada entre os
individuos do estuario do rio Ribeira de Iguape (Cananéia/SP). Esta
evidéncia sugere que esta baixa variabilidade pode ser o resultado de
dois fendbmenos: (a) a ocorréncia de um gargalo populacional devido
as oscilagbes dos niveis do mar no intervalo entre 120.000 e 7.500
anos (MARTIN et al., 1986; SUGUIU et al., 2005), reduzindo as areas
estuarinas em episodios de retragdo do nivel do mar e, (b) aumento
acentuado da exploragdo de Mugilideos (exemplares maiores),
modificando perfis bioldgico-populacionais nos ultimos anos (IBAMA,
2008). Informagdes adicionais em termos pesqueiros ainda relatam
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que este recurso esta em sobrepesca desde a década de 80
(MENDONCA; BONFANTE, 2011), o que pode estar contribuindo
ainda mais para diminuir a diversidade genética local. Esta baixa
diversidade genética sugere uma atencdo especial para a
conservacao da populagdo de M. curema do estuario do rio Ribeira de
Iguape (Cananéia/SP), uma vez que, diante da variacdo observada, o
potencial adaptativo da espécie esta perto de atingir niveis criticos, tal
com aquele observado em outras espécies de peixes exploradas na
regidgo Neotropical, tanto na agua doce com também no ambiente
marinho [Pintado, Pseudoplatystoma corruscans (27%); Matrincha,
Brycon lundii (34,7%); Mero, Epinephelus itajara (23,2%)] (SEKINE et
al., 2002; WASKO; GALETTI, 2002; SILVA-OLIVEIRA et al., 2008).

Coesdo genético-evolutiva das populagées de Mugil curema.

Os exemplares de M. curema do estuario do rio Ribeira de
Iguape (Cananéia/SP) compreendem a amostra com a maior distancia
geografica das demais localidades acessadas (TABELA 3.V). Assim,
seria consistente imaginar uma possibilidade de isolamento do
contingente desta localidade. A analise de similaridade genética (NJ),
bem com a evolutiva por maxima parcimbnia apoiam tal hipétese dado
que ambas as topologias indicam esta amostra como uma unidade
genética/filogenética singular. Os dados obtidos de diferenciacéo
genética (Gst; TABELA 3.1X) reforcam evolutivamente tal isolamento,
uma vez que todos o valores observados estdo acima de 0,3, o que
indica diferenciagado genética muito alta (HARTL; CLARCK, 2010). Além
disso, a analise de estruturagdo bayesiana e a morfometria geométrica
pela variavel canénica 2 (FIGURAS 3.09 e 3.11) reiteram a condi¢&o de

isolamento desta amostragem, sugerindo como uma unidade
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populacional particular e prioritario de conservacdo. Tal condigao de
priorizacdo se sustenta em duas evidéncias: (1) a baixa variabilidade
genética observada e (2) a estruturagdo genética e morfologica
observada. Porém, a topologia de NJ permite sugerir uma possibilidade
de resgate genético, em termos da recuperacdo desta populagdo. A
topologia de NJ e parcialmente a topologia de MP indicaram um
relacionamento genético-evolutivo entre a amostra do rio Ribeira de
Iguape (Cananéia, SP) e aquele do estuario do rio Sdo Francisco
(Piagabucgu, AL). Tal relacionamento permite concluir que, pelo menos
parcialmente, a populacdo de Piagcabugu/AL tem papel fundamental na
demografia histérica da populagdo de Cananéia.

A tendéncia de estruturagcdo populacional em M. curema parece
ndo ser apenas capitaneada pelo fenbmeno descrito acima para a
populagdo de Cananéia. Tal fenbmeno pdde ser ainda detectado
similarmente nas amostras populacionais dos estuarios do Canal de
Santa Cruz (llha de Itamaraca, PE) e Paraiba do Norte (Cabedelo, PB),
segundo as topologias de NJ e MP (FIGURAS 3.06 e 3.07). Segundo
ALBIERI et al. (2010) as populagdes de M. curema do Rio de Janeiro/RJ
e da Venezuela estariam estruturadas devido a distancia geografica
entre estas areas. Porém, as populagbes aqui estudadas e acima
mencionadas compreendem exemplos de maiores e menores
distanciamentos geograficos. Este achado estd em desacordo com a
hipotese de isolamento por distdncia, uma vez que a analise de
correlagdo de Spearman (FIGURA 3.07) indicou auséncia de correlagao
entre as distancias genéticas e geograficas. Portanto, os dados aqui
obtidos argumentam em favor de uma hipotese ndo geografica para o
isolamento, mas sim como resultado de uma fenémeno filopatrico de
recrutamento autdctone de larvas. Fenbmenos de fidelidade local de
larvas e adultos de diversas espécies de peixes ja foram propostos na
literatura (PEREIRA et al., 2009; FAUVELOT; BORSA, 2011; HAYDEN
et al., 2011; JORGENSEN et al., 2012), inclusive em M. curema (SILVA,
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2007), apesar de um comportamento reprodutivo da espécie
caracterizado por agregacgdes reprodutivas em alto mar e fase larval
extensa, além da capacidade natatéria dos adultos. Dessa forma,
sugere-se que M. curema na costa do Brasil ndo € uma unica populagao
panmitica e sim uma populagdo formada por metapopulagdes (sensu
HANSKI; SIMBERLOFF, 1997), uma vez que também s&o verificados
niveis de fixagao altos, indicando forte estruturacdo entre as populacdes
(TABELAS 3.VI, 3.VIl e 3.VIll). Esta unido de evidéncias sugere a
necessidade de um melhor entendimento sobre a dindmica das
correntes marinhas costeiras no Brasil, ja que tais circunstancias
hidrologicas podem influenciar no relacionamento entre as populagdes
de organismos com dependéncia ontogenética de zones estuarinas
(SAINT-PAUL; BARLETTA, 2010.).

A diferenciagdo genético-evolutiva entre as populagbes de M.
curema ao longo do litoral brasileiro vem se tornado mais clara. Os altos
valores de fixagdo intraespecifica da diversidade genética entre os
grupos, assim como o patamar de propor¢cdo de variagdo (Fct) entre
grupos e entre as populagdes dentro dos grupos (Fsc), corroboram a
ideia de forte estruturacdo genética (TABELA VII). O resultado da
AMOVA (TABELA VIIl), aliados aos de dados de distancia genética,
variabilidade genética interespecifica (global e pareados) (GsrT),
similaridade genética (NJ), inferéncia filogenética (MP) e estruturacéo
Bayesiana fortalecem a ideia de que M. curema, ao longo de sua
distribuicdo, é composta por pelo menos trés unidades evolutivas
distintas (NIRCHIO et al., 2005; FRAGA et al., 2007; AURELLE et al.,
2008; HERAS et al., 2009; DURAND et al., 2012), que ocorrem em
alguns casos em simpatria. Este cenario de descontinuidade evolutiva é
recorrente também para outras espécies do género como Mugil cephalus
LINNAEUS, 1758 (AURELLE et al., 2008; HERAS et al., 2009;
JAMANDRE et al., 2009;; SHEN et al., 2011; WHITFIELD et al., 2012;
DURAND et al., 2012) e Mugil incilis HANCOCK, 1830 (HETT et al.,
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2011). Essa descontinuidade evolutiva ou espécies cripticas sob a
mesma designagao taxonémica ndo é nenhuma surpresa considerando a
morfologia externa altamente conservada entre as espécies da familia
(THOMSON, 1997). Possivelmente, os fenbmenos paleoclimaticos mais
recentes, como as intensas flutuagdes térmicas do periodo Quaternario,
tenham boa influéncia sobre a estrutura das populagbes de um grupo de
peixes muito dependentes de regides costeiras como Mugilideos. Tais
oscilagbes podem ter reduzido areas de vida, promovendo gargalos
demograficos e favorecendo as consequéncias populacionais para um

regime de deriva genética.

A diferenciagdo morfologica entre as distintas populagdes de M.
curema é sutil. Nas grades de deformagdes morfolégicas praticamente
ndo €& possivel observar nenhuma grande diferenca. S6 é possivel
verificar diferengcas entre algumas populagbes na analise de
discriminantes canbnica, se as populacdes forem observadas
pareadamente, como mencionado anteriormente. Sendo possivel
observar que os individuos dos de Natal/RN, Cabedelo/PB e
Tamandaré/PE, possuem semelhangas morfolégicas com o Lectoétipo da
espécie, tais semelhangas entre os individuos dessas localidades podem
ser observadas também na analises genética de distancia genética, Gst
e N, além do NJ e MP. As maiores diferenca observadas ocorreram nos
tamanhos dos centréides, mostrando principalmente, assim como a
distdncia genética pareada, o NJ e a MP ja revelaram novamente, que
os individuos de ltamaraca/PE possuem um grau de diferenciagcdo mais
acentuado quando comparado com as outras localidades, podendo ser
definidos como uma unidade evolutiva com mais clareza. Se em
populacdes de M. curema, separadas a pelo menos 3 milhdées de anos
apresenta minimas diferengas em um contexto morfologico (IBANEZ-
AGUIRRE et al., 2006), no ambiente marinho diferengas genéticas sem
diferencas morfolégicas é um evento recorrente (TAYLOR; DODSON
1994; BOWEN et al., 2001; SANTOS et al., 2006).
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Dindmica evolutiva em Mugil curema como instrumento para uma

pesca sustentadvel da espécie.

A diversidade genética entre as populagbes dos diferentes
estuarios obtidos a partir dos marcadores ISSRs permitem concluir
que M. curema, apesar do incremento das capturas (LESSA et al.
2006; IBAMA, 2008), possuem um boa condigcdo de conservagédo ao
longo da area estudada, tendo em vista o patamar de diversidade
genética observada (63-76%), a excegdo das populagdes dos rios
Ribeira de Iguape (Cananéia, SP) e Formoso (Tamandaré, PE) que
apresentaram os menores indices de diversidade (31 e 44%). Estes
resultados auxiliam nas medidas de manejo e gestdo, permitindo
manter o patamar de exploragdo dos estuarios rios Potengi (Natal,
RN), Paraiba do Norte (Cabedelo, PB), Canal de Sta. Cruz (ltamaraca,
PE) e S&o Francisco (Piagabugu, AL). Também recomenda-se uma
reducdo de exploragdo nos estuarios dos rios Ribeira de Iguape
(Cananéia, SP) e Formoso (Tamandaré, PE), objetivando a
recuperagdo do potencial adaptativo (resgate genético), até que os
niveis de diversidade genética da espécie alcangasse patamares

similares aquelas observados nas demais localidades analisadas.

Ja os padrdoes de conexdo histérica das populacdes de M.
curema entre os estuarios acessados permite a conclusao de que
Mugil curema constitui uma uUnica unidade genética perante o
agrupamento por Neighbor-joinning, compreendendo quatro outras
unidades genéticas menores [rios Formoso (Tamandaré, PE), Ribeira
de Iguape (Cananéia, SP), Paraiba do Norte (Cabedelo, PB) e Canal
de Santa Cruz (ltamaraca, PE)]. Tais resultados indicam que a
renovagcao de cada uma destas populacdes depende de si mesma,
tendo em vista que a variagdo genética €& estuario-especifica.
Portanto, larvas oriundas de adultos de determinada localidade
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tendem ao recrutamento nos mesmos estuarios, resultado congruente
ao de SILVA (2007). Estes dados sugerem que as medidas de manejo
relativos a gestdo pesqueira desta espécie demandam agdes
independentes. Entre as medidas a serem estabelecidas seria a
suspensao da captura de individuos jovens (sauna) e um tamanho
minimo de captura, condizente com a maturidade reprodutiva dos
exemplares (FONTELES-FILHO, 2011).

Os resultados de agrupamentos evolutivos (MP), da simulagéao
Bayesiana e aqueles de fluxo génico (Nn) indicam que as populagdes
do estuario do rio Sado Francisco (Piagabugu, AL) Formoso
(Tamandaré, PE) e ribeira de Iguape (Cananéia, SP) sdo menos
estruturadas que as demais. Apresentam uma miscigenagéo,
principalmente a partir de Piagabugu/AL, que fornece diversidade
genética aos estuarios adjacentes (PINEDA et al,. 2007), tal
informacdo mostra que a depauperagdao da populagdo de
Piacabugu/AL poderia comprometer as de Tamandaré e de Cananéia.
Dessa forma €& sugerido que medidas de manejo sejam criadas
especificamente em Piacabugu/AL para proteger o local doador de
diversidade (HARRISON et al. 2012), assim estaria possibilitando um
aumento da diversidade nos estuarios com as menores diversidades
genéticas verificadas (em Tamandaré e Cananéia). Entretanto so seria
possivel apresentar uma a¢cdo de manejo baseado no modelo de
“fonte-sumidouro” (Suorce and Sink) de Pulliam (1988), se: (1)
abordagens relacionada as dinadmicas de todas essas populagdes
estivessem disponiveis (HANSEN, 2011); (2) se as populagdes
comentadas acima nao possuissem grandes distancias, que
impossibilitaria 0 movimento direto dos individuos entre as localidades
(CERQUEIRA et al., 2003), uma vez que a dispers&o entre as areas é
possivel, mas ndo a migragdo de uma tainha de Piagcabugu para

Cananéia ou ao contrario.
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De maneira geral, as populagbes de M. curema apresentam
diferencgas biologicas e ecologicas (MARIN; DODSON, 2000; MARIN
et al., 2003; SOLOMON; RAMNARINE, 2007; SILVA, 2007; ALBIERI et
al., 2010), que normalmente sdo atribuidas apenas a variagbes das
condigbes climaticas, oceanograficas e latitudinais, mas nao sao
analisadas em um contexto evolutivo mais amplo. Evidéncias de pelo
menos trés grupos distintos em Mugil curema, como as evidenciadas
nesses trabalhos e em LEGRANDE; FITZSIMONS (1976), NIRCHIO;
CEQUEA (1998) NIRCHIO et al. (2003), NIRCHIO et al. (2005),
HARRISON et al. (2007), FRAGA et al. (2007), AURELLE et al.
(2008), HERAS et al. (2009) e DURAND et al. (2012) podem ser
analisadas conjuntamente com as informagbdes biolégicas e
ecologicas, para assim ser possivel estabelecer as unidades de
manejo, tdo importantes para a conservagédo desse tradicional recurso

pesqueiro.

94




Gondolo, G. F. Conectividade genética e morfolégica de Mugil curema. Tese de doutorado.
Pés-graduagédo em Biologia Animal, Departamento de Zoologia, CCB-UFPE. Recife/PE. 2012.

4. CONCLUSAO GERAL

Os resultados do presente estudo indicaram que Mugil curema
apresenta uma estruturagdo populacional conspicua ao longo dos
estuarios analisados. A morfometria geométrica confirmou que os
individuos dos estuarios de Natal/RN, Cabedelo/PB e Tamandaré/PE
assemelham-se ao tipo da espécie. Ja os dados do genoma
mitocondrial, como do genoma nuclear evidenciaram que esta espécie
apresenta altos niveis de distincdo entre suas unidades evolutivas, no
minimo trés unidades distintas. A distribuicdo destas unidades né&o
esta relacionada com a distancia geografica entre os estuarios e
podem ocorrer isoladas ou em simpatria. Ficou certo também que,
principalmente, a populagdo de Itamaraca apresenta um
comportamento filopatrico. Pela observagdo conjunta dos resultados,
€ possivel concluir que M. curema nao é formada por uma unica
populagdo panmitica e sim por metapopulagbes que interagem umas

com as outras.

Os niveis encontrados de distincdo entre as populacdes
indicam a possibilidade de uma diversidade oculta para M. curema.
Uma analise cladistica mais extensa, agregando individuos de outras
localidades, podera elucidar melhor a suspeita de que essa espécie

na verdade é formada por um complexo de espécies.

O patamar de diversidade genética, verificado globalmente
neste trabalho e em cada estuario, indica que, de maneira geral, o
recurso pesqueiro ainda possui uma boa condigcdo de conservacao ao
longo da area estudada, a exceg¢do da populagdes de Cananéia e
Tamandaré. Entretanto, um melhor cenario para a conservagado desse
importante recurso pesqueiro tradicional, nesses estuarios, pode ser
alcangado por agdes locais de regulagao pesqueira, mas também com
uma acgédo integrada com o estuario do Rio Sao Francisco.
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Em virtude do que foi mencionado, percebe-se que apesar da
intrincada estruturacédo das populagdes de tainha, de suas relagdes de
conectividade, seu patamar de diversidade e dos demais resultados
obtidos ¢é possivel vislumbrar um panorama favoravel para a
conservagao das populagdes. Entretanto a devida atencao deve ser
dada para que esse fragil cenario ndo se altere, o que pode acontecer
em pouquissimo tempo se nao houver nenhum tipo de controle por
parte os 6rgaos estatais responsaveis. Ag¢des futuras, que facilitem a
correta identificacdo das diferentes populacbes de M. curema,
permitirdao que medidas mais eficazes sejam tomadas para o melhor

manejo e conservacgao deste recurso.
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