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ESTRUTURA DA DISSERTACAO

A dissertacdo apresenta-se estruturada em trés capitulos. O primeiro deles aborda
aspectos gerais sobre Lutjanidae e Lutjanus purpureus, assim como é apresentada uma
breve revisdo sobre a aplicacdo de marcadores em estudos de genética de populacdes e
areas afins.

O segundo capitulo é apresentado sob a forma de artigo cientifico, referindo-se ao
desenvolvimento de iniciadores intragénicos para a aplicacdo em lutjanideos e outros
peixes marinhos. O capitulo I1l também é apresentado no formato de artigo cientifico, onde
sdo abordadas questdes inerentes a conectividade genética e demografia historica de L.

purpureus ao longo da Costa Brasileira.
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RESUMO
Organismos marinhos com ampla distribuicdo sdo excelentes modelos para o
entendimento de padrdes de conectividade genética histdrica. Lutjanus purpureus, ou
pargo, como a espécie é popularmente conhecida, é um Teledsteo marinho pertencente a
familia Lutjanidae. A espécie distribui- se desde Cuba até o Nordeste do Brasil, sendo
frequentemente encontrada sobre fundos rochosos e arenosos. Possui elevada
importancia econdmica, no entanto poucos sdo os estudos disponiveis acerca da
arquitetura genética da espécie. Dos principais objetivos do presente estudo, o primeiro
trata do desenvolvimento e caracterizacdo de iniciadores do tipo EPIC, para abordagens
populacionais em L. purpureus, e outros teleésteos marinhos. A caracterizacdo de
regides gendmicas com polimorfismo suficiente para anélises populacionais torna-se
fundamental para estudos genéticos com mdltiplas regides ndo ligadas. Foram obtidos
oito iniciadores, boa parte deles possuindo altos niveis de variacdo genética. Iniciadores
EPIC possuem a vantagem de serem aplicaveis em um vasto nivel taxonémico, assim
estes iniciadores foram testados e amplificados em organismos de outros agrupamentos
taxonémicos, portanto um indicativo de que podem ser usuais em abordagens
intraespecificas para varios grupos de peixes marinhos. O segundo objetivo principal foi
avaliar questbes sobre diversidade genética, demografia e conectividade genética
historica para L. purpureus, utilizando multiplos loci (DNA mitocondrial e nuclear).
Encontrou-se elevados indices de diversidade genética, provavelmente correlacionados
a um elevado tamanho efetivo apresentado pela espécie. O pargo, aparentemente,
demonstra elevados niveis de homogeneidade genética ao longo da regido estudada, o
que é coerente com tracos biolégicos da espécie tais como desova em mar aberto e
desenvolvimento pelagico. Em relacdo a aspectos da demografia historica, é
apresentado um cenario de crescimento populacional, cujo inicio é datado de
aproximadamente 170 mil anos, sendo esse periodo congruente com um periodo de

maxima glacial para a regido do Atlantico ocidental.

Palavras- chave: Lutjanus purpureus, introns, Marcadores moleculares, multilocus
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ABSTRACT
Marine organisms with wide distribution are excellent models for the understanding of
historical genetic connectivity patterns. Lutjanus purpureus, or Caribbean snapper, as
the species is popularly known, is a marine Teleost belonging to the Family Lutjanidae.
The species distribution is from Cuba to the Northeast of Brazil, being often found on
rocky and sandy bottoms. It has high economic importance, however there are few
studies available on the genetic architecture of the species. Of major goals of this study,
the first deals with the development and characterization of the EPIC primers, for
population approaches in L. purpureus, and others marine teleosts. The characterization
of genomic regions with sufficient polymorphism to population analysis is fundamental
for genetic studies with multiple unlinked regions. Were obtained eight primers, and the
majority has high levels of genetic variation. EPIC primers have the advantage of being
applicable on a wide taxonomic level, thereby these primers were tested and amplified
in other taxonomic groups of organisms, so that an indication can be useful in various
approaches to intraspecific groups of marine fish. The second main objective was to
evaluate issues of genetic diversity, demographics and historical genetic connectivity
for L. purpureus using multiple loci (mitochondrial and nuclear DNA). It was found
high levels of genetic diversity, probably related to a high effective size presented by
species. The Caribbean snapper apparently shows high levels of genetic homogeneity
along of the study area, which is consistent with biological traits of species such as
spawning in offshore and larval pelagic development. In relation to aspects of historical
demography, a population growth scenario is presented, whose beginning is dated about
170,000 years, this period being congruent with a period of glacial maximum to the

region of the western Atlantic.

Key- words: Lutjanus purpureus, introns, Molecular Markers, multilocus
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Introducao Geral




1. INTRODUCAO
1.1. A Familia Lutjanidae

A Familia Lutjanidae € composta por peixes que possuem um corpo grande e
alongado, coberto por escamas ctenodides, exceto na regido do focinho, sendo esta uma das
caracteristicas distintivas em relacdo aos exemplares das demais familias que ocorrem na
mesma regido (ANDERSON, 2003). Possuem a cabeca em formato triangular, quando
observados lateralmente, com o perfil superior sendo mais inclinado que a porcao inferior
(MENEZES & FIGUEIREDO, 1980). O pré-opérculo é serrilhado e apresentam dentes no
vomer e palato (ANDERSON, 2003). Na Figura 1 encontra-se um desenho esquematico de
um exemplar tipico da familia Lutjanidae, destacando algumas dessas caracteristicas.

Quanto a caracteres meristicos, a nadadeira dorsal possui normalmente de X- XIlI
espinhos e 10-14 raios na posicdo posterior, podendo ser continua ou levemente entalhada
e a nadadeira anal é caracterizada pela presenca de trés espinhos e de sete a nove raios
(ALLEN, 1985; MENEZES & FIGUEIREDO, 1980).

Lacrimal sem
escamas

Viémer e palato
com dentes

Maxila sob o
Lacrimal

Opérculo e Pré-opérculo
pré-opérculo serrilhado
cOm escamas

Figura 1. Desenho esquematico destacando a morfologia basica de um exemplar da familia Lutjanidae .
Modificado de Anderson (2003).

Os lutjanideos ou pargos e/ou vermelhos, como estes sdo popularmente conhecidos,
sdo dioicos e apresentam pouco ou nenhum dimorfismo sexual (NELSON, 2006).
Geralmente habitam aguas costeiras em regides tropicais e subtropicais (ALLEN, 1985;
MENEZES & FIGUEIREDO, 1980), com certo grau de associagdo ao fundo destes



10

ambientes. Existem ainda relatos de espécies que adentram estuarios, normalmente durante
0s primeiros estagios de desenvolvimento, assim como algumas espécies que habitam
ambientes de agua doce (ALLEN, 1985; MENEZES & FIGUEIREDO, 1980; NELSON,
2006) e lagoas hipersalinas (ANDERSON, 2003).

Esta familia é composta por aproximadamente 110 espécies (FROESE & PAULY,
2014), divididas nas seguintes subfamilias: Apsilinae, Paradicichthynae, Etelinae e
Lutjaninae (NELSON, 2006). No entanto, dados moleculares vém sugerindo a inclusdo dos
Caesioninae, dentro de Lutjanidae (BETANCUR-R et al., 2013; MILLER & CRIBB,
2007). Mesmo nas andlises morfoldgicas existe compartilhamento de muitos caracteres
entre os dois grupos (JOHNSON, 1980), porém, os “caesionideos” apresentam uma gama
de especializagdes tais como um rearranjo da maxila superior que permite que esta seja
extremamente protratil (uma adaptacdo para habitos planctivoros de alimentacdo), além da
alteracdo do formato corporal, que permite uma maior habilidade para a natacdo. Estas
caracteristicas contribuem para a classificacdo destes como um téxon a parte de Lutjanidae
em estudos de morfologia, constituindo a familia Caesionidae (JOHNSON, 1980).

No que se refere as relacbes filogenéticas entre as subfamilias, as andlises
morfoldgicas sugerem Etelinae como mais basal, ja que esta apresenta alguns caracteres
ancestrais, como a presenca de um penultimo raio nas nadadeiras dorsal e anal com um
maior comprimento em relacdo ao Gltimo raio das mesmas (JOHNSON, 1980). Apsilinae
seria intermedidria e Lutjaninae e Paradicichthynae, as subfamilias mais derivadas, sendo
Lutjaninae mais proximamente relacionada a Caesionidae. Lutjaninae destaca-se por conter
a maior diversidade de taxons da familia, aproximadamente 76 espécies (FROESE &
PAULY, 2014), distribuidas em seis géneros (NELSON, 2006), entre os quais estd
Lutjanus (Bloch 1790).

1.2. O género Lutjanus

O género é o mais diversificado de Lutjanidae, com cerca de 70 espécies (FROESE
& PAULY, 2014). Seus representantes geralmente encontram-se em mares de regides
tropicais e subtropicais, normalmente associados a fundos rochosos ou arenosos, na
maioria das vezes em profundidades entre 30- 40 metros, embora algumas espécies sejam
encontradas em profundidades de até 200 metros (ALLEN, 1985).

Sdo reconhecidos geralmente pelas seguintes caracteristicas: perfis superiores e

inferiores da cabeca de tamanhos desiguais, presenca de algumas fileiras de escamas
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horizontais abaixo da linha lateral, além da presenca de o0sso pterigoide (carater
compartilhado com Rhomboplites e Pinjalo) (ALLEN, 1985).

Vérias espécies pertencentes ao género possuem elevada importancia econémica
nas regides onde ocorrem, tais como: Lutjanus campechanus (Poey 1860), Lutjanus
synagris (L.), Lutjanus analis (Cuvier 1828) e Lutjanus purpureus (Poey 1866). Esta
ultima, especialmente para a costa do Brasil, € reconhecida como um dos lutjanideos mais

capturados pela pesca extrativa marinha. Representa a espécie alvo do presente trabalho.

1.3. A espécie Lutjanus purpureus

Lutjanus purpureus ou pargo vermelho, como a espécie é popularmente conhecida,
¢ um dos lutjanideos mais explorados pela pesca extrativa na costa brasileira
(MILOSLAVICH et al.,, 2011). A espécie encontra-se distribuida ao longo da costa
atlantica Ocidental, desde Cuba até o Nordeste brasileiro, estado da Bahia (ALLEN, 1985;
CERVIGON, 1993; CERVIGON et al., 1993) (Figura 2). Alguns autores afirmam que esta
distribuicdo se estende até o sudeste do Brasil (MENEZES & FIGUEIREDO, 1980;
MOURA & LINDEMAN, 2007).

O pargo é uma espécie carnivora, com uma dieta constituida basicamente de peixes
e crustaceos (ALLEN, 1985; FURTADO-OGAWA & MENEZES, 1972). Possui habitos
demersais sendo normalmente encontrado nos estratos entre 30 e 160 metros de
profundidade (ALLEN, 1985).
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Figura 2. Mapa representando a costa do Atlantico Ocidental com destaque para a area de distribuicdo da

espécie Lutjanus purpureus, marcada em cinza. Baseado em Allen (1985) e Cervigon (1993).

1.3.1. Morfologia Externa

Os espécimes de L. purpureus (Figura 3) possuem o corpo réseo-avermelhado,
com porcOes prateadas na regido ventral (ALLEN, 1985; MENEZES & FIGUEIREDO,
1980), com as nadadeiras avermelhadas. As vezes uma mancha negra esta presente na base
da nadadeira peitoral e os individuos jovens possuem ainda uma mancha enegrecida abaixo
dos primeiros raios moles da nadadeira dorsal, caracteristica compartilhada por outros
membros do Género (ALLEN, 1985).



13

Figura 3. Exemplar adulto da espécie Lutjanus purpureus.

A nadadeira dorsal é composta por X espinhos e 14 raios (raramente nove espinhos
e 15 raios); a nadadeira anal possui um perfil anguloso e contém trés espinhos e oito raios,
sendo que individuos apresentando nove raios sdo bastante frequentes (CERVIGON,
1993). A nadadeira peitoral é longa, alcancando o anus e possuindo 17 raios (ALLEN,
1985).

Esta espécie possui uma acentuada similaridade morfolégica com alguns
lutjanideos, tais como Rhomboplites aurorubens (Cuvier 1829) e Lutjanus vivanus (Cuvier
1828). A auséncia de estrias obliquas escuras na parte dorsal e a iris avermelhada, podem
distingui-lo da espécie L. vivanus (RIVAS, 1966). Em relagdo a R. aurorubens, diferencas
na contagem de espinhos na nadadeira dorsal discriminam as duas espécies (CERVIGON,
1993).

Existe ainda uma incerteza, quanto a existéncia de uma ou duas espécies de pargos
vermelhos, i. e. L. purpureus e Lutjanus campechanus para o Atlantico Ocidental
(ANDERSON, 1967), uma vez que estes lutjanideos sdo proximamente relacionados, tanto
morfologicamente (ANDERSON, 1967; CERVIGON, 1993) quanto geneticamente
(GOMES et al., 2008; 2012), sugerindo que trata-se provavelmente de uma Unica espécie
de pargo vermelho para a costa atlantica Ocidental, como ja registrado para outras espécies
de Lutjanus (CERVIGON, 1993).

1.3.2. Estratégia de vida e Biologia reprodutiva

Lutjanus purpureus é uma espécie que atinge grande porte, sendo ja registrada a
ocorréncia de individuos com cerca de um metro (FONTELES-FILHO, 1970;
GONZALEZ et al., 1998) e com longevidade maxima de 13 anos (GONZALEZ et al.,
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1998) ou 18 anos de acordo com (ALLEN, 1985), sendo que a espécie possui uma
acentuada taxa de crescimento durante o primeiro ano de desenvolvimento (até
aproximadamente 28 cm), a partir desse momento o crescimento € desacelerado
(GONZALEZ et al., 1998; GONZALEZ & ESLAVA, 1999). Ainda em relagdo as taxas de
crescimento para L. purpureus, foram registradas diferencas entre individuos da Costa da
Venezuela e do Nordeste brasileiro (GONZALEZ et al., 1998), os individuos do Brasil
seriam menores em relagdo aos exemplares encontrados na costa Vvenezuelana
(GONZALEZ & ESLAVA, 1999), segundo 0s autores, estas diferencas estariam
relacionadas as condi¢des ambientais distintas nestas regides.

Para a costa brasileira, a maturagdo sexual das fémeas ocorre com o comprimento
total médio de 43,5 cm (GESTEIRA & IVO, 1973), atingido quando os individuos
alcancam em média seis anos (FONTELES- FILHO, 2000). O padréo reprodutivo do pargo
é do tipo ovuliparo (i. e. fecundacdo e desenvolvimento externos), sendo que a desova
ocorre mediante o emparelhamento entre macho e fémea, porém sem contato direto, assim
0s gametas sdo liberados diretamente no ambiente (FONTELES- FILHO, 2000).

A desova ¢ parcelada, ocorrendo um grande pico de liberacdo de gametas no final
do primeiro trimestre e outro com menor intensidade em outubro (GESTEIRA & IVO,
1973), sendo que durante esse periodo os individuos realizariam migracdes para aguas de
maior profundidade (IVO & HANSON, 1982), certamente uma estratégia para a reducao
da mortalidade durante as fases plancténicas, em decorréncia da diminuicdo dos indices de
predacdo (JOHANES, 1978).

Utilizando informacdes bioldgicas, como crescimento, época de desova e
frequéncia de fémeas maturas amostradas pela pesca comercial, lvo & Hanson (1982),
formularam duas hipoteses sobre o nimero de estoques de L. purpureus nas Costas Norte e
Nordeste do Brasil, em relacdo a dindmica de migracdo para desova. De acordo com o
primeiro cenério, haveria duas classes de fémeas com épocas distintas de desova, com o
mesmo grupo de fémeas desovando duas vezes ao ano nos bancos oceénicos. Assim a
primeira classe de individuos originar-se-ia da desova realizada em marco-abril e a
segunda seria resultado da desova que ocorreria em outubro.

Em relacdo ao outro cenario, existiriam dois estoques, e estes seriam originados
pela diferenca em época de desova, com dois grupos de fémeas desovando uma vez ao ano.
O estoque 1 seria resultado de uma desova realizada nos bancos do Ceara em marco- abril

ou outubro e o estoque 2 seria resultante de desova realizada nos bancos de caigara durante
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0s meses de outubro ou margo- abril, sendo que em ambos os casos os individuos
retornariam para as proximidades do Golfdo Amazonico para a alimentacdo, pela acdo de
correntes superficiais, onde estariam sujeitos a intensa mistura (Figura 4). Dados
moleculares ja demonstraram a presenca de um unico estoque de pargo para a costa do
Brasil, indicando a auséncia de fidelidade de estoques a sitios especificos de reproducéo,
sugerindo homogeneidade genética para as populacfes de L. purpureus da costa brasileira
(GOMES et al., 2012).

Figura 4. Circuitos migratorios para Lutjanus purpureus na costa brasileira (Norte/Nordeste) com finalidade
reprodutiva, proposto por Ivo & Hanson (1982). Esquerda-Hipdtese 1; Direita-Hipotese 2.

1.4. Marcadores Moleculares e suas Aplicacdes

Uma defini¢do simples para marcador molecular seria ‘“qualquer carater
determinado geneticamente e capaz de expressar variagdo entre individuos” (CHENUIL,
2006). Variantes de proteinas conhecidas como alozimas foram um dos primeiros
marcadores moleculares a serem amplamente utilizados em estudos populacionais e/ou de
ecologia molecular (BEEBEE & ROWE, 2008). No entanto, esta categoria de marcador
apresenta alguns aspectos que tornam sua aplicacdo limitada, como o requerimento de
tecido fresco (i. e. proteinas degradam rapidamente ap6s a morte do individuo) (HEIST,
2004; TOURIYA et al.,, 2003), além da ocorréncia de mudancas que ndo afetam a
mobilidade durante a corrida eletroforética (TOURIYA et al., 2003).

O advento da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (MULLIS & FALOONA,
1987), na década de 1980, permitiu o surgimento de um vasto nimero de marcadores
moleculares que acessam diretamente o polimorfismo existente nas sequéncias

nucleotidicas, tais como fragmentos obtidos ap6s sequenciamento de DNA (WARD,
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2000). Apds esse periodo, segmentos do DNA mitocondrial (mtDNA), foram e continuam
sendo uma das ferramentas moleculares mais utilizadas para inferéncias de passado
demogréafico e evolutivo de populacdes e espécies (BALLARD & WHITLOCK, 2004),
principalmente devido a facilidade de isolamento, elevado nimero de copias por célula e
elevada taxa de evolugdo (GALTIER et al., 2009), além disso, 0 DNA mitocondrial possui
usualmente heranca uniparental, apresentando estimativas de tamanho efetivo quatro vezes
menores em comparacdo com regides autossémicos (SUNNUCKS, 2000; TEMPLETON,
2002).

Por outro lado, a heranga uniparental, torna o uso exclusivo de marcadores
baseados em DNA mitocondrial insuficiente em casos onde exista hibridizac¢do, separagao
incompleta de linhagens ou introgressao (BERMINGHAM & MORITZ, 1998), por isso
atualmente tem se tornado crescente o uso destes marcadores em associagdo com
segmentos nucleares, como os introns (AVISE, 2009), uma vez que estes geralmente
apresentam elevado polimorfismo, estdo em associagdo com regides codificantes e
supostamente evoluem de forma neutra (TOURIYA et al., 2003).

A automacdo do sequenciamento de DNA e a consequente disponibilidade de um
vasto numero de sequéncias nucleotidicas (NIELSEN, 2001) promoveram o0
desenvolvimento de métodos de inferéncias baseados em genealogias que revolucionaram
as analises na area da genética de populacdes (CARSTENS et al., 2012; YANG &
RANNALA, 2012).

Com o surgimento de métodos baseados em coalescéncia, surgiram inimeros
argumentos favoraveis a incorporacdo de analises de multiplas regiGes genémicas nédo
ligadas (KNOWLES & MADDISON, 2002; MCCORMACK et al.,, 2013), ja que
diferentes regides do genoma podem ser afetadas por distintas forcas evolutivas (e. g.
deriva génica, gargalos, recombinacéo, selecdo) e nestes casos afetando de maneira distinta
a histéria de genes e genomas (ZHANG & HEWITT, 2003). Sendo assim, linhagens
poderiam ser perdidas e a histéria evolutiva (de espécies ou populacdes) poderia ndo ser
fielmente inferida a partir da analise da genealogia de um UGnico marcador (HO &
SHAPIRO, 2011; KNOWLES & MADDISON, 2002).

Em tais casos ao se conduzir analises empregando loci independentes, seria
possivel inferir historias populacionais em um nivel mais acurado (GILL et al., 2013; HO
& SHAPIRO, 2011). Varios estudos, portanto, vém empregando tais abordagens, como
(EYTAN & HELLBERG, 2010; GAITHER et al., 2010; 2011).
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1.4.1. Estudos Genéticos com L. purpureus

Mesmo L. purpureus sendo uma espécie com elevada importancia econémica e
ecologica, inclusive com suspeita de sobrepesca (MENDOZA & LAREZ, 2004), poucos
estudos com dados moleculares foram conduzidos com a espécie na costa atlantica
Ocidental. Das analises disponiveis, todas foram limitadas a utilizacdo de marcadores
mitocondriais.

O primeiro trabalho com esta espécie, conduzido por Salles et al.(2006), utilizou
um fragmento do gene mitocondrial Citocromo b (Cit b), alem de analises morfométricas.
Estes autores demonstraram a existéncia de diferencas morfologicas entre especimes
coletados nos lados Oeste e Leste da desembocadura do Rio Amazonas (costa Norte do
Brasil), sendo que os individuos do lado oeste apresentariam maiores cabecas, diametro
dos olhos e apéndices peitorais, em relacdo aos coletados na porcéo leste, o que foi
interpretado como distintas estratégias de alimentacdo/ reproducdo adotada pela espécie,
causada por diferentes condi¢cbes ambientais impostas pela enorme vazdo do Rio
Amazonas. A analise de 12 sequéncias de um fragmento de 307 pb do gene Cit b também
foi contundente quanto a existéncia desses dois estoques na regido, ja que foram associados

distintos hapl6tipos a cada uma dessas areas (SALLES et al., 2006) (Figura 5).

+ A

Figura 5.Distribuicdo e relagdo genealdgica entre os quatro haplétipos encontrados por Salles et al. (2006).
Haplotipos A (¢), B(*), representam o estoque Oeste. Haplotipos C (m)D(m), representam o estoque Leste.
NUmeros mostram as diferencas nucleotidicas entre ramos. Baseada em Salles et al. (2006).
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Gomes et al. (2008) analisaram cerca de 400 pb da Regido controle mitocondrial
(RC), referentes a 93 individuos coletados ao longo da costa Norte brasileira (Amapa, Para
e Maranhdo). Os resultados mostraram intenso fluxo génico entre as localidades e elevados
niveis de variacdo genética, sugerindo um Unico estoque de pargo para esta regiao.

Devido a intensa similaridade morfoldgica entre L. purpureus e L. campechanus
(ALLEN, 1985; CERVIGON, 1993) e a disponibilidade de sequéncias da RC para esta
ultima espécie no banco publico Genbank, resolveu-se analisar as populacdes das
diferentes espécies em conjunto. Os resultados demonstraram elevados valores de
diversidade genética para ambos e auséncia de monofilia reciproca para L. purpureus e L.
campechanus, sugerindo a existéncia de uma Unica espécie de pargo vermelho ao longo do
Atlantico Ocidental, além disso, mais de 90 % da variancia genética foi atribuida a
divergéncia existente dentro das populacfes e ndo entre as espécies (GOMES et al., 2008).

Em uma andlise posterior, com ampliacdo do fragmento da RC para 810 pb e
localidades amostradas, com representatividade para toda area de distribuicdo brasileira da
espéecie, (GOMES et al., 2012) obtiveram resultados similares. As analises dos 239
espécimes coletados ao longo da distribuicdo brasileira da espécie em conjunto com
sequéncias de L. campechanus disponiveis no Genbank, sugeriram que L. purpureus e L.
campechanus representam uma Unica espécie, porém com certa restricdo de fluxo génico.
Relatou-se também a ocorréncia de um elevado nimero de hapl6tipos Unicos, o que sugere
evento histérico de expansdo demografica. Além disso, considerando apenas L. purpureus,
observou-se elevados niveis de fluxo génico, indicando homogeneidade genética para as
populacdes brasileiras, representando um Unico estoque para a costa do Brasil (GOMES et
al., 2012).
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1.5. Justificativa

Porcdes do DNA mitocondrial vém sendo os principais marcadores para estudos de
grupos de recente divergéncia (e. g. estudos filogeograficos) (AVISE, 2000; MCCUSKER
& BENTZEN, 2010), por serem mais sensiveis em detectar diferenciacdo genética, assim
como oscilagBes histéricas de tamanho efetivo, sendo este quatro vezes menor que O
apresentado pela maioria dos segmentos do genoma nuclear (BIRKY et al., 1989;
SUNNUCKS, 2000; ZINK & BARROWCLOUGH, 2008), alem do possivel modo de
evolucéo neutra (MCCUSKER & BENTZEN, 2010).

Por outro lado, a acdo da deriva génica é inversamente relacionada ao tamanho
efetivo populacional, portanto, qualquer divergéncia existente em populagfes com
elevados tamanhos efetivos poderia ndo ser detectada com o emprego exclusivo de
marcadores de evolucdo neutra (KIRK & FREELAND, 2011; LARMUSEAU et al., 2010),
ja que estes geralmente detectam diferenciacdo genética quando o N é bastante reduzido
ou quando o fluxo génico é cessado (HOFFMANN & WILLI, 2008).

Espécies marinhas normalmente possuem grandes tamanhos efetivos (DE WOODY
& AVISE, 2000; MCCUSKER & BENTZEN, 2010), portanto processos evolutivos nessas
populagdes seriam mais influenciados por selecdo, do que por deriva génica (NIELSEN et
al., 2007). Além disso, algumas espécies marinhas, como L. purpureus apresentam
distribuicbes de milhares de quilémetros e, portanto poderiam encontrar-se em meio a
variantes condi¢cGes ambientais, 0 que poderia resultar em adaptacdes fisiologicas a estes
locais. Logo, nestes casos, seria interessante uma andlise de marcadores neutros em
conjunto com segmentos constituintes de regides genémicas envolvidas na codificacdo de
produtos relacionados a ajustes fisioldgicos, como os introns destas regides (BUTLIN,
2010), ja que o fato destes serem adjacentes a regides sob selecdo poderia demonstrar
diferenciaco genética correspondente & adaptacdo local (ANDRE et al., 2011; CONOVER
et al., 2006).

Uma analise desta natureza com L. purpureus forneceria 0 embasamento necessario
para um melhor entendimento sobre processos que moldam a historia evolutiva desta
espécie (BOS et al., 2008). Multiplos loci forneceriam ainda um cenario mais verossimil
sobre a historia demogréafica do pargo ao longo da costa brasileira. Uma vez que esta
espéecie € um importante recurso pesqueiro nessa regidao (MILOSLAVICH et al., 2011),

estas informacOes sdo essenciais para uma delimitagcdo mais acurada dos estoques
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(PORTNOY & HEIST, 2012; SELKOE & TOONEN, 2006), sendo primordiais para a
criagéo e efetivacdo de planos de manejo (SHAW et al., 2004).

A inclusdo de loci nucleares, além daqueles mitocondriais (Regido Controle,
Citocromo b e NADH — Desidrogenase, subunidade 4 — ND4), certamente fornecera um
cenario mais robusto e acurado sobre a estrutura genética desta espécie e claro, de aspectos
relacionados a sua histéria evolutiva. Portanto, para o presente trabalho, serdo
desenvolvidos iniciadores especificos para amplificacdo de regibes intragénicas em L.
purpureus e testada a aplicabilidade para abordagens populacionais, 0 que correspondera a
um capitulo da Dissertagdo. No capitulo seguinte, serdo reunidos os loci nucleares, com
polimorfismo previamente avaliado, além dos mitocondriais para uma anélise refinada da

estrutura genética de L. purpureus na costa do Atlantico Ocidental.
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1.6. Objetivo Geral

v

Desenvolver marcadores a partir de regides intragénicas e avaliar a estrutura
populacional e filogeografia de Lutjanus purpureus do Atlantico Ocidental,

utilizando uma abordagem multilocus;

1.6.1. Objetivos Especificos

v

Desenvolver iniciadores para regides intragénicas e testar sua aplicabilidade para

abordagens populacionais em L. purpureus;

Avaliar os niveis de diversidade genética das populacdes;

Verificar a historia demogréfica da espécie e 0s possiveis processos evolutivos

envolvidos;

Realizar inferéncias sobre os niveis de fluxo génico da espécie ao longo da regido

estudada;

Investigar a relacdo de aspectos bioecoldgicos da espécie com informacgbes da

estrutura genética populacional;
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RESUMO

No presente estudo foram desenvolvidos oito iniciadores baseados em introns
para a amplificacdo em lutjanideos e outros Teleosteos marinhos. Baseado em Lutjanus
purpureus, a maioria das regiGes gendmicas aqui utilizadas apresentou indices de
diversidade genética iguais ou superiores a regiGes intragénicas comumente empregadas
nas andlises de estudos populacionais. Além disso, para boa parte dos iniciadores aqui
utilizados foi possivel obter amplificacdo cruzada para outros niveis taxondmicos (i. e.
Familias, Ordens). Assim, 0s novos iniciadores aqui descritos podem ser utilizados para

a elucidacdo de questdes intraespecificas em um vasto nimero de taxons.

Palavras-chave: intron, EPIC, Lutjanus, pargo
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INTRODUCAO

Os avancgos na tecnologia de sequenciamento de DNA facilitaram o acesso a
informacao contida em elevado numero de loci, 0 que por sua vez promoveu grandes
avangos no campo da genética de populacOes e areas afins. Atualmente, mesmo com a
emergéncia de analises com uma grande quantidade de loci (i.e, transi¢do da genética de
populacbes, para a gendmica de populagdes), ainda faz-se necessario abordagens
iniciais empregando umas poucas regides gendmicas independentes, para a descri¢do de
processos evolutivos atuantes em um dado grupo taxonémico (BOWEN et al., 2014).

Uma classe de marcadores que vem sendo bastante utilizada em nivel
populacional esta representada por sequéncias de DNA nuclear (e. g., introns). introns
sdo regides intragénicas nao traduzidas do genoma nuclear, e que em alguns casos,
apresentam um nivel de polimorfismo capaz de revelar informacgdes a respeito da
estrutura populacional de tdxons, sendo por isso, adequados para 0 uso em genética de
populacoes e filogeografia, além de evoluirem de maneira neutra (ZHANG & HEWITT,
2003). Além do mais, vem sendo postulado que, marcadores baseados em sequéncia de
DNA sdo adequados para a elucidacdo de processos de demografia historica
(BRUMFIELD et al., 2003).

Nesse contexto, introns vém sendo bastante utilizados para elucidar diversos
aspectos inerentes a dindmica populacional historica em diversos tdxons marinhos,
inclusive lutjanideos (GAITHER et al., 2010; 2011)

A proposta do presente estudo foi 0 desenvolvimento de iniciadores, por meio da
técnica de EPIC-PCR para a amplificacdo em peixes da familia Lutjanidae, (com base
em Lutjanus purpureus), além da tentativa de amplificacdo cruzada para outros
Teleodsteos, ja que EPICs possuem a vantagem de serem aplicaveis em um vasto nivel
taxondmico (ZHANG & HEWITT, 2003). Lutjanideos e varios outros grupos de
tele6steos marinhos séo organismos que possuem ampla distribuicdo geografica, o que
0s tornam interessantes para investigacdes filogeogréficas e genético-populacionais. Em
relacdo a Lutjanidae, existe considerdvel nimero de estudos de caracterizacdo e
desenvolvimento de marcadores de microssatélites (PINSKY & PALUMBI, 2014),
porém sdo escassas as analises populacionais com o emprego de introns (i.e., GAITHER
et al.,, 2010). Lutjanideos sdo importantes recursos pesqueiros, assim informacoes

genéticas sdo fundamentais para a delimitacdo e manejo de estoques pesqueiros.
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MATERIAL E METODOS

Para amplificagdo das regides intragénicas foram desenvolvidos iniciadores
através da tecnica de EPIC- PCR (Exon Primer Intron Crossing), com base em
sequéncias disponiveis no Genbank (Tabela 1), cujos introns apresentavam-se com um
fragmento entre 200 — 1000 pb. Os iniciadores foram desenhados com o auxilio do
software FastPCR (KALENDAR et al., 2009).

Para a caracterizacdo dos niveis de polimorfismo, os iniciadores aqui
desenvolvidos (Tabela 1) foram inicialmente utilizados em exemplares da espécie
Lutjanus purpureus, coletados na costa do estado do Pard (Norte do Brasil).
Posteriormente foi testada a amplificacdo cruzada para varios outros Tele6steos: outro
lutjanideo (Lutjanus synagris), um cianideo (Cynoscion jamaicensis), e um anablepideo
(Anableps anableps).

O material gendmico foi isolado empregando-se o protocolo de extracdo com
fenol-cloroférmio (SAMBROOK et al., 1989). Os segmentos de interesse foram
amplificados via PCR, usando-se os iniciadores descritos na Tabela 1. As reacGes de
PCR foram padronizadas para um volume final de 15 pL, contendo 200 mM de cada um
dos DNTPS, tampdo (1x), 2mM de MgCl,, 5mM de cada iniciador, aproximadamente
50 ng de DNA molde, 1U de Taq Polimerase, e dgua para completar o volume final da
reacdo. As condicdes de amplificagdo foram: 95 °C- 3 minutos, seguido por 35 ciclos de
95 °C- 35 segundos (desnaturacédo), 45 segundos (hibridizagdo), 80 segundos a 72 °C
(extensdo), e um ciclo final de 3 minutos a 72 °C (extensdo final). As PCRs positivas
foram sequenciadas pelo método dideoxiterminal (SANGER et al., 1977), no
sequenciador automatico ABI 3500 XL.

As sequéncias foram editadas e alinhadas manualmente no programa BIOEDIT
(HALL, 1999). Eventos de heterozigose por indel foram solucionados no Mixed
Sequences Reader (CHANG et al., 2012). A fase gamética foi resolvida pelo algoritmo
PHASE v. 2. 1. (STEPHENS et al.,, 2001), implementado no DNAsp v. 5.10.
(LIBRADO & ROZAS, 2009), com base em 1000 repeticdes principais, 1000
repeticGes de burn-in, e empregando-se um limiar de 0,6. Em alguns casos, haplotipos
que retornaram com probabilidades inferiores a 0,6 foram resolvidos pelo metodo de
Clark (1990).
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Para avaliacdo dos niveis de polimorfismo dos marcadores, foram estimados 0s
nameros de sitios polimorficos, indices de diversidade genética, haplotipica (h) e
nucleotidica (), no programa DNAsp (LIBRADO & ROZAS, 2009).

A presenca de recombinacdo intragénica foi estimada por meio de teste Phi (BRUEN et
al., 2006), disponivel no SplitsTree (HUSON & BRYANT, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foram desenvolvidos, amplificados e sequenciados oito
introns, com tamanhos que variaram entre 180 e 600 pb (Tabela 2). Todos os
marcadores, com excecao ao Int2, apresentaram algum nivel de polimorfismo (Tabela
2).

Para os marcadores polimdrficos, o numero de sitios segregantes variou entre
dois (LWSCO 1) e 12 (FC 1). Os valores de diversidade genética variaram de 0.090 +
0.090 (LWSCO 1) a 0,94 + 0.018 (Delta 10) para h, e entre 0,053% (LWSCO 1) a 1,053
% (Tripsina) para os valores de .

Grande parte dos marcadores foi amplificada com sucesso em outras espécies,
incluindo membros de outras Familias e até mesmo de outras Ordens de peixes. Assim,
0s marcadores padronizados no presente estudo mostram-se como uma alternativa para
o desenvolvimento de estudos genético-populacionais e filogeograficos em um vasto
nivel taxonémico.

Deve-se ainda ressaltar que todos estes marcadores apresentaram niveis de
variacdo genética similares ou superiores a algumas regides intragénicas previamente
utilizadas em outros Teledsteos marinhos, incluindo lutjanideos (e. g. GAITHER et al.,
2010) e também aqui testadas para nivel de comparacdo (dados ndo apresentados). Em
alguns casos os valores de variacdo genética sdo equipardveis ao apresentado por
regides mitocondriais. Por exemplo, para o Delta 10 foi observado um valor de
diversidade genética (h) de 0,94 e, portanto bastante semelhante ao comumente
apresentado por porcbes hipervaridveis do DNA mitocondrial (e. g. regido
controladora). Mesmo para 0os demais casos, (com exce¢do do Int 2, LWSCO 1) os
niveis de variagdo genética observados (i. e. h <0, 75; Tabela 2), foram compativeis ou
superiores com o polimorfismo apresentado por segmentos do genoma mitocondrial
comumente utilizados em estudo a nivel intraespecifico, e. g. Citocromo B, ND4,
(KARLSSON et al., 2009) .
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Além disso, boa parte das regides intronicas aqui analisadas, sdo adjacentes a
segmentos genémicos envolvidos em fungdes de ajustes fisiologicos (e.g Mio 1, Mio 2,
IGF 1). Espécies marinhas que possuem ampla distribuicdo geografica podem
permanecer sujeitas a distintos regimes ambientais (ANDRE et al., 2011). Assim em
espécies sujeitas processos de adaptacdo local, e a analise de regifes envolvidas em
ajustes fisiologicos, podem fornecer informagdes acuradas acerca de processos néo-
neutros que moldam a histdria evolutiva de tais taxons (BOS et al., 2008). Dessa forma,
os marcadores descritos no presente estudo podem fornecer informacdes robustas para a
compreensdo de processos evolutivos atuantes em populacbes de peixes marinhos,

assim como para a identificagdo e delimitacdo acurada de estoques pesqueiros.
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Tabela 1. Descricao para 0os marcadores utilizados no presente estudo.

Locus Iniciadores Sequéncia 5°-3’ Hibridizacdo (°C) Sequéncia base (c6digo de acesso)
Delta 6 desaturase- Intron9 Delt6 F9 TTACTACCTTCGCTACCTGTGCT 64 Sparusaurata (AF525692)
Delt6 R9 AGTCACCCACACAAACCAGTKAC
Delta 6 desaturase- Intron10 Delt6 F10 GTTCAGCGGACACCTCAACT 50 Sparusaurata (AF525692)
Delt6 F10 CACACAGTGCGTGGACAAG
Miostatina- Intronl Mio 1F ATGAGCATGCCATCACAGAG 64 Latescalcarifer (EF672685)
Mio 1R ATGCGATTGGCTTGAAACTT Lutjanus russellii (JQ068866)
Miostatina- intron2 Mio 2F GCATCGAGATTAACGCCTTC 64 Latescalcarifer (EF672685)
Mio 2R GGCCCTCTGAGATCTTCACC Lutjanus russellii (JQ068866)
Tripsina - intronl Try 2F CCTGATCTCCAGCACCTGGGTK 60 Lutjanus fulvus (AB738891)
Try 2R GATGTCATTGTYCAGGTTGCSGCT
LWSCO - intronl LWSCO 1F GCTGATCTGGGAGAGACAGTTT 60 Lutjanus johnii (F1824756)
LWSCO 1R CATTTGGCATCAAACTTGACAT
Insulin like Growth Factor (IGF1) FC-F1 AGCGCTCTTTCCTTTCAGTG 59 Dicentrarchus labrax (GQ924783)
FC-R1 CRCACAGCAGTAGTGAGAGG
Interferon- intron2 Int 2F GTACAGMCAGGCGTCCAAAGCAT 64 Dicentrarchus labrax (AM946400)
Int 2R GTTCTCCTCCCATGATGCMGAG Sparus aurata (FM882244)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/23452395?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SVAW1BS301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/23452395?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SVAW1BS301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/152003522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=SVB9YTFJ014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_380448663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/380448663?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SVB9YTFJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/152003522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=SVB9YTFJ014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_380448663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/380448663?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SVB9YTFJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220897465?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SVAZFCT501R

Tabela 2. Estatisticas para 0s marcadores analisados no presente estudo.
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intron N Tamanho (pb) Nh S h +dp m(em%) +dp Indel Amplificacdo cruzada
Delta6-9 20 571 11 11 0,871+0.028 0,557+ 0,039 1 a,b

Delta6- 10 20 535 18 13 0,94 +0.018 0,7 £ 0,058 3 b,c

Miostatina-1 22 363 13 10 0,857 +0.033 0,876 + 0,049 3 a,b,c

Miostatina-2 22 637 10 8 0,782+0.042 0,272 £ 0,028 1 ab,c

Tripsina-1 22 259 9 7 0,755+ 0.049 1,053 + 0,046 2 a,c

LWSCO-1 22 172 3 2 0,090 +£0.090 0,053 + 0,035 0 a,c

FC1-1 20 468 14 12 0,849+ 0.039 0,465+ 0,050 2 b

Interferon-2 22 530 1 0 0 0 0 c

N- Tamanho amostral; Nh- NUmero de hapl6tipos; S- Sitios polimérficos; h= Diversidade haplotipica; n- Diversidade nucleotidica; dp = Desvio padrdo; Amplificacao
cruzada: a- Lutjanus synagris (Perciformes - Lutjanidae); b- Cynoscion jamaicensis (Perciformes — Sciaenidae); c- Anableps anableps (Cyprinodontiformes — Anablepidae)
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RESUMO

Lutjanus purpureus é uma espécie marinha comumente associada a fundos
rochosos, possuindo uma ampla distribuicdo geografica, e, portanto, um bom modelo para
a investigacdo de processos microevolutivos no ambiente marinho. L. purpureus ainda
possui elevada importancia comercial ao longo de sua area de ocorréncia. Sabe- se que
para espécies que sdo exploradas pela pesca comercial, informagfes sobre delimitacéo, e
reconhecimento de estoques, sdo fundamentais para a criagdo e o estabelecimento de
medidas conservacionistas. Apesar disso, poucas sdo as investigacdes relacionadas a
arquitetura genética da espécie, sendo que os estudos existentes foram baseados somente a
uma por¢cdo do DNA mitocondrial. O presente estudo empregou uma abordagem
multilocus (12 segmentos de DNA mitocondrial e Nuclear) para a elucidacdo de questdes
relacionadas a niveis de diversidade genética, conectividade genética de populacdes, e
demografia histérica. L. purpureus apresentou elevados indices de diversidade genética, o
que certamente implica em elevados Ne para a espécie. Os dados demonstraram que esta
espécie apresenta homogeneidade genética ao longo da regido geogréfica analisada,
provavelmente mediada por dispersdao nos estagios iniciais de desenvolvimento. Em
relacdo a demografia historica, € demonstrada a existéncia de um evento historico de
crescimento populacional, certamente relacionado a oscilagcdes no nivel do mar ocorridas

durante o Pleistoceno.

Palavras-chave: pargo, Lutjanus purpureus, introns, mtDNA.
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INTRODUCAO

Devido a aparente auséncia de barreiras vicariantes no ambiente marinho, processos
que conduzem ao isolamento genético sdo pouco frequentes em comparacdo a ambientes
continentais (PALUMBI, 1994). Em adicdo, caracteristicas inerentes a cada espécie (e. g.,
duracdo de estagio pelagico larval (PLD), tipo de ovo, local de desova) vém sendo
mencionadas como fatores que promovem a ocorréncia de elevados niveis conectividade
genética entre populacdes marinhas (SELKOE et al., 2014), mesmo para aquelas que séo
separadas por grandes distancias geograficas.

Apesar disso, varias espécies marinhas que apresentam vastas distribuicGes
espaciais podem encontrar-se em meio a condi¢cbes ambientais distintas, o que
possivelmente pode conduzir a processos de adaptacdo local (e.g. NIELSEN et al., 2009;
WANG et al., 2013). Desse modo, tais taxons tornam-se interessantes para a investigacao
de processos evolutivos no ambiente marinho.

O pargo Lutjanus purpureus (Poey 1866) é um lutjanideo comumente associado a
fundos arenosos e rochosos, possuindo ampla distribuicdo ao longo da costa do Atlantico
Ocidental, desde Cuba até o Sudeste do Brasil (MOURA & LINDEMAN, 2007). A espécie
apresenta fecundacdo externa, sendo que a desova ocorre em meio a plataforma
continental. As larvas possuem ainda uma fase de desenvolvimento peldgico (FONTELES-
FILHO, 2000), cuja duracdo é desconhecida, mas possivelmente estende-se por cerca de 30
dias, conforme ao ja relatado para a maioria dos lutjanideos da mesma area de distribuicédo
(LINDEMAN et al., 2001). Todas as caracteristicas acima levantadas podem, portanto,
promover uma maior dispersdo dos individuos.

O pargo possui um histérico de mais de meio século de intensa exploracao
pesqueira na costa do Brasil, no entanto, poucos sdo 0s estudos genéticos ao nivel
intraespecifico envolvendo L. purpureus. Os unicos referem-se a Gomes et al. (2008;
2012), que a partir de segmentos da Regido Controle mitocondrial relataram a existéncia
elevados indices de diversidade genética para a espécie. Estes estudos demonstraram ainda
a ocorréncia de um evento historico de expansdo populacional, possivelmente decorrente
de oscilagbes no nivel do mar durante o Pleistoceno, além de elevados niveis conectividade
genética para a espécie na costa brasileira, provavelmente mantida pela grande capacidade
de dispersdo larval de L. purpureus em conjunto com a atuacao de correntes oceanicas.

O reconhecimento de processos atuantes em unidades independentes

demograficamente sdo de fundamental importancia para a compreensdo dos efeitos da
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exploracdo excessiva sobre estoques pesqueiros (OVENDEN et al., 2013). Desta forma,
para espécies que sdo alvos da pesca comercial, como L. purpureus, a delimitacdo acurada
de estoques é imprescindivel para a implantacdo e sucesso de agGes conservacionistas
(OVENDEN et al., 2013).

Vale ressaltar que os poucos estudos genéticos referentes a L. purpureus (e. g.
GOMES et al., 2008; 2012), foram conduzidos somente com sequéncias da Regido
Controladora do DNA mitocondrial. Sabe-se que andlise de processos evolutivos com base
em informacgdes contidas em apenas um locus pode ndo refletir a verdadeira historia
daquela linhagem, devido a natureza estocéastica do processo coalescente (NIELSEN &
BEAUMONT, 2009). Assim, uma andlise envolvendo um conjunto de multiplos loci
independentes forneceria informacdes acerca de processos demograficos histéricos com
um nivel maior de acurécia (e. g.HELED & DRUMMOND, 2008).

Portanto, a proposta do presente estudo foi analisar a estrutura genética de
populacdes, assim como descrever processos demograficos histéricos em L. purpureus ao
longo da costa brasileira, utilizando uma abordagem multilocus (12 regiGes gendmicas -

DNA mitocondrial e nuclear).

MATERIAL E METODOS

Amostragem
Amostras de material bioldgico (tecido muscular ou nadadeira) foram coletadas

entre 0s anos de 2003-2010, em quatro pontos especificos da costa Atlantica Ocidental
(Figura 1). Os exemplares de L. purpureus foram identificados com o auxilio de literatura
especifica (ALLEN, 1985; CERVIGON, 1993; CERVIGON et al., 1993). O material
coletado foi armazenado em tubos do tipo eppendorff com alcool 96% e congelado até o

momento dos procedimentos laboratoriais.

Procedimentos Laboratoriais

A extracdo do DNA foi conduzida através do protocolo descrito em Sambrook et al.
(1989), com adaptacOes para tubos de 1,5 mL, ou por meio de isolamento com um kit de
extracdo comercial (Wizard Genomics - PROMEGA), seguindo as instruc¢des do fabricante.

O produto da extracdo foi submetido a eletroforese horizontal em gel de agarose, corado
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com Gel Red™ (BIOTIUM) e posteriormente visualizado sob luz ultravioleta para a
deteccdo do material isolado.

As regides gendmicas de interesse foram obtidas por meio da técnica de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase), utilizando os iniciadores descritos na Tabela 1. As
PCRs foram delineadas para um volume final de 15 pL, consistindo de uma mistura com
o0s quatro deoxinucleotideos (ANTPs) (200 uM), tampéo (1X), MgCl, (2 mM), 0,4 uL de
cada iniciador (10 uM), 0,06 U/uL de Taq DNA polimerase, aproximadamente 50 ng de
DNA molde, e agua ultrapura para completar o volume da reacdo. Ensaios sem DNA
molde foram feitos para checar contaminacgdo. As condi¢Oes de amplificacdo estdo listadas
na Tabela 1.

As amostras foram sequenciadas por meio do método didesoxiterminal (SANGER
et al., 1977), no sequenciador automatico ABI 3500 XL (Applied Biosystems), utilizando-
se reagentes do kit Big Dye (ABI Prism TM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction — Applied Biosystems, USA), seguindo as recomendacgdes do fabricante. Para as
regibes nucleares, cada individuo foi sequenciado nos dois sentidos, para minimizar

ambiguidades na identificacdo dos sitios.
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Bancos de dados

ApoOs o sequenciamento das regides gendmicas, os cromatogramas foram
inspecionados visualmente no programa BioEdit v. 7.2.5 (HALL, 1999), onde ainda foi
realizado o alinhamento automatico das sequéncias usando-se o aplicativo CLUSTAL
W (THOMPSON et al., 1997). Para os marcadores nucleares, eventos de heterozigose
por insercdo ou delecdo, foram solucionados através do Mixed Sequences Reader
(disponivel em: http://MSR.cs.nthu.edu.tw/) (CHANG et al., 2012).

A fase gamética dos individuos foi determinada por meio do algoritmo Phase v.
2.1 (STEPHENS & DONNELLY, 2003). Foram conduzidas cinco corridas utilizando

diferentes sementes randémicas, sendo que cada cadeia constou de 1000 iterations,

thinning interval 1, burn-in 1000. Para as analises seguintes, somente foram aceitos
haplo6tipos que retornaram com probabilidades superiores a 0,6. Parte dos haplétipos
que possuiam probabilidades inferiores a 0,6 foi resolvida pelo método de Clark (1990).
Os arquivos de entrada e saida foram gerados no SeqPhase (disponivel em:
http://www.mnhn.fr/jfflot/seqphase) (FLOT, 2010).

A ocorréncia de eventos de recombinacdo intragénica foi estimada por meio do
teste Phiw (BRUEN et al., 2006) disponivel no Splits Tree v. 4.6 (HUSON &
BRYANT, 2006).

Diversidade e Estrutura genética populacional

A identificacdo e frequéncia dos haplotipos nas populagdes, nimero de sitios
polimérficos, indices de diversidade nucleotidica () e haplotipica (h) (NEI, 1987)
foram estimados no Arlequin v. 3. 5. 1. 2 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010).

Os niveis de fluxo génico foram inicialmente estimados por meio do Fsr par-a-
par (WEIR & COCKERHAM, 1984) e a partir da AMOVA (Analise de Variancia
Molecular) (EXCOFFIER et al., 1992), sendo estas analises conduzidas no Arlequin v.
3. 5. 1. 2 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010), com base em 10.000 permutagdes. Para
analises envolvendo comparagdes par-a-par, o valor de a foi mantido ao nivel critico de
0,05 por meio da correcédo de False Discovery Rate, conforme o sugerido por Benjamini
& Yekutieli (2001).

Uma analise de atribuicdo bayesiana foi conduzida no Structure v. 2.3.4
(PRITCHARD et al., 2000) para estimar o numero ideal de populagdes existentes. Nesta
abordagem foram usados somente os dados nucleares. Foram testados valores de K

entre 1 e 6, e para cada valor de K, foram rodadas 10 cadeias, sendo que cada cadeia
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constou de 10° passos principais, com 10% desse valor descartado como burn-in. O
namero de K foi inferido pela comparacdo entre valores médios de probabilidade dos
dados e varidncia existente para cada K. Estes indices foram obtidos no Structure
Harvester (disponivel em: http://taylorQ.biology.ucla.edu/structureHarvester) (EARL &
VONHOLDT, 2011).

Andlises de agrupamentos também foram conduzidas no Structurama v. 2.0
(HUELSENBECK et al., 2011), sendo que neste caso os dados mitocondriais e

nucleares foram agrupados. As corridas constaram de 2 x 10° repeticdes, e 10 % de
burn-in, a procura do valor de K foi feita com base na seguinte distribuicdo: K=expk
(2).

Para a visualizacdo da relacdo espacial e genealdgica entre os haplotipos foram
construidas redes de haplo6tipos no programa Haploviewer (SALZBURGER et al.,
2011), com base em topologias estimadas a partir do método de Maxima
Verossimilhanga, sendo estas andlises conduzidas no PhyML v. 20140911 (GUINDON
et al., 2010), com base no modelo evolutivo estimado no PAUP* v. 4.0 al36
(SWOFFORD, 2002).

Neutralidade e Demografia histérica

O ajuste dos dados ao modelo de neutralidade foi verificado por meio das
estatisticas Fs (FU, 1997) e D (TAJIMA, 1989). Estes testes foram desenvolvidos para
detectar desvios causados por pressdes seletivas. No entanto, estas estatisticas sdo
afetadas por eventos historicos de oscilagdes demogréficas, sendo também amplamente
utilizadas para a deteccéo destes processos, especialmente os valores de Fs (FU, 1997;
RAMIREZ-SORIANO et al., 2008). O valor de p para cada um desses indices foi
estimado com base em 10.000 permutacGes, sendo estas analises conduzidas no
Arlequinv. 3.5. 1. 2 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010).

A dindmica do tamanho efetivo populacional ao longo do tempo foi estimada
por meio de um método ndo paramétrico, a analise de Bayesian Skygrid (GILL et al.,
2013), disponivel no pacote BEAST v. 1. 8.0 (DRUMMOND et al., 2012), utilizando
um reldgio estrito, empregando a taxa de 0,05 sitios/ milhdo de anos/ dentro de
linhagens, pra a Regido Controle, conforme Zhang et al. (2006b). A escolha do modelo
evolutivo foi feita com base no modelo sugerido pelo PAUP* 4.0 a136 (SWOFFORD,
2002), utilizando o BIC (SCHWARZ, 1978). As estimativas de Bayesian Skygrid

acomodam multiplos loci, por isso a analise foi conduzida com todas as regides
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sequenciadas, com excecdo do ANT e do Lal, por causa do baixo polimorfismo, e do
modo de evolucgdo que desvia do modelo de sitios infinitos, respectivamente.

Foram realizadas duas corridas utilizando diferentes sementes randomicas. Cada
cadeia consistiu de 2,5 x 102 geracdes, sendo 10 % desse valor eliminado como burn-in.
Essas corridas foram conduzidas no Portal CIPRES v. 3.1 (disponivel em:

http://www.phylo.org/sub_sections/portal/) (MILLER et al.,, 2010). O mixing e

convergéncia entre cadeias foram detectados no Tracer v. 1. 6 (disponivel em:

http://beast.bio.ed.ac.uk/tracer), pela andlise de ESS. Todos os valores de ESS

superaram 200. A representacdo grafica de Bayesian Skygrid foi produzida com o uso
dos scripts mencionados em Heled (2010).

Por Gltimo, analises de “Bayesian skyline” frequentemente produzem trajetérias
de tamanhos efetivos crescentes, mas que nem sempre sd0 0S cenarios mais provaveis
em comparagdo a modelos de populacdo de tamanho constante (e. g. O’ BRIEN et al.,
2013). Por esse motivo, foram conduzidas comparacgdes de Bayesian skygrid contra um
cenario de populacdo constante, (as estimativas de populacdo constante foram
produzidas no Beast v. 1.8, seguindo os mesmos parametros descritos acima). As
comparagOes entre os dois cenarios foram realizadas por meio de Fator de Bayes (BF),
com as probabilidades marginais geradas por Path Sampling (PS) e Stepping-Stone (SS)
Sampling (BAELE et al., 2012), empregando 6x10° geracdes, 100 paths, com

amostragem a cada intervalo de 1000.

RESULTADOS
Caracterizacdo dos Bancos de dados e Diversidade genética

No presente estudo foram sequenciados 12 fragmentos (trés mitocondriais e
nove nucleares), totalizando 4.224 pares de bases, sendo 2.526 pb referentes a regides
nucleares e 1698 pb correspondentes a segmentos mitocondriais (Tabela 2). O nimero
de individuos sequenciados (N), o tamanho dos fragmentos obtidos (pb), o nimero de
haplo6tipos (Nh) e o nimero de sitios polimorficos (S), estdo listados na Tabela 2.

Para as bases de dados mitocondriais, foram encontrados altos niveis de
diversidade genética, sendo que estes permaneceram entre 0,787+0,033 (ND4) - 0,
997+0,001 (RC) para a diversidade haplotipica, e entre 0,003£0,002 (ND4) -
0,029+0.014 (RC) para os valores de diversidade nucleotidica (Tabela 2). Da mesma
maneira, também foram observados elevados niveis de variacdo genética para a maioria

das regides nucleares, sendo que os indices de diversidade haplotipica e nucleotidica
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variaram entre 0,099+0,030 (ANT) - 0,983+0,002 (S7); 0,0003+0,0006 (ANT) -
0,019+0,011 (RPL3), respectivamente (Tabela 2). Ndo foram encontrados evidéncias

de recombinagéo intragénica.

Estrutura Genética populacional

As relagBes genealdgicas entre os haplotipos denotam um padrdo difuso, sendo
que estes apresentam-se distribuidos de maneira aleatdria ao longo da éarea de estudo
(Figura 2), indicando assim uma possivel homogeneidade genética para a area do
presente estudo. Adicionalmente, os estimadores classicos de conectividade entre
populagdes sdo congruentes ao demonstrarem um elevado grau de conectividade
genética horizontal ao longo de toda a regido estudada. Por exemplo, para quase todas
as comparacdes de Fst par-a-par realizadas, foram obtidos valores baixos e néo
significativos (exceto para a comparacdo entre CNB1 x Ceard, para 0 GH 5- Fst= 0,
067) (Figura 3). Da mesma forma, para a AMOVA a maioria da variancia dos dados é
atribuida ao componente de variacdo dentro de populacBes e ndo entre estas. Com
excecdo ao GH5, todos os valores de @ st global apresentam-se como baixos e nao
significantes (Figura 4).

Por fim, um cenario com grande homogeneidade genética ao longo da regido
estudada também é corroborado pela atribuicdo bayesiana de individuos, sendo o
cenario com um Unico agrupamento fortemente suportado (Structurama K1= 0,94;
Structure K=1- Figura 5), sendo desse modo ressaltada a existéncia de vastos niveis de

homogeneidade genética para L. purpureus ao longo da costa brasileira.

Neutralidade e Demografia histérica

Em relacdo aos estimadores de neutralidade, foram observados valores negativos
e significantes para o D e Fs, em todos os marcadores mitocondriais (Tabela 2). Para as
regides nucleares, a maioria dos segmentos analisados apresentou valores negativos e
significantes de Fs (Tabela 2). Ja para o D, somente foram encontrados desvios
significantes do modelo neutro para o ANT (-1,321; p < 0,05) e para o Lal(-2,147; p <
0,05). Apesar disso, um evento de expansédo populacional ndo pode ser descartado, uma
vez que marcadores autossomicos normalmente s&0 menos sensiveis para detectar
eventos de oscilagbes demogréaficas, devido o maior tamanho efetivo em comparagéo

com o DNA mitocondrial, além disso, o Fs ainda apresenta um maior poder estatistico
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para a deteccdo de desvios de neutralidade causados por oscilagdes demograficas (FU,
1997).

Ainda em relacdo a questdo demografica, a comparacdo de probabilidades
marginais entre Bayesian skygrid e populacdo constante forneceu uma forte evidéncia
em favor do modelo de Skygrid (Fator de Bayes para Skygrid > 30; Figura 6) (KASS &
RAFTERY, 1995). A andlise de Bayesian Skygrid demonstrou um aumento de cerca de
cinco vezes no tamanho efetivo de L. purpureus, iniciado provavelmente ha cerca de
170 mil anos (Figura 7), sendo que este evento de expansdo demografica pode ser
associado a processos de subida e descida do nivel do mar ocorrido no pleistoceno, uma
vez que essa datagdo é congruente com um periodo de maxima glacial ocorrido no
Atlantico Tropical (ver BARRETO et al., 2002).

DISCUSSAO

Diversidade genética

Historicamente estimadores de diversidade genética vém sendo amplamente
mencionados como indicadores de adaptabilidade e persisténcia de populacGes naturais
(HARE et al., 2011), existindo varios exemplos onde existe uma relacdo direta entre
niveis de diversidade genética e o tamanho efetivo populacional (revisado em
MCCUSKER & BENTZEN, 2010).

No presente estudo foram encontrados elevados niveis de diversidade genética
em grande parte das regibes gendmicas analisadas. Trata-se de um padrdo bastante
similar ao observado em outros organismos marinhos (ver DEWOODY & AVISE,
2000), incluindo membros da mesma Familia, como Lutjanus campechanus (GARBER
et al., 2004), Ocyurus chrysurus (VASCONCELLOS et al., 2008), e conforme o ja
relatado para a prépria espécie por Gomes et al. (2012).

O pargo L. purpureus, no entanto, possui um historico de mais de meio século de
intensa pressdo pesqueira, (RESENDE et al., 2003), e para tais espécies existem
diversos exemplos que retratam comprometimento da diversidade genética em
decorréncia da sobrepesca (ver PINSKY & PALUMBI, 2014). Essa tendéncia, no
entanto, parece ser mais evidente em espécies possuidoras de pequenos Ne, (e.g.
algumas centenas), e que apresentam alguma subdivisdo populacional (PINSKY &
PALUMBI, 2014), e certamente este ndo é o cenario para L. purpureus na costa
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brasileira, pois, aparentemente possui elevado tamanho efetivo, 0 que ndo significa
auséncia de efeitos da pesca sobre as populagdes. Para espécies que sdo excessivamente
exploradas pela pesca, varios metodos de estimativa de tamanho efetivo parecem néo
retratar os valores de tamanho populacional contemporaneo, refletindo ainda a dindmica
populacional existente em épocas pre-exploracdo (e. g. ALTER et al.,, 2007). Além
disso, mesmo aquelas populagdes que possuem elevados Ne contemporaneos, mostram-
se mais susceptiveis a perda de alelos com a retirada excessiva de individuos, em
comparacdo com populacGes que apresentam menores Ne (ALLENDOREF et al., 2014).
Dessa forma, ndo seria coerente descartar os efeitos que a pesca excessiva pode assumir
sobre os estoques de Lutjanus purpureus, apesar dos elevados niveis de diversidade

genética observados.

Estrutura populacional e Conectividade genética

No presente estudo, tanto as estatisticas F, quanto os métodos de atribuicéo
bayesiana, fortemente suportaram um cenario de homogeneidade genética para L.
purpureus do Atlantico Sul Ocidental. Para varias espécies marinhas este cenario de
elevada conexao genética é atribuido principalmente a aparente auséncia de barreiras a
dispersdo (PALUMBI, 1994). Adicionalmente, tracos de vida das espécies possuem
influéncia direta na manutencdo da conectividade genética entre populacdes. Por
exemplo, a extensdo da Duracdo Pelagica Larval (PLD), tipo de ovo (pelagicos) vém
sendo historicamente mencionados como promotores da conectividade genética no
ambiente  marinho (DAWSON, 2014; PLANES, 2002; SHULMAN &
BERMINGHAM, 1995), além do mais, espécies que apresentam distribuicdes verticais
mais profundas, aparentemente demonstram niveis mais elevados de conectividade
genética, em comparacado a espécies pelagicas (SELKOE et al., 2014).

Individuos de L. purpureus normalmente sdo encontrados sobre o talude
(FURTADO-JUNIOR & BRITO, 2002), em profundidades de até 160 metros (ALLEN,
1985). A desova ocorre sobre a plataforma continental, sendo que os ovos séo do tipo
pelagico (FONTELES- FILHO, 2000). Em relacdo a duragdo do desenvolvimento
pelagico larval inicial, ndo existem dados disponiveis, mas provavelmente a especie
apresenta um desenvolvimento larval de aproximadamente 30 dias, que é bastante
comum para lutjanideos do Atlantico tropical (LINDEMAN et al., 2001) e, desse modo

as larvas permanecem por um longo tempo passivas a agdo de correntes oceanicas
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(LINDEMAN et al., 2001). Portanto, essas caracteristicas sdo congruentes com 0s
elevados niveis de conectividade genética aqui apresentados, e conforme o previamente
relatado para este espécie (GOMES et al., 2008; 2012).

Adicionalmente, correntes oceanicas parecem exercer um papel fundamental
sobre a conectividade genética no Atlantico Tropical (e.g. BENEVIDES et al., 2014;;
SANTOS et al., 2003; 2006). Nessa regido, a dindmica de circulacdo oceénica €
influenciada principalmente pela bifurcagdo da Corrente Sul Equatorial, originando a
Corrente do Brasil e a Corrente Norte do Brasil (PETERSON & STRAMMA, 1991).
No entanto, para varios grupos, essa ramificacdo parece ndo ser uma barreira efetiva ao
fluxo génico (BOEHM et al., 2013; RODRIGUEZ-REY et al., 2014; WIEMAN et al.,
2013).

Essas duas correntes oceanicas apresentam ligeiras alteracGes sazonais (ver

http://www.aoml.noaa.gov/phod/graphics/dacdata/seasonal_brazil.gif), o que pode

facilitar a conectividade ao longo da regido estudada. Além disso, informacGes
coletadas de derivadores, demonstram que objetos flutuantes podem percorrer a mesma
regido estudada em pouco mais de um més (Anexo 1), e dessa forma seria possivel a
manutencdo da conectividade genética ao longo da regido por dispersao larval, mediada
pela acdo de correntes. Assim, todas essas informacgdes sdo condizentes com um o0
cenario de intensa homogeneidade genética aqui demonstrado.

Vale ressaltar que peixes marinhos normalmente apresentam elevados tamanhos
efetivos (DEWOODY & AVISE, 2000; HORNE & VAN HERWERDEN, 2013;
MCCUSKER & BENTZEN, 2010), e desse modo, mesmo em popula¢bes que
apresentam alguma restricdo de fluxo génico, marcadores moleculares de evolugéo
“neutra” podem falhar em demonstrar diferenciagdo genética (HORNE & VAN
HERWERDEN, 2013), uma vez que para marcadores neutros, existe uma relacéo
inversa entre lineage sorting e tamanho efetivo. Dessa forma, para um cenério de
homogeneidade genética, conforme o encontrado no presente estudo é dificil a distingdo
entre popula¢bes com historicos de recentes e/ou com sutis quebras genéticas, daquelas

gue apresentam um cenario continuo de panmixia.

Demografia Historica
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Investigacdes sobre demografia historica de diversos organismos marinhos vém
demonstrando situacdes onde eventos climaticos historicos promoveram processos de
contracdo e/ou expansdo em populacbes, sendo varios destes j& relatados para
lutjanideos, como Lutjanus erythropterus (ZHANG et al.,, 2006b), Lutjanus
campechanus (PRUETT et al., 2005), Ocyurus chrysurus (Grazielle Gomes,
comunicagdo pessoal), assim como L. purpureus (GOMES et al., 2008; 2012). No
presente estudo, sdo tambem visualizadas varias evidéncias favoraveis a um cenario de
expansdo historica do tamanho efetivo de L. purpureus.

Foram encontrados valores negativos e significantes dos testes de neutralidade
para boa parte dos loci aqui utilizados, 0o que pode estar associado a desvios de
neutralidade causados por expansdo populacional (e. g. RAY et al., 2003). Sabe-se, no
entanto, que oscilacdes demograficas e selecdo apresentam assinaturas similares em
uma dada genealogia (NIELSEN, 2005), porém, os efeitos da selecdo apresentam-se
restritos a porcdes do genoma. Em contrapartida, oscilacdes demograficas afetam o
genoma de maneira mais uniforme (NIELSEN, 2005), e neste sentido, ao se analisar
maultiplos loci, seria possivel distinguir processos demograficos estocasticos daqueles
causados por selecdo (FAHEY et al., 2014).

Nem todos os testes e /ou regides gendmicas demonstraram desvios do modo
neutro de evolucdo. Assim, uma possivel explicacdo seria que os valores negativos e
significativos do Fs e D, aqui demonstrados, sdo resultantes de selecdo e ndo de
oscilacbes de tamanho efetivo. Porém, vale ressaltar que devido ao Ne quatro vezes
maiores em comparacdo ao DNA mitocondrial, os loci autossomicos retratam historias
evolutivas ancestrais, e dessa forma, regides autossomicas geralmente falham em
demonstrar desvios de neutralidade causados por oscilages populacionais (FAHEY et
al.,, 2014; PTAK & PRZEWORSKI, 2002). Com isso, 0 cenario de expansdo
demografica e desvio em parte dos estimadores de neutralidade (i. e. somente 0s
marcadores mitocondriais) é bastante comum em varios grupos de vertebrados (FAHEY
etal., 2014).

A anélise de Bayesian Skygrid demonstrou nitidamente uma curva de aumento
no tamanho efetivo de cerca de cinco vezes, (sendo este cenario altamente suportado
pela comparacdo de probabilidades marginais) iniciado h& aproximadamente 170 mil
anos, sendo esta datagdo congruente comum periodo de maxima glacial (BARRETO et
al., 2002). Da mesma forma, tem sido relatado que para o Atlantico, varios outros

Teleosteos, incluindo lutjanideos, aparentemente experimentaram eventos de expansdo
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demogréafica decorrentes de oscilacdes do nivel do mar no pleistoceno. E o caso de
Cynoscion guatucupa (FERNANDEZ IRIARTE et al., 2011), O. chrysurus e Lutjanus
synagris (Grazielle Gomes, comunicagao pessoal).

Devido a diminuicdo dos niveis dos mares, grandes porcdes de plataforma
continental permaneceram expostas, reduzindo a disponibilidade de habitat e recursos
para espécies costeiras (ALLCOCK & STRUGNELL, 2012). Espécies cujas dinamicas
populacionais foram fortemente afetadas por eventos de glaciacbes normalmente
apresentam valores reduzidos de diversidade genética, assim como genealogias rasas e
em formato de estrela (ALLCOCK & STRUGNELL, 2012), um cenario bastante
diferente do encontrado para L. purpureus, que apresenta elevados indices de
diversidade genética para a maioria dos loci amostrados. No entanto, exemplares de L.
purpureus sao frequentemente encontrados sobre o talude, em profundidades de até 130
metros (FURTADO-JUNIOR & BRITO, 2002), e dessa forma, qualquer evento de
descida do nivel do mar teria uma influéncia reduzida sobre disponibilidade de recursos
para esta espécie, e, portanto o impacto de eventos de maxima glacial sobre os niveis de
variacdo genética e dinamica populacional histdrica seriam diminutos, em comparacao a

espécies com distribuicdes mais costeiras.

CONSIDERACOES FINAIS

Para L. purpureus, o presente estudo € o mais expressivo em relacdo ao numero
de segmentos genémicos analisados. Marcadores moleculares vém providenciando
inimeras informacdes acerca da dinamica populacional histérica em varios grupos de
organismos (e. g. FUNK et al., 2012). Para espécies que sdo altamente visadas pela
pesca comercial, esses dados sdo imprescindiveis para um melhor entendimento dos
efeitos da sobrepesca sobre os estoques naturais (OVENDEN et al., 2013).

Os resultados demonstraram que L. purpureus mantém elevados niveis de
diversidade genética, certamente um reflexo do elevado tamanho efetivo apresentado
pela espécie. No entanto, esses achados ndo podem ser entendidos como auséncia de
efeitos da sobrepesca nas populagGes do pargo, haja vista que esta € uma atividade
recente, e dado o elevado tamanho efetivo apresentado pela espécie, os efeitos dessa
atividade sobre a diversidade genética podem ser ndo detectaveis. Em adicéo, ao longo
da regido estudada, L. purpureus demonstra homogeneidade genética, 0 que pode
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contribuir para os elevados niveis de diversidade genética aqui encontrados
(DEWOODY & AVISE, 2000).

Ainda em relagdo a homogeneidade genética, para espécies que apresentam
elevados tamanhos efetivos, € dificil a distincdo entre cenarios continuos de panmixia e
recentes e/ou sutis interrup¢cdes de fluxo génico (i. e. eurimixia sensu Dawson et al.,
(2011)). Apesar disso, niveis de homogeneidade genética no ambiente marinho séo
frequentemente relatados para espécies que da mesma maneira que L. purpureus
apresentam um periodo inicial de dispersao larval e desova em mar aberto (DAWSON,
2014; SHULMAN & BERMINGHAM, 1995). Assim esses fatores parecem suportar a
aparente homogeneidade genética horizontal ao longo da regido estudada.

Por ultimo, as inferéncias demogréaficas aqui conduzidas demonstraram que as
“populagdes” de L. purpureus experimentaram um evento de expansdo demografica,
que possivelmente foi causado por oscila¢fes do nivel do mar que ocorreram durante do

pleistoceno.
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como uma menor variancia, quando K=1.

Figura 6. Estimativas dos valores de probabilidades marginais, inferidas por meio de
Path Sampling (PS) e Stepping-Stone (SS) Sampling. Valores do eixo y representam
probabilidade marginal (em Ln). Asterisos simbolizam uma forte evidencia (i. e. Fator
de Bayes > 10, de acordo com Kass & Raftery (1995)) favoravel a um dos cenérios:
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Figura 7. Dindmica populacional para Lutjanus purpureus da costa brasileira,
evidenciada a partir da analise de Bayesian Skygrid. Eixo X representa o tempo (em
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Tabela 1- Descricdo para os iniciadores e condi¢des de amplificacdo referentes a todos os segmentos gendmicos utilizados no presente estudo.

Locus (Abreviacao) Iniciadores Sequéncia 5°-3’ Hibridizac&o (°C) Referéncia
i a A TTCCACCTCTAACTCCCAAAGCTAG
Rl Gl (R G CGTCGGATCCCATCTTCAGTGTTATGCTT e (LEEE ., TR
. na FishCytbF ACCACCGTTGTTATTCAACTACAAGAAC
Citocromo B (CitB) TrucCythR CCGACTTCCGGATTACAAGACCG 54 (SEVILLA et al., 2007)
NAD Desidrogenase ND4LB CAAAACCTTAATCTYCTACAATGCT 56 g?)g;l)_ SRR eIy
H a
subunidade 4 (ND4) NAP2 TGGAGCTTCTACGTGRGCTTT (AREVALO et al., 1994)
Proteina Ribossomal S7- intron ~ S7TRPEX1F TGGCCTCTTCCTTGGCCGTC 63 (CHOW & HAZAMA,
1(S7)° S7TRPEX2R AACTCGTCTGGCTTTTCGCC 1998)
Proteina Ribossomal L3 — intron RPL35F AAGAAGTCYCACCTCATGGAGAT 575 (PINHO et al., 2009)
5 (RPL3) b RPL36R TTRCGKGGCAGTTTCTTTGTGTGCCA ' !
Hormoénio do Crescimento — GH5F AGGCCAATCAGGACGGAGC
intron 5 (GH5) ° GH6R TGCCACTGTCAGATAAGTCTCC 58,5 (HASSAN etal., 2002)
. 7 . b Mio 1F ATGAGCATGCCATCACAGAG
Miostatina- Intronl (Mio) Mio 1R ATGCGATTGGCTTGAAACTT 64 Presente estudo
. . b PrilF GACAARCTKCACTCBCTCAGCCA
Prolactina — intron 1 (Prl) PrIIR TGNAGDGAGGABGTGTGRCAC 63 (BLEL etal., 2010)
. b ANTF1 TGCTTCGTNTACCCVCTKGACTTTGC
AT (D ) ANTR1 CCAGACTGCATCATCATKCGRCGDC & (RN el 2Lz
Fator do crescimento similar & FCMugilF GTTCACAGCGCCACACAGAC 66 (RODRIGUES-FILHO,
insulina (FC2) ° FCMugilR CTTGAAGGATGAATGACTATGTCCA 2011)
Delta 6 desaturase- intron9 Delt6 F9 TTACTACCTTCGCTACCTGTGCT 64 Presente estudo
(Delta9) ® Delt6 R9 AGTCACCCACACAAACCAGTKAC
c LalF GCTAGCTTTGCATGTTCCC
LAL LalR AAGGCCTCGCAGATCAATCG 56 (ZHANG etal., 20062)

a — Mitocondrial; b- Nuclear (intron); c- Nuclear (Microssatélite)
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Tabela 2- Caracterizacdo dos niveis de polimorfismo e indices de neutralidade para as regides genémicas

aqui utilizadas.

Locus N Pb S Nh h+dp n+dp D Fu
RC 135 404 145 120  0,997+0,001 0,029+0.014  -1.79*  -24,195*
CitB 139 779 39 44 0,897+ 0,01 0,003+0,01  -1,934*  -26,72*
ND4 130 515 21 27 0,787+0,033 0,003+0,002  -1,997*  -23,753*
S7 114 467 56 112 0,983%0,002 0,014+0,007  -0,677  -24,607*
RPL3 118 171 20 28 0,827+0,015 0,019+0,011  -0,217 -8,400
GH5 124 146 8 8 0,479+0,026 0,003+0,003  -1,248 -3,609
Mio 104 367 20 37 0,869+0,012 0,010+0,006 0,394  -16,217*
PRL 129 181 11 1 0,539+0,021 0,003+0,003  -1,284 -5,541
ANT 87 286 3 4 0,099+0,030  0,0003+0,0006 -1,321*  -4,008*
FC2 100 217 21 33 0,935+0,005 0,021+0,011 0,698 -9,022
Delta9 98 563 22 35 0,893+0,012 0,007+0,004 0,144  -13,533*
Lal 100 128 24 26 0,476+0,044 0,009+0,006  -2,147*  -24,540*

N-Numero de individuos, Pb- Comprimento do fragmento, S- Sitios polimérficos, Nh- Numero de
haplétipos, h- Diversidade haplotipica, n- Diversidade nucleotidica, dp- Desvio padrdo, D- D de Tajima
(TAJIMA, 1989), Fu- Teste F de Fu (FU, 1997).
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CONCLUSOES

A seguir sdo apresentadas em tdpicos as principais conclusées (ou resultados) do

presente estudo, levando em consideracéo a divisao de capitulos aqui assumida.

CAPITULO I11- Desenvolvimento de Marcadores Intragénicos e Aplicabilidade em

analises populacionais em Lutjanideos (Perciformes)

v Grande parte dos iniciadores aqui desenvolvidos possuem elevados niveis de
polimorfismo e, portanto podem ser aplicaveis para investigagdes genéticas a
nivel intraespecifico, tanto para L. purpureus, como para outras categorias

taxondmicas, como Familias e/ou Ordens;

CAPITULO IlI- Homogeneidade Genética do pargo Lutjanus purpureus
(Lutjanidae — Perciformes) do Atlantico Sul Ocidental a partir de analises

multilocus

v" Lutjanus purpureus apresenta altos niveis de diversidade genética ao longo da
regido analisada, o que possivelmente é decorrente de um elevado tamanho

efetivo apresentado pela espécie;

v’ Para L. purpureus, encontrou- se um cenario com homogeneidade genética ao
longo da regido estudada, o que pode ser explicado por tracos bioldgicos da

espécie (e. g. local de desova, desenvolvimento pelagico larval);

v Quanto a demografia historica, as populacdes de L. purpureus apresentaram um
crescimento de cerca de 10 vezes no tamanho efetivo, que possivelmente foi

causado por oscila¢fes no nivel do mar durante o pleistoceno;
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Figura A. Dados sobre a movimentagdo de derivadores ao longo da costa brasileira,
referentes aos objetos 31543 (superior) e 31546 (inferior).

<Disponivel em: http://www.aoml.noaa.gov/phod/dac/gdp_track.php>. Acesso em 24
de Dezembro de 2014.
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