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Resumo

Snappers, como os Lutjanidae sdo conhecidos, estdo amplamente distribuidos ao longo do
Atlantico Ocidental, especialmente espécies do género Lutjanus, 0 mais abundante para esta
regido. Representam importantes recursos pesqueiros, sendo bastante capturados pela pesca
comercial. Para a costa do Brasil, Atlantico Sul Ocidental, as espécies mais capturadas sao L.
purpureus, L. analis, L. synagris, O. chrysurus e o L. vivanus. Este Gltimo é comumente
capturado em conjunto com o pargo L. purpureus. O objetivo do trabalho foi reunir dados da
Regido Controle mitocondrial para essas cinco espécies a fim de discutir aspectos da estrutura
genética de suas populagdes e testar sua eficiéncia como marcador espécie-especifico.
Analisamos uma regido de 390 pb da porgdo 5’ para 827 snappers, sendo 107 da espécie L.
analis, 240 de L. purpureus, 272 de L. synagris, 56 de L. vivanus e 152 de O. chrysurus.
Observamos diferentes niveis de diversidade genética para as cinco espécies, além do intenso
compartilhamento de hapl6tipos em cada uma, sugerindo ampla conectividade genética para a
costa do Brasil. Acreditamos que os diferentes padrGes de variagdo observados estdo
relacionados a histéria evolutiva das espécies, aliados as peculiaridades bioecoldgicas de cada
uma, sendo um produto de eventos histéricos. Por isso, acreditamos que a RC é bastante
adequada para a deteccdo de perda de diversidade resultante de gargalos populacionais
historicos, ndo sendo adequada para a diagnose de sobrepesca. Além disso, comprovamos sua
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utilidade como marcador espécie-especifico, representando uma nova possibilidade de
Barcode para Lutjanidae.

Palavras-chave: Regido controle; lutjanidae; snappers; Atlantico sul ocidental.

Abstract

Snappers, as the Lutjanidae are known, are widely distributed across the Western Atlantic,
especially species of the genus Lutjanus, the most abundant for this region. They represent
important fishing resources, being quite caught by commercial fishing. To the coast of Brazil,
Western South Atlantic, the most captured species are L. purpureus, L. analis, L. synagris, O.
chrysurus e o L. vivanus. The latter is commonly caught together with snapper L. purpureus.
The objective of the work was to gather data of the Mitochondrial Control Region for these
five species in order to discuss aspects of the genetic structure of their populations and test its
efficiency as a species-specific marker. We analyzed a region of 390 bp of 5 'portion for 827
snappers, being 107 of the species L. analis, 240 of L. purpureus, 272 of L. synagris, 56 of L.
vivanus and 152 of O. chrysurus. We observed different levels of genetic diversity for the five
species, in addition to the intense sharing of haplotypes in each, suggesting extensive genetic
connectivity to the coast of Brazil. We believe that the different patterns of variation observed
are related to the evolutionary history of species, allied with the bioecological peculiarities of
each, being a product of historical events. That is why, we believe that CR is quite suitable for
detecting loss of diversity resulting from historical population bottlenecks, not suitable for the
diagnosis of overfishing. Besides that, we proved its usefulness as a species-specific marker,
representing a new Barcode possibility for Lutjanidae.

Keywords: Control region; lutjanidae; snappers; Western south atlantic.

Resumen

Pargos, como se conoce a los Lutjanidae, estan ampliamente distribuidos por el Atlantico
occidental, especialmente especies del género Lutjanus, el mas abundante para esta region.
Representan importantes recursos pesqueiros, estar bastante atrapado por la pesca comercial.
A la costa de Brasil, Atlantico sur occidental, las especies mas capturadas son L. purpureus,
L. analis, L. synagris, O. chrysurus y L. vivanus. Este ultimo se captura comunmente junto
con el pargo L. purpureus. El objetivo del trabajo fue recopilar datos de la Region de Control
Mitocondrial para estas cinco espécies para discutir aspectos de la estructura genética de sus
poblaciones y probar su eficacia como marcador de especies especificas. Analizamos una

region de 390 pb de la porcion de 5 ‘para 827 pargos, 107 de la especie L. analis, 240 de L.
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purpureus, 272 de L. synagris, 56 de L. vivanus y 152 de O. chrysurus. Observamos
diferentes niveles de diversidad genética para las cinco espécies, ademas del intenso
intercambio de haplotipos en cada, sugiriendo una extensa conectividad genética a la costa de
Brasil. Creemos que los diferentes patrones de variacion observados estan relacionados con la
historia evolutiva de las espécies, aliado con las peculiaridades bioecoldgicas de cada,
producto de evento histérico. Por eso, creemos que CR es bastante adecuado para detectar
pérdida de diversidade como resultado de cuellos de botella histéricos de poblacién, no apto
para el diagnostico de sobrepesca. Ademas, probamos su utilidad como marcador especifico
de espécie, representando una nueva posibilidad de cédigo de barras para Lutjanidae.
Palabras clave: Region de control; lutjanidae; pargos; Atlantico sur occidental.

1. Introducéo

Pargos ou Snappers, como muitos Lutjanidae s&o chamados, ocorrem amplamente
em aguas tropicais e subtropicais dos oceanos Atlantico, indico e Pacifico (Allen, 1985;
Allen, et al., 2013; Nelson et al, 2016). Séo espécies que possuem de médio a grande porte, e
excelente aceitacdo no mercado, sendo por isso, alvos da pesca em escala artesanal e
industrial, além da pesca recreativa (Pinheiro & Frédou, 2004; IBAMA, 2000-2007; MPA,
2008-2011).

Em aguas do Atlantico Ocidental ocorre a predominancia de membros da subfamilia
Lutjaninae, com abundancia expressiva para muitos taxons, especialmente o género Lutjanus,
detentor do maior nimero de espécies da familia (Cervigén, 1993; Allen, 1985; Moura &
Lindeman, 2007; Nelson et al., 2016), inclusive, dados moleculares recentes do nosso grupo
apoiam a proposicdo de que os monotipicos Ocyurus e Rhomboplites representam sinonimias
de Lutjanus (Veneza et al., 2019).

Para o Atlantico Sul Ocidental, especialmente a costa do Brasil, mesmo sem dados
atuais de estatistica pesqueira, valores publicados nos ultimos anos refletem a participagédo
preocupante e sempre regular e expressiva de snappers nas capturas da pesca extrativa
comercial. Espécies com relevancia econémica acentuada compondo listas de taxons
ameacados e/ou vulneraveis, inclusive com registros pela Red List of Threatened Species,
IUCN (Dias-Neto et al., 1996; Paiva, 1997; Souza, 2002; Cervigon, 1993; Cervigon et al.,
1993; Rezende, 2008; IBAMA, 2000-2008; MPA, 2010).

As mais comumente exploradas pertencem a seis categorias principais, pargo

(Lutjanus purpureus, Lutjanus spp), cioba (Lutjanus analis, Lutjanus synagris), guaitba
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(Ocyurus chrysurus), ariacé (Lutjanus synagris), caranha (Lutjanus spp, Rhomboplites
aurorubens) e dentdo (Lutjanus jocu) (IBAMA, 2000-2008; MPA, 2010). Apesar da auséncia
de dados oficiais, possivelmente representam populacfes intensamente capturadas, acima de
sua capacidade maxima sustentavel e sem gerenciamento efetivo, que poderdo em pouco
tempo entrar em colapso, dizimando a atividade pesqueira por conta de extingdes inicialmente
locais, como j& € possivel observar empiricamente para algumas espécies, como L. purpureus.

Expedicdes nossas realizadas ao longo da costa nordeste do Brasil nos Gltimos anos
para coleta de pargo, ndo obtiveram sucesso, apesar do esforco empregado, com visitas as
empresas de pesca, embarcacOes, portos de desembarque, mercados e feiras livres.
Aparentemente, esta espécie ndao possui mais a abundancia de décadas atras, quando sua
exploracdo pela pesca teve inicio (Polovina & Ralston, 1987) e sua captura vem ficando cada
vez mais dificultada ao longo do nordeste brasileiro. Paiva (1997) fez um breve historico das
flutuacBes nas capturas do pargo ao longo dos anos, desde o inicio da década de 1960 e pode
demonstrar a migragdo da frota ao longo da costa do Brasil, sentido norte, onde o estoque
ainda é relativamente abundante.

Por se tratar de um grupo emblematico, com presenca marcante nos cenarios
pesqueiro e econémico, Nosso grupo ja vem investigando aspectos da genética populacional e
acumulando informacdes acerca dessas espécies ha mais de uma década (Gomes et al., 2008;
Gomes et al., 2012; da Silva et al., 2015; da Silva et al., 2016; Silva et al., 2018; Martins,
2018, Veneza et al., 2019; da Silva et al., 2020).

Nosso alvo primario tem sido a Regido Controle do DNA mitocondrial, por conta de
sua taxa evolutiva mais acelerada, ideal para inferéncias populacionais, além da facilidade de
acesso e andlise (Brown, 2008). Apesar da explosao de dados gendmicos com as Plataformas
de Sequenciamento de Nova Geracdo e emprego muito eficiente na ictiofauna (Pedraza-
Marron, et al., 2019), o uso do DNA mitocondrial para abordagens genético-populacionais se
mantém expressivo, com inimeros trabalhos avaliando conectividade, fluxo génico,
migragéo, divergéncia e até mesmo especiagdo com membros da ictiofauna marinha (Garber
et al., 2004; Santos et al., 2006; Silva-Oliveira et al., 2008; von der Heyden et al., 2010; da
Silva et al., 2016; Silva et al., 2018)

O objetivo do presente trabalho, foi agrupar dados gerados com a Regido Controle
para cinco espécies de snappers do Atlantico Sul Ocidental, costa brasileira (L. purpureus, L.
synagris, L. analis, L. vivanus, O. chrysurus), de forma que possibilitasse uma discussao
ampla relacionada a padrdes observados para esta regido, considerando tanto aspectos de

conectividade genética, como niveis de polimorfismo e divergéncia entre as especies.
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Realizamos também uma pequena reflexdo sobre os limites de eficiéncia deste marcador,
tanto para abordagens populacionais na ictiofauna marinha, incluindo a diagnose de
sobrepesca, como para a possibilidade de utilizagdo como marcador espécie-especifico em

snappers para futura autenticacdo molecular de produtos processados.

2. Metodologia

Para a geracdo dos dados do presente trabalho, aplicou-se um conjunto de métodos
peculiar as analises de Biologia Molecular, utilizando sequéncias de DNA, classificados como
métodos quantitativos, de acordo com os conceitos abordados em Pereira et al (2018).

Construcao das Bases de Dados

Foram incluidas nas analises, sequéncias correspondendo a mesma porcdo de 390
pares de bases (pb) da Regido Controle (RC) para 827 snappers, sendo 107 da espécie L.
analis, 240 de L. purpureus, 272 de L. synagris, 56 de L. vivanus e 152 de O. chrysurus. Este
fragmento esta localizado na primeira metade da RC, por¢do 5’ e antecede uma das regides
Hipervariaveis do marcador (Garber et al., 2004; Gomes et al., 2012). A ideia também foi
demonstrar que esta pequena porcao da RC pode ser considerada hipervariavel para snappers,
sendo Util tanto para abordagens filogeograficas/populacionais, como também para a
discriminacgdo dos tdxons.

Como ja mencionado, o presente trabalho traz uma grande coletanea de dados,
reunindo a maior base para snappers do Atlantico Sul Ocidental, representando muito do que
nosso grupo ja publicou para estas espécies (L. purpureus - Gomes et al., 2012; da Silva et al.,
2016; L. synagris - Silva et al., 2018; O. chrysurus - da Silva et al., 2015), com a inclusédo de
alguns dados novos, como para L. vivanus e L. analis, e outras sequéncias inéditas de
trabalhos em fase final de publicacdo, como para L. alexandrei, espécie utilizada para as
analises de identificacdo molecular da familia. A Unica espécie, onde os dados nao foram em
sua totalidade gerados por nds, foi L. analis. Para este tdxon estamos utilizando as sequéncias
disponiveis no banco publico Genbank (JQ727916 — JQ727995; Dias-Junior, 2012).

Para todas as espécies, temos representatividade ao longo de suas areas de
distribuicdo na costa do Brasil (Tabela 1). Foram diversas estratégias de amostragem ao longo
de uma década de coletas em pontos distintos da costa, localidades denominadas de: Amapa,
Para, Maranhédo (costa Norte do Brasil — CNB), Ceard, Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Rio

Grande do Norte, Bahia (Nordeste) e Espirito Santo (Sudeste). A maioria dos exemplares foi




Research, Society and Development, v. 9, n. 9, e977998320, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i9.8320

obtida através de desembarque comercial, das pescarias industrial e artesanal. Outros foram
coletados diretamente de pescadores artesanais, em estuérios, além de mercados e feiras de
cidades alvos, pontos de desembargue e comercializagéo.

Para identificacdo morfoldgica, realizou-se uma triagem prévia, ainda em campo,
com auxilio de literatura especializada (Cervigén, et al., 1993; Cervigdn, 1993, Menezes &
Figueiredo, 1980; Allen, 1985; Nelson et al., 2016) ja que a maioria dos individuos ndo pdde
ser transportada ao Laboratorio.

Apds o tombamento, amostras de tecidos bioldgicos foram retiradas, armazenadas
em alcool 70% e acondicionadas em freezers como parte do banco de tecidos da Familia
Lutjanidae no Laboratério de Genética Aplicada (LAGA), Instituto de Estudos Costeiros,
Universidade Federal do Para, Braganca. Alguns espécimes, utilizados como testemunhos,
encontram-se preservados, integrando a Colecdo Zoologica do LAGA. Foram fixados com
formalina 10% e em seguida conservados em alcool 70%, adaptando o protocolo de Martins
(1994).

Posteriormente todos os exemplares foram identificados utilizando-se a ferramenta
molecular com marcadores mitocondriais (Citocromo C Oxidase, subunidade | e Cytocromo

B) para a confirmagdo da identificacdo morfoldgica.

Isolamento do Material Genético, Amplificacdo e Sequenciamento

O isolamento do material genético foi realizado através do protocolo adaptado que
utiliza enzimas degradativas (RNase/Proteinase K) e fenol, cloroférmio e alcool isoamilico,
descrito por Sambrook & Russell (2001). Ap6s extracdo do DNA, o produto foi submetido a
corrida eletroforética em gel de agarose (1%) corado com o Gel red e visualizado sob luz
ultravioleta para avaliacdo qualitativa das amostras.

Para o isolamento e amplificacdo da RC, foi realizada a técnica de Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR). As condigdes de amplificacdo foram as seguintes: desnaturagéo inicial
a 94°C por trés minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por um minuto,
hibridizacdo por um minuto e extensdo de dois minutos a 72°C, além de uma extensao final a
72°C por 10 minutos. As temperaturas de hibridizacdo foram de 65°C para L. analis e L.
vivanus, e 55°C para as demais espécies. Os iniciadores utilizados foram os descritos por Lee
et al. (1995), Dloop A e Dloop G.

O volume final da reagdo de PCR foi de 25 pL, sendo: 4 pL. de DNTP (1,25 mM);
2,5 uL de tampao 10X (Tris - HCl e KCI, pH=7,8); 1 uL de MgCl> (50mM); 0,25 uL de cada
iniciador (200 ng/uL); 0,2 uL. de Taq DNA polimerase (5U/uL); aproximadamente 100ng de
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DNA total; e agua purificada para completar o volume final da reagcdo. As amostras positivas
foram purificadas com PEG (Polietileno Glicol) de acordo com o protocolo de Paithankar &
Prasad (1991).

Em seguida, as amostras foram submetidas a reacdo de sequenciamento, realizado
através do método didesoxiterminal (Sanger et al., 1977), com reagentes do Kit Big Dye (ABI
PrismTM Dye Terminator Cycle Sequencing Reading Reaction — PE Applied Biosystems). O
produto precipitado foi submetido a eletroforese no sequenciador automatico de capilar ABI
3500 (Thermo Fisher Scientific).

Bancos de Dados, Diversidade e Divergéncia Genética

As sequéncias obtidas foram inspecionadas e editadas no programa BIOEDIT (Hall,
1999), e entdo submetidas ao alinhamento multiplo de forma automaética através do aplicativo
CLUSTAL X (Thompson et al., 1997) implementado no BIOEDIT (Hall, 1999).
Posteriormente, foram criados bancos de sequéncias no formato FASTA para cada espécie
analisada, representando a mesma porc¢éao da RC, de 390pb.

Para identificar os Haplétipos, a distribuicdo e frequéncia dos mesmos, considerando
as localidades e espécies, utilizou-se o programa DNAsp (Librado & Rozas, 2009). Os indices
de Diversidade Genética foram diversidade Haplotipica (h) e nucleotidica (), obtidos para
todas as localidades/espécies, utilizando o programa ARLEQUIN v.3.5. (Excoffier & Lischer,
2010). Os niveis de divergéncia genética entre os haplotipos e espécies utilizando a distancia
ndo corrigida (p), foram calculados no programa MEGA X (kumar et al., 2018), onde também
identificamos os sitios polimorficos e aqueles candidatos a mutacdes espécie-especificas
(sitios forensicamente informativos).

Utilizamos as informacfes de numero de hapl6tipos e posicBes mutacionais no
alinhamento para gerar um grafico a fim de auxiliar a visualizacdo dos niveis de polimorfismo
em cada espécie. Além disso, incluimos graficos de Entropia, também gerados com o auxilio
do Excel Microsoft, utilizando as informagdes disponibilizadas pelo Programa BIOEDIT
(Hall, 1999), para analisar o grau de variabilidade das sequencias em cada espécie, assim

como as regides mais polimorficas do alinhamento.

Estrutura Populacional
Os niveis de conectividade genética entre as populacdes foram estimados através da
Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) conduzida no programa ARLEQUIN v.3.5.

(Excoffier & Lischer, 2010), com base em 10.000 permutagdes. Esta analise busca avaliar a




Research, Society and Development, v. 9, n. 9, e977998320, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i9.8320

distribuicdo dos componentes de variagéo, obtida considerando todas as localidades em um
Unico grupo. Também no ARLEQUIN v.3.5. (Excoffier & Lischer, 2010) foram obtidos o0s
valores de Fst “par-a-par” (Weir & Hill, 2002). A fim de corroborar o padrdo de estruturagdo
populacional, foram geradas redes de haplotipos para cada espécie, no intuito de possibilitar a
visualizagdo grafica da organizacao espacial de distribuicdo e frequéncia dos haplétipos. As
redes foram construidas utilizando o programa Network (Bandelt et al. 1999).

Andlises Filogenéticas e ldentificacdo Molecular

Para avaliar as relacdes entre as espécies e inferir também sobre o potencial como
marcador espécie-especifico, foi construida uma arvore de Maxima Verossimilhanga,
utilizando-se o programa PHYML (Phylogenetics Maximum Likelihood) v 3.0 (Guindon et
al., 2010), com 1000 peseudoréplicas de Bootstrap (Felsenstein, 1985). O modelo
evolucionario HKY+1+G foi selecionado como melhor para explicar a variagdo presente nos
dados, obtido através do programa JModeltest v 2.1.7 (Darriba et al., 2012). Utilizou-se
também o programa MEGA X (Kumar et al., 2018) para gerar uma arvore de Agrupamento
de Vizinhos (NJ), com o modelo K2P (Kimura, 1980) e 1.000 pseudoréplicas de Bootstrap
(Felsenstein, 1985), parametros geralmente aplicados para analises com DNA Barcode.

Além dos snappers analisados, incluimos na arvore, hapl6tipos de mais trés espécies
de Lutjaninae do Atlantico Sul Ocidental, Lutjanus jocu, Lutjanus alexandrei e Rhomboplites
aurorubens, para avaliar o padrdo de separacdo entre os t&xons com a RC. Estas espécies nao
foram incluidas nas analises populacionais, porque os artigos onde apresentamos a estrutura
genética das populacGes ainda estdo em fase final de elaboracdo. Para cada espécie, incluimos
no minimo quatro individuos representantes.

Para o enraizamento da arvore, utilizamos trés exemplares da espécie Pristipomoides
multidens, um Lutjanidae membro da subfamilia Etelinae, obtidos do banco publico
(AF192863; 2854; 2864). As arvores foram visualizadas e editadas com o auxilio do FigTree
v 1.4.3 (Rambaut, 2016).

Espera-se que um bom marcador para identificacdo de espécies consiga discriminar
0s taxons através dos niveis de divergéncia genética, onde os valores maximos de distancia
intraespecificas serdo sempre inferiores aos valores minimos de distancia interespecificas,
assumindo as premissas do conceito de Barcode Gap (Puillandre et al., 2012). Para conseguir
visualizar o Barcode Gap, utilizamos os valores médios de distancia intra e interespecifica
plotados em um gréafico para cada uma das cinco espécies utilizadas nas inferéncias

populacionais.
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3. Resultados

Caracterizacdo das Bases de Dados e Variagdo Haplotipica

Foram analisadas sequencias da RC de 827 individuos, fragmentadas em cinco bases
de dados, correspondendo a cada espécie avaliada (L. purpureus, L. synagris, L. analis, L.
vivanus e O. chrysurus).

Para o Pargo L. purpureus, foram analisados 240 espécimes, com 120 amostras da
costa do Estado Pard, 49 do Maranhdo, 43 do Estado do Ceard e 28 da Bahia. Registramos
150 sitios polimorficos, cerca de 40% do fragmento total, o que resultou em 183 haplétipos, a
maioria Unicos e diferenciados por poucas mutacdes. Apenas 30 foram compartilhados entre
dois ou mais individuos.

Para o Ariacd L. synagris, um total de 272 sequencias foi analisado, sendo 34
amostras coletados na costa do Amap4, 67 do Para, 15 do Maranh&o, 24 do Cear, 61 do Rio
Grande do Norte, 55 da Bahia e 16 do Espirito Santo. Somente 37 hapl6tipos foram
recuperados, resultantes dos 35 sitios polimorficos. O haplotipo mais frequente foi
compartilhado por 203 individuos, os demais foram Unicos ou presentes em poucos
espécimes.

Das 107 sequéncias analisadas para Cioba L. analis, 31 representam individuos
coletados na costa do estado do Ceard, 28 do Rio Grande do Norte, um de Pernambuco,
quatro de Sergipe, 35 da Bahia e oito do Espirito Santo. Foram observados 101 sitios
polimérficos que geraram 83 haplétipos, destes, somente 14 foram compartilhados por dois
ou mais individuos.

Para o Vermelho L. vivanus, o banco de dados foi constituido por 57 sequéncias,
sendo uma da costa do Pard, trés do Ceara, nove do Rio Grande do Norte, 15 de Pernambuco,
24 de Sergipe e quatro da Bahia. Dos 20 haplétipos obtidos, produtos de 21 sitios
polimérficos, observou-se um mais frequente, sendo compartilhando por aproximadamente
30% do total de individuos sequenciados.

Para a Guailba O. chrysurus, o banco de dados foi composto por 152 sequencias,
sendo 30 da costa do Para, 11 do Maranhdo, 31 do Ceara, 21 da Paraiba, 22 do Rio Grande do
Norte, 22 do Pernambuco, oito da Bahia e sete do Espirito Santo. Os 57 sitios varidveis
resultaram em um total de 60 hapl6tipos.

No gréafico da Figura 1A podemos visualizar uma comparacdo entre as diferentes
espécies considerando quantidade de sitio mutacionais e nimero de haplétipos, demonstrando

claramente que as espécies com a RC mais variavel sdo o pargo L. purpureus e a Cioba L.

10
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analis. Esse resultado foi apoiado pelo padrdo observado nos gréficos de Entropia da Figura
1B, além de mostrar a porcéo inicial de cerca de 150pb, como sendo a mais polimorfica do

fragmento analisado, estabelecendo uma regido hipervariavel para Snappers.

Figura 1A. Grafico dos sitios polimdrficos (%) e nimero de haplétipo (%) para as espécies
analisadas no presente trabalho. Pargo (L. purpureus); Ariacé (L. synagris); Cioba (L. analis);

Vermelho (L. vivanus); e Guaiuba (O. chrysurus).
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Fonte: Autores.
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Figura 1B. Graficos de Entropia gerados para as especies L. purpureus, L. vivanus, L. synagris, L. analis e O. chrysurus, a partir de 390pb da
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Diversidade, Conectividade e Divergéncia Genética

Os maiores valores para os indices de diversidade haplotipica e nucleotidica foram
observados para as espécies L. purpureus e L. analis, apesar do pequeno tamanho amostral
desta Gltima. Para todas as localidades, os valores de diversidade haplotipica foram iguais ou
superiores a 0.9, como ja indicava a distribuicdo da frequéncia dos haplotipos. A diversidade
nucleotidica mostrou valores superiores a 2%, inclusive com registros de localidades com
valores acima de 4% para L. analis (Tabela 1).

A espécie L. synagris foi a que apresentou os niveis mais reduzidos de variabilidade.
Observamos valores de diversidade haplotipica iguais ou inferiores a 0,5 e diversidade
nucleotidica sempre inferior a 0,3%. Ja L. vivanus apresentou um padrdo diferenciado, onde
os valores de diversidade haplotipica se mantiveram mais elevados, de 0,8 a 1, enquanto a
diversidade nucleotidica esteve bastante varidvel, com localidades apresentando valores de
0,5%, 0,8% e até 1,2%, mas sempre reduzida, em compara¢do ao pargo e cioba

Ja a guaitba O. chrysurus, apresentou-se similar ao ja descrito para o pargo, com
valores elevados de diversidade haplotipica e diversidade nucleotidica um pouco mais
inferior, variando de 1,5% a 2%.

Em relacdo a estrutura das populagdes, os resultados em conjunto indicaram ampla
conectividade genética para todas as espécies ao longo da costa do Brasil, provavelmente com
intenso fluxo génico. Todos os testes de AMOVA, realizado com a mesma estrutura, todas as
localidades em um Gnico grupo, mostraram que a maior variancia esta dentro das populagdes
e ndo entre elas, com valores de F/®st baixos e ndo significativos, como mostra a Tabela 2.
Este padrdo de intensa mistura foi apoiado pelos valores de Fst nas comparagfes par a par,
todos baixos e ndo significativos (dados ndo mostrados), além das redes de haplétipos, que
apresentaram um padrdo tipo estrela, amplo compartilhamento entre as localidades, com
muitos haplétipos de baixa frequéncia e separados por poucas mutacdes, especialmente para
L. purpureus e L. analis (Figura 2A). As demais espécies, por conta do polimorfismo menor e
maior frequéncia de alguns haplétipos, apresentaram um padréo diferente, mostrando sempre
um haplétipo mais frequente, provavelmente ancestral, compartilhado por muitos individuos,
principalmente em L. synagris (Figura 2B).

Em relacdo a divergéncia genética, os resultados foram caracteristicos de comparacdes
dentro de cada espécie e entre espécies, com excec¢ao da dupla L. purpureus e L. vivanus,
onde os valores observados foram os mais inferiores, em média 5%. Dentro das localidades,

em cada espécie, a distancia variou de 0,1%, em L. synagris a 3,8%, em L. analis. Cioba e




Research, Society and Development, v. 9, n. 9, e977998320, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i9.8320

pargo foram o0s que apresentaram as maiores divergéncias médias entre os haplétipos nas
localidades. Nas comparacdes entre as espécies, 0s niveis de distancia foram mais elevados,
como ja era de se esperar, com valores de até 14%, entre L. purpureus e O. chrysurus (Figura
3).

Tabela 1. indices de diversidade genética obtidos para as espécies Lutjanus purpureus,
Lutjanus analis, Lutjanus synagris, Lutjanus vivanus e Ocyurus chrysurus para cada
localidade. N°= nimero de amostras coletadas por localidade; Nh= ndmero de haplotipos; h=

diversidade haplotipica; e n= diversidade genética.

Espécie Localidade N° Nh h 7 (%)
L. purpureus Para 120 100 0.9952 2,4
Maranhéo 49 47 0.9983 2,5
Ceara 43 38 0.9945 2,6
Bahia 28 25 0.9921 2,5
Total 240 181 0.9959 2,5
L. analis Cearé 31 27 0.9914 4
Rio Grande do Norte 28 27 0.9974 3,3
Pernambuco 1 1 1 -
Sergipe 4 4 1 3,6
Bahia 35 29 0.9866 4,2
Espirito Santo 8 8 1 2,8
Total 107 83 0.9926 3,7
L. synagris Amapa 34 9 0.4207 0,28
Para 67 16 0.4668 0,2
Maranhéo 15 3 0.2571 0,06
Ceara 24 6 0.5000 0,18
Rio Grande do Norte 61 14 0.4574 0,26
Bahia 55 13 0.4976 0,15
Espirito Santo 16 3 0.2417 0,09
Total 272 37 0.4417 0,2
L. vivanus Para 1 1 1 -
Ceara 3 3 1 0,52
Rio grande do Norte 9 7 0.9167 0,99
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Pernambuco 15 10 0.9238 0,98
Sergipe 24 10 0.8587 0,81

Bahia 4 4 1 1,2

Total 56 20 0.8838 0,88

O. chrysurus Para 30 19 0.9034 1,68
Maranhéo 11 7 0.8182 1,6
Ceara 31 20 0.9613 2,13
Paraiba 21 14 0.9190 1,84

Rio Grande do Norte 22 16 0.9091 1,79
Pernambuco 22 11 0.7965 1,54
Bahia 8 6 0.9286 1,72
Espirito Santo 7 7 1 2,3
Total 152 60 0.9036 1,79

Fonte: Autores.

Tabela 2. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) realizada a partir de 390pb da regido
controle mitocondrial para cada espécie. (A) L. purpureus, (B) L. analis, (C) L. synagris, (D)
L. vivanus e (E) O. chrysurus. A hipotese testada abrigou todas as populagbes em um unico

grupo.

A. Lutjanus purpureus

% da Variacdo

Fl¢

Entre as Populages 0.10 F/ ¢ st =0,00097™
Dentro das Populacdes 99,9
B. Lutjanus analis % da Variacao Flo
Entre as Populagbes -1,27 F/ ¢ st =-0,0127"
Dentro das Populacdes 101,27
C. Lutjanus synagris % da Variacao Fl¢
Entre as Populages -0,62 F/ ¢ st =-0,00623"
Dentro das Populagdes 100,62
D. Lutjanus vivanus % da Variacdo Flo
Entre as Populages -3,71 F/ ¢ st =-0,03711"
Dentro das Populacdes 103,71
E. Ocyurus chrysurus % da Variacao Fl¢
Entre as Populagdes -1,27 F/ ¢ st =-0,0127"
Dentro das Populacdes 101,27

Fonte: Autores.
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Figura 2A. Rede de haplétipos dos lutjanideos avaliados no presente trabalho, com énfase nas espécies com padrdo pargo: L. purpureus e L.

analis.
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Figura 2B. Rede de haplotipos dos lutjanideos avaliados no presente trabalho, com énfase nas espécies com padrdo ariacd: L.synagris e L.
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vivanus e com padrdo guaiuba, O. chrysurus.

Fonte: Autores.
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Figura 3. Gréfico da distancia genética intra e interespecifica considerando as cinco espécies avaliadas. Valores minimos, maximos e a média

(circulo vermelho).
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Potencial Barcode: Regido Controle como marcador espécie-especifico?

Os diferentes métodos de reconstrucdo filogenética utilizados, geraram topologias
bastante similares. Optamos por apresentar a arvore de Agrupamento de Vizinhos (NJ),
comumente utilizada em inferéncias de identificacdo molecular, mencionando os valores de
suporte estatistico obtidos com a ML.

O padrdo observado na arvore, mostra clara separacdo entre as espécies, todas
constituindo grupos reciprocamente monofiléticos e bem suportados. Os oito snappers
(Lutjaninae) abordados constituiram um arranjo monofilético, com dois clados principais, A,
reunindo os vermelhos L. purpureus, L. vivanus, L. analis, L. synagris e 0os monotipicos
Ocyurus e Rhomboplites, e o clado B, com os pargos cinza, L. jocu e L. alexandrei. Os mais
proximamente relacionados foram os vermelhos L. purpureus e L. vivanus, espécies irmas na
arvore (Figura 4).

A discriminacdo dos snappers na arvore é apoiada pelos valores de divergéncia
genética observados, sempre caracteristicos de comparac@es interespecificas, sustentando os
limites entre os taxons e demonstrando o potencial da RC para identificar Lutjaninae do
Atlantico, com sitios mutacionais ao longo do fragmento considerados forensicamente
informativos. Os valores maximos de distancia intraespecifica, foram sempre inferiores aos
valores minimos de distancia interespecifica, demonstrando a presenca de Barcode Gap,

como mostra a Figura 5.
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Figura 4. Arvore de Agrupamento de Vizinhos (NJ) a partir de 390pb da regifo controle mitocondrial para as espécies de Lutjanidae do
Atlantico Sul Ocidental, incluidas na analise. Suporte estatistico dos nds baseado em teste de Booststrap, sendo os valores a esquerda referentes a

analise de Agrupamento de Vizinhos (NJ) e a direita, Maxima Verossimilhanga (ML).
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Figura 5. Gréfico BoxPlot da distancia genética intra e interespecifica, revelando a presenca do Barcode gap para os lutjanideos avaliados no
presente trabalho.
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4. Discussao

Pela primeira vez para Lutjanideos do Atlantico Sul Ocidental, conseguimos agregar
dados de cerca de 800 individuos coletados em diferentes localidades ao longo da costa do
Brasil, representando cinco espécies (L. purpureus, L. analis, L. vivanus, L. synagris e O.
chrysurus), das mais relevantes para a economia e pesca do pais (Paiva, 1997; Souza, 2002;
Cervigon, 1993; Cervigon et al., 1993; Rezende, 2008; IBAMA, 2000-2008; MPA, 2010) e
utilizando uma regido genémica mitocondrial, RC, que apesar da heranca genética
uniparental, é capaz de responder a inimeras questdes relacionadas a estrutura das populactes
desses taxons, informagdes que devem ser consideradas para um ordenamento pesqueiro
efetivo.

Tem-se uma regido gendbmica com bastante polimorfismo, o que ja& é bem
documentado na literatura, mas que para Snappers, apresenta padres diferenciados, que
oscilam entre niveis de elevada diversidade a niveis bastante rasos de variagdo. Por outro
lado, os resultados em conjunto sugerem um cenario de ampla conectividade genética para as
populacbes das diferentes espécies, provavelmente padrdes associados a historia evolutiva,
habitos e caracteristicas bioecoldgicas de cada uma. Além disso, com este marcador foi
possivel discriminar todas as oito espécies de Lutjaninae inseridas na anélise filogenética,

indicando um potencial novo Barcode para Lutjanidae.

Regido Controle para avaliar Diversidade e Diagnosticar Pressdo Pesqueira?

A Diversidade genética e a forma como se distribui entre e dentro das populacdes
constitui o padrdo de estrutura populacional presente em cada espécie (Templenton, 2006),
sendo fundamental para garantir a adaptabilidade diante das flutuagdes ambientais e a
consequente permanéncia das populacdes em ambiente natural (Frankham et al., 2008).

Aqui, utilizamos uma porgdo de 390 pb da RC do genoma mitocondrial para discutir,
entre outras questdes, os padrfes de variabilidade genética observados em Snappers do
Atlantico Sul Ocidental. A RC, ha muito ja se sabe, possui uma elevada taxa mutacional,
bastante adequada para inferéncias populacionais e que, apesar das limitagdes por conta do
tipo de heranga genética, continua sendo bastante empregada em diferentes abordagens com a
ictiofauna (Brown, 2008; Frankham et al., 2008; Henriques et al., 2014; Freitas et al., 2017;
Silva et al., 2018).

Geralmente nos trabalhos com este marcador ndo se observa muita énfase para a

avaliacdo da variacdo genética e sua relacdo com os diferentes tipos de pressao sofridos pela
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populacio. E esperado que a diversidade genética seja gradativamente reduzida em
populagfes de peixes que sdo amplamente capturados pela pesca, sem nenhum
gerenciamento, como reportado para Merluccius paradoxus (Von der Heyden et al., 2010).
No entanto, os resultados que vem sendo gerados, com a RC, ndo necessariamente
evidenciam este cenario, indicando que com esse marcador ndo é possivel essa diagnose
(Gomes et al., 2012).

Os snappers aqui avaliados apresentaram diferentes padrées relacionados aos niveis de
variacdo genética, que ndo parecem ter nenhuma relacdo direta com o grau de intensidade
com que sdo explorados pela pesca, como mencionado acima. Por exemplo, L. purpureus e L.
analis foram as espécies que apresentaram os maiores niveis de variagdo, sendo os lutjanideos
mais intensamente capturados pela pesca comercial no Atlantico Sul Ocidental (Paiva, 1997;
IBAMA, 2000-2008; MPA, 2010; Pinheiro & Frédou, 2004). O. chrysurus apresentou niveis
intermediérios de polimorfismo, enquanto L. vivanus e L. synagris, foram os que
apresentaram os menores niveis de diversidade, especialmente este ultimo. Sdo espécies que
vivem em simpatria na costa do Brasil (Allen, 1985), mas que apresentam particularidades em
seus habitos e bioecologia (Cervigdn, 1993; Cervigon et al., 1993; Sousa, 2002), resultando
em historias evolutivas distintas (da Silva et al., 2015; da Silva et al., 2016; Silva et al.,
2018).

Conseguimos agregar as espécies em trés padrBes, que chamaremos na discussao a
seguir de Padrdo Pargo, reunindo L. purpureus e L. analis, Padrdo Guaiuba, com O. chrysurus
e Padrdo Ariac6, com L. vivanus e L. synagris. No padréo pargo, observamos um cenario de
elevada diversidade genética, com a grande maioria dos hapl6tipos estando presentes em
apenas um individuo e diferenciados entre si por poucas mutacdes, 0 que deixou as redes de
hapl6tipos com formato tipo estrela, devido também ao amplo compartilhamento entre as
localidades, além de valores de diversidade nucleotidica superiores a 4%, como em L. analis,
por exemplo.

Este € um padrdo que ja vem sendo observado em outros lutjanideos que também
possuem historico de exploracdo pela pesca, como L. campechanus (Garber et al., 2004) e
Lutjanus erythropterus (Zhang et al., 2006), Lutjanus jocu (Martins, 2018), Lutjanus
alexandrei (Veneza, 2019), Lutjanus sebae (Van Herwerden et al., 2009), Lutjanus
carponotatus (Evans et al., 2010), e outros teledsteos, como o Clupeidae Sardina pilchardus
(Atarhouch et al. 2006), além de Bostrychus sinensis (Qiu et al., 2015), Gymnocypris dobula
(Chan et al., 2016); Plectropomus maculatus (Evans et al.,, 2010) e Thamnaconus

hypargyreus (Wang et al., 2016).
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Possivelmente caracteristicas bioecoldgicas estdo influenciando a distribuicdo dessas
espécies e o potencial de dispersdo de suas larvas pelagicas, promovendo uma intensa mistura
de haplotipos e gerando o cenario que vem sendo observado. De fato, os trabalhos vém
demonstrando forte evidéncia de conectividade genética entre as localidades avaliadas
(Gomes et al., 2012; da Silva et al 2016; Martins, 2018; Veneza, 2019)

Rodrigues et al. (2008) em suas anélises com a pescada amarela Cynoscion acoupa, ja
haviam discutido os altos indices de variabilidade genética observados em espécies alvo da
pesca predatoria, utilizando a RC. Segundo estes autores, este resultado pode ocasionar
confusdes no momento da interpretacdo dos dados, induzindo a uma concluséo equivocada de
que a pesca ndo estaria afetando negativamente a composicdo dos estoques. Seria esperado
qgue espécies intensamente exploradas, com alta longevidade e crescimento lento,
apresentassem baixos niveis de variabilidade genética devido a intensa retirada de individuos
de suas populacgdes, no entanto, os resultados que estdo sendo gerados, a partir da regido
controle, mostram um padrédo elevado de variagdo (Veneza, 2019; da Silva et al., 2016;
Gomes et al., 2012; Garber et al., 2004; Zhang et al., 2006), utilizando como parametro a
classificacdo de Grant & Bowen (1998).

Uma explicacdo possivel para este cenario seria que mesmo com altos indices de
exploragdo, a populacéo ainda conseguiria manter um tamanho efetivo minimo, com variacéo
suficiente para permanecer adaptada ao meio onde estad. Além disso, os valores pretéritos de
diversidade destes estoques ndo sdo conhecidos, possivelmente existiam grandes populacdes
ancestrais com polimorfismo ainda mais elevado. No caso de L. purpureus, a grande
quantidade de haplétipos Unicos encontrados no estoque pode ser um indicativo de que a
pesca estd comprometendo seus niveis de variacdo, por serem na sua maioria Unicos na
amostragem possivelmente apresentam baixa frequéncia na populagédo natural, logo, poderdo
ser facilmente perdidos com a retirada intensa de individuos.

Além disso, a pesca é considerada uma atividade recente, ndo havendo tempo
suficiente para deixar sua assinatura no DNA mitocondrial, uma molécula que apesar de ser
mais variavel que parte do genoma nuclear (Brown, 2008), ndo consegue retratar eventos
contemporaneos (Silva et al., 2018; da Silva et al.,2015).

Outro fato a ser considerado é a elevada taxa mutacional que a RC possui, que deve se
apresentar mais intensa em algumas espécies, como certamente esta ocorrendo em L.
purpureus e L. analis, o que pode estar influenciando no padrdo de frequéncia haplotipica

observado. Isso faz com que este fragmento se mostre bastante polimorfico, tanto na porcéo
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hipervariavel ja descrita na literatura (Garber, 2001; Garber et al., 2004; Gomes et al., 2012),
como em regides ditas menos varidveis, podendo mascarar a situacao real do estoque.

No caso dessa por¢do de 390 pb da primeira metade da RC, observamos um segmento
inicial de cerca de 150 pb, presente em todas espécies, que exibiu niveis de variacdo bastante
elevados, evidenciado tanto pelo percentual de sitios polimérficos, como pelos graficos de
entropia, indicando que para os Snappers do Atlantico Sul Ocidental, a primeira metade da
RC também pode ser considerada hipervariavel, corroborando o apresentado por Lee et al.
(1995) para outros teledsteos.

O Padrdo Cioba, observado nas espécies L. vivanus e L. synagris, mostrou um
cenario diferenciado, com poucos haplétipos, sendo alguns apresentando frequéncia elevada,
certamente haplo6tipos ancestrais, além de valores de diversidade nucleotidica bastante
reduzidos, principalmente em L. synagris. No grafico de entropia, podemos visualizar um
alinhamento com pouco ou nenhum polimorfismo, em alguns trechos.

Analisando-se a distribuicdo das diferencas entre os pares de hapl6tipos no grafico
Mismatch de L. synagris, observa-se uma distribui¢cdo proxima a zero, sugerindo um gargalo
populacional histérico (Silva et al. 2018), similar ao reportado para M. paradoxus (Von der
Heyden et al., 2010); Lutjanus carponotatus, Plectropomus maculatus (Evan et al., 2010) e C.
acoupa (Rodrigues et al., 2008).

L. synagris é a espécie que possui ocorréncia em aguas mais rasas, com distribuicao
mais costeira, por isso apresenta-se mais vulneravel, podendo ser capturada tanto pela frota
industrial como artesanal (Fredou & Ferreira, 2005; Ferreira et al., 2004), recebendo o status
de sobreexplorada ja em vérias regies da costa brasileira (Costa et al., 2005; Fredou et al.,
2009). Além disso, as capturas de L. purpureus no litoral brasileiro vem diminuindo, com esta
espécie sendo gradativamente substituida por outros lutjanideos, com destaque para L.
synagris (Rezende et al., 2003; IBAMA 2005; 2006; 2007).

Karlsson et al (2009), analisando popula¢Ges de L. synagris do Golfo do México e
costa da Florida ja haviam detectado reduzidos niveis de diversidade genética, inclusive com
a presenca de variacdo espacial entre as localidades amostradas e um padrdo de frequéncia e
distribuicdo de alelos similar ao observado na presente andlise. Os autores observaram a
ocorréncia de dois grupos, um chamado Ocidental, incluindo as popula¢bes do interior do
Golfo do México e outro Oriental com as populacbes da Florida e propuseram que ambos
experimentaram um declinio histérico no tamanho efetivo populacional, como detectado para

a costa do Brasil.
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O padrdo de baixa variacdo genética de L. synagris é semelhante ao que vem sendo
observado em VArios outros peixes alvos da pesca predatdria, como C. acoupa (Rodrigues et
al. 2008) e Epinephelus itajara (Silva-Oliveira et al. 2008), este ultimo classificado por
muitos anos como “Criticamente Ameagado” na Lista Vermelha de Espécies Ameagadas
(IUCN, 2018). Uma caracteristica que estes peixes compartilham é o comportamento mais
costeiro, com permanéncia nos estuarios durante fases de sua ontogenia (Cervigon, 1993;
Cervigon et al. 1993; Allen, 1985; Menezes e Figueiredo, 1980; Szpilman, 2000), o que pode
estar influenciando o padrdo de dispersdao dos individuos e consequentemente a composi¢do
genética das populagdes. Além disso, como habitam aguas mais rasas estdo mais suscetiveis a
alteracOes em fatores abidticos, produto de mudancas climéticas, como a temperatura, questao
ja levantada para outros peixes como Pagellus bogaraveo (Stockley et al 2005). E muito
provavel entdo que as constantes mudancas climaticas ocorridas no passado, inclusive com
expansao e recuo do nivel do mar, tenham provocado acentuadas redugdes no tamanho efetivo
populacional dessas espécies, como ja sugerido por Silva et al (2018).

Outro fator que devemos considerar refere-se a taxa mutacional diferenciada,
relacionada ao tempo de geracdo de cada espécie. Por conta da caréncia de dados de biologia
reprodutiva para 0s outros snappers, tomemos como exemplo o pargo e o ariac6. O elevado
polimorfismo de L. purpureus seria decorrente de um tempo de geracdo menor que L.
synagris. Entretanto, os dados de Souza (2002) mostram que 50% das fémeas de L. purpureus
precisam de cinco anos para iniciar a reproducdo, com tamanho de 43 a 46 cm de
comprimento total. Por sua vez, a idade da primeira reproducdo de L. synagris é de apenas
dois anos (Manickchand-Dass, 1987), com um tamanho variando de 19 a 23 cm (Ferreira et
al. 2004; Sousa-Junior et al., 2008). Portanto, a maior variabilidade em L. purpureus ndo pode
ser explicada por taxas mutacionais diferenciadas entre as duas espécies.

Temos dois extremos de variacdo genética nos Snappers do Atlantico Sul, com foco
central da discussdo em L. purpureus e L. synagris, ja que representam os lutjanideos mais
amplamente capturados e declarados pela estatistica pesqueira (MPA, 2008 — 2010), que
apesar de defasada, com auséncia de dados nos Gltimos anos, deve refletir o mesmo cenario,
ja que observacdes diretas nos portos de desembarque e pontos de comercializagdo ao longo
da costa brasileira, revelam a mesma situacdo. A espécie O. chrysurus, mesmo com algumas
localidades apresentando valores mais reduzidos de diversidade, ainda se apresenta mais
proxima ao padrdo mencionado para L. purpureus, que para L. synagris. O mais provavel é
que a discrepancia entre os niveis de variacdo genética aqui registrados seja originalmente

decorrente de fatores historicos.
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Os elevados niveis de variacdo no padrdo pargo, entretanto, ndo significam que estes
estoques ndo estdo sendo impactados pela pesca predatdria. Basta observar as reducfes nas
capturas de L. purpureus (indicios de sobrepesca), principalmente no Nordeste do Brasil,
onde era bastante abundante (Paiva, 1977; IBAMA, 2008; MPA, 2010). Entretanto, como a
atividade pesqueira na costa brasileira é razoavelmente recente, aproximadamente 60 anos
(Paiva, 1977; Fonteles-Filho, 1972), acreditamos que o tamanho efetivo populacional de L.
purpureus ndo permite que se visualize em cerca de 12 geracbes os reflexos da pressao
pesqueira da mesma forma que se observa em cerca de 30 geragdes de L. synagris, ja que para
esta Ultima, eventos historicos de redugdo no tamanho efetivo contribuiram para a baixa
diversidade (Silva et al., 2018).

De acordo com Grant & Bowen (1998), o padrdo pargo sugere grandes populagdes
estaveis com longa historia evolucionaria, no entanto, quando comparamos as estatisticas de
neutralidade e parametros demogréaficos das espécies que compartilham este padrdo (da Silva
et al., 2016; Martins, 2018), observamos um cenéario similar, com significativos desvios da
Neutralidade, possivelmente provocados por mutagoes recentes e alelos com baixa frequéncia
(Fu, 1997; Tajima, 1989) e indicios de expansdo populacional. Ja o padrdo Ariaco, para Grant
& Bowen (1998) reflete populagdes que sofreram reducdo no seu tamanho efetivo, provocada
por gargalos ou efeito fundador, com perda drastica de diversidade. Geralmente observa-se
um ou poucos alelos mais comuns, que existiam em alta frequéncia nas populac6es ancestrais
antes dos gargalos.

Portanto, estes diferentes cenarios detectados indicam histérias demograficas distintas,
influenciados por uma combinacdo de caracteristicas bioecoldgicas e evolucionarias de cada
espécie, traduzindo-se em um marcador genético que nao deve ser utilizado para diagnosticar
pressdo pesqueira.

Como estes lutjanideos representam espécies mais vulneraveis a pesca, devido
principalmente a elevada longevidade associada ao crescimento lento (Allen, 1985), e com
grande importancia econdmica nas areas onde ocorrem, planos efetivos de gerenciamento
pesqueiro devem ser implementados para garantir a manutencdo de seus potenciais
reprodutivo e adaptativo, e dessa forma impedir a ocorréncia de colapsos populacionais como

ja relatados para outras espécies super-exploradas.

Padrao de Conectividade Genética para Snappers da Costa Brasileira
Todos 0s nossos resultados, incluindo as cinco espécies analisadas, demonstraram

fortes indicios de conectividade genética para a costa do Brasil, com amplo compartilhamento
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de haplotipos entre as localidades, redes sem nenhum indicio de subestruturacdo
filogeogréfica, valores de Fst nas comparacBes entre os pares de populacBes baixos e ndo
significativos, além da AMOVA, com a maior parte da variancia observada dentro das
populacdes e nao entre elas. Esse cenario de homogeneidade ja vem sendo relatado inclusive
com outros marcadores, incluindo regides de introns de genes nucleares (da Silva et al., 2015;
da Silva et al., 2016; Silva et al., 2018), refor¢ando o registrado aqui. Da mesma forma como
observado para outros Snappers, L. jocu e L. alexandrei (Martins, 2018; Veneza, 2019).

Acreditamos que esta possivel conectividade genética esteja diretamente relacionada
a tragos da histdria de vida dessas espécies, que passam uma parte de seu ciclo como formas
larvais pelagicas, aproximadamente 30 dias, além da estratégia reprodutiva, com um padrdo
ovuliparo gonocorico, apesar dos registros de adultos de snappers com pouca migracéo (Claro
& Lindeman, 2008).

Alguns trabalhos sugerem que o tempo de duracdo das formas larvais pelagicas em
Lutjanidae de 25 a 45 dias € suficiente para homogeneizar as populagdes em longas distancias
geograficas (Gaither et al., 2011; Shulzitski et al., 2009; Gomes et al., 2012; da Silva et al.,
2015; da Silva et al., 2016), indicando que outros fatores, como correntes oceanicas e
caracteristicas do ambiente, podem ndo ter tanta importancia para o padrdo de estrutura
genética em espécies de Lutjanidae na costa do Brasil.

Mesmos para aqueles snappers mais costeiros, com ocorréncia nos estuarios, como
L. synagris, L. jocu e L. alexandrei, temos resgatado um cenario de provavel panmixia (Silva
et al., 2018; Martins, 2018; Veneza, 2019), associado as caracteristicas bioecoldgicas das
espécies, particularmente, a movimentacao horizontal nas fases iniciais de vida. Além disso,
associando-se a esta caracteristica de fase larval pelagica longa (Claro & Lindeman, 2008),
temos provavelmente em snappers, populacdes com grandes tamanhos efetivos, com
ocorréncia de eventos de expansdo populacional, o que deve influenciar de forma efetiva na

ampla conectividade dessas espécies (Silva et al., 2018; da Silva et al., 2016).

Novo Barcode para Snappers do Atlantico Sul Ocidental

A possibilidade de identificagdo de taxons com acurécia e robustez, de forma segura
e inequivoca, tem ficado cada vez mais acessivel, especialmente para peixes e utilizando o
genoma mitocondrial, além de necessaria, ja que muitos grupos possuem morfologia bastante
similar, o que dificulta a identificacdo morfoldgica precisa (Cervigon, et al., 1993; Allen,
1985), ou para aqueles individuos nos primeiros estagios de vida. Eleger um marcador que

possa ter aplicabilidade e eficiéncia para esta tarefa ndo é tdo simples, pois na maioria das
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vezes, acreditamos que os sitios mutacionais encontrados no alinhamento, sdo de fato sitios
espécie-especificos, quando ndo séo, acabam sendo compartilhados por varias espécies, o que
limita o potencial do marcador para posterior autenticacdo de produtos pesqueiros
processados, onde precisamos de uma regido de fato especifica.

Uma observacgdo rapida na literatura € capaz de revelar a amplitude dessa questéo,
com os inumeros trabalhos hoje que abordam a identificagdo molecular de espécies, que desde
a introducdo do conceito DNA Barcode, por Herbet et al., (2003) e Ward et al. (2005) com
peixes, tem se popularizado cada vez mais.

No caso dos Snappers do Atlantico Sul Ocidental, nossa primeira contribuicdo para
essa tematica (Veneza et al., 2014), comprovou a eficiéncia do gene Citocromo Oxidase —
subunidade | (COI) para a descriminacdo segura das espécies, corroborando o sugerido por
Ward et al (2005), que propunham que esta regido serviria como um cédigo de barras para 0s
diferentes grupos de peixes, de Teledsteos a Elasmobranquios.

Na verdade, em se tratando de peixes, ndo somente a COI pode ser utilizada com
éxito, diversas regides do genoma mitocondrial podem ser aplicadas para este fim. Em nosso
trabalho mais recente com filogenia de Lutjaninae (Veneza et al 2019), onde apresentamos
uma proposta para espécies do Atlantico agregando Ocyurus e Rhomboplites como sinénimos
de Lutjanus, construimos uma base de dados, que além de regiGes nucleares, reuniu as
seguintes mitocondriais: gene rDNA 16S (16S), COI, Cytocromo B (Cytb) e NADH
desidrogenase, subunidade 4 (ND4). Além das inferéncias filogenéticas, pudemos constatar o
potencial das regides do genoma mitocondrial para identificacdo de Lutjanidae,
principalmente o 16S e Cytb. Os genes mitocondriais que codificam a sintese de RNAs
ribossomais (16S e 12S) vem sendo bastante utilizados para identificacdo de ictiofauna,
inclusive para fins forenses de autenticacdo (Quraishia et al., 2015; Yang et al., 2014; Gil,
2007; Palmeira et al., 2013).

A necessidade de ser ter diferentes opcGes de marcador molecular para grupos da
ictiofauna de interesse econémico, principalmente se possuir espécies comercializadas na
forma processada, € a possibilidade de utilizar o marcador para protocolos forenses de
identificacdo rdpida. Como se trata de técnicas de dificil otimizacdo e padronizagdo, que
muitas vezes dependem de sitios forenses informativos (Veneza et al., 2017), é extremamente
vantajoso possuir varias opcoes de marcador com perfil codigo de barras.

Por isso, na presente analise, resolvemos testar o desempenho da RC para
discriminar snappers, ja que se trata de uma regido com acentuado polimorfismo, capaz de

diferenciar populacGes. Nossos resultados, em conjunto, mostraram que esta por¢do de apenas
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390 pb pode ser utilizada com sucesso para esta finalidade. A arvore filogenética mostrou
todos os individuos das diferentes espécies formando clados reciprocamente monofiléticos. A
elevada variacdo observada esteve refletida ao longo do alinhamento com inumeros sitios
polimorficos, muitos dos quais, especificos e forensicamente informativos, o que gerou uma
listagem de hapl6tipos ampla, especialmente para L. purpureus e L. analis, as espécies com
maior variacdo dos snappers avaliados. Mesmo para 0s menos variaveis, L. synagris, por
exemplo, foi possivel observar mutagdes especificas.

Quando transformamos os valores de distancia dentro e entre as espécies em imagem
grafica, a presenca do Barcode Gap foi visualmente expressiva, demonstrando a eficiéncia da
RC para estabelecer os limites entre as espécies, caracteristica que se deseja em um marcador
codigo de barras, confirmando a exceléncia do genoma mitocondrial para identificacdo de
taxons da familia Lutjanidae (Veneza et al., 2014; Veneza et al.,, 2019) e a RC como
promessa para futuros trabalhos de autenticacéo e protocolos forenses rapidos de identificacéo
para certificar produtos processados dessas espécies, 0 que para nossa regido €
imprescindivel, uma vez que ja temos registros de fraude na comercializacao de filés de pargo

(Veneza et al 2018) e outras espécies, como a Gurijuba (Gomes et al., 2019).

5. Considerac0es Finais

Reunir dados da RC mitocondrial para cerca de 800 snappers do Atlantico Sul
Ocidental, representando cinco espécies, nos permitiu discutir alguns aspectos importantes da
arquitetura genética dessas populacGes e da propria natureza do marcador, destacando suas
principais resolucdes e limitagcbes, possivelmente capazes de serem extrapoladas para muitos
outros Teledsteos marinhos.

A RC se mostrou bastante eficiente para avaliacdo de diversidade genética historica,
excelente para demonstrar perda passada, produto de drasticas redu¢des no tamanho efetivo
populacional, como claramente ocorreu com L. synagris, ndo sendo, portanto, um marcador
adequado para a diagnose de pressdo pesqueira intensa, j que a pesca retrata uma condicao
mais contemporanea. Para essas questdes, recomenda-se a utilizacdo de regiGes mais variaveis
do genoma nuclear, como microssatélites e/ou Polimorfismo de nucleotideo unico (SNPs),
possivelmente eficientes para resgatar assinaturas de eventos recentes.

Consideramos também que foi extremamente atil para sugerir conectividade
genética, demonstrando intenso compartilhamento de haplétipos ao longo da distribuigéo

geografica das espécies. Para os Lutjaninae do Atlantico Sul Ocidental, os dados em conjunto
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sugerem forte indicio de panmixia, como resultado dos padrdes bioecoldgicos e tragos de vida
de cada espécie, principalmente do tempo de duracdo da fase larval pelégica, capaz de
promover intensa mistura entre os individuos da mesma espécie a longas distancias.

Por fim, ndo menos importante, foi possivel mensurar o nivel de eficiéncia deste
marcador para identificagdo molecular de snappers, comprovando seu potencial como nova
regido Barcode para Lutjanideos, uma alternativa importante para analises de Certificacdo
Molecular, incluindo geracdo de protocolos rapidos de autenticacdo. A RC apresentou para
todas as espécies testadas, sitios mutacionais forensicamente informativos, separando em
clados reciprocamente monofiléticos todas as espécies nas arvores filogenéticas geradas pelos
diferentes métodos, com a presenca de Barcode gap expressivo para todas.

Com uma nova possibilidade de marcador Barcode para Lutjanidae, sera possivel, em
trabalhos futuros, testar a eficiéncia dessa regido genémica para a geracdo de protocolos
forenses, para identificacdo rapida das espécies, podendo ser usados para autenticacdo
molecular de produtos pesqueiros processados.
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