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RESUMO

Estressores antropogénicos, entre eles, a perda de habitat, superexploragdo dos
recursos, invasao por espéecies exaticas e poluicdo, podem afetar fortemente a genética e
a dindmica populacional das espécies, resultando na reducdo dos tamanhos populacionais
até o ponto em que a estocasticidade contribui para aumentar ainda mais o risco de
extincdo. A diversidade genética é, portanto, a chave para a capacidade adaptativa das
populacdes sujeitadas & selecdo em ambientes extremos e variaveis. Desta maneira, o
presente estudo pretende identificar o quanto diferentes impactos antrépicos podem
alterar a estrutura e a diversidade genética em populagdes de peixes ao redor do mundo;
e avaliar a estrutura e a diversidade genética em espécies de peixes estuarinos e recifalis
submetidas aos impactos da pesca; e da contaminagdo por metais pesados provenientes
do rompimento de uma grande barragem de mineracdo. O trabalho sera realizado
comparando estudos, adquiridos em bancos de dados online, e através da genotipagem de
amostras genéticas retiradas de individuos das espécies selecionadas em éreas
diretamente afetadas pelos impactos antrdpicos (pesca/ contaminagdo por metais pesados)
e em areas ndo afetadas, afim de comparar a estrutura genética populacional, a
heterozigosidade genotipica e a presenca de alelos exclusivos em amostras de DNA
nuclear. Ao final, espera-se obter dados capazes de arguir discussdes sobre os possiveis
efeitos destes impactos na genética populacional das espécies envolvidas nestes processos
e, além disso, reunir informacgdes importantes para o estudo da genética populacional e
para a execucdo de planos de manejo e recuperagdo das areas estudadas nesta tese.

Palavras — chave: Genética da conservacgdo, Diversidade genética, Impactos antrépicos,
Peixes, Sobrepesca.

1. INTRODUCAO

Estressores antropogénicos, entre eles, a perda de habitat, superexploragéo dos
recursos, invasao por espécies exoticas, introducdo de doencas e polui¢do, podem afetar
fortemente a genética e a dindmica populacional das espécies, resultando na reducdo dos
tamanhos populacionais até o ponto em que a estocasticidade contribui para aumentar
ainda mais o risco de extingdo (DLUGOSCH; PARKER, 2008; GAITHER et al, 2012;
MATHISEN et al., 1996). Os fatores estocasticos abrangem tanto as catastrofes naturais,
quanto a estocasticidade genética, ambiental e demografica.

As respostas genéticas de organismos aquaticos a pressoes antropicas incluem néo
somente efeitos genotdxicos, mas também efeitos em nivel populacional, ou seja, efeitos
multigeracionais ndo sendo necessariamente resultantes de interacGes entre agentes
quimicos ou fisicos e 0 DNA (THEODORAKIS, 2003) e refletem mudancas na estrutura
e diversidade genética e nas frequéncias alélicas populacionais, afetando o crescimento,
a plasticidade evolutiva, a sustentabilidade e a probabilidade de extin¢ao das populacdes
(BICKHAM et al. 2000; THEODORAKIS;WIRGIN 2002).

Para Allendorf et al., 2008, Jakobsdottir et al., 2011 e Pinsk;Palumbi, 2013 a
sobre-exploracdo pesqueira, por exemplo, pode levar a perda da variacdo genética e uma
reducdo consequente no potencial evolutivo e na capacidade adaptativa das espécies,
Pérez-Ruzafa et al., 2006 acrescenta ainda a importancia das areas protegidas e da
conectividade na manutencéo da riqueza alélica e da heterozigosidade em peixes.



Além da pesca, pesquisas relacionadas a ambientes contaminados (BICKHAM et
al., 2000; McMILLAN et al., 2006), espécies invasoras (DLUGOSCH; PARKER, 2008;
GAITHER et. al., 2012) e perda de habitat (SILVA-OLIVEIRA et al., 2008) tentam
verificar uma relacdo positiva entre estes impactos e a redugdo da diversidade genética
dentre as populacdes estudadas. Silva-Oliveira et al., 2008, por exemplo, atribuiram a
perda de variabilidade genética, em uma espécie de garoupas, aos efeitos da sobrepesca
e da perda de habitat. Por outro lado, diversos estudos mostram que populacGes
geneticamente mais diversas sdo mais resilientes a distirbios como condi¢Ges ambientais
extremas e pesca excessiva (EHLERS et al., 2008; KENCHINGTON, 2003; REUSCH et
al., 2005).

Desta maneira, 0 estudo das variagdes genéticas tornou-se uma importante
ferramenta em muitos programas de conservacao, pois a baixa variacdo genica tem sido
associada a depressao por endogamia, ao acimulo de mutagdes deletérias e ao potencial
adaptativo reduzido (FRANKHAM et al., 2002; WILLI et al., 2006). Ademais, as
descobertas de que espécies ameacadas apresentam menor diversidade genética, em
média 35% menos heterozigosidade, do que espécies ndo ameacadas intimamente
relacionadas (SPIELMAN et al. 2004) aumentou, ainda mais, a preocupacao sobre as
implicacdes da baixa variacdo genética. (McCUSKER; BENTZEN, 2010).

2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto é avaliar como distintos impactos antrépicos afetam
a diversidade e a estrutura genética de populagdes de espécies de peixes marinhos. A
presente tese sera dividida em trés capitulos e a seguir serdo apresentados os objetivos de
cada um deles:

Capitulo 1: A influéncia dos impactos antropicos sobre a diversidade genética de
peixes marinhos em ameagca de extingao.

o Realizar uma revisdo sistematica dos estudos que documentaram como diferentes
impactos antrépicos podem alterar a estrutura e a diversidade genética em populagdes de
peixes marinhos sob ameaca de extincao.

Capitulo 2: Efeitos da atividade pesqueira sobre a diversidade genética das
populacdes de Scarus trispinosus, no litoral sul da Bahia.

o Para testar a hipOtese de que a atividade pesqueira pode resultar na perda de
diversidade genética intraespecifica, este estudo pretende analisar a estrutura e a
diversidade genética de populacBes de Scarus trispinosus, uma espécie-alvo da pesca, em
areas marinhas protegidas e ndo protegidas no litoral sul baiano.

Capitulo 3: Diversidade genética populacional em peixes estuarinos e recifais apos a
ruptura de uma grande barragem de mineracgédo no rio Doce, sudeste do Brasil.

o Determinar se as populacdes de trés espécies de peixes de um habitat diretamente
afetado pelos dejetos liberados no rompimento da barragem do Funddo, em Mariana
(MG) séo geneticamente diferentes das populagdes amostradas em habitats limpos.



3. METODOLOGIA
3.1 Area de estudo

O presente estudo, incluindo a coleta das amostras, serd desenvolvido no &mbito
da Rede Rio Doce Mar (RRDM) e com suporte do Laboratério de Ecologia e Conservagéo
Marinha da Universidade Federal do Sul da Bahia, campus Sosigenes Costa, em Porto
Seguro (LECOMAR/UFSB). Para objetiva-lo, as amostragens serdo realizadas desde a
cidade de Itacare, litoral sul baiano, passando por Porto Seguro e pelo banco dos
Abrolhos, no extremo sul da Bahia, até a costa do estado do Espirito Santo.
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Figura 1. Mapa da area de amostragem. Os pontos em verde indicam os locais onde serdo coletados os tecidos biolégicos dos peixes
recifais, enquanto os pontos em amarelo indicam as coletas que serdo realizadas em peixes estuarinos. O mapa ndo mostra os sitios
amostrais de Porto Seguro e Itacaré, que se localizam em direcéo norte ao arquipélogo dos Abrolhos. (Adaptado do anexo do Relatério
do Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquética, da Rede Rio Doce Mar.

Capitulo 1:

Sera realizado um levantamento bibliografico abrangente a estudos publicados
nos ultimos 30 anos e que tenham documentado ou relacionado a estrutura e a diversidade
genética de peixes marinhos sob ameaca de extin¢ao a impactos antropicos ao redor do
mundo. Este levantamento serd baseado em artigos cientificos publicados em bases de
dados e Dbibliotecas eletrébnicas de textos cientificos, como  Scopus
(https://www.scopus.com) e Web of Science (https://www.isiknowledge.com).

Para direcionar as pesquisas utilizaremos as seguintes palavras-chave: “Genetic
diversity” AND “Fishes” AND ‘“Anthropogenic impacts” OR “Overfishing” OR
“Aquatic contamination” OR “Habitat loss” OR “Invasives species” OR “Climate
changes” no titulo, resumo e/ou palavras-chave das referéncias. Para complementar os
dados, sera feita pesquisa no Google Scholar (https://scholar.google.com.br) usando as
expressoes, “Genetic diversity”, “Genetic conservation” e “Fishes”.

Para cada estudo serdo retiradas as seguintes informacdes: (i) ano de publicacéo;
(i) jornal de publicagéo; (iii) fator de impacto do jornal; (iv) local onde o estudo foi
conduzido (estuarios, recifes, oceano); (v) caracteristicas dos estudos e das espécies
como: status de conservacao das espécies, habito, habitat. (vi) extensdo da area de estudo,
(vii) status da area de estudo (preservada/antropizada/ambos); (viii) tipo de impacto


https://www.scopus.com/
https://www.isiknowledge.com/
https://scholar.google.com.br/

antropico e os (ix) efeitos da mudanca ambiental sobre estrutura e diversidade genética
da populacéo.

Capitulo 2.

Para estudar os efeitos da pesca sobre a diversidade genética em populacdes de S.
trispinosus, na costa da Bahia, trés localidades do extremo sul do estado serdo amostradas,
sendo uma delas todo o Banco dos Abrolhos, reserva protegida de pesca marinha (Figura
1), e duas areas vizinhas ndo protegidas: Porto Seguro e Itacaré.

Cabe ressaltar que o Banco dos Abrolhos é uma expansao de cerca de 200 km da
plataforma continental (DUTRA et al., 2011). A area abriga o maior complexo de recifes
do Atlantico Sul, o que lhe atribui alta biodiversidade e altos niveis de endemismo
(MOURA et al. 2013; FREITAS, 2014). Por conta da presenca de ambientes frageis e
com grande importancia ecoldgica encontram-se nessa regido uma unidade de
conservacao de protecdo integral, denomidada Parque Nacional Marinho de Abrolhos
(PARNA Abrolhos), duas unidades de uso sustentavel, como as Reservas Extrativistas de
Cassuruba (RESEX Cassurubd) e Corumbau (RESEX Corumbau), além da Area de
Protecdo Ambiental da Ponta das Baleiras/ Abrolhos (APA Ponta das Baleias/ Abrolhos).
Apesar sua area limitada, as AMP’s acabam sendo a principal ferramenta de
gerenciamento da pesca nesta regido.

Por outro lado, os municipios de Itacaré e Porto Seguro sdo reconhecidos como
um importante fornecedor de pescado proveniente da pesca artesanal, que é essencial para
a cadeia produtiva local.

Capitulo 3

A regido a ser estudada compreende o estuario do Rio Doce, no litoral capixaba,
e areas adjacentes a ele.

O Rio Doce é o maior rio do estado do Espirito Santo. Ele abriga ampla
biodiversidade e alto endemismo, abrigando espécies de grande importancia ecologica,
que dependem dele para efetuar suas necessidades biolégicas e funcionais
(MATTHEWS-CASCON et al., 2018, FERNANDES et al., 2020).

Em novembro de 2015, o Rio Doce foi diretamente afetado pela ruptura da
barragem do Fundao da mineradora Samarco, que culminou no maior desastre provocado
pela mineracdo no Brasil e acabou por dizimar milhares de organismos em todo o
percurso atingido (GARCIA et al., 2017). A chegada da lama ao estuério do rio Doce e
areas marinhas proximas modificou imediatamente as concentracdes de elementos
quimicos, como ferro, aluminio e magnésio, por exemplo (NETO, 2016) que continuaram
a se mover em direcdo ao oceano e se acumular nos sedimentos, aumentando
progressivamente os riscos bioldgicos as popula¢des locais (QUEIROZ et al., 2018;
FERNANDES et al., 2020).

Assim, a presente area de estudo compreende dois estuarios do litoral capixaba e
um do litoral sul baiano, a saber: I. Rio Doce; Il. Rio S&o Mateus; e Ill. Rio Mucuri,
respectivamente. Ademais, amostragens também serdo realizadas em areas recifais: I.
APA Costa das Algas, que compreende a area direta de impacto e duas areas controle —
I1. Recifes Esquecidos e Il1. Recifes adjacentes da RESEX Cassurubé (Figura 1)

O intuito deste desenho amostral é comparar amostras de peixes coletados em
areas diretamente afetadas pelo rompimento da barragem com outras amostras de peixes



das mesmas espécies em areas que nao foram diretamente expostas aos metais
contaminantes.

3.2 Procedimento Amostral

Capitulo 2

Serdo obtidos, no minimo, 50 exemplares da espécie selecionada, de onde serdo
retiradas as amostras para analise genética, em cada uma das areas escolhidas para este
estudo.

Em areas marinhas protegidas da pesca, a captura dos peixes sera realizada por
meio de coleta manual, executada por mergulhadores, utilizando pucas. J& em areas nédo
protegidas as amostras serdo obtidas através de visitas a desembarques pesqueiros nas
cidades de Porto Seguro (BA) e Itacaré (BA). As amostras consistem em um pedaco de
tecido de aproximadamente 5 cm?, que serdo retirados da nadadeira caudal de cada
exemplar, através de uma pequena incisdo para retirada do tecido.

Todos os tecidos amostrados serdo acondicionados em criotubos contendo alcool
PA, devidamente identificados com os codigos dos individuos e os locais de amostragem
e serdo armazenados, em laboratério, em ambiente refrigerado a -20°C até o momento da
extracéo.

Capitulo 3

As amostras de tecidos utilizadas nesta etapa do estudo para obtencao do material
genético serdo obtidas de, no minimo, 50 exemplares de 3 espécies de peixes: 2 estuarinas
e 1 recifal. Os exemplares das espécies alvo serdo capturados a partir da visitacdo a
desembarques pesqueiros em cada localidade do estudo.

PorcBes de tecidos contendo fragmentos de musculos, preferencialmente
associados a gordura para posterior analise toxicoldgica, serdo adquiridos a partir de uma
pequena incisdo realizada com uma tesoura limpa, e posteriormente, serdo armazenados
em criotubos, devidamente identificados, contendo alcool PA e mantidos refrigerados (—
20°C), em laboratorio, até 0 momento do processamento e extracao.

3.3 Extracdo, amplificacao e genotipagem
Capitulo 2/ Capitulo 3

Todo o processo de extracdo, amplificacdo e genotipagem do DNA a serem
realizados, nos capitulos 2 e 3 deste estudo, seguira protocolo padronizado pelo Programa
de Monitoramento da Biodiversidade Aquatica, da RRDM e serd desenvolvido no
laboratério LECOMAR.

A extracdo do DNA das amostras serd baseada no protocolo de Sambrook et. al.,
(1989), que consiste, basicamente, na digestdo proteica do tecido amostrado pela enzima
proteinase, decantacdo do DNA atraves da adicdo de etanol, lavagens para remover as
contaminacOes e, finalmente, eluicio do DNA. A quantidade e verificacdo de
contaminacdo das amostras extraidas serdo realizadas no equipamento Qubit
Fluorométric Quantitation (ThermoFisher Scientific).

O processo de amplificacdo a partir da reacdo da polimerase em cadeia (PCR) sera
realizado, a partir do DNA nuclear, com marcadores moleculares microssatélites. Caso
as especies escolhidas ainda ndao tenham locos microssatélites descritos na literatura, serd
realizada a prospeccao de locos especificos para a espécie em questdo, a partir de servi¢o



contratado. Para o S. trispinosus, por exemplo, ja existem locos microssatélites (SruC127,
Sru-D5, Sru-A7, Sru-A8, Sru-A9) descritos por Carlon e Lippé, 2007 .

As amplificacbes serdo efetuadas no Termociclador Veriti 96 (Applied
Biosystems), utilizando-se os reagentes do protocolo, iniciadores (primers) especificos
para o gene escolhido, 1 unidade da enzima Taq polimerase e 1 pl de solugdo de extragdo
do DNA. As condicGes da termociclagem da PCR, com temperatura e rotacdo adequados,
ainda serdo testados e protocolados, pois variam entre as espécies. Os segmentos de DNA
amplificados resultantes serdo visualizados apos eletroforese em gel de agarose a 1%.

Apbs a purificagdo das amostras, usando kit ExoSAP- T, as fitas do DNA
amplificadas serdo genotipadas em um sequenciador automéatico modelo SeqStudio
Genétic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) e os alelos serdo visualizados através do
programa GeneMapper ID-X (ThermoFisher Scientific).

4. ANALISE DA DADOS
Capitulo 1

Sera realizado um estudo meta-analitico, selecionando publicacdes de impacto
que detalnem a relacdo entre estressores antrépicos e a diversidade genética das
populacdes relacionadas. A diversidade de revistas serd estimada através do indice de
diversidade de Shannon-Wienner [(H* = -Ypi * Ln pi), (pi = ni/N), em que pi € a
abundancia relativa de revistas, ni 0 niamero de revistas em um intervalo de tempo e N o
namero total de revistas. As analises de correlacdo multipla e a Analise de Componentes
Principais (PCA) serdo realizadas utilizando o software R 4.0.2 (R Core Team, 2020).

Capitulo 2/ Capitulo 3

Os gendtipos resultantes serdo testados para verificar se ha evidéncia de desvio do
equilibrio de Hardy- Weinberg (EHW), atraves do teste de Guo e Thompson (1992). A
heterozigosidade esperada (HE), a heterozigosidade observada (HO), o coeficiente de
endogamia (FIS), a riqueza alélica e o numero de alelos por loco (A), serdo utilizados
como indices de diversidade cujos testes serdo realizados pelo Software Arlequin 3.5.1.3
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010).

Para identificar erros de genotipagem que podem ocorrer durante o processo de
amplificacdo e avaliar a existéncia de alelos nulos e/ou a perda de alelos sera utilizado o
programa Micro-Checker V.2.2.3. (VAN OOSTERHOUT et al., 2004).

Uma andlise de variancia molecular (AMOVA) sera realizada para testar a
heterogeneidade genética e espacial entre os gendtipos utilizando o programa Arlequin
3.5.1.3 (EXCOFFIER et al., 2005) e a estatistica F de Wrigtht (1949, 1965), sendo a
significancia estatistica do FST (indice de fixacdo) determinada por permutacdes ndo
paramétricas (EXCOFFIER, et al., 1992). A Estatistica F de Wright (1949, 1965)
quantifica o efeito de endocruzamento da subdivisdo populacional denominado indice de
fixacdo. Esse indice é um excelente indicador da diferenciacdo genética, pois permite uma
comparagao objetiva do efeito geral da estrutura populacional entre diferentes organismos
(HARTL,; CLARK, 2010). Segundo Wright (1978), os valores de Fst entre 0 e 0,05
indicam uma baixa estruturagdo genética, entre 0,05 e 0,15 estruturagdo moderada, entre
0,15 e 0,25 alta e acima de 0,25 uma forte estruturacéo genética.



Para avaliar a neutralidade do processo de selecdo natural serdo usados os testes
de Fs de Fu (FU, 1997) e D de Tajima (TAJIMA, 1989) executados no programa DnaSP.
Se o resultado destes testes indicarem ndo significativos podemos dizer que as populacdes
estdo em equilibrio genético. Para estimar os valores F e D de Fu e Li que sdo testes de
neutralidade mais sensiveis aos eventos de selecdo foi utilizado o software Arlequin 3.5
(EXCOFFIER & LISCHER, 2010).

Para detectar alteragdes recentes no tamanho efetivo populacional, sera utilizado
o programa BOTTLENECK (PIRY et al., 1999). As analises, a partir de modelos
independentes, verificam se as populaces se encontram em equilibrio entre mutacdo e
deriva genética. O programa prova a hipotese de He > Heq sob os modelos citados acima,
sendo He = heterozigosidade esperada e Heq = heterozigosidade esperada no equilibrio
entre mutacdo e deriva (PIRY etal., 1999).

Por fim, para avaliar a existéncia de subdivisdes entre as popula¢Ges amostradas,
sera utilizado o programa Structure 2.3.3 (Pritchard; Web 2004). Os resultados finais
gerados no Structure serdo analisados utilizando-se o Structure Harvester (EARL; VON
HOLDT, 2012), a partir da avaliacdo do nimero mais provavel de distintos clusteres
(EVANNO et al., 2005).

5. IMPACTOS DO ESTUDO PARA A CONSERVACAO

A diversidade genética é a chave para a capacidade adaptativa das populacgdes,
principalmente quando gendtipos importantes para a aptidao sao sujeitados a selecdo em
ambientes extremos e variaveis (KETCHUM, 2015). A homogeneidade genética pode
levar a diminuicdo do potencial adaptativo das populacGes em ambientes sob condi¢cdes
estressoras e de mudanca (KETCHUM, 2015). Estudos genéticos podem ajudar a
determinar a capacidade de adaptacdo das populagdes e a prever como uma determinada
espécie pode se comportar em condigdes de mudancgas ambientais (BURT et al., 2009;
PINSKY; PALUMBI, 2014).

Desta maneira, 0 presente estudo pretende obter dados da estrutura e da
diversidade geneética de peixes que Sd0 expostos a impactos antropicos extremos em
comparacao com individuos da mesma espécie que vivem em areas menos perturbadas,
e a partir dessa comparacdo, ter base para discutir sobre os possiveis efeitos destes
impactos sobre a diversidade e a estrutura genética populacional das espécies envolvidas
nestes processos. Além disso, este estudo tambem fornecera informacdes importantes
para o estudo da genética populacional e para planos de manejo e recuperagdo das areas
estudadas nesta tese.
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