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Introducéo Geral

A época atual, frequentemente denominada antropoceno, € marcada por
um declinio acelerado e sem precedentes da biodiversidade, afetando tanto os
ecossistemas terrestres quanto os marinhos (Ceballos et al., 2017; Halpern et
al., 2008; McCauley et al., 2015). Nesse cenéario, avaliagdes globais revelam que
no ecossistema marinho, os habitats costeiros sdo os mais vulneraveis,
apresentando impactos mais severos em compara¢cao com 0s ecossistemas de

aguas profundas ou pelagicos (Mora et al., 2011; Halpern et al., 2019).

A maior vulnerabilidade das zonas costeiras se deve a facilidade de
acesso e a intensa ocupacao e exploracdo dessas areas, resultando em niveis
acentuados de defaunacdo (McCauley et al., 2013). Esse fenbmeno é
particularmente evidente nas populacdes de fauna marinha localizadas préximas
a redes de comércio e centros urbanos (Halpern et al., 2008; Crain et al., 2009;
McCauley et al., 2013). Apesar de as zonas costeiras serem consideradas
algumas das regifes mais produtivas do mundo (Costanza et al., 1997), as
espécies costeiras enfrentam uma série de ameacas decorrentes de influéncias
antropogénicas. Entre essas ameacas, destacam-se a degradacao e perda de
habitats, a poluicdo, a sobre-exploracdo de recursos, especialmente recursos
pesqueiros, espécies invasoras e as alteracdes climaticas, que resultam em
declinios significativos no niumero e na dimenséo das populacdes de espécies
selvagens (Halpern et al., 2008; Ceballos et al., 2017; Chapman, 2017; McCauley
et al., 2015).

Um exemplo notavel da magnitude dessas ameacas ao ecossistema
costeiro brasileiro € o desastre da barragem de mineracdo conhecida como
barragem do Fundéao, ocorrido em 2015 (Sanchez et al., 2018). O colapso da
barragem, que armazenava rejeitos da atividade de mineracéo de ferro operada
pela Samarco, desencadeou um dos maiores desastres ambientais do Brasil
(Pereira et al., 2024; Vergilio et al., 2021; Sanchez et al., 2018). Esse evento
catastrofico resultou no despejo de uma lama contendo aproximadamente 50
milhdes de metros cubicos de rejeitos no rio Doce, que percorreu 663 km até

atingir o oceano Atlantico, contaminando a foz do rio e areas marinhas
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adjacentes, incluindo varias unidades de conservagcdo (Aguiar et al., 2020;
Gabriel et al., 2020; Sdnchez et al., 2018).

As consequéncias desse desastre foram severas, causando ndo apenas
a poluicdo e degradacdo dos habitats ribeirinhos e zonas costeiras proximas,
mas também profundas implica¢des sociais (Fernandes et al., 2016; Gomes et
al., 2017; Mazzei et al., 2017; Queiroz et al., 2018; Magris et al., 2019; Valeriano
et al., 2019). Os impactos sobre a biota aquatica foram abrangentes, afetando
desde bactérias resistentes a metais pesados até grandes vertebrados,
resultando na morte de diversas comunidades naturais e comprometendo
atividades econdmicas essenciais, como a pesca e o turismo (Fernandes et al.,
2022; Nascimento et al.,, 2022; Cardoso et al., 2022; Condini et al., 2022;
Manhaes et al., 2022; Bonecker et al., 2019; Sanchez et al., 2018). Além disso,
esses efeitos prejudicaram processos ecoldgicos fundamentais ao longo do rio,
assim como nos ambientes estuarinos, costeiros e marinhos, evidenciando o
potencial risco a que foram submetidas as populacdes e o ecossistema (Queiroz
et al.,, 2021; Longhini et al., 2022; Fernandes et al., 2022; Kutter et al., 2023,
Barrilli et al., 2024).

E crucial ressaltar que, apesar da magnitude do desastre da barragem de
Fundédo, ele ndo é o Unico fator que ameaca as espécies e ecossistemas
costeiros brasileiros. A complexa dinamica de interacdes entre diversos
impactos, como aqueles provocados pela pesca, especialmente a pesca de
arrasto (Passarone et al., 2024; Gallardo et al., 2021), a presenca de espécies
invasoras (Ferreira et al., 2009; Ferreira et al., 2015), a poluicdo por residuos
sélidos (Santos et al., 2024; Videla & Araugjo, 2021), as mudancas climaticas
(Ledo et al., 2016; Bernardino et al., 2015; Godoy & Lacerda, 2015; da Silva,
2004), dentre outras ameacas, torna as especies costeiras do Brasil ainda mais

vulneraveis ao risco de deplecao (Halpern et al., 2008).

Diante desse cenério de multiplas ameacgas, que evidenciam o declinio da
biodiversidade, é imperativo compreender a potencial ameaca desses impactos
sobre a capacidade adaptativa e a viabilidade populacional das espécies. Isso
envolve a identificacdo das areas prioritarias e das espécies vulneraveis, além

da busca por estratégias de mitigacdo e utilizacdo sustentavel dos recursos
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naturais. Entre as varias ferramentas cientificas disponiveis, aquelas
relacionadas a genética tém sido desenvolvidas e aplicadas para avaliar o0s
impactos provocados, por exemplo, pela mineracao e pela pesca (Osmond et al.,
2024; Paris et al., 2024; Paris et al., 2015; Ovenden et al., 2013; Guinand et al.,
2011).

A identificacdo dos impactos pode ser realizada por meio da analise da
distribuicao fenotipica e da diferenciacdo da diversidade genética, bem como da
identificacdo de grupos populacionais e dos fatores evolutivos que moldam as
espécies. A conservacao da biodiversidade €, cada vez, mais reconhecida como
uma tarefa que vai além da mera protecéo de espécies e grupos funcionais; €
fundamental também preservar a diversidade genética dentro das populacdes
(Hoban et al., 2021). Essa abordagem mais abrangente é crucial para garantir a
resiliéncia e a adaptabilidade das espécies diante das mudancas ambientais,
pois a diversidade genética € um componente vital para a sobrevivéncia e a
evolucdo das populacbes (Hoban et al., 2021). Assim, a conservacao deve
incorporar estratégias que assegurem ndo apenas a existéncia das espécies,

mas também a manutenc¢éo de sua variabilidade genética.

Esses estudos sdo, portanto, essenciais para compreender 0 sucesso
ecologico relativo e a viabilidade genética das populacdes naturais frente a
restricGes ambientais. Além disso, as investigacdes genéticas contribuem para
a compreensao da ecologia e da biogeografia, sendo fundamentais para o
manejo sustentavel dos recursos pesqueiros (Melo et al., 2008; Cadrin et al.,
2014) e para a conservacao da integridade dos ecossistemas como um todo
(Torres-Florez et al., 2018).

Diante da complexidade das ameacas que assolam 0s ecossistemas
costeiros brasileiros, a presente tese propde investigar a diversidade genética e
as respostas adaptativas de espécies de peixes frente aos impactos ambientais
que afetam nossa &rea amostral. A seguir, apresentaremos a estrutura da tese,
qgue se divide em trés capitulos principais: o primeiro aborda, através de uma
revisdo sistematica, as principais respostas genéticas induzidas por metais
provenientes da mineracdo em espécies de peixes; o segundo foca na

caracterizacao genética das populacdes de Isopisthus parvipinnis (Cuvier, 1830)
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e Conodon nobilis (Linnaeus, 1758) ao longo de um gradiente de impacto
ambiental a partir do estuario do rio Doce; e o terceiro prevé a viabilidade
genética dessas espécies em diferentes cenarios futuros de declinios
populacionais. A implementacdo de politicas eficazes de conservacdo e a
continuidade da pesquisa sado essenciais para garantir um futuro sustentvel

para essas espécies e seus ecossistemas.
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Resumo

A mineracdo e seus rejeitos sao responsaveis pela entrada de elevados niveis
de sedimentos em suspensao e metais perigosos em ecossistemas aquaticos,
estando, inclusive, entre os principais fatores de extincao de espécies de peixes.
Dependendo da intensidade, da duracdo da exposicdo e das caracteristicas
genéticas das populacbes, os efeitos destes processos podem ser revelados
usando uma abordagem genética através da deteccdo de mudancas na
diversidade genética e em respostas plasticas, por exemplo, e tém implicacbes
importantes na persisténcia populacional. Desta maneira, 0 objetivo desta
revisdo foi compilar e discutir dados da literatura que relatam as principais
respostas genéticas induzidas por contaminantes oriundos da mineragcdo em
populacdes de peixes. A coleta dos dados foi realizada utilizando strings de
buscas em duas bases de dados: Web of Science e Scopus. Os processos de
selecdo e duas etapas de extragdo contaram com o0 suporte do programa
START. Os resultados preliminares identificaram 279 artigos e apés a ultima
etapa de extracdo, 29 artigos foram selecionados. Desse total apenas trés néo
identificaram respostas genéticas diferenciais a ocorréncia dos contaminantes.
Identificamos e descrevemos a principais vias de respostas genéticas em
estudos transcriptdbmicos, epigenéticos e gendmicos em diferentes espécies de
diferentes habitats. A exposicdo a ambientes contaminados, especialmente
devido a mineracao, induz alteragdes metabdlicas, bioquimicas e fisiologicas nos
organismos, que demonstram respostas plasticas e evolutivas essenciais para a
sobrevivéncia em condi¢des adversas. Destacamos que o numero de pesquisas
que abordam o impacto direto da mineracdo na genética dos peixes € pequeno
em comparagcdo com o tamanho do impacto e, por fim, encorajamos mais
estudos que fornegcam dados para melhor gerenciar as espécies e ecossistemas
aguaticos afetados.

Palavras-chave: Contaminacdo aquética, efeitos da mineragdo, contaminacao
por metais, respostas transcriptémicas, diversidade genética, peixes.
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1. Introducéo

O setor de mineracdo destaca-se por produzir grandes volumes de
residuos devido a crescente demanda por recursos minerais em aplicacdes
industriais e producéo de energia (World Bank, 2017; Lébre et al., 2017). No
entanto, essa atividade tem impactos diretos e indiretos nos ecossistemas
terrestres e aquaticos, incluindo a destruicdo da paisagem, o desflorestamento
e a contaminacdo da 4gua e dos sedimentos (Rodrigues et al., 2013; Asner &

Tupayachi, 2017; Sanchéz et al., 2018).

Um exemplo notavel dos impactos da mineracdo € o desastre da
barragem de Fundao, ocorrido em 2015 no Brasil, que resultou no langcamento
de aproximadamente 50 milhdes de metros cubicos de rejeitos de mineragdo no
rio Doce (Sanchez et al., 2018) Esse evento ndo apenas causou graves
consequéncias sociais, mas também poluiu o rio e areas costeiras proximas a
sua foz, incluindo areas marinhas de protecdo ambiental (Fernandes et al., 2016;
Gomes et al., 2017; Mazzei et al., 2017; Queiroz et al., 2018; Magris et al., 2019;
Valeriano et al., 2019; Aguiar et al., 2020). Os efeitos sobre a biota aquatica
foram profundos, afetando desde bactérias resistentes a metais pesados até
grandes vertebrados, comprometendo atividades econémicas como a pesca € 0
turismo, além de impactar processos ecoldgicos fundamentais (Fernandes et al.,
2022; Longhini et al., 2022; Cardoso et al., 2022; Nascimento et al., 2022; Kutter
et al., 2023; Barrilli et al., 2024).

Casos como o estuario de Gironde, na Franca, e a regiao de Sudbury, em
Ontéario, Canada, também ilustram a gravidade da contaminacdo por metais
pesados. Ambas as regides enfrentam problemas histéricos sérios e com
consequéncias crbnicas para ambientes terrestres e aquaticos (Bourret et al.,
2008; Pierron et al., 2009; Couture & Pyle, 2011; Azizishirazi et al., 2014; Schafer
et al., 2022). Esses exemplos evidenciam que o acumulo acelerado de residuos
toxicos gera nao apenas efeitos imediatos, mas também consequéncias
persistentes e prejudiciais a biodiversidade local e as areas adjacentes (Bourret
et al., 2008; Larrose et al., 2010; Schafer et al., 2022).

Os ecossistemas aquaticos sao particularmente vulneraveis a
contaminacdo quimica e as alteracdes fisicas provocadas pela mineracao
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(Tarras-Wahlberg et al., 2001; Affandi & Ishak, 2019; Valeriano et al., 2019). A
alta persisténcia e as caracteristicas ndo biodegradaveis dos metais,
combinadas com sua capacidade de dispersdo em ambientes aquaticos, tornam
a poluicdo por metais uma das mais perigosas para esses ecossistemas
(Sanchez et al., 2018). Isso resulta em acumulos téxicos em organismos e no
ecossistema como um todo (Medina et al., 2007; Veldhoen et al., 2014; Hu et al.,
2021; Schafer et al., 2022).

No curto prazo, os impactos da mineracdo incluem o aumento do
transporte e da deposicao de sedimentos, bem como o aumento da turbidez da
agua (Kossof et al., 2014; Gomes et al., 2017; Queiroz et al., 2018; Quadra et
al., 2019). Esses fatores reduzem a penetracdo de luz necesséaria para a
fotossintese (Coimbra et al., 2019) e a disponibilidade de oxigénio (O;) (Pierron
et al., 2007; Singh et al., 2016; Coimbra et al., 2020) e contribuem para a
desarticulacdo da estrutura da teia alimentar (Sherwood et al., 2002; Pierron et
al., 2009). A acumulacdo de sedimentos pode, por sua vez, soterrar habitats
aquaticos e ribeirinhos essenciais para a reproducdo e o desenvolvimento de
varias espécies (Tarras-Wahlberg et al., 2001; Kossoff et al., 2014; Sanchez et
al., 2018; Bonecker et al., 2019).

A longo prazo, essas mudangas comprometem a estrutura da comunidade
e a capacidade regenerativa dos ecossistemas aquaticos, uma vez que podem
diminuir a diversidade de espécies através da eliminacéo de espécies sensiveis
(Damseth et al., 2024; Simonin et al., 2021) e favorecer a abundancia de
espécies oportunistas, além de facilitar a disseminacdo de espécies invasoras
em comparacdo com ambientes ndo impactados (Tarras-Wahlberg et al., 2001;
Fernandes et al., 2016; Coimbra et al., 2019).

Dentre os organismos aquaticos, 0s peixes, especialmente as espécies
costeiras, enfrentam sérias ameacas devido as atividades de mineracéo, que
impactam significativamente seu habitat. Esses organismos aquaticos s&o
particularmente sensiveis a alteracbes no ambiente, uma vez que possuem
requisitos especificos para reproducdo e desova (Moyle & Leidy, 1992). Sua
capacidade de bioacumular metais pesados aumenta essa vulnerabilidade
(Segura et al., 2016; Ferreira et al., 2020; Gabriel et al., 2020). A bioacumulacéao,

gue ocorre principalmente pelo trato digestivo e branquias, resulta em efeitos

23



sub-letais significativos, incluindo estresse genético, alteracdes morfoldgicas e
fisiologicas (Craig et al., 2007; Bourret et al., 2008; Pierron et al., 2009; Hamilton
et al., 2016; Gabriel et al., 2020).

Além disso, a bioacumulacdo em espécies de peixes comerciais,
essenciais a dieta humana, representa riscos substanciais a salude e a economia
(M'kandawire et al., 2017; Andrades et al., 2020; Oliveira et al., 2020). Esses
impactos ressaltam a urgéncia de abordagens de gestdo que integrem a saude
dos ecossistemas aquaticos e a seguranca alimentar, a fim de mitigar os riscos

associados a contaminagdo por metais pesados.

Embora os impactos da mineracéo sejam amplamente reconhecidos, 0s
mecanismos evolutivos que 0s sustentam permanecem pouco compreendidos
(Bélanger-Deschénes et al., 2013). Compreender esses mecanismos € crucial
para avaliar os efeitos dos poluentes téxicos nas populacdes de peixes e,
consequentemente, na qualidade dos ecossistemas. Nesse contexto, a analise
dos impactos antropogénicos da mineracdo na viabilidade das espécies é

fundamental em uma era de declinio acentuado da biodiversidade.

Diante desse panorama, surgem questbes-chave que orientam este
trabalho: (i) quais as principais respostas adaptativas moleculares da exposicéo
cronica a metais provenientes da mineracao em peixes, € Como essas respostas
influenciam as caracteristicas fisiolégicas e metabdlicas dessas populacfes? (ii)
como os impactos da contaminacao influenciam a viabilidade genética das
populacdes a longo prazo? (iii) como os impactos da contaminacao por metais
de mineracdo afetam o0 potencial evolutivo das espécies de peixes?
Compreender essas questdes € vital para orientar praticas de conservagao que
assegurem a sobrevivéncia das espécies em ambientes severamente

perturbados.

Assim, o principal objetivo desta reviséo sistematica é compilar dados da
literatura sobre as respostas genéticas induzidas por metais provenientes das
atividades de mineracdo em espécies de peixes, buscando esclarecer as
interacbes entre mineracdo, contaminacao, respostas plasticas e a viabilidade

das populacdes de peixes expostas.
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2. Estratégia de pesquisa

Esta revisdo sistemética foi conduzida de acordo com o protocolo
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyzes)
(Moher et al., 2009). O escopo e os objetivos da revisao foram definidos na fase
de planejamento utilizando o software START (Zamboni et al.,, 2010).
Pesquisamos todas as bases de dados a partir de buscas no Web of Science e
Scopus para artigos cientificos publicados até agosto de 2021, utilizando as
seguintes palavras-chave e combinacbes de comandos booleanos: “genetic
diversity” AND “aquatic ecossystems” AND “mining” OR “heavy metals”; “genetic
diversity” AND “fish” AND “mining” AND/OR “heavy metals”; “genetic variation”
AND “fish” AND “mining” AND/OR “heavy metals”; “population structure”
AND/OR “genetic structure” AND “fishes” AND “mining” AND/OR “heavy metals”;
“gene flow” AND “fish” AND “ mining” AND/OR “heavy metals”; “gene expression”
AND “fish” AND “mining” AND/OR “heavy metals”; “gene transcription” AND “fish”
AND “mining” AND/OR “heavy metals”; “DNA” AND “fish” AND “mining” AND/OR
“‘heavy metals”. As palavras-chave foram combinadas de forma estratégica,
utilizando conectores "e/ou" para maximizar a abrangéncia das pesquisas e

assegurar a inclusdo de um conjunto diversificado de estudos relevantes.

A eficiéncia da estratégia de busca foi testada por meio da utilizacdo de
artigos sentinela —Paris et al., 2015 ou Bougas et al., 2016 — devido a sua
relevancia e contribuicdo significativa para o escopo da pesquisa. Esse teste
garantiu que as palavras-chave selecionadas fossem capazes de recuperar com
sucesso 0s artigos sentinela, validando a robustez da estratégia de busca
adotada. Foram selecionados artigos que exclusivamente focaram nas respostas
gendmicas, transcriptbmicas ou epigenéticas relacionadas aos impactos das
atividades mineradoras em populacfes de peixes e que estivessem disponiveis
nas bases de dados Scopus e Web of Science. Ap0s a busca inicial, as
referéncias foram exportadas para o software START (Zamboni et al., 2010),
onde foi realizada a gestdo dos dados e a leitura dos titulos e resumos, para
assegurar que apenas 0s estudos relevantes fossem incluidos na etapa de

extracao e sintese de dados.

Os resultados preliminares identificaram 279 artigos, dentre os quais 114

foram encontrados nas buscas pelo Web of Science e 165 foram encontrados no
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Scopus. Varios desses artigos estavam fora dos parametros alvo. Para detalhar
a andlise desses artigos, foram extraidas as seguintes informacdes de cada um
deles: autor, ano, titulo, periédico, idioma, pais de realizacdo da pesquisa, tipo
de atividade mineradora, ambiente de estudo (rios, lagos, estuarios, recifes,
oceano), tipo de contaminacdo da agua e as respostas genéticas observadas
nos peixes. Resumos de conferéncias; trabalhos de técnica e artigos sobre
outros taxons ou que nao estivessem relacionados a mineracéao foram rejeitados.
Na primeira etapa de extracdo, 185 artigos foram rejeitados, 58 estavam
duplicados e 36 foram aceitos. Apos uma segunda extracao 29 artigos foram
aceitos, 5 foram rejeitados e 2 estavam duplicados. Os artigos selecionados

estao descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Resumo dos estudos que investigaram os efeitos da contaminacdo por metais em espécies aquaticas. A tabela inclui informacdes sobre a espécie
estudada, o ambiente de coleta, os metais analisados, 0s genes, enzimas ou loci investigados, a abordagem utilizada (transcriptdmica, genémica ou
epigenética) e o método de abordagem molecular empregado em cada estudo. Siglas dos tipos de metal: Fe = Ferro; Mg = Magnésio; Zn = Zinco; Cd = Cadmio;
Ni = Niquel; Cu = Cobre; Cr = Cromo; Pb = Chumbo. Siglas métodos de abordagem - NGS = Sequenciamento de préxima geracédo; RT-PCR = Reagdo em
cadeia da polimerase com transcricao reversa; RT-gPCR = Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativo (uma técnica usada para quantificar
a expressao de RNA; HPLC = Cromatografia liquida de alta eficiéncia; SNPs = Polimorfismos de nucleotideo Unico; RNA-seq = Sequenciamento de RNA;

DNA-seq = Sequenciamento de DNA.

Método de abordagem

Referéncias Espécies Ambiente Tipo de Metal Genes/Loci/Enzimas Abordagem
molecular
Azizishirazi et al. S
(2014) Perca flavescens Lagos Fe, Mg, Zn ) Transcriptdmica Microarranjos de DNA
Bélanger-Deschénes . Transcriptdmica;
P fl Cd*-C P ’ .
et al. (2013) erca flavescens Lagos u Cyclin G1, Cytb e ND2 Genbmica NGS; Genotipagem de SNPs
SOD; GST; Calmodulina; Serina
Bougas et al. (2013) Perca flavescens Laboratério Cd - Ni hidroximetiltransferase; Ferritina; Transcriptdmica Microarranjos de DNA
Transferrina
Bougas et al. (2016) Perca flavescens Lagos *Cd - *Cu - Zn SOD; GST; (I:-|SSPCQCYP CD59; Transcriptdmica Microarranjos de DNA
Bourdineaud et al. Dani . . Cd*-7 P
(2006) anio rerio Rios -Zn MT Transcriptomica RT-PCR
Bourret et al. (2008) Perca flavescens Lagos Ca*-Cu Loci microssatélites Genbmica Genotipagem
Defo et al. (2012) Perca flavescens Lagos *Cd - *Cu - Zn Rdh-2_- Dehidroretinol Transcriptdmica HPLC
(biomarcador)
e B-actin; rdh-2; cat; mgst-3; A
Defo et al. (2015) Perca flavescens Lagos Cd -*Cu - Zn g6pdh: sod Transcriptomica RT-GPCR
Durrant et al., (2011) Salmo trutta Rios Cu-Zn Microssatélites Genbdmica Genotipagem
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Continuacéo tabela 1

Método de abordagem

Referéncias Espécies Ambiente Tipo de Metal Genes/Loci/Enzimas Abordagem
molecular
) ) Locus intronico MT )
Guinand et al. (2011) Solea solea Estuaries *Cd-Cu-2Zn ) ) Genbmica Eletroforese
Microssatelites
) ) ) Cd* - Cr-Pb- Mg - Genes: rad51; p53; bax; c- Transcriptdmica; ] -
Hu et al. (2021) Danio rerio Rios ) . » RT-PCR; methylation-specific PCR
Cu-2Zn jun; gadd Epigenética
. Locus intrébnico MT e Transcriptdmica;
Klerks et al. (1997)  Gobionellus boleosoma Pantanos ) » L Eletroforese
Amilase pancreatica Gendmica
M’kandawire et al. ) o ) o RT-gPCR; Clonagem e Expressao
Clarias gariepinus Rios Cu -Zn Transcriptomica .
(2017) MT Recombinante; ESI-MS
Marchand et al. ) ) Aloenzimas Loci sob ]
Platichthys flesus Estuarios Cd* e outros . Genbdmica Eletroforese
(2004) selecdo: AAT e GPI
Pomatoschistus . .
Marques et al. (2012) . Estuarios Cd, Cu, Cr ) Genbmica Eletroforese
microps Aloenzimas
Paris et al. (2015) Salmo trutta L Rios Cobre; Zinco Microssatélites Gendmica Genotipagem
] cco-1; igf-1; sod-1; hsp-70; Transcriptdmica; o
Pierron et al. (2009) Perca flavescens Lagos Cd*-Cu-2Zn ) . RT-PCR Quantitativo
MT Epigenética
] Acetil-CoA Synthetase; C3; ] )
Pierron et al. (2011) Perca flavescens Lagos Cd*-Cu-2Zn Transcriptdmica NGS
C9; SBCFR-1; HSP10
Pierron et al. (2021) Danio rerio Ca* cypl9al; foxI2a/dmrtl Epigenética
MT, sod, gadd45a;
Pradhan et al. (2017) Danio rerio Rios Ca-Zn-Cu-Ni gadd45g; rad51; mgstl; Transcriptdmica RT-gPCR

sult4al; sultébl;
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Referéncias Espécies Ambiente  Tipo de Metal Genes/Loci/Enzimas Abordagem Método de abordagem molecular
Olsvik et al. (2001) Salmo trutta Rios Cd-Cu Aloenzimas Loci sob Gendmica
selecdo: AAT e GPI Eletroforese
. Gambusia affinis, Pimephales . . . . .
Roark; Brown (1996) notatus Eundulus notatus Rios Zn Aloen~2|mas, Loci sob Genbmica
selecdo: GPl e PGHD Eletroforese
Truter et al. (2014) Oreochromis mossambicus Rios Ni, Co, Mn Genes: gr1, gr2, mr, tra, trf Transcriptdmica
earl RT-gPCR
slcl1a2; slc40al; slc24a6;
Uren Webster et al. . PPARa; LDL receptor; ..
(2013) Salmo trutta Rios Cu-2zn-Fe Apoliiproteinas; NADH Transcriptomica p\A_seq: RT-PCR Quantitativo;
desidrogenases DNA-seq
Veldhoen et al. ) . I P
(2014) Thymallus arcticus Rios Cd* - Zn* - Pb MTa: MTb; Hsp70 Transcriptdmica RT-qPCR
Walter et al. (2011) Paratherina sailfin silversides Lagos Microsatellites Mistura de Elementos Genbmica Genotipagem
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3. Principais vias de respostas adaptativas moleculares da exposi¢cao
cronica a metais em peixes e como essas respostas influenciam as

caracteristicas fisiologicas.

A exposicao crbnica a metais pesados provenientes de atividades de
mineracgao resulta em bioacumulacdo e desencadeia respostas moleculares em
peixes, que podem envolver adaptacdes plasticas e, em alguns casos, evolutivas
nas populacdes expostas (Weber et al., 2020; Bélanger-Deschénes et al., 2013).
O avanco das abordagens moleculares, como 0 sequenciamento de nova
geracdo (RNA-seq), tem permitido uma detec¢cdo mais precisa dos efeitos de
estressores ambientais a nivel de transcriptoma, revelando mecanismos de
resposta a toxicidade anteriormente pouco explorados (Pierron et al., 2011,
Bougas et al., 2016; Paris et al., 2024). Essas novas metodologias oferecem uma
perspectiva mais profunda sobre os efeitos dos metais em populagdes de peixes

selvagens expostas a contaminacao metélica crénica.

Um exemplo disso é a analise realizada por Webster et al. (2013), que
identificou 792 genes diferencialmente expressos nos rins, 288 no intestino e 183
nas branquias de Salmo trutta expostos a contaminacdo gerada por atividades
de mineragdo no Reino Unido. Da mesma forma, Pierron et al. (2011)
investigaram os efeitos dos metais em Perca flavescens expostos em rios
canadenses e observaram que 196 genes apresentaram expressao diferencial e
especificidades quanto a espécie de metal. Curiosamente, 71% desses genes
mostraram uma correlacéo negativa com a presenca dos metais, sugerindo uma

possivel adaptacdo metabolica das populacdes de peixes as condi¢des toxicas.

Esses estudos transcriptdmicos, incluindo os de Pierron et al. (2011),
Bougas et al. (2013, 2016), Defo et al. (2015), em Perca flavescens de lagos
canadenses, e Uren Webster et al. (2013), em S. trutta no Reino Unido, por
exemplo, demonstraram que, além das vias de resposta adaptativas
convencionalmente exploradas, como aquelas relacionadas ao estresse
oxidativo (por exemplo, a expressao da superdxido dismutase, SOD), processos
de desintoxicacdo (como metalotioneinas) e respiracdo aerobica (como
citocromo ¢ oxidase, CCO), a exposicdo a metais afeta também vias cruciais
para a homeostase celular. Entre essas, destacam-se 0s genes envolvidos no

metabolismo energético (glicdlise, gliconeogénese e metabolismo lipidico), no
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sistema imunolégico, no metabolismo vitaminico (incluindo retinol, acido félico e
acidos biliares), na sintese proteica, envolvidos no crescimento e reproducéo,
reparo celular e de DNA, além de processos como apoptose e coagulacéo

sanguinea.

Mais recentemente, a epigenética tem sido abordada como uma
ferramenta adicional para compreender as respostas moleculares a metais. Essa
linha de pesquisa sugere que a exposi¢ao cronica a metais pesados pode induzir
uma reprogramacao molecular abrangente, que envolve nao apenas adaptacdes
genéticas, mas também alteracBes epigenéticas. Tais modificacdes podem ter
implicagdes significativas para a fisiologia e a sobrevivéncia das populagdes
expostas, afetando sua capacidade de adaptacdo a condicbes ambientais

mutaveis, conforme discorreremos nos topicos deste estudo.
3.1 Abordagens transcriptomicas
3.1.1 Estresse oxidativo

A bioacumulacédo de metais pesados em ecossistemas aquaticos é uma
preocupacdao crescente devido aos impactos fisioldgicos e bioquimicos que pode
causar. A exposicdo a metais, como o cadmio, o chumbo e o niquel, resulta
frequentemente em estresse oxidativo, mediado pelo aumento de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que podem danificar estruturas celulares vitais,
como lipidios, proteinas e o DNA (Bergamini et al., 2005; Bougas et al., 2013;
Bougas et al., 2016).

Para neutralizar esses danos, 0s organismos ativam sistemas
antioxidantes, como as enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT),
essenciais para mitigar os efeitos das ROS (Maldonado et al., 2023; Valko et al.,
2006). Contudo, esses mecanismos de defesa, apesar de essenciais, sao
energeticamente custosos, o que pode levar a adaptacbes metabodlicas que
priorizam a protecao contra danos celulares em detrimento de outras funcdes
vitais, como a atividade imunoldgica (Bougas et al., 2016). Esse custo energético
pode comprometer a saude a longo prazo, tornando o organismo vulneravel a
outras doencas, como cancer e doencas neurodegenerativas (Bergamini et al.,
2005; Valko et al., 2006).
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Diversos estudos, especialmente em areas impactadas por atividades de
mineragdo, revelam a complexidade das respostas dos peixes ao estresse
induzido pela bioacumulacdo de metais. Pesquisas com espécies como Danio
rerio (Hu et al., 2021), Hoplias intermedius e Hypostomus affinis (Weber et al.,
2020), Astyana lacustres (Macedo et al., 2020) e Perca flavescens (Pierron et
al., 2009; Bougas et al., 2013; Defo et al., 2015) destacam as vias de resposta
ao estresse oxidativo mediadas pela ativacdo de sistemas antioxidantes e
proteinas de choque térmico (HSP). Essas respostas visam mitigar os danos
causados pelo acimulo de ROS, mas sua atividade pode variar de acordo com

a espécie, o metal e a duracéo da exposicao.

Weber et al. (2020) e Macedo et al. (2020), ao estudarem os impactos do
rompimento da barragem da Samarco no Rio Doce, no Brasil, observaram uma
ativacao significativa de biomarcadores de estresse, como SOD e CAT, e do
gene CYP (citocromo P450), sugerindo uma resposta adaptativa frente aos
contaminantes. No entanto, em locais com alta concentracdo de cromo, a
inibicdo das HSP indicou que certos metais podem interferir nos mecanismos de

defesa, tornando os organismos mais vulneraveis.

A estratégia de adaptacdo rapida observada em Perca flavescens apoés 4
semanas de exposicao a lagos contaminados também ilustra essa complexidade
(Bougas et al. 2016; Defo et al. 2015). Bougas et al. (2016) identificaram uma
priorizacdo da protecdo imediata contra o estresse celular, evidenciada pela
superexpressao de HSP, em detrimento da ativacéo de vias de desintoxicacao,
como o gene CYP. Embora eficaz a curto prazo, essa estratégia pode limitar a
capacidade de eliminar toxinas acumuladas ao longo do tempo, o que pode
prejudicar a saude do peixe ao longo prazo. A ativacao de CYP, fundamental
para a metabolizacdo de metais pesados, também pode afetar outras vias de
desintoxicacdo, tornando 0 organismo mais suscetivel a novos estressores
ambientais (Hamilton et al., 2017). Além disso, a intensidade da resposta
antioxidante, medida pela expressao de genes como SOD, GST (glutationa S-
transferase) e G6PDH (glicose-6-fosfato desidrogenase) em resposta mais
intensa ao cadmio que ao cobre, indica, mais uma vez, que a adaptabilidade dos
peixes pode ser moldada pelas caracteristicas do contaminante, conforme
descrito por Defo et al., (2015) e Bougas et al., (2016).
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Porém, nem todas as respostas observadas indicam a ativacdo dos
marcadores mais comuns. Pierron et al. (2009) relataram uma reducdo na
expressao de SOD em peixes expostos cronicamente ao cadmio, 0 que contraria
a expectativa de um aumento na expressdo desse gene em resposta ao
estresse. Essa diminuicdo pode ser interpretada como um ajuste fisiol6gico a um
estresse cronico, onde os peixes, ao priorizarem outras funcdes metabdlicas,
reduzem a producédo de antioxidantes. Essa estratégia pode ser vantajosa em
termos de economia energética, mas pode comprometer a capacidade de
resposta a danos celulares, prejudicando a saude e a expectativa de vida dos

organismos a longo prazo.

O processo de adaptacdo em populacdes de peixes também reflete um
processo evolutivo. Paris et al., (2014), por exemplo, observaram que a maioria
dos loci candidatos a selecdo em S. trutta, no Reino Unido, estavam associados
a caracteristicas de estresse oxidativo e resposta a exposicdo quimica na
adaptacdo local ao metal. Assim, a exposicdo prolongada a ambientes
contaminados pode reduzir a plasticidade fenotipica, levando a uma adaptacao
mais fixa, como observado por Bougas et al. (2016) e Defo et al. (2015) em P.
flavescens, onde peixes transferidos de ambientes contaminados para controles
mostraram respostas transcricionais pouco pronunciadas. Embora essa
adaptacao sugira um mecanismo de resisténcia ao estresse, ela pode ter um
custo significativo, tornando os peixes menos flexiveis a mudancas rapidas no

ambiente e em novos desafios.

Por fim, a utilizacdo de biomarcadores moleculares, como SOD e GST, é
uma ferramenta consolidada em estudos de ecotoxicologia e biomonitoramento.
No entanto, esses biomarcadores apresentam limitacbes importantes, pois
fatores ambientais, como temperatura e condicdes de cativeiro, podem
influenciar sua expresséao, distorcendo a interpretacdo dos efeitos reais da
exposicao aos metais pesados, conforme observado por Bougas et al., 2013 e
Bougas et al., 2016. A interacdo entre esses fatores ambientais e a expressao
de biomarcadores destaca a necessidade de cautela ao utilizar esses
indicadores em estudos de campo, pois a complexidade das respostas
biolégicas deve ser considerada para uma avaliagdo mais precisa dos impactos

da contaminacao por metais.
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3.1.2 Inducéo as Metalotioneinas

O estudo das metalotioneinas (MTs) € fundamental para entender a
contaminacgao por metais pesados em peixes, pois essas proteinas atuam como
marcadores de exposicao, ligando-se a metais pesados e formando complexos
metaloproteicos (Giguere et al., 2006; Wood, 2012). Elas desempenham um
papel essencial na regulacdo dos niveis de metais essenciais e na reducédo da
biodisponibilidade de metais ndo essenciais dentro das células (Giguere et al.,
2006; Wood, 2012). Em organismos aquaticos, como 0s peixes, a producao de
metalotioneinas € uma resposta adaptativa a exposicdo a ambientes
contaminados, contribuindo para mitigar os efeitos toxicos desses metais e
protegendo as células contra o estresse oxidativo (Craig et al., 2007;
M’kandawire et al., 2017; Pierron et al, 2009; Weber et al., 2020). No entanto, a
exposicao cronica pode sobrecarregar esse sistema de defesa, comprometendo
a saude dos organismos ao longo do tempo (Bougas et al. 2016).

Estudos em peixes expostos a contaminacao por metais revelam que o
aumento na expressdo dos genes das metalotioneinas (MTs) esta fortemente
correlacionado com os niveis de metais pesados, como cadmio, cobre, zinco,
arsénio, chumbo e niquel, nos tecidos (Pierron et al., 2009; Roy; Bhattacharya,
2006; Weber et al., 2020). Pierron et al. (2009), ao estudar P. flavescens,
observaram uma resposta adaptativa a toxicidade do cadmio, com correlacdes
positivas mais pronunciadas entre os niveis desse metal e a expressdo das MTs
no figado, em comparacdo com o musculo. Embora também tenha sido
observada uma correlacdo com o cobre, ela foi menos expressiva, sugerindo que
a toxicidade do cobre pode ser menos impactante. De maneira semelhante,
Weber et al. (2020) documentaram o0 aumento na expressao de MT hepética em
Hoplias intermedius e Hypostomus affinis no Rio Doce, Brasil, apés a
contaminacgao causada pela lama da barragem de mineracéo do Fundé&o. Esses
estudos confirmam que o figado € um oOrgdo fortemente afetado pela
contaminacgdo, ressaltando sua importancia crucial na defesa contra o estresse

metalurgico.

Guinand et al. (2011) investigaram a expressao e diversidade genética do
gene MTs em Solea solea, encontrando uma perda de diversidade genética

nesse gene ap0s a exposicdo aos contaminantes. Além disso, 0s autores
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também observaram que a ativacdo do gene estava relacionada a diminuicédo da
condicdo fisica e do crescimento dos individuos, sugerindo que 0s recursos
energéticos estavam sendo direcionados para a detoxificacdo em vez de para o
desenvolvimento. Isso indica que a variagdo na expressdao do gene
metalotioneina pode refletir a adaptagcédo das populacdes a diferentes niveis de

contaminagao.
3.1.3 Metabolismo energético

A exposicao de peixes a metais pesados esta associada a alteracdes
significativas no metabolismo energético, resultando em uma reprogramacgao
dos processos metabdlicos, que pode ser observada em vias moleculares.
Bougas et al. (2013) observaram, por exemplo, uma reducao significativa na
atividade mitocondrial devido ao aumento do estresse oxidativo e a inibicdo da
cadeia respiratéria, o que resultou em uma diminuicdo na producédo de moléculas
energéticas de ATP (adenosina trifosfato), apds 45 dias de exposicao ao niquel
e ao cadmio na espécie P. flavescens.

O acumulo de metais pesados em areas de mineracdo também foi
associado a alteragdes na expressao do gene que codifica a CCO (citocromo ¢
oxidase), com diferentes respostas dependendo do metal. Pierron et al. (2009)
observaram que a exposicdo crénica ao cadmio reduziu significativamente a
expressdo desse gene, indicando um comprometimento na capacidade dos
peixes de realizar a respiragédo celular e gerar ATP, levando ao aumento do
estresse oxidativo. Em contraste, a exposicdo ao cobre foi associada a um
aumento na expressao do gene da CCO, sugerindo uma tentativa de adaptacao

ao metal para manter a producao de energia.

Em experimentos com S. trutta no rio Hayle, Uren Webster et al., (2013)
também observou aumento na expressdo de genes relacionados a CCO,
provavelmente em uma resposta compensatédria a inibicdo na expressao de
varios genes relacionados a fosforilagdo oxidativa, incluindo os genes que
codificam para as NADH desidrogenases. Esses resultados indicam uma relagéo
complexa entre a toxicidade dos metais e a fungdo mitocondrial, com a CCO
servindo como um marcador sensivel das alteracées energéticas induzidas por

contaminantes ambientais.
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As modificagbes também incluem vias metabodlicas essenciais para a
producéo e utilizagao de energia, resultando em impactos diretos na homeostase
fisiolégica em processos vitais, como na sintese proteica, na expressao génica,
e na aptiddo dos organismos expostos. Na espécie P. flavescens, por exemplo,
a exposi¢cdo ao cadmio e cobre foi relacionada a mudancas na expressao de
genes-chave no metabolismo de carboidratos. O estudo de Bougas et al. (2016)
mostrou uma reducdo na expressdo de genes envolvidos na glicélise,
gliconeogénese, ciclo do acido citrico e B-oxidacdo apos 4 semanas de
exposicdo, sugerindo que o0s peixes diminuem a atividade dessas vias
metabdlicas para conservar energia. Ja em populacdes com exposicdo
prolongada, Pierron et al. (2011) observaram a reducao na expressao do gene
GTP (fosfoenolpiruvato carboxiquinase), comprometendo a capacidade de
produzir glicose a partir de precursores nao carboidratos. Além disso, Pierron et
al., (2011) também identificaram reducdes na expressado de glucose-1-fosfato
uridiltransferase (UTP), prejudicando a glicogénese e o armazenamento de
glicose. Essas alteracfes indicam que a exposicao cronica a metais interfere na
capacidade dos peixes de sintetizar e armazenar glicose, refletindo uma

adaptacado para conservar recursos energéticos de maneira eficiente.

No metabolismo lipidico, Pierron et al. (2011) observaram que a
exposicao ao cobre resultou em uma regulagéo negativa de genes envolvidos na
sintese e transporte de lipidios, como a acetil-CoA sintetase e as
apolipoproteinas B e A-IV. Essa reducdo compromete as reservas energeéticas
dos peixes, dificultando a absorcéo de lipidios e afetando o metabolismo lipidico
de forma geral. Por outro lado, Uren Webster et al. (2013) relataram um aumento
na expressao de diversos genes relacionados a processos lipidicos essenciais,
como sintese e transporte de lipidios, além do metabolismo de &cidos graxos e
esteroides. Esse aumento foi interpretado como uma resposta adaptativa ao
estresse induzido pelos metais, permitindo a compensacdo dos prejuizos
energéticos causados pelo estresse metabolico em S. trutta, ao mesmo tempo
gue apoia o0s processos reprodutivos nas fémeas. Essa discrepancia aponta para
a plasticidade das respostas metabolicas dos peixes, sugerindo que diferentes

espécies podem adotar estratégias distintas para lidar com a toxicidade metalica,
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dependendo de fatores como os tipos de genes ativados e as condi¢gbes

ambientais.

A compreensao dessas diferencas em uma ampla gama de espécies,
especialmente em habitats variados e sob a influéncia de outros metais pesados,
é fundamental uma vez que a maioria dos estudos demonstraram prejuizos
relacionados ao metabolismo energético que € uma via essencial para garantia
da aptiddo das populacdes, ja que, especialmente em areas contaminadas,
processos como o metabolismo antioxidante e a excrecéo de poluentes, o reparo
de tecidos e moléculas, a substituicdo de células danificadas, a manutencédo de
atividades vitais e reprodutivas incorrerdo em custos metabdlicos. Portanto, as
adaptacdes que envolvem esses processos provavelmente também serdo

energeticamente dispendiosas.
3.1.4 Metabolismo vitaminico

A exposicao cronica a metais pesados, como o cadmio, pode provocar
significativas alteragdes no metabolismo vitaminico de peixes, afetando a
homeostase e comprometendo o funcionamento fisioldgico dos organismos. Em
Perca flavescens, a exposicdo ao cadmio aumentou a transcricdo de genes
envolvidos no metabolismo do acido félico, como a serina hidroximetiltransferase
e a formimidoyltransferase-ciclodeaminase, sugerindo uma resposta adaptativa
ao estresse oxidativo. O aumento na producéo de 5-metiltetrahidrofolato, forma
ativa do &cido folico, pode ajudar a neutralizar espécies reativas de nitrogénio,
promovendo a protecéo celular contra os danos causados pelos metais (Bougas
et al., 2013). Contudo, essa adaptacao pode ser um mecanismo de curto prazo,
sem garantia de que outras funcdes fisiolégicas ndo sejam comprometidas a

longo prazo.

Além disso, a exposi¢do ao cadmio também interfere no metabolismo da
vitamina A. Em um estudo com P. flavescens exposta a cadmio por cerca de 80
anos (Defo et al., 2012), foi observado o acumulo de retinoides, como
dehidroretinol, nos tecidos, mas com reducdo da forma ativa da vitamina A no
figado, indicando que o metal interfere nas enzimas reguladoras da homeostase
dessa vitamina, prejudicando sua utilizacdo. Por outro lado, Defo et al., (2015)

observou como o0s peixes respondem a primeira exposicdo em lagos
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contaminados, e apds 4 semanas identificaram uma diminui¢do na expressao do
gene rdh-2, que esta envolvido na metabolizacdo da vitamina A, e a uma reducéo
nas concentracbes de retinoides hepaticos, incluindo a forma de
armazenamento, o dehidroretinil palmitato. Sendo assim, ambas as condi¢cdes
sugerem que o0s metais pesados afetam negativamente o metabolismo e
armazenamento da vitamina A, mas com intensidades distintas: um aponta para
a inibicdo do uso eficaz dos retinoides acumulados, e o outro para uma reducéo
global na disponibilidade da vitamina. No entanto, independente do tempo de
exposicao, a exposicdo ao cadmio compromete a capacidade de 0s peixes

utilizarem essas vitaminas de maneira eficaz.

De maneira complementar, Pierron et al. (2011), também estudando
populacdes cronicamente impactadas, observaram que o cadmio afeta o
metabolismo dos &cidos biliares, essenciais para a absorcdo de retinol. Os
autores explicam que a inibicdo do transporte biliar no figado, devido a reducéo
da atividade do gene BSEP e ao aumento da expressdo do OSTA, resulta em
colestase e dificulta a absorcdo de retinol. Como compensacao, ocorre um
aumento na expressao de genes de transporte de retinol, mas isso néo parece
ser suficiente para restaurar os niveis ideais da vitamina A. Esse impacto duplo
no metabolismo dos &cidos biliares e do retinol, traz uma segunda explicacao
para o metabolismo da vitamina A, e evidencia como o cadmio pode afetar a
homeostase de nutrientes essenciais de forma interdependente, com possiveis

consequéncias para a saude dos peixes.

Embora as alteracbes no metabolismo vitaminico tenham sido
amplamente observadas em P. flavescens, outras espécies também apresentam
respostas semelhantes a exposicdo a metais pesados. Defo et al. (2014)
destacaram que metais como ferro, manganés, cobre, selénio, aluminio e
arsénio alteram as concentragdes de retindides em diversas espécies, como
Salvelinus namaycush, Danio rerio e Oncorhynchus mykiss. Esses resultados,
observados tanto em experimentos laboratoriais quanto em ambientes naturais,
sugerem que os efeitos sobre o metabolismo vitaminico dependem n&o s6 do

tipo de metal, mas também da forma e da intensidade da exposic¢éo.
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3.1.5 Metabolismo do ferro, célcio e coagulagdo sanguinea

Além das altera¢cdes no metabolismo das vitaminas, estudos indicam
que a exposicdo a metais pesados pode prejudicar os mecanismos de
transcricdo de genes relacionados ao metabolismo do ferro, a coagulacéo
sanguinea e ao transporte de célcio, impactando a homeostase fisiolégica de
peixes, conforme observado por Bougas et al., 2013, ao avaliar as respostas na
expressdo génica em organismos de P. flavescens, apos 45 dias de exposi¢cado

ao niquel e ao cadmio.

O estudo de Bougas et al. (2013) mostrou que o niquel interfere no
metabolismo do ferro de diversas maneiras, comprometendo a absor¢céo e o
transporte desse nutriente. Primeiramente, o niquel compete com o ferro pelo
transporte nas células, utilizando o transportador de ions metalicos divalentes
(DMT1), o que resulta na reducéo da absorcéo de ferro, especialmente no figado.
Além disso, o niquel diminui a expressdo dos genes responsaveis pelos
receptores de transferrina, proteinas essenciais para o transporte do ferro
circulante para dentro das células. Essa diminuicdo na captacao de ferro é ainda
mais agravada pela redugcéo na expressao dos genes da ferritina, a principal
proteina de armazenamento de ferro, e dos genes da heme oxigenase 1,
responsavel pela reciclagem de ferro a partir dos grupos heme. Como
consequéncia, o organismo desenvolve um quadro de deficiéncia de ferro. Em
resposta a esse déficit, foi observada a superexpressao do gene da transferrina,
sugerindo uma tentativa do organismo de aumentar o transporte de ferro para as
células, apesar da disponibilidade reduzida desse elemento. No caso do cadmio,
Bougas et al., (2013) revelou que os seus efeitos diretos sobre o metabolismo
do ferro foram pouco evidentes. Esses resultados evidenciam que a exposicao
ao niquel provoca disturbios no metabolismo do ferro, com consequéncias para
a saude e o funcionamento fisiol6gico dos peixes, como 0 comprometimento do
transporte de oxigénio, comprometendo o metabolismo energético, a resposta

imunoldgica e antioxidante, por exemplo.

No que diz respeito ao célcio, Bougas et al., (2013) discutem que o niquel
compete com este ion, prejudicando sua absorcdo e regulacdo. Essa
interferéncia na homeostase do calcio pode levar a ativacdo anormal da

calmodulina, uma proteina reguladora de processos celulares dependentes de
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calcio. A superativacdo da calmodulina pode resultar na proliferacdo celular
descontrolada, o que tem implicacdes fisioldégicas, como distlurbios na
coagulacdo sanguinea e na resposta imune. Além disso, como o niquel, o
cadmio também interfere na regulacédo do calcio, competindo com esse ion e
alterando a expressao de proteinas envolvidas na sinalizacdo do calcio. Isso
pode resultar em uma resposta inflamatoria exacerbada e na ativagéo prematura

de mecanismos de coagulacéo.

Adicionalmente, Pierron et al., (2011), e Bougas et al., (2013) também
observaram super-transcricdo de genes envolvidos no metabolismo da
coagulacdo sanguinea. Bougas et al., (2013) discute que o cadmio induz a
expressao de genes relacionados a coagulacédo sanguinea, sugerindo a ativacao
do sistema de coagulacdo em resposta ao estresse toxico, enquanto o niquel
ativa diretamente a cascata de coagulacdo, podendo induzir uma resposta

inflamatéria excessiva.

As observacdes destacam que embora ambos os metais desregulem
processos fisiologicos criticos, a ideia de que respostas especificas séo
diferentes entre os metais € reforcada. Além disso, a exposicao crénica a esses
metais pesados pode resultar ndo apenas em deficiéncias nutricionais, mas
também em danos celulares devido a alteracdo nos processos redox
dependentes de ferro, comprometendo, assim, a homeostase celular e o
metabolismo de diversas funcdes fisioldgicas, como a formag&o de hemoglobina,

a respiracao celular, a funcéo cardiaca e a contragdo muscular, por exemplo.
3.1.6 Resposta Imunoldgica

A exposicdo a metais pesados tem demonstrado impactos significativos
nas respostas imunolégicas dos peixes, como evidenciado pelos estudos de
Bougas et al. (2016) e Pierron et al. (2011). Bougas et al. (2016) observaram que
a exposicdo a altas concentragbes de metais, como cadmio, cobre e zinco,
alterou a resposta imunologica de individuos da espécie P. flavescens
transplantados de um lago limpo para um lago contaminado. Nesse estudo, as
principais vias moleculares envolvidas na resposta imunologica foram
modificadas, incluindo a sub-transcricdo de genes, como o C5-1, que codificam

proteinas dos sistemas imunoldgicos inato e adaptativo. Além disso, houve
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super-transcricdo do gene que codifica a proteina CD59, responséavel por inibir
a acdo do sistema complemento. De forma semelhante, Pierron et al. (2011)
relataram a sub-transcricdo de genes, como os C3 e C9, que também fazem
parte do sistema complemento, em peixes da mesma espécie expostos aos
metais, com uma resposta mais pronunciada ao caddmio do que ao cobre, além
disso a inibicdo do sistema complemento também foi observado em S. trutta no
rio Hayle, por Uren Webster et al.,, (2013). Esses resultados indicam um
comprometimento da funcdo imunolégica, o0 que pode aumentar a

vulnerabilidade dos peixes a infec¢cbes e doencas.

O sistema imunolégico inato € a primeira linha de defesa contra patdgenos
e inclui o sistema complemento, um conjunto de proteinas plasmaticas que
atuam em cascata para combater infeccbes. As alteracdes transcricionais
observadas nos estudos revisados sugerem uma possivel inibicdo dessa defesa
imunoldgica pela acumulacdo de metais. Bougas et al. (2016) indicaram que
fatores ambientais, como variacdes de temperatura, podem contribuir para
modular as respostas imunolégicas dos peixes, destacando a complexidade de
se estabelecer uma relagéo de causa e consequéncia aos efeitos dos metais. No
entanto, 0s autores sugerem que a exposicdo ao estresse metalico pode levar
0S peixes a priorizarem a aloca¢ao de energia para processos de sobrevivéncia

e protecdo celular, em vez de manter uma resposta imunolégica robusta.

Por outro lado, Pierron et al. (2011) propuseram uma hipotese alternativa:
em ambientes altamente poluidos por metais, a prevaléncia de doencas
infecciosas poderia diminuir, seja pela eliminacéo direta dos patdogenos ou pela
remocao de hospedeiros intermediarios dos parasitas. Isso resultaria na inibicdo
das vias de ativacao da resposta imunolégica, o que poderia complementar a
ideia de que é mais vantajoso priorizar o gasto energético para a protecao contra
os efeitos prejudiciais da acumulacdo de metais. Além disso, Pierron et al. (2011)
sugerem que as perturbacdes na expresséo de genes relacionados a outras vias
metabdlicas, como a metabolismo do retinol, que regula a expressao do
complemento C3, podem contribuir para a diminuicdo da expressédo de genes
imunologicos, destacando a interacédo entre as vias metabdlicas em resposta ao

estresse.
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Esses achados ressaltam a complexidade dos efeitos dos metais pesados
no sistema imunolégico dos peixes, indicando que a exposi¢ao cronica a esses
poluentes pode acarretar consequéncias multifacetadas para os organismos
aguaticos. Os estudos revisados destacam a necessidade de uma abordagem
holistica para compreender esses impactos, que leve em consideracdo néo
apenas a natureza da exposicao cronica aos metais pesados, mas também os
fatores ambientais que podem influenciar a gravidade desses efeitos. Assim, é
fundamental adotar uma perspectiva integradora, que considere as interacdes
entre poluentes e o ambiente, para entender melhor os danos ao sistema

imunoldgico e, consequentemente, a salde dos ecossistemas aquaticos.
3.1.7 Metabolismo Proteico

A exposicdo a metais pesados provoca alteracdes significativas nas
respostas ribossomais e sintese proteica em peixes, conforme demonstrado na
espécie P. flavescens no experimento de transplante realizado por Bougas et al.
(2016). O estudo revela que genes envolvidos na biogénese ribossomal, como
0s que codificam para proteinas ribossomais, apresentam subtranscricdo em
peixes expostos a ambientes contaminados. Essa subtranscricdo sugere uma
desaceleracdo na producéo de ribossomos, o que pode comprometer a sintese
proteica e, consequentemente, a capacidade de manter processos vitais

dependentes de proteinas nos organismos.

Além disso, o estudo destaca que genes codificadores de fatores de
iniciacdo da traducdo, como o fator de iniciacdo elF4E, também foram
subtranscritos, refletindo uma diminuicéo na eficiéncia da traducdo de mMRNA em
proteinas. Essa combinacdo de subtranscricdo de genes ribossomais e de
fatores de iniciacdo da traducdo sugere que a exposicdo a metais nao apenas
afeta a biogénese ribossomal, mas também a capacidade do organismo de
traduzir eficientemente as proteinas necessarias para a manutencdo da
homeostase celular. Assim, a interacdo entre a exposicdo a metais e as
respostas ribossomais e proteicas revela um panorama complexo de adaptagdes
metabdlicas que, embora possam economizar energia para priorizar a protecao
celular, podem resultar em uma maior vulnerabilidade a disfuncgdes fisioldgicas

e imunoldgicas.
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3.1.8 Fator de condicéo, eficiéncia de crescimento e reproducao

A relagdo entre o condicionamento morfométrico (fator de condicao),
fecundidade, eficiéncia de crescimento e longevidade de peixes expostos a
metais pesados tem sido amplamente estudada em ecotoxicologia, trazendo a
tona aspectos importantes sobre como os contaminantes podem influenciar a
saude geral e a aptiddo dos organismos, e expondo as compensacdes
fisiolégicas que eles fazem em resposta a poluicdo quimica. Em ambientes com
alta mortalidade devido a poluicdo, caracteristicas como crescimento rapido e
reproducdo precoce podem ser favorecidas pela selecdo natural, jA que esses
peixes priorizam a reprodugdo, em vez de investir em processos de tolerancia

gue exigem altos custos metabdlicos (Sibly; Calow, 1989).

Por exemplo, estudos realizados Guinand et al. (2011) com Solea solea
demonstraram que adaptacfes fisiolégicas a exposicdo pode prejudicar o
crescimento e o condicionamento morfométrico, comprometendo a salde geral
dos organismos. Além disso, Guinand et al., (2011) também encontrou
evidencias de custos para a longevidade, quando observou a escassez de
juvenis e a predominancia de adultos em ambientes poluidos indicando uma

reducdo na taxa de recrutamento.

Em ambientes contaminados no Canada, estudos com P. flavescens
demonstraram que a espécie adota uma estratégia adaptativa focada no
crescimento acelerado e na reproducdo precoce, mas que também
apresentaram custos para a longevidade (Couture e Pyle, 2008; Bourret et al.
2008 e Bélanger-Deschénes et al. 2013). Nesse cenario, Bélanger-Deschénes
et al. (2013) identificaram assinaturas de selecdo em componentes da via p53 e
mutacBdes no gene cyclin G1, possivelmente associadas ao crescimento rapido
e a maturidade sexual precoce, que favorecem a reproducdo, mas sacrificam
processos como detoxificacdo e reparacdo celular, resultando em uma
longevidade potencialmente reduzida. Esse padrao é corroborado pelos achados
de Pierron et al. (2009), que relataram uma maior expressédo do gene IGF-1
nessa espécie, indicando uma adaptacdo para maximizar a eficiéncia do
crescimento. No entanto, essa adaptacdo também resultou em um fator de

condicao reduzido, refletindo o impacto negativo na saude geral dos peixes.
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A diversidade genética também pode desempenhar um papel importante
na capacidade dos peixes de se adaptar a ambientes poluidos. O trabalho de
Olsvik et al. (2001) em trutas (Salmo trutta) mostrou que trutas com menor
heterozigose, em ambientes mais contaminados, apresentaram menor
crescimento e fator de condicdo. Este padrdo foi também observado por
Marchand et al. (2004), que investigaram Platichthys flesus e observaram que
0S peixes com genotipos resistentes a contaminagdo mostraram um crescimento

mais lento, mas uma fecundidade relativa aumentada.

Em concluséo, a exposi¢cédo a metais pesados induz respostas adaptativas
em peixes, geralmente associadas a trocas entre crescimento, reprodugao e
longevidade, com o objetivo de otimizar o sucesso reprodutivo ao longo da vida.
A priorizacéo da reproducao precoce e do crescimento acelerado em ambientes
contaminados pode ser vantajosa para a manutencdo da populacdo. No entanto,
essa estratégia pode acarretar custos, como a producédo de ovos menores ou a
reducdo na sobrevivéncia da prole (Barot et al. 2004), o0 que comprometeria o
sucesso reprodutivo a longo prazo e impactaria negativamente o crescimento

populacional.
3.1.8 Danos as func¢des sensorais

A exposicdo a metais, como o cobre, pode causar perda temporaria ou
permanente das habilidades quimiossensoriais olfativas, prejudicando a
comunicacdo quimica em peixes, especialmente durante estagios embrionarios.
Isso foi observado em experimentos morfolégicos realizados com Pimephales
promelas por Carreau e Pyle (2005) e Dew et al. (2012). Esses estudos
demonstraram que a presenca de metais em ambientes aquaticos pode afetar
diretamente as funcfes sensoriais de peixes, comprometendo sua capacidade

de detectar e responder a estimulos quimicos essenciais para a sobrevivéncia.

No contexto das respostas genéticas resultantes da exposicdo a
contaminantes da mineragao, Azizishirazi et al. (2014) investigaram os efeitos da
exposigcdo cronica a metais na fungéo olfativa de P. flavescens coletados de
lagos contaminados, comparando-os com peixes de um lago limpo. Os
resultados indicaram que os peixes dos lagos contaminados apresentaram um

comprometimento significativo em suas respostas comportamentais a sinais
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quimicos, como a evitacao de extratos de pele, quando comparados aos peixes
de um ambiente ndo contaminado. Isso sugeriu uma perda na fungéo olfativa

dos peixes expostos a metais.

Contudo, apesar da analise de transcricdo génica realizada com um
microarray de 1000 genes, que revelou 109 genes com expressao diferencial em
peixes dos lagos contaminados, néo foi possivel estabelecer uma correlacéo
clara entre essas alteracdes genéticas e a perda de funcéo olfativa. Essa falta
de correlacdo sugere que as mudancas comportamentais observadas podem
nao ser diretamente refletidas em alteragbes na expressao génica nas rosetas
olfativas, o que destaca a complexidade dos mecanismos de toxicidade em

ambientes naturais.

Além disso, o estudo de Azizishirazi et al. (2014) sublinhou que a
exposi¢do continua a contaminantes ao longo de toda a vida dos peixes,
incluindo estagios criticos de desenvolvimento como a fase embrionaria, pode
ter impedido a recuperacéo da funcao olfativa durante o estudo. Esse resultado
€ consistente com os achados de Carreau e Pyle (2005), que também
observaram efeitos negativos da exposi¢cdo a metais nas funcdes sensoriais de
peixes em condicbes de laboratério, especialmente em fases sensiveis do

desenvolvimento.
4. Abordagem Epigenética

A epigenética € o campo da ciéncia que investiga as variacdes
hereditarias na funcao dos genes que nao envolvem alteraces na sequéncia do
DNA (Waddington, 1957). Essas modificacbes epigenéticas atuam como
reguladores moleculares, influenciando a expressdo génica e promovendo a
plasticidade fenotipica, 0 que permite que 0s organismos desenvolvam
tolerancias e adaptacdo a mudancas no ambiente (Makvandi-Nejad e
Moghadam, 2023).

No contexto da polui¢do, a epigenética tem se mostrado fundamental na
mediacdo das respostas transcricionais a diferentes estressores ambientais,
como os metais pesados (Bian & Gao, 2021). Isso acontece porque em vez de
causar desregulacao génica e acumular mutacdes genéticas, os metais pesados

podem induzir alteragdes anormais nas modificagdes de proteinas histonas e na
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metilacdo do DNA, resultando em alteracdes na expressédo génica que podem
ter efeitos duradouros e prejudiciais a saude das popula¢des aquéticas (Hu et
al., 2021; Pierron et al., 2022). Um exemplo, sdo os resultados do estudo de
Pierron et al. (2021) que demonstrou que a exposicdo ao cadmio alterou o nivel
de metilacdo dos genes foxl2a / dmrtl e provocou a feminizacdo da prole em
populacdes de Danio rerio por até 4 geracdes, onde a apenas uma geracao foi

exposta ao cadmio, sugerindo uma possivel heranca transgeracional.

No contexto da mineracéo, Pierron et al., (2009) observaram que genes
envolvidos na regulacdo das histonas, como a poli (ADP-ribose) polimerase
(PARP) e a biotinidase (BTD), apresentaram correlagbes positivas com as
concentracdes de metais no figado de P. flavescens. O trabalho discute que a
PARP catalisa a adicdo de unidades de ADP-ribose a determinadas proteinas,
incluindo as histonas. Esse processo pode alterar a estrutura da cromatina e
induzir o silenciamento génico por meio da condensacédo da cromatina. J4 a BTD
tem um papel nas modificacBes de histonas via biotinilagdo, processo que pode
impactar a expressdo génica ao modificar a acessibilidade do DNA. Essas
modificagdes epigenéticas, em resposta a exposi¢ao cronica a metais, resultam
na formacdo de um estado de cromatina mais compactada, que inibe a
transcricdo de genes essenciais, incluindo aqueles envolvidos na biossintese de
proteinas, o que pode ser uma adaptacéo a restricbes energéticas impostas pela
contaminacdo de longo prazo, mas também apresenta riscos para a saude
genética a longo prazo, prejudicando a resposta celular, homeostase e a saude

geral dos organismos (Pierron et al., 2009).

Adicionalmente, o estudo de Hu et al. (2021) mostrou que a exposicéo de
Danio rerio (peixe-zebra) a dgua contaminada do rio Le'na, na China, induziu
alteracOes significativas na metilacdo do DNA, especialmente nas regides
promotoras de genes relacionados a reparacdo de DNA e a apoptose. Genes
como p53, Bax e Bcl-2, essenciais para a resposta ao estresse celular e a
regulacdo da morte celular programada, tiveram sua expressao desregulada.
Além disso, a acetilacdo e metilacdo das histonas também foi observada como
um mecanismo epigenético afetado pela contaminacdo por metais, o que

impacta diretamente a regulagdo da expressao génica.
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Hu et al. (2021) discutem que o aumento na metilacdo global do DNA e
nas modificagdes das histonas em resposta ao estresse oxidativo sugerem que
essas modificacdes epigenéticas sdo uma resposta adaptativa ao dano celular e
ao estresse energético induzido pela poluicdo, no entanto, podem também
contribuir para a desregulagdo de processos celulares essenciais, como a
biossintese de proteinas. Além disso, a modificacdo epigenética do p53 e outros
genes relacionados a reparacao e morte celular pode levar a uma disfuncéo nas
respostas de reparo de DNA e na regulacao do ciclo celular, aumentando o risco

de tumores e outras doencgas celulares.

Esses achados destacam a magnitude das interagdes entre a poluicao
ambiental, as modificacdes epigenéticas e os efeitos adversos na saude dos
peixes. A metilacdo do DNA e as modificacBes nas histonas sdo mecanismos
criticos na adaptacdo a contaminacgdo, que a longo prazo podem também
apresentar consequéncias negativas, afetando a saude celular, a capacidade de
adaptacao das populacdes e, possivelmente, a biodiversidade e a evolucéo das

espécies em ambientes contaminados.
5. Variagdes populacionais
5.1 Viabilidade Genética

A exposicdo a metais pesados em ambientes aquaticos tem o potencial
de desencadear respostas evolutivas em populacdes de peixes, como variacdes
nas frequéncias alélicas, que podem resultar em alteracdes na diversidade
genética, adaptacdo a novos estressores ambientais, e até mesmo em
isolamento genético entre populacdes (Durrant et al., 2011; Bélanger et al., 2013,
Paris et al., 2015). Essas mudancas refletem processos de adaptacdo que
podem variar dependendo do tipo de metal, da intensidade e duracdo da
exposicao, das caracteristicas biolégicas das espécies afetadas, das condicbes
ambientais e das técnicas moleculares utilizadas, conforme observado em
diferentes estudos, como Marchand et al. (2004) e Bourret et al. (2008) que seréo

discutidos neste topico.

No passado, os estudos genéticos se concentravam nas aloenzimas
como marcadores de diversidade genética (Roark & Brown, 1996; Klerks et al.,

1997). No entanto, essa abordagem apresentava limitagdes, como baixo grau de
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polimorfismo e alta sensibilidade & inibicdo por ions metalicos, o que
comprometia sua aplicabilidade em estudos de impacto ambiental (Turchetto-
Zolet et al., 2017). Apesar dessas limitacfes, alguns estudos conseguiram
correlacionar a exposicdo a metais em peixes de areas impactadas pela
mineracdo com alteracdes genotipicas, resultando em variabilidade negativa,
como a perda de heterozigosidade (e.g. Olsvik et al., 2001; Gale et al., 2003;
Marchand et al., 2004), ou variabilidade positiva, como o0 aumento da proporgcao

de heterozigotos (e.g. Roark & Brown, 1996).

Por exemplo, Olsvik et al. (2001) investigaram duas populacdes de Salmo
trutta nos rios noruegueses Rugla e Naustebekken, observando que a populacao
do Naustebekken, exposta a altas concentracdes de cadmio e zinco, apresentou
uma reducéo significativa na heterozigosidade. De maneira similar, Gale et al.
(2003), em area afetadas pela drenagem acida de minas de uranio e cobre, na
Australia, observaram uma reducdo na proporcao de loci heterozigotos em
Melanotaenia nigrans expostos a contaminagcdo por cobre. Marchand et al.
(2004) também encontraram alta diferenciacdo genética e reducdo de
heterozigosidade nas populacbes de Platichthys flesus em trés estuéarios
franceses poluidos, em especial no estuario de Gironde, contaminado por
cadmio de atividades de mineracgéo. Esses estudos indicam que a contaminacao
por metais pesados pode ter levado a fixacdo de alelos, reduzindo a variabilidade
genética das populacdes de peixes e possivelmente comprometendo sua
capacidade de adaptacdo a mudancas ambientais futuras.

Entretanto, o estresse causado pela presenca de metais também pode
gerar variabilidade positiva, como sugerido por Roark & Brown (1996), que
observaram que a exposi¢do crbnica a metais pesados levou ao aumento da
proporcao de heterozigotos em populacdes de Gambusia affinis e Pimephales
notatus em um afluente contaminado em Willow, nos Estados Unidos. Esse
resultado sugere uma possivel adaptacdo genética as condi¢cdes adversas,
contrastando com estudos que identificaram reducdo da diversidade genética.
Esse aumento da variabilidade genética pode ser visto como uma resposta ao
estresse ambiental, refletindo em variabilidade positiva devido a selecdo de

alelos heterozigotos.
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Além disso, em alguns dos estudos com aloenzimas, a pressao seletiva
induzida pelos metais favoreceu alelos resistentes. Por exemplo, os loci GPI e
PGHD (Roark & Brown, 1996), PGM 85 e AAT-1 95 (Gale et al., 2003), e AAT e
GPI (Marchand et al.,, 2004) foram associados a resisténcia aos metais,
sugerindo que 0s contaminantes poderiam ter selecionado genotipos mais
resistentes. Embora essa adaptacdo ofereca beneficios em termos de
resisténcia ao metal, ela também levanta preocupacdes sobre o
comprometimento da capacidade adaptativa das populacdes a outras pressdes

ambientais no futuro.

A transicdo dos marcadores enzimaticos, como as aloenzimas, para
marcadores moleculares de DNA, como microssatélites, polimorfismos de
nucleotideos Unicos (SNPs) e sequenciamento de DNA Polimorfico Amplificado
Aleatoriamente (RAD-seq), trouxe avanc¢os importantes para a ecotoxicologia
genética (Turchetto-Zolet et al., 2017). Os marcadores de DNA oferecem maior
variabilidade genética, proporcionando uma analise mais precisa da estrutura
genética populacional e permitindo uma investigacdo mais eficaz dos efeitos da
contaminagdo no processo de adaptacdo evolutiva frente a estressores
ambientais (Bourret et al., 2008; Bélanger-Deschénes et al., 2013; Xue et al.,
2014; Turchetto-Zolet et al., 2017).

Estudos como os de Durrant et al. (2011) e Paris et al. (2015) sobre Salmo
trutta no Reino Unido, e de Bourret et al. (2008) e Bélanger-Deschénes et al.
(2013) sobre P. flavescens em éareas de mineracdo no Canada, forneceram
evidéncias sobre as respostas genéticas de populacdes expostas a diferentes
niveis de poluicdo por metais da mineracao, utilizando marcadores moleculares
de DNA. Esses estudos mostram trés principais consequéncias da poluicdo: a
formacao de grupos genéticos diferenciados, a perda de variabilidade genética

e sinais de adaptacao evolutiva associada ao estresse da contaminacao.

Durrant et al. (2011) e Paris et al. (2015), por exemplo, investigaram
populacbes de S. trutta em rios do Reino Unido, revelando cenarios
semelhantes, mas com interpretacdes contrastantes sobre a estrutura genética
e o fluxo génico da espécie. No estudo de Durrant et al. (2011) no Rio Hayle, foi
observada diferenciagdo genética entre populagbes com diferentes niveis de

exposicdo a poluicdo proveniente da mineracdo de Godolphin. Os autores
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sugerem que, embora a poluicdo represente uma barreira quimica, a distingdo
populacional e as limitagcdes no fluxo génico seriam melhor explicadas pelos
comportamentos instintivos da espécie, como o retorno ao local de nascimento
para desova (natal homing), do que pela barreira formada pela contaminacao por

metais no rio.

Em contraste, o estudo mais abrangente de Paris et al. (2015), realizado
com 15 populagdes de Salmo trutta em cinco rios ingleses, incluindo o Rio Hayle,
revelou um cenario mais alarmante. Os resultados indicaram que a poluicéo por
metais funcionou como uma barreira quimica efetiva, prejudicando o fluxo génico
entre as populacdes. Isso resultou em um aumento da diferenciacdo genética e
na reducdo da diversidade genética, mesmo em popula¢cdes localizadas em
areas geograficamente préximas e sem evidéncia de barreiras fisicas aparentes.
Além disso, a andlise de gargalos populacionais associou a reducao da
variabilidade genética ao inicio das atividades de mineracéo na regido, sugerindo
gue a poluicdo por metais desempenhou um papel central nesse processo de

isolamento genético.

As observacdes de Paris et al. (2015) foram corroborados por estudos
subsequentes, como os de Osmond et al. (2024) e Paris et al. (2024), que,
utilizaram marcadores SNPs e RAD-seq como abordagens metodoldgicas,
respectivamente. Assim, enquanto Durrant et al. (2011) enfatizam o papel do
natal homing na estruturacéo das populacdes de S. trutta, os resultados de Paris
et al. (2015) e outros estudos indicam que os efeitos da poluicdo ndo podem ser
subestimados, pois a contaminacdo por metais pode, de fato, criar barreiras
guimicas ao fluxo génico e promover o isolamento genético. Portanto, esses
estudos indicam que, a longo prazo, a contaminacdo por metais pesados
representa uma ameaca significativa a integridade genética das populactes de
S. trutta.

5.2 Potencial Evolutivo

A ecotoxicologia genética também tem fornecido importantes
contribuicbes sobre os processos de adaptacdo evolutiva em populacdes

expostas a mineracdo. Bourret et al. (2008) avaliaram 20 populacdes de P.

flavescens afetadas pela mineracdo e observaram que a correlagdo negativa

50



entre diversidade genética e niveis de cadmio sugere uma forte pressao seletiva
desse metal, induzindo processos adaptativos. Em contraste, a contaminacao
por cobre afetou apenas um locus especifico, sem comprometer a diversidade
genética global, apontando efeitos mais localizados. Adicionalmente, foram
identificadas nessas mesmas popula¢cdes mutacdes especificas em genes como
cyclin G1 e NADH desidrogenase, associadas aos niveis de cadmio, que
promovem crescimento acelerado e mitigacdo de danos fisiologicos (Bélanger-
Deschénes et al., 2013). Esses achados indicam que a adaptacdo a metais
pesados estd em curso, com a selecdo favorecendo individuos mais tolerantes,
e ressaltam a importancia de investigar os efeitos diferenciados dos metais na

dindmica de adaptacéao e selecdo natural.

Além disso, diversas evidéncias em outras espécies reforcam a hipotese
de adaptacdo evolutiva em ambientes contaminados (Roark; Brown, 1996;
Olsvik et al., 2003; Marchand et al., 2004). No caso de S. trutta nas areas
contaminadas do rio Hayle, por exemplo, a tolerancia a altas concentracdes de
metais em uma espécie tradicionalmente sensivel sugere que as populaces
podem ter desenvolvido, ao longo do tempo, adaptacdes genéticas ou
plasticidade que I|hes permitiram sobreviver em ambientes severamente
impactados (Durrant et al., 2011; Paris et al., 2015). Paris et al. (2024) reforca a
ideia de adaptacdo evolutiva nessas populacdes ao associar a super-expressao
de genes envolvidos no metabolismo antioxidante, no transporte de metais e na
producéo de energia as populacdes expostas a altos niveis de metais, inclusive
no rio Hayle. Embora inicialmente essa resposta génica tenha sido interpretada
como uma adaptacéao plastica, os resultados sugerem uma transicao para uma
expressao constitutiva desses genes, indicando uma adaptacdo genética
duradoura. Essa mudanca na expressdo genética aponta para uma selecdo
natural em favor de caracteristicas que conferem resisténcia ao ambiente
contaminado, alinhando-se com a ideia de adaptacdo evolutiva e ndo apenas

respostas temporarias ao estresse ambiental.

Contudo, embora a selecéo de genotipos tolerantes ofereca uma solucao
alongo prazo para a sobrevivéncia em ambientes contaminados, ela traz consigo
importantes custos que podem comprometer a capacidade das populacdes de

responder a mudancgas ambientais futuras (Gillespie & Guttman, 1993 — pegar
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de gale 2003). A reducdo da diversidade genética, observada em vérias
populacbes expostas ao cadmio e a outros metais pesados (Marchand et al.,
2004; Bourret et al., 2008; Bélanger-Deschénes et al.,, 2013), é uma das

principais limitacdes desse processo.

A fixacdo de alelos especificos pode restringir a variabilidade genética
necesséria para que as populacdes se adaptem a novos estressores, tornando-
as mais vulneraveis a mudancas ambientais inesperadas, especialmente quando
esses estressores nao estdo relacionados a contaminacdo. Como destacado por
Marchand et al. (2004) e Olsvik et al. (2001), essa resisténcia pode comprometer
o crescimento, a fecundidade e as condi¢des gerais de salde dos individuos de
algumas espécies. Esses custos podem afetar a aptiddo reprodutiva das
populacdes e, consequentemente, limitar sua capacidade de expansao
populacional. Esse efeito é crucial, pois uma populacdo que se adapta aos
metais pesados pode sofrer uma queda na dinamica populacional, dificultando

sua manutencdao e sustentabilidade.

Outro custo importante, que muitas vezes € negligenciado, é a perda de
plasticidade adaptativa. Como sugerido por Bougas et al. (2016) e Defo et al.
(2015), uma vez que as populagcbes se adaptam geneticamente aos
contaminantes, elas perdem a capacidade de gerar respostas plasticas rapidas.
A plasticidade genética permite que as populacdes se ajustem rapidamente a
novos desafios ambientais, mas com a adaptacdo genética e a perda de
variabilidade genética, essa flexibilidade pode diminuir. Esse processo reduz a
capacidade das populacdes de responderem rapidamente a mudancas
inesperadas no ambiente, tornando-as ainda mais vulnerdveis a novos

estressores ndo previstos pela adaptacao evolutiva anterior.

Por fim, os artigos revisados trazem evidéncias concisas de que a
exposicdo a metais pesados em ambientes aquaticos tem o potencial de
desencadear respostas evolutivas em populacdes de peixes, como variacdes
nas frequéncias alélicas, que podem resultar em alteracdes na diversidade
genética, adaptacdo a novos estressores ambientais, e até mesmo em
isolamento genético entre populacdes (Durrant et al., 2011; Bélanger et al., 2013,
Paris et al., 2015). No entanto, essas mudancas refletem processos de

adaptacao que podem variar dependendo do tipo de metal, da intensidade e
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duracéo da exposicao, das caracteristicas biologicas das espécies afetadas, das
caracteristicas ambientais e das técnicas moleculares utilizadas, conforme
observado em diferentes estudos, como Marchand et al. (2004) e Bourret et al.
(2008).

A andlise dos estudos revisados neste tdpico revela que a exposicéo a
metais pesados pode desencadear respostas evolutivas nas populacdes de
peixes, com variacbes nas frequéncias alélicas e impactos na diversidade
genética. Alguns dos estudos mais relevantes, de Bourret et al. (2008) e
Bélanger-Deschénes et al. (2013), indicam que 80 anos da exposicéo de Percas
flavescens a metais pesados de atividades de mineracdo, que ocorre ha pelo
menos 100 anos na regiao, foi o tempo médio observado para que as mudancas
genéticas fossem observadas de maneira significativa. Esses estudos
evidenciam que, apés um periodo de exposicao prolongada, as populacdes
podem apresentar adaptacdes a contaminantes especificos, mas também uma

diminuicao na variabilidade genética.

Além disso, como discutido em Hamilton et al. (2017), a variacdo na
intensidade dos impactos da poluicdo em diferentes tipos de habitats aquaticos
é crucial para entender os efeitos evolutivos da contaminacéo. Hamilton et al.
(2017) resumem que, em ambientes de 4gua doce, o tamanho do sistema, a
capacidade limitada de diluicdo dos contaminantes e a presenca de barreiras
fisicas e biolégicas que dificultam o fluxo génico entre as populacdes séo fatores
potenciais que favorecem a perda de variabilidade genética e reduzem a
viabilidade genética a longo prazo. Esses fatores também podem contribuir para
adaptacdes evolutivas, como vimos em alguns estudos aqui discutidos, mas
também podem resultar em extincbes antes que adaptacfes significativas
ocorram ja que populacdes menores podem nao ter tempo suficiente para se

adaptar.

Ja em ambientes marinhos, a auséncia de barreiras fisicas ao fluxo génico
e a alta migracdo genética entre locais contaminados e ndo contaminados
tendem a atenuar a presséao seletiva, diminuindo a possibilidade de isolamento
genético e, na maioria das situacdes, permitindo o fluxo génico, mesmo que
limitado. Contudo, mesmo em cendrios marinhos, a pressao seletiva ainda pode

ocorrer localmente devido a alta concentracdo de metais em areas especificas,
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bem como a potencial probabilidade de gargalos populacionais e impactos na
saude e aptiddo da populagdo. O avanco das técnicas moleculares, como 0 uso
de técnicas de genotipagem e sequenciamento de DNA, tem proporcionado uma
analise mais detalhada dessas alteracGes genéticas e podem trazer grandes
contribuicbes para este tema em breve. Todos esses fatores, portanto, devem
ser cuidadosamente considerados ao avaliar os impactos a longo prazo para se

evitar conclusfes equivocadas.
6. Contribuicdes para a conservacao e consideracdes finais.

A compreensdo de como as populagdes selvagens se adaptam a
ambientes contaminados é essencial para a ecologia da conservagdo. O
potencial evolutivo das populacdes desempenha um papel fundamental em sua
adaptacdo e viabilidade frente as mudancas ambientais. Assim, ao planejar
estratégias de conservacgao, é necessario preservar ndo apenas os habitats, mas
também o potencial evolutivo, que garante a resiliéncia e a viabilidade das
espécies a longo prazo. Esse entendimento é especialmente relevante para as
espécies expostas a poluicdo por metais provenientes de atividades de
mineracdo, uma industria em expansao que tem causado impactos ambientais

significativos e duradouros.

Os artigos citados nesta revisdo, mostraram a importancia da avaliacao a
nivel molecular para compreensdo dos efeitos dos contaminantes em
populacdes selvagens. As abordagens utilizadas para estudar os efeitos
genéticos de contaminantes em peixes, revisadas aqui, mostram que, no geral,
as mudancas genéticas podem, de fato, ocorrer. Esta revisdo sintetiza as
principais descobertas dessas abordagens e descreve alguns estudos
especificos como exemplo. A exposicdo a contaminantes pode resultar em
adaptacdes plasticas, tolerancia, mutacdes e gargalos genéticos. Técnicas como
a analise do transcriptoma, epigenética e 0 uso de marcadores neutros
polimorficos tém sido amplamente aplicadas para identificar essas alteracoes,
sendo as adaptacOes plasticas e os gargalos genéticos os padrdes mais
frequentemente estudados. Contudo, outras abordagens estdo em
desenvolvimento para investigar a selecdo natural e as mutacdes induzidas por

contaminantes (Bélanger-Deschénes et al., 2013).
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Nesse sentido, a identificacdo de genes sob sele¢cédo, conforme pode ser
observado na tabela 1, oferece informagOes essenciais sobre as adaptagcdes
fisiologicas e metabdlicas das populacdes expostas a metais, ajudando a prever
como essas populacdes poderédo reagir a futuras pressdes ambientais. Estudos
como os de Bélanger-Deschénes et al. (2013) e Paris et al. (2024) tém
identificado vias genéticas associadas a adaptacdo a metais que foram
identificadas nesta revisao, contribuindo para o entendimento dos processos
evolutivos em ambientes contaminados. Esses avangos em gendmica e
transcriptébmica sao fundamentais para o0 monitoramento da integridade genética
das populacdes selvagens e para avaliar sua resiliéncia em habitats degradados.
O uso de marcadores genéticos especificos para avaliar a tolerancia a metais
nao apenas permite monitorar os impactos ambientais, mas também orienta o

manejo das populacdes e as estratégias de reabilitagcdo de habitats.

Um outro ponto relevante para as andlises ecotoxocolégicas, e aparente
em nossa revisdo, € que grande parte dos estudos apontam para a
especificidade das respostas para diferentes tipos de metais (e.g. Pierron et al.,
2011; Bougas et al., 2013; Bougas et al., 2016, Pradham et al., 2017). Essas
informagdes sdo essenciais para os esforcos de restauracdo de ecossistemas

afetados e reintroducéo de espécies em areas contaminadas.

A medida que o conhecimento em genética da conservacéo avanca, fica
claro que a adaptacdo local a exposicdo a contaminantes é crucial para a
sobrevivéncia das espécies. Ressaltamos, finalmente, que para obter
conclusdes mais aprofundadas e desenvolver estratégias de conservacéo
eficazes, torna-se necessario realizacdo de estudos mais abrangentes em
diversas espécies de peixes, considerando suas caracteristicas ecologicas,
diferentes tipos de habitats e os diferentes tipos de poluentes em seus habitats.
Esses estudos séo essenciais para o0 manejo das populagcdes selvagens e para
0 resgate de espécies ameacadas pela contaminagdo por metais e outros

estressores ambientais.

Conflitos de interesse: Os autores declaram que nao ha conflitos de interesses

nos dados submetidos.
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Sugestao de revista para submissédo: Journal of Biology Fish
Resumo

O conhecimento da diversidade genética e da conectividade populacional &
crucial para o manejo sustentavel e a conservacao dos recursos aquaticos, além
de ajudar a entender o impacto potencial de fatores antropogénicos. Este estudo
investigou a diversidade e a conectividade genética das espécies costeiras |.
parvipinnis e C. nobilis ao longo de 850 km entre as sub-provincias Nordeste e
Sudeste do Brasil, utilizando genotipagem de microssatélites. O objetivo foi: (1)
caracterizar a variabilidade genética de I. parvipinnis e C. nobilis nas populacdes
da foz do Rio Doce e areas adjacentes, proporcionando a primeira
caracterizacdo genética dessas espécies; (2) identificar a estrutura genética
populacional e estimar os niveis de diferenciacdo entre as populacdes
estudadas. ldentificamos padrbes genéticos distintos entre as espécies
amostradas. |. parvipinnis mostrou baixa diversidade genética e significativa
diferenciacéo entre populacdes do Nordeste e Sudeste. Em contraste, C. nobilis
exibiu diversidade populacional moderada, baixa estruturacéo e evidéncias de
alteracdes significativas em seu pool génico ao longo da area de estudo, sem
correlacdo com a distribuicdo geografica. Esses padrdes parecem refletir a
interacdo entre varidveis ambientais, fisicas e ecolbégicas que caracterizam a
distribuicdo de muitos tdxons entre as sub-provincias brasileiras. Observamos
gargalos genéticos em ambas as espécies, mas nao identificamos diferencas
marcantes na diversidade genética entre amostras da area impactada pela lama
e areas adjacentes. A hipbtese de provocada pelo impacto ainda néao € evidente,
possivelmente devido ao tempo insuficiente para a fixacdo das novas
frequéncias alélicas. Este estudo € pioneiro na caracterizacdo genética dessas
espécies, e traz contribuicdes para 0 manejo e conservacdo das espécies e da
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area impactada pela mineracéo a longo prazo. Recomendamos a continuidade
do monitoramento e a ampliacdo da area de estudo para aprofundar o
entendimento das variaveis envolvidas.

1. Introducéo

No ambiente marinho, a auséncia de barreiras fisicas e o grande tamanho
populacional geralmente sugerem alta conectividade entre populacdes. No
entanto, a estrutura genética das espécies e sua histéria de vida podem gerar
variac@es locais, desafiando a ideia de uma conectividade uniforme (Coimbra et
al., 2023; Martins et al., 2022; Morrison & Sandin, 2011; Wirgin & Waldman,
2005). Nesse contexto, a conectividade genética nos oceanos pode ser
influenciada por fatores fisicos, ambientais, ecolégicos e historicos, podendo
resultar em homogeneizacdo ou diferenciacdo genética, dependendo das
condicBes locais e das pressdes ambientais, além das influéncias antrépicas
recentes (Damascena et al., 2015; Gandra et al., 2021; Martins et al., 2022;
Mazzei et al., 2021; Palumbi, 1994; von der Heyden, 2023).

Na provincia atlantica brasileira, por exemplo, estudos tém identificado
descontinuidades nos padrdes genéticos de diversos taxons, associando-as a
barreiras fisicas, como a pluma e a descarga de sedimentos de grandes rios, a
divisdo da Corrente Equatorial Sul, sistemas de ressurgéncia e a barreiras
histéricas, como a cadeia Vitéria-Trindade e o Arquipélago dos Abrolhos, que
funcionaram como barreiras significativas durante os maximos glaciais
(Cortinhas et al., 2016; Floeter et al., 2008; Lazoski et al., 2011; Mai et al., 2014;
Martins et al., 2022; Pinheiro et al., 2018; Rodrigues et al., 2024; Vilasboa de
Vasconcellos et al.,, 2015). Além dessas barreiras naturais, fatores
antropogénicos, como poluicdo inorganica (Mussali-Galante et al., 2013;
Osmond et al., 2024; Paris et al., 2015; Paris et al., 2024), perda e fragmentacao
de habitat (Lino et al., 2019; Machado et al., 2022; Pinto et al., 2024; Ribolli et
al., 2021; Silva-Oliveira et al., 2008) e a superexploracédo pesqueira (Allendorf et
al., 2014; Damascena et al., 2015; Gandra et al., 2021; Hauser et al., 2002,;
Pinsky & Palumbi, 2014; Rodrigues et al., 2008), também desempenham um
papel crucial na definicdo da diversidade genética e estrutura populacional nos

ecossistemas aquaticos.
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Diante da tendéncia global de perda de diversidade genética, que
atualmente afeta 2/3 das espécies (Shaw et al., 2025), é essencial quantificar o
impacto dos estressores antropogénicos na viabilidade das populacdes, visando
0 manejo sustentavel dos estoques pesqueiros (Cadrin et al.,, 2014; von der
Heyden, 2023) e a conservacdo das espécies e ecossistemas (Kennish, 2021;
Torres-Florez et al., 2018). Embora o declinio da biodiversidade, causado pela
intensificacdo das pressdes antropicas, seja amplamente documentado, as
populacdes naturais ainda enfrentam ameacas catastroficas que comprometem
sua integridade genética (De Biasi et al., 2023; Sanchez et al., 2018; Segura et
al., 2016).

Um exemplo de evento de ampla magnitude no Brasil, foi o colapso da
barragem de mineracdo do Fundao, operada pela mineradora Samarco, que
desencadeou um dos maiores desastres ambientais do pais (Pereira et al., 2024;
Vergilio et al., 2021; Sanchéz et al., 2018). Aproximadamente 50 milhdes de
metros cubicos de lama contaminada por metais percorreram 663 quildmetros
ao longo do Rio Doce até atingir o oceano Atlantico (Kutter et al., 2023; Macédo
et al., 2023; Queiroz et al., 2021a, b;). A lama densa de residuos da barragem
se dispersou pelo oceano devido a acdo dos ventos e correntes, atingindo ao
sul, a costa do estado do Rio de Janeiro, e ao norte, o Parque Nacional Marinho
dos Abrolhos. Além deste (ltimo, outras unidades de conservacéo como a Area
de Protecdo Ambiental (APA) Ponta da Baleia, APA Costa das Algas, Reserva
Biologica de Comboios e Reserva Extrativista de Cassurubé foram afetadas pela
lama de rejeitos (Aguiar et al., 2020; Gabriel et al., 2020; Marta-Almeida et al.,
2016; Mazzei et al., 2017).

O avanco da lama enriquecida com metais toxicos inicialmente causou a
morte das comunidades biol6gicas por soterramento (Sanchez et al., 2018),
afetando ndo apenas a fauna dos cursos d'agua, mas também os ambientes
estuarinos, costeiros e marinhos (Carmo et al.,, 2017; Gabriel et al., 2020;
Macédo et al., 2020; Queiroz et al., 2021b). Esse evento provocou impactos
multiplos na biodiversidade aquatica, abrangendo desde altera¢cdes celulares e
fisiologicas até efeitos gendmicos, populacionais e ecossistémicos (Barrilli et al.,
2024; Bonecker et al., 2022; Lines et al., 2023; Macédo et al., 2023; Sanchéz et
al., 2018; Segura et al., 2016; Vergilio et al., 2021; Vilar et al., 2023). Em
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ambientes estuarinos e costeiros, estudos correlacionaram o impacto provocado
pela lama com modificacdes na composi¢ao, diversidade e estrutura das
assembléias da macrofauna béntica e ictioplancton (Gomes et al.,, 2017;
Bonecker et al., 2021), além de danos fisicos e fisioldgicos ao zooplancton, da
diminuicdo da abundancia de ovos e larvas de peixes, e da reducdo da
diversidade de espécies de pos-larvas, assim como da abundancia e biomassa
no estuario do Rio Doce (Barrilli et al., 2024; Bonecker et al., 2019). Tais efeitos
estdo também diretamente correlacionados a presenca de metais, como
demonstrado em respostas celulares, danos nos tecidos e ativacao de vias de
desintoxicacdo devido ao estresse induzido pelos metais em trés espécies de
peixes (Macédo et al., 2020; Weber et al., 2020).

A exposicdo a contaminantes, especialmente em um evento dessa
magnitude, interfere na dindmica natural das populacdes, exercendo pressoes
de selecdo que podem afetar a aptiddo e o sucesso reprodutivo dos individuos
(Ribeiro & Lopes, 2013; Bonecker et al., 2022; Gollner et al., 2017). Como
resultado, espera-se que as populacdes expostas estejam suscetiveis a
modificacdes na diversidade genética e ao potencial aumento das taxas de
mutacao, gargalos genéticos populacionais e/ou a selecdo direcional com
mortalidade diferencial de certos genétipos (Bourret et al., 2008; Marchand et al.,
2004; Osmond et al., 2024; Paris, 2015; Paris et al., 2024).

A escassez de estudos genéticos na regido antes do rompimento da
barragem do Fundao dificulta a compreensao completa dos efeitos pds-acidente.
Embora haja um crescente interesse em utilizar a diversidade genética como um
bioindicador robusto de impactos ambientais (Medina et al., 2007), ainda ha uma
significativa lacuna no conhecimento dos efeitos dos rejeitos de minério sobre
populacées genéticas em ambientes marinhos. A maioria dos incidentes com
barragens de mineracdo ocorreu em areas terrestres, tornando o desastre da
barragem brasileira um dos raros casos documentados de impacto severo em
areas marinhas (Sonter et al., 2018; Bonecker et al., 2022). Além disso, faltam
dados consistentes da caracterizagcdo genética das espécies costeiras,

especialmente as que seréo avaliadas neste estudo.

Esta pesquisa visa caracterizar a estrutura e a diversidade genética das

populacdes de peixes costeiros Isopisthus parvipinnis e Conodon nobilis ao
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longo de um gradiente de impacto ambiental no estudrio do Rio Doce,
considerando os efeitos combinados de barreiras geogréficas, diferentes tipos
de habitats, pressdo antropica e as histérias de vida das espécies. Utilizando
microssatélites, os objetivos principais sdo: (1) caracterizar a variabilidade
genética de |. parvipinnis e C. nobilis nas populacfes da foz do Rio Doce e areas
adjacentes, proporcionando a primeira caracteriza¢do genética dessas especies;
e (2) identificar a estrutura genética populacional e estimar os niveis de
diferenciacéo entre as populacdes estudadas. Além disso, buscamos identificar
sinais iniciais de erosdo genética nas populacdes das areas impactadas pela
lama, comparando-as com aquelas em regibes que ndo foram diretamente
afetadas, o que pode indicar os efeitos da contaminagdo por metais pesados,
mesmo sem fixacdes genéticas evidentes. Esses objetivos visam fornecer dados
essenciais para 0 manejo e a conservacao das espécies e da area impactada,

considerando as mudancas ambientais.
2. Material e Métodos
2.1 Espécies-alvo

O presente estudo focou em duas espécies de peixes costeiros de
relevancia ecoldgica e econdmica local: Isopisthus parvipinnis (pescada
dentuca) e Conodon nobilis (roncador). Ambas sao espécies que predominam
nas zonas demersais da plataforma continental do Oceano Atlantico ocidental
(Andrade-Tubino et al., 2008; Carvalho-Filho, 1999; Cervigon et al., 1992). Elas
desempenham papéis-chave nas cadeias alimentares, contribuem para o fluxo
de nutrientes e matéria organica entre ambientes estuarinos e marinhos, e séo
essenciais para a transferéncia de energia nos habitats costeiros (Ferreira et al.,
2019; Lira et al., 2019; Passos et al., 2013; Romero et al., 2008; Silva et al.,
2019). Essas espécies sdo consideradas migrantes por sua associa¢ao direta
com estuarios e zonas de marés, ingressando nesses locais como larvas e
juvenis e migrando posteriormente para regides costeiras adjacentes e mar
aberto (Favero, 2019).

Embora as espécies |. parvipinnis e C. nobilis sejam atualmente
classificadas como "Pouco Vulneraveis" pela IUCN (Unido Internacional para a

Conservacao da Natureza) (IUCN, 2022), estudos sugerem que essa avaliacao
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pode néao refletir adequadamente sua real vulnerabilidade (Freitas et al., 2023;
Lira et al, 2022). Isso porque, além da degradacgéo continua de seus habitats,
essas espécies sao historicamente associadas a captura acidental nas pescarias
de arrasto de camarao, o que as tornam cada vez mais suscetiveis ao declinio
(Barreto et al., 2018; Branco & Verani, 2006; Coelho et al., 1988; Freitas et al.,
2023; Graga-Lopes et al., 2002; Lira et al., 2022; Silva-Junior et al., 2013; Soares,
1989).

A escolha das espécies I. parvipinnis e C. nobilis para o estudo de impacto
no estuério do Rio Doce se justifica pela estreita associacdo ecologica dessas
espécies com o estuario, onde 0s impactos a ictiofauna e ao ictioplancton sao
claramente evidentes (e.g., Barrilli et al., 2024; Bonecker et al., 2019; Bonecker
et al., 2021, Bonecker et al., 2022; Gomes et al., 2017). O estudo busca, assim,
caracterizar a diversidade genética e a dindmica populacional dessas espécies,
com o objetivo de avaliar o estado atual de suas populagbes e fornecer dados
essenciais para a gestao e conservacdo dos ecossistemas costeiros afetados

pela poluicdo por metais pesados.
2.2 Area do estudo e Amostragem

As amostras foram coletadas em oito localidades estuarinas, ao longo de
cerca de 850 km, entre o litoral sul da Bahia e norte do Rio de Janeiro, a saber:
i. llhéus (IOS - limite norte); ii. Porto Seguro (PS); iii. Caravelas (CA); iv. Sao
Mateus (SM); v. Barra Seca (BS); vi. Doce (DO - area diretamente afetada pelo
rompimento da barragem de mineragdo do Fund&o); vii. Aracruz (AR); viii. S&o
Jodo da Barra (SJB - limite sul) (Figura 1). Foram coletadas 227 amostras da
espécie Isopisthus parvipinnis, obtidas em sete localidades, enquanto 221
espécimes de Conodon nobilis foram coletadas ao longo de 8 localidades. A
tabela 1 mostra os detalhes sobre os tamanhos amostrais para cada uma das

espécies.
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Figura 1. Mapa exibindo os 8 pontos de amostragem de C. nobilis e 0os 7 pontos de amostragem
de I. parvipinnis (exceto Sdo Joao da Barra). Ilhéus = IOS (limite norte); Porto Seguro = PS;
Caravelas = CA,; Sdo Mateus = SM; Barra Seca = BS; Doce = DO (area diretamente afetada pelo
rompimento da barragem de mineracdo do Fundéo; destacado em vermelho); Aracruz = AR; Sao
Joé&o da Barra = SJB (limite sul, ponto representado apenas por C. nobilis).

Tabela 1. Nimero de amostras coletadas de cada espécie estudada nas 8 localidades
localizadas entre a Bahia e o Espirito Santo. Ilhéus = I0S (limite norte); Porto Seguro = PS;
Caravelas = CA; Sdo Mateus = SM; Barra Seca = BS; Doce = DO (area diretamente afetada pelo
rompimento da barragem de mineragdo do Fund&o); Aracruz = AR; S&o Jodo da Barra = SJB
(limite sul).

Espécies/Locais IOS PS CA SM BS DO AR SJB Total

C. nobilis 32 30 30 30 29 33 12 25 221
l. parvipinnis 30 37 31 33 32 33 31 - 227

As coletas ocorreram entre outubro de 2018 e maio de 2024. As amostras

de peixes das regides estuarinas no estado do Espirito Santo foram obtidas por
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pesquisadores do Laboratorio de Genética e Conservacdo Animal (LGCA) da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), enquanto as amostras
provenientes do Sul da Bahia foram coletadas por pesquisadores do Laboratorio
de Ecologia e Conservacdo Marinha (LECOMar) em visitas a desembarques
costeiros ou com o auxilio de colaboradores locais. As amostras consistem em
porcbes de tecido, medindo em média 5 cm?, obtidas das nadadeiras ou
musculos abdominais. Os tecidos foram armazenados em criotubos,
devidamente identificados, contendo alcool 100%, e mantidos refrigerados (-
80°C), no laboratorio, até o0 momento do processamento e extracdo do DNA. O
material biol6gico excedente utilizado neste estudo estéa armazenado na colecéo
do LECOMar na Universidade Federal do Sul da Bahia (UFSB), campus

Sosigenes Costa, em Porto Seguro - BA.
2.3 Extracédo do DNA, Amplificac&o e Genotipagem

O DNA foi extraido seguindo o protocolo PureLink Genomic DNA Mini Kit
Invitrogen seguindo o protocolo do fabricante ou através do extrator e purificador
de DNA e RNA Extracta® 16. Para verificar a quantidade e a qualidade do DNA,
utilizamos o Quibit 1.4 e o espectrofotometro NanoDrop da Thermo Scientific.

Devido a inexisténcia de marcadores microssatélites previamente
descritos na literatura para as espécies de interesse, os loci necessarios foram
desenvolvidos especificamente para este estudo pela empresa AllGenetics. Um
total de 12 loci foi selecionado para cada espécie, com o intuito de analisar sua
diversidade genética e caracteristicas populacionais, conforme descrito nas
Tabelas S1-A e S1-B.

As solucdes de primers foram preparadas utilizando combinacdes
multiplex ou primers Unicos contendo respectivamente 1 ul de primer-Forward,
0,1 ul de primer-Reverse, 1 pl de fluorescéncia especifica (FAM, HEX ou NED)
e agua ultrapura para completar uma diluicdo de 50 ul. A amplificagdo por PCR
foi realizada usando um Termociclador Veriti 96 (Applied Biosystems) em um
volume final de reagéo de 13,0 uL, contendo 1,5 pL de DNA, 6,25 pL do Type-it
Microsatellite PCR Kit (Qiagen), 4 yL de agua de grau PCR e 1,25 uL da mistura
de primers. O protocolo de PCR considerou uma etapa inicial de desnaturacao
a 95 °C por 5 min, seguida por 30 ciclos de 95 °C por 30 s,57°C por90 s, 72 °C
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por 30 s; 8 ciclos de 95 °C por 30 s, 53 °C por 90 s, 72 °C por 30 s; e uma etapa
final de extensdo a 58 °C por 30 min, conforme sugerido pela empresa

AllGenetics.

Para preparar a genotipagem, foram diluidos 2,0 pl do produto de PCR
em 0,2 yl de ROX 500 e 8,3 ul de formamida. Os processos de genotipagem das
fitas de DNA amplificadas foram realizados em um sequenciador automético,
modelo SeqStudio Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) usando o padréo
de tamanho GeneScan-600 Liz ou GeneScan-500 Rox e a leitura dos gendtipos

foi realizada utilizando o programa Geneious 7.1.9.9 (Biomatters, 2014).

2.4 Qualidade dos dados, diversidade genética e estrutura genética

populacional

Para verificar a qualidade dos microssatélites selecionados, foram
avaliadas a porcentagem de dados ausentes, genoétipos Unicos e a presenca de
loci monomorficos. Conforme sugerido por Moraes et al., (2017), loci e individuos
com mais de 20% de valores ausentes, bem como loci monomoérficos foram
excluidos das analises. A probabilidade de erros de genotipagem ou de alelos
nulos foi examinada com o software MicroChecker, versao 2.2.3 (Van Oosterhout
et al., 2004). A checagem de clones foi realizada através do pacote ‘poppr’
(Kamvar et al., 2014). O polimorfismo dos loci foi verificado através do calculo do
Conteudo de Informacé&o Polimorfica (PIC) através dos pacotes R pegas, polysat,
Tidyverse e poppr (Kamvar et al., 2014) no R software (R Development Core
Team, 2024).

Para avaliar a estrutura genética das populacbes entre os locais
amostrados, utilizamos: STRUCTURE v2.3.4 (Pritchard et al., 2000) e a Analise
Discriminante de Componentes Principais (DAPC). A analise do STRUCTURE
executa o agrupamento levando em consideracdo os locais de amostragem na
probabilidade de enderegcamento de cada individuo a um cluster populacional.
No STRUCTURE o numero adequado de grupos (K) foi determinado utilizando
o método AK (Evanno et al., 2005) e o K com a maior log-verossimilhanca
(Pritchard et al., 2000). A escolha final do nimero de clusters foi apoiada pelos
resultados do teste Fst e da analise de variancia molecular (AMOVA). Para cada

valor de K (valores de K = nimero de pontos amostrais para cada espécie mais
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um), realizamos 10 simulagbes (Markov chain Monte Carlo [MCMC] = 800.000
geracoes, burn-in = 200.000 intera¢des, modelo de ancestralidade mista e local
de amostragem como informacdo prévia) para obter o desvio padrdo (DP)
necessario para calcular AK. As execugdes para o melhor K foram resumidas

utilizando o servidor web Structure Selector (Li & Liu, 2018).

Para executar a DAPC, a estimativa do numero ideal de clusters (K) foi
realizada através da técnica do Critério de Informac&o Bayesiano (BIC) com a
funcao find.clusters () do pacote R "adegenet” (Jombart, 2008; Jombart et al.,,
2010; Jombart & Ahmed, 2011). A execucdo e a avaliacdo visual destes
resultados foram realizadas utilizando os pacotes "factoextra” e "ade4" (Chessel
et al., 2004). Ao contrario de STRUCTURE, o DAPC se concentra principalmente
na variabilidade entre grupos e ndo no componente dentro do grupo (Jombart et
al., 2010).

Para estimar os valores de diferenciacdo genética entre os grupos
genéticos e entre 0s pontos amostrados utilizamos dois estimadores: Fst (Wright,
1965) e indice D de Jost (Dest) (Jost et al., 2018). O Fst foi estimado usando o
Arlequin v3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) e testado usando 10.000 permutacdes.
O estimador de Dest foi calculado no pacote DEMEtics 0.8-2 (Gerlach et al.,
2010) implementado na plataforma R, utilizando 10.000 reamostragens para
obter valores de significancia. Este estimador foi adicionado devido ao seu menor
viés para marcadores altamente polimérficos como os microssatélites (Jost,
2008).

Analises hierarquicas de variancia molecular (AMOVA) também foram
realizadas usando o pacote R “poppr” (Kamvar et al., 2014), com base em 999
eventos de permutacdes. Esta analise foi realizada para avaliar a distribuicdo da
variacdo genética dentro e entre as populacdes genéticas, respeitando 0s
resultados obtidos nas populacbes atribuidas pelo STRUCTURE.
Adicionalmente, utilizou-se o teste de Mantel para testar a hipGtese de
isolamento por distancia (IBD), usando 9999 permuta¢des no pacote R "ade4"
(Chessel et al., 2004).

Para comparar a diversidade genética populacional de ambas as

especies, entre a foz do Rio Doce e areas adjacentes, n0s agrupamos
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artificialmente as populagdes por ponto de amostragem (I0S, PS, CA, SM, BS,
DO, AR, SJB). Os parametros de diversidade genética avaliados incluiram o
namero total de alelos (Na), o numero de alelos efetivos (Ne), o nimero de alelos
privados (Pa), a riqueza alélica (Ar), a heterozigosidade observada (Ho), e
heterozigosidade esperada (He) e o equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). Esses
indices, juntamente com o coeficiente de endogamia (Fis) e os intervalos de
confianca de 95% para Fis por locus e por local de coleta, foram calculados
usando a funcao divBasic dos pacotes "diveRsity" (Keenan et al., 2013) e "poppr"

(Kamvar et al., 2014) no software R (R Development Core Team, 2024).

As analises de diversidade genética foram conduzidas para comparar as
heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He) nas populacdes. A diferenca
entre as médias de Ho e He foi testada utilizando o teste t pareado (Student,
1908), que avaliou a hipétese nula de que as médias das duas variaveis eram
iguais. Para comparar as diferencas nas heterozigosidades entre as populacoes,
foi realizada uma ANOVA de uma via (Fisher, 1925), seguida de um teste post-
hoc de Tukey (Tukey, 1949), caso a ANOVA indicasse significancia. Todos o0s
testes foram conduzidos no software R (R Core Team, 2022), utilizando os
pacotes stats:t.test, stats::aov, e stats::TukeyHSD."

O tamanho populacional efetivo (Ne) para cada localidade foi estimado a
partir de dados sobre o LD utilizando o software Ne-Estimator 1.31 (Do et al.,
2014), presumindo acasalamento aleat6rio e um corte de alelos com frequéncia
inferior a 0,1. Os valores de Ne se referem ao numero de individuos que
contribuem geneticamente para a préoxima geracdo. Além disso, para identificar
possiveis gargalos genéticos recentes nas populacbes dos pontos de
amostragem de cada espécie, foi calculado o M-ratio (Garza & Williamson, 2001)
através do Arlequin v3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). O M-ratio é baseado na
razao entre o numero de alelos observados e o numero total de alelos possiveis
dentro do intervalo de tamanhos de alelos. Resultados de M-ratio inferiores a
0,68 indicam reducdo recente no tamanho efetivo populacional (Garza &
Williamson, 2001).

As taxas de migracao atuais (m), que representam a probabilidade de um
individuo de uma populacéo ser descendente de uma populagao vizinha em uma

geracdo, e a direcdo do fluxo génico (unidirecional ou bidirecional), foram
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estimadas entre as populagdes artificiais utilizando o BayesAss v3.0.4 (Wilson &
Rannala, 2003). As corridas foram realizadas utilizando nimeros aleatorios de
sementes iniciais, com 6 x 10’ interacbes MCMC, amostradas em intervalos de
6.000 etapas, com 10% descartados como burn-in. Os melhores parametros
para taxas de migracao, frequéncia alélica e coeficiente de endogamia foram
definidos em 0,5 e 0,6 e 0,6, respectivamente, para ambas as espécies. Esses
valores foram escolhidos ap0s verificar a variancia bayesiana para todas as
execucdes MCMC testadas. Um valor baixo de desvio bayesiano indica um bom

ajuste dos dados ao modelo (Faubet et al., 2007).
3. Resultados
3.1 Qualidade dos dados

Dentre os 12 loci selecionados para cada uma das espécies, ndo foram
detectados erros de genotipagem ou presenca de alelos nulos em nenhum dos
loci e nenhum loci foi excluido devido ao excesso de dados ausentes. Os
resultados obtidos a partir desses loci mostram que o contetudo de informacao
polimorfica (PIC) para |. parvipinnis variou de 0,45, no locus L252 a 0,89, no
locus L214. O valor médio do PIC nessa espécie foi aproximadamente 0,61 (ver
Tabela 2 e Tabela S2-A). Em C. nobilis, os valores de PIC dos loci individuais
variaram entre 0,37, no locus L0O30 e 0,76, nos loci L046 e L373. O valor médio
do PIC para C. nobilis foi de 0,55 (ver Tabela 3 e Tabela S2-B).

3.2 Isopisthus parvipinnis
3.2.1 Estrutura e Conectividade Genética

Com base nos resultados de agrupamentos bayesianos realizados com o
software STRUCTURE, observou-se que os maiores valores dos indices de
avaliacao (AK = 36,2 e LnP (K) = -4877,49) indicam K=3 para explicar a estrutura
dos dados (Figura 2; Figura S1). De acordo com esses resultados, as seguintes
populacdes foram atribuidas a cada cluster: Os individuos de 10S e PS foram
atribuidos majoritariamente a um cluster (Predominantemente verde claro); A
populacdo SM apresentou individuos pertencentes a trés clusters
(Predominantemente laranja); os individuos de CA, BS, DO, AR foram
predominantemente atribuidos a um terceiro cluster (Predominantemente verde

escuro) (Figura 2).
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Os resultados da DAPC mostraram que, embora haja algumas
sobreposic¢des entre as nuvens de pontos, é possivel identificar pelo menos trés
clusters distintos nos dois primeiros eixos. O cluster mais distinto € formado por
IOS e PS, que se afastam claramente dos demais, além disso, a populacao de
AR também se afasta dos demais grupos, embora de forma menos pronunciada,
um ponto contrastante com a analise anterior (Figura 2). O teste de Mantel ndo
encontrou uma correlacdo significativa entre as diferencas genéticas e as

distancias geograficas (p = 0,4858).

As andlises par-a-par de Fst e Dest indicaram uma diferencia¢éo genética
significativa entre todas as areas comparadas. Areas geograficamente proximas
apresentaram valores de diferenciacdo menores. Na diagonal inferior da Tabela
2, podem ser observadas variacfes que vao de baixa diferenciacéo (Fst = 0,04
entre IOS e PS) a alta diferenciacao (Fst = 0,38 entre IOS e AR). Ja na diagonal
superior (Dest), os valores variaram de 0,02 (CA e SM) a 0,45 (I0S e DO). Além
disso, ao analisar a diferenciacao entre os clusters genéticos, encontramos uma
maior diferenciacéo entre as areas majoritariamente atribuidas ao cluster 1 e o
cluster 3 do Structure (Fst =0,25) (Tabela S3). Finalmente, a analise de variancia
molecular (AMOVA), realizada para as localidades atribuidas aos clusters de K
= 3 do Structure, indicou que 28,09% da varia¢do genética total ocorre entre 0s
clusters, enquanto a maior parte (41,17%) se concentra dentro dos clusters
(Tabela 3).

As andlises de migracao realizadas pelo BayesAss estimaram que uma
proporcao entre 8% e 19% dos individuos nas populacées de PS, CA e SM
originam-se da populacédo de I0S, indicando um fluxo de migracdo consideravel
entre essas areas. No entanto, nas populacdes mais ao sul, como SM, BS e AR,
a area do estuéario do Rio Doce (DO) foi identificada como a principal fonte de
individuos migrantes, com mais de 20% dos individuos dessas populacdes
originando-se de DO. Esses resultados sdo baseados nas estimativas
probabilisticas da origem dos individuos nas populacdes, conforme ilustrado na

Figura 2 e na Tabela S4.
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Tabela 2. Métricas de diferenciacao genética para as populacdes de Isopisthus parvipinnis. As
estimativas de Fst estdo apresentadas na diagonal inferior, enquanto as estimativas de Dest
estdo na diagonal superior. Areas: 10S = llhéus, PS = Porto Seguro, CA = Caravelas, SM = S&o
Mateus, BS = Barra Seca, DO = Doce (area do estuéario do Rio Doce — area do impacto), AR =
Aracruz. Os valores consideram as populacdes genéticas artificiais, segundo nosso desenho de
impacto ambiental. Os valores entre os pares de populacdes representam as distancias
genéticas, refletindo o nivel de estruturacdo genética. Todos os valores sao estatisticamente
significativos (*).

Isopisthus parvipinnis

I0S PS CA SM BS DO AR

I0S 0.04* 0.24* 0.07* 0.20* 0.31* 0.24*
PS 0.08* 0.12* 0.03* 0.09* 0.17* 0.11*
CA 0.36* 0.20* 0.08* 0.02* 0.02* 0.03*
SM 0.12* 0.06* 0.15* 0.07* 0.15* 0.11*
BS 0.32* 0.17* 0.04* 0.14* 0.03* 0.04*
DO 0.45* 0.28* 0.04* 0.25* 0.07* 0.03*
AR 0.38* 0.21* 0.07* 0.20* 0.08* 0.07*

Tabela 3. Andlise de variancia molecular (AMOVA) do particionamento da variagdo genética de
Isopisthus parvipinnis. Cenario testado entre as popula¢des atribuidas aos clusters genéticos
sugeridos na andlise de estrutura populacional (STRUCTURE), K = 3. Os resultados estédo
representados no percentual de diferenciagdo e no valor da variancia (sigma). Todos os valores
sao significativos (*).

Isopisthus parvipinnis

AMOVA

Sigma Percent (%) p-valor
Variagao entre populacbes 1.27 28.09 0.001*
Variacéo entre Individuos dentro das populacdes 1.86 41.17 0.001*
Variagdo dentro dos individuos 1.39 30.72 0.001*
Variagéo Total 4.53 100
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A) Gene flow B) Structure
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Figura 2. O mapa ilustra as areas do estudo realizado para a pesquisa de Isopisthus parvipinnis em pontos da costa nordeste e sudeste do Brasil. Os pontos
“«” identificam os locais de coleta dos individuos: 10S = IIhéus, PS = Porto Seguro, CA = Caravelas, SM = Sdo Mateus, BS = Barra Seca, DO = Doce (estuario
do Rio Doce, afetado diretamente pela lama da barragem; destacado em vermelho), AR = Aracruz, SJB = S&o Jo&o da Barra. Os principais rios da regido
também estdo destacados. A) Fluxo génico: Percentual de individuos de uma populagéo “b” cuja origem é de uma populagao vizinha “a”, estimado no software
BayesAss v3.04. Apenas as taxas e a direcdo da migracdo que foram significativas (com intervalos de confianca acima de zero) estdo sendo evidenciadas. A
intensidade da seta indica taxa de migragdo entre as populacdes sendo classificada de baixa (<0,1), moderada (0,1<x<0,2) e alta (>0,2). B) Os graficos de
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barras mostram a estrutura genética de |. parvipinnis com base no STRUCTURE (K = 3). As
barras horizontais indicam a proporcdo de cada espécime atribuida a diferentes clusters
genéticos. C) O gréfico apresenta a distribuicdo das populacées amostradas ao longo dos dois
primeiros eixos da DAPC, que representam a maior parte da variagdo genética explicada pelos
dados. Os pontos no gréfico correspondem aos individuos amostrados, com diferentes cores de
acordo com a populacéo.

3.2.2 Diversidade Genética

As andlises de diversidade genética estimadas para as populacdes
artificiais e genéticas de I. parvipinnis estdo descritas nas tabelas 4 e S5,
respectivamente. No geral a Ho foi menor em SM (0,22), DO (0,25) e 10S (0,27)
guando comparada com as demais areas. Observamos que o niumero médio de
alelos variou entre 4,7 em 10S e 7,6 em PS. As estimativas de rigueza alélica
(Ar), alelos privados (Pa) e heterozigosidade esperada (He) também foram
maiores na localidade PS (Ar: 6,2; Pa: 1,2; He: 0,6) e menores em 10S (Ar: 4,1,
Pa: 0,1; He: 0,36) (Tabela 4; Tabela S6). O teste t pareado indicou uma diferenca
significativa entre a Ho e He nas populacdes (valor-p = 0,0005), enquanto as
comparacdes de Ho e He entre as diferentes populagdes ndo apresentaram
diferencas significativas.

Apos correcdo de Bonferroni, foram observados desequilibrios de ligacéo
(LD) entre os loci IPA492 — IPA150, IPA492 — IPA357, IPA478 — IPA139 e os
testes para o equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) indicaram que os loci IPA492,
IPA214, IPA139 e IPA478 estéo significativamente fora do e HWE em todas as

populacdes, conforme mostrados na figura S2 e tabela S6, respectivamente.

Os coeficientes de endogamia (Fis) apresentaram variagdes entre os loci
e podem ser vistos na tabela S6. Os valores médios e positivos oscilaram entre
entre 0,24 (IC = 0,1 - 0,36) e 0,65 (IC = 0,55 - 0,72) nas populacdes artificiais,
indicando um déficit de heterozigotos. Quanto as analises demograficas, foram
observados tamanhos populacionais efetivos entre 2 <Ne> 8 e o indice M-ratio
para todas as localidades possuem valores abaixo do valor critico de 0,68,
indicando populagbes com reducdes do tamanho populacional (Garza e
Williamson, 2001) (Tabela 4).
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Tabela 4: Médias dos indicadores de diversidade genética estimados para todas as populacdes
artificiais de Isopisthus parvipinnis. Nimero de individuos analisados (N), nimero de alelos (Na),
namero de alelos efetivos (Ae), riqueza alélica (Ar), nimero de alelos privados (Pa),
heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He), coeficiente de endogamia (Fis), indice de
Garza-Williamson (M-ratio), tamanho populacional efetivo (Ne) e Conteldo de informagéo
polimérfica (PIC). Os intervalos de confianca (IC) para as andlises de Fis e Ne é de 95%,
Populacbes artificiais: 10S = llhéus, PS = Porto Seguro, CA = Caravelas, SM = Sdo Mateus, BS
= Barra Seca, DO = Doce (area do estuério do Rio Doce — area do impacto) e AR = Aracruz.

Isopisthus parvipinnis

Area N Na Ae Ar Pa Ho He Fis (95%IC)  M-ratio Ne
(95% IC)
10S 30 47 26 41 01 027 0,36 0,24(0,1-0,36) 0,13 8,2(3,1-17,4)
PS 37 76 39 62 1,2 035 0,59 0,40 (0,31-0,49) 0,13 7,0(3,9-10,0)
CA 31 53 2,6 4,6 02 031 056 0,44(0,33-0,52) 0,18 2,8(2,0-5,9)
SM 33 6,3 3,3 54 05 022 0,64 0,65(0,55-0,72) 0,01 82(3,1-17,4)
BS 32 54 27 46 04 031 0,55 0,44(0,32-053) 0,04 2,9(2,2-5,6)
DO 33 58 22 4,7 02 025 0,48 0,49(0,35-059) 0,15 2,2 (1,6-3,0)
AR 31 56 23 48 02 03 052 043(0,27-057) 0,15 4,1(2,2-9,7)
Total 227 58 28 - - 029 0,53 - -
PIC 0,62

3.3 Conodon nobilis
3.3.1 Estrutura e Conectividade Genética

A analise de estrutura populacional realizada com o software
STRUCTURE indicou valores proximos para os indices AK e LnP(K) tanto para
K=2(AK =4,40 e LnP(K) = -6432,81) quanto para K =4 (AK = 4,74 e LnP(K) =
-6411,02), sendo que K = 4 apresentou indices ligeiramente superiores, como

ilustrado nos graficos da Figura S3.

Os resultados da analise de DAPC suportam a presenca de dois clusters
genéticos distintos, a partir do agrupamento das populacdes em duas nuvens
principais, embora algumas sobreposicdes entre os pontos das nuvens de cada
cluster ainda sejam visiveis (Figura 3). A AMOVA também corroborou esses
achados, indicando que, no modelo K = 2, a variagdo genética entre as

populacbes genéticas foi de 3,86%, valor ligeiramente superior ao observado
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para K = 4 (3,47%) (Tabela 5, tabela S7). Por fim, as analises de Fst e Dest,
calculadas com base nas populagdes artificiais, revelaram valores significativos
que indicam a diferenciacdo genética entre as popula¢des de C. nobilis. Os
valores de Fst variaram de 0,004 (entre IOS e PS) a 0,088 (entre SM e AR), e 0s
valores de Dest variaram de 0,002 (entre I0S e PS) a 0,05 (entre SM e AR)
(Tabela 6). A comparacao entre as populacdes atribuidas a cada cluster revelou
uma baixa, mas significativa, diferenciacdo genética, com Fst = 0,005 (p < 0,05)
(Tabela S7).

Com base nesses resultados, o modelo K = 2 sugere a formagé&o de dois
clusters genéticos distintos: Cluster 1 (predominantemente associado ao verde
claro) e Cluster 2 (predominantemente associado ao laranja). Ndo ha uma
correspondéncia geografica clara entre os clusters, mas observou-se que 0s
individuos amostrados em I0S, PS, AR e SJB é majoritariamente influenciado
pelo Cluster 1, enquanto os individuos amostrados em CA, SM, BS e DO tendem

a apresentar maior influéncia do Cluster 2 (Figura 2).

Tabela 5. Analise de varidncia molecular (AMOVA) do particionamento da variagdo genética de
Conodon nobilis. Cenario testado entre as popula¢gBes genéticas sugeridas na analise de
estrutura populacional (STRUCTURE), considerando K=2. Os resultados estdo representados
no percentual de diferenciagdo e no valor da varidncia (sigma). Todos os valores sé&o
significativos (*).

Conodon nobilis

AMOVA

Sigma  Percent (%) p-valor
Variagéo entre as populacdes 0,19 3,86 0,001*
Variacao entre Individuos dentro das populacdes 0,24 5,02 0,006*
Variac¢éo dentro dos Individuos 4,51 91,11 0,001*
Variacéo Total 4,91 100
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Tabela 6. Métricas de diferenciacdo genética para as populacbes de Conodon nobilis. As
estimativas de Fst estdo apresentadas na diagonal inferior, enquanto as estimativas de Dest
estdo na diagonal superior. Areas: 10S = llhéus, PS = Porto Seguro, CA = Caravelas, SM = S&o
Mateus, BS = Barra Seca, DO = Doce (area do estuéario do Rio Doce — area do impacto), AR =
Aracruz, SJB = Sao Joado da Barra. Os valores entre os pares de populacdes representam as
distancias genéticas, refletindo o nivel de estruturacdo genética. As combinacdes destacadas
com asteriscos (*) indicam que a diferenciacdo genética observada entre essas populacbes é
estatisticamente relevante.

Conodon nobilis

I0S PS CA SM BS DO AR SJB

10S 0.002 0.009* 0.019* 0.015* 0.009* 0.033* 0.012*
PS 0.004 0.010* 0.017* 0.013* 0.014* 0.020* 0.006*
CA 0.020*  0.020* 0.003 0.005 0.008*  0.041~* 0.021*
SM 0.041* 0.037* 0.007 0.001 0.013*  0.050* 0.039*
BS 0.034* 0.028* 0.011 0.005 0.012*  0.036* 0.030*
DO 0.018* 0.029* 0.017* 0.032* 0.029* 0.040* 0.025
AR 0.052* 0.036* 0.066* 0.088* 0.060* 0.068* 0.009*
SJB 0.022*  0.015* 0.041* 0.080* 0.063* 0.049* 0.016

A analise do fluxo génico, realizada no software BayesAss, revelou um
padrdo de migracdo notavel, com destaque para as populacbes de SM e DO
como fontes importantes de migrantes para outros estuarios. Especificamente,
observou-se que a emigracdo de individuos de SM contribui de forma
significativa para a formacgéo das populacdes de BS e CA (Figura 3; Tabela S8).
Por outro lado, DO também apresentou taxas de emigracdo significativas,
especialmente para as populacées de AR, SJB, I0S e PS, sendo responsavel
por mais de 20% dos individuos que compdem essas areas (Figura 3; Tabela
S8). Finalmente, o teste de Mantel ndo indicou uma correlagéo significativa entre

a estrutura genética das populacdes e sua distribuicdo geogréfica (p = 0,1065).
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A) Gene flow B) Structure
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Figura 3. Mapa do estudo, padres de estrutura genética e fluxo génico de Conodon nobilis. O mapa ilustra as areas do estudo realizado em pontos da costa
nordeste e sudeste do Brasil. Os pontos “*” identificam os locais de coleta dos individuos: 10S = IIhéus, PS = Porto Seguro, CA = Caravelas, SM = Sdo Mateus,
BS = Barra Seca, DO = Doce (estuario do Rio Doce, afetado diretamente pela lama da barragem; destacado em vermelho), AR = Aracruz, SJB = Sdo Jodo da
Barra. Os principais rios da regido também estdo destacados. A) Fluxo génico: Percentual de individuos de uma populagao “b” cuja origem € de uma populagao
vizinha “a”, estimado no software BayesAss v3.04. Apenas as taxas e a diregdo da migragédo que foram significativas (com intervalos de confianca acima de
zero) estdo sendo evidenciadas. A intensidade da seta indica taxa de migracdo entre as popula¢tes sendo classificada de baixa (<0,1), moderada (0,1<x<0,2)
e alta (>0,2). B) os graficos de barras mostram a estrutura genética de C. nobilis com base no STRUCTURE (K = 2). As barras horizontais indicam a propor¢ao
de cada espécime atribuida a diferentes clusters genéticos. C) O grafico apresenta a distribuicdo das popula¢des amostradas ao longo dos dois primeiros eixos
da DAPC, que representam a maior parte da variacdo genética explicada pelos dados. Os pontos no grafico correspondem aos individuos amostrados, com
diferentes cores de acordo com a populacao.
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3.3.2 Diversidade Genética

Em C. nobilis os indices médios de diversidade genética tanto para as
artificiais quanto para as populacfes genéticas podem ser vistos nas tabelas 7 e
S9, respectivamente. Os resultados mostraram uma meédia de 5,3 alelos por
locus, com grande variagdo observada entre os loci e entre as areas (Tabela 7;
Tabela S10). O numero médio de alelos variou entre 3,7 em Aracruz e 6,2 em
I0S. Um numero médio de Ae menor do que o numero meédio do Na, foi
observado em todas as areas. Os indices Pa, Ho e He foram também mais
elevados em 10S (Pa = 0,92, Ho = 0,60 e He = 0,62) e mais baixos em AR (Pa
=0,17, Ho = 0,43 e He = 0,52) (Tabela 7; Tabela S10). Nesta espécie, tanto 0s
valores de Ho quanto de He foram considerados moderados (0,5<x<0,8). Os
resultados das comparacdes de Ho e He entre as populacdes ndo foram
significativos, além disso também ndo foram encontradas diferencas

significativas entre as médias de Ho e He (p-value = 0,7505).

Apoés as correcdes de Bonferroni, foi observado um desequilibrio de
ligacdo (LD) estatisticamente significativo entre os loci CNO373 — CNO437
(Figura S4). Desvios marginais do equilibrio de Hardy-Weinberg foram
detectados no locus CNOO046 em todas as areas, enquanto os loci CNO465,
CNO110, CNOO014 estao dentro do equilibrio em todas elas (Tabela S10). Os
coeficientes de endogamia (Fis) apresentaram variagOes entre os loci (Tabela
S10). Conodon nobilis apresentou os menores valores de Fis com intervalos de
confianga (IC) que incluem valores negativos, como em SM, onde foi registrado
-0,03 (IC =-0,05 - 0,11), indicando baixa endogamia. Os valores mais altos foram
observados em SJB (0,17; IC =0,08 - 0,25) e AR (0,18; IC = 0,15 - 0,33) (Tabela
7).

Quanto as andlises demograficas, foram observados tamanhos
populacionais efetivos com limites superiores infinitos nas localidades 10S, PS,
SM, BS, DO e SJB. O indice M-ratio para todas as localidades possui valores

muito abaixo do valor critico de 0,68 (Garza e Williamson, 2001) (Tabela 7).
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Tabela 7: Indicadores de Diversidade Genética de Conodon nobilis. Nimero de individuos
analisados (N), nimero de alelos (Na), nimero de alelos efetivos (Ae), riqueza alélica (Ar),
numero de alelos privados (Pa), heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He), coeficiente
de endogamia (Fis), indice de Garza-Williamson (M-ratio), tamanho populacional efetivo (Ne) e
Conteudo de informacgdes polimorficas (PIC). Os intervalos de confianga (IC) para as analises de
Fis e Ne é de 95%. Populagdes artificiais: 10S = llhéus, PS = Porto Seguro, CA = Caravelas, SM
= Sao Mateus, BS = Barra Seca, DO = Doce (area do estuario do Rio Doce — area do impacto),
AR = Aracruz e SJB = S&o0 Jodo da Barra.

Conodon nobilis

Area N Na Ae Ar Pa Ho He Fis (95% IC) M-ratio Ne (95% IC)
I0S 32 62 28 43 09 06 062 0,04(002-0,1) 0,28 Inf (97,5—Inf)
PS 30 52 27 38 05 055 059 0,06(002-013) 0,18 209,7 (59,9-Inf)
CA 30 52 28 37 02 058 06 0,03(006-011) 0,15 43,0(20,5-247,2)
SM 30 58 27 39 04 058 06 -0,03(-005-0,11) 0,14 121,2(46,7-Inf)
BS 29 58 28 40 05 052 06 0,13(0,07-0,19) 0,18 Inf (10216,0-Inf)
DO 33 61 27 40 05 057 06 0,07(-0,01-0,14) 0,22 172 (71,1-Inf)
AR 12 37 26 33 02 043 052 0,18(0,15-0,33) 0,25 11,9 (4,3-60,9)
SJB 25 48 24 36 05 05 055 0,17 (0,08-0,25) 0,08 118,6 (38,7 —Inf)
Total 221 53 27 - - 055 0,58 - -
PIC 0,55

4. Discussao

Este é o primeiro estudo a investigar a diversidade e a estrutura genética
populacional de I. parvipinnis e C. nobilis, especialmente em areas afetadas por
ameacas antropogénicas, incluindo poluicéo, degradacdo de habitats e pesca.
Uma das perguntas deste trabalho é se o rompimento da barragem da Samarco,
qgue resultou na morte de milhares de peixes, na bioacumulacdo de metais
pesados e na degradacao ecoldgica dos habitats costeiros (Sanchéz et al., 2018;
Macédo et al., 2020; Weber et al., 2020) pode, ao longo das geracdes, induzir a
erosdo da diversidade genética nas populacdes das areas impactadas, em
comparacdo com aquelas situadas em regides menos ou ndo afetadas

diretamente por esse evento.

Em nossos resultados, ndo foram observadas diferencas significativas
nos indices de diversidade genética entre as popula¢cdes analisadas de ambas

as espécies, nem em relacdo a area impactada pela lama da barragem. Isso
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sugere que, até o momento, ndo ha evidéncias claras de alteracdes na
variabilidade genética detectaveis pela metodologia utilizada em resposta ao
impacto ambiental. Contudo, os dados genéticos obtidos fornecem informacdes
valiosas sobre as caracteristicas genéticas das populacdes contemporaneas ao
evento, além de serem essenciais para 0 monitoramento continuo dessas
espécies. Esses dados também sdo importantes para a compreensao dos
fatores que influenciam suas caracteristicas evolutivas e para a avaliacdo de
possiveis mudancas genéticas no futuro. A combinacdo de gargalos genéticos
recentes, tamanhos populacionais efetivos reduzidos, baixa variabilidade
genética, elevados coeficientes de endogamia e padrbes de estrutura
populacional, em conjunto com a forte pressao antropogénica, aponta para um
comprometimento no potencial evolutivo dessas populacdes, limitando sua

capacidade de adaptacdo a mudancas ambientais futuras.
4.1 Estrutura e Conectividade Genética

As andlises genéticas de |[. parvipinnis revelaram uma estrutura
populacional significativa, com diferenciacdo genética de moderada a alta entre
as populacdes. Esse padrdo foi confirmado pelos resultados da AMOVA, por
valores de Fst e Dest significativos e pela identificacao de trés clusters genéticos
bem definidos pelo STRUCTURE. As maiores diferencas genéticas foram
observadas entre as popula¢des dos extremos norte (I0OS) e sul (DO, AR), com
Fstde 0,45 (I0S-DO) e 0,38 (I0OS-AR). Além disso, a diferencia¢édo considerando
as populacdes genéticas dos clusters 1 e 3, foi de Fst = 0,25 (Tabela S3). Esses
indices sugerem uma elevada estrutura genética, especialmente quando
comparados aos valores de Fst em outros estudos populacionais, como em
Micropogonias furnieri que possui populaces genéticas distintas entre o Norte
do Brasil e o Uruguai, por exemplo (0,1< Fst < 0,26; D'Anatro, Pereira & Lessa,
2011; Vilasboa de Vasconcellos et al., 2015).

O padrao de estruturagéo observado entre as populacoes norte e sul de
I. parvipinnis pode ter influéncia tanto de fatores historicos quanto
contemporaneos, que afetam a conectividade das populagcdes marinhas ao longo
da costa brasileira (Coelho-Souza et al., 2012; Martins et al., 2022). A regido
estudada abrange duas sub-provincias do Atlantico Sudoeste: Nordeste (de 10S
a CA) e Sudeste (de SM a AR) (Floeter et al., 2008; Machado et al., 2017; Martins
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et al., 2022; Pinheiro et al.,, 2018). A diferenciacdo observada entre as
populac6es pode ser atribuida a barreiras historicas reconhecidas nessa regiao,
como a Bacia do Arquipélago de Abrolhos e a cadeia de montes submarinos
Vitéria—Trindade, que, durante os maximos glaciais do Pleistoceno, isolaram
populacbes e promoveram a divergéncia genética entre as provincias. Esse
isolamento historico, aliado as caracteristicas bioldégicas da espécie e as
possiveis adaptacfes as variacdes na paisagem costeira, pode ter consolidado

as diferencas genéticas entre as populagdes de I. parvipinnis até os dias atuais.

Adicionalmente, a correspondéncia entre a diferenciacdo geogréafica e as
unidades genéticas foi apenas parcial, conforme sugerido pela AMOVA e pela
intensidade do fluxo génico. Embora a analise genética tenha identificado trés
clusters distintos, eles estao parcialmente sobrepostos nas areas centrais (CA e
SM). A falta de correlagdo significativa entre a diferenciacdo genética e a
distancia geogréfica indica que o fluxo génico, especialmente aquele proveniente
dos eixos norte (I0S) e sul (DO) para as populacdes centrais (CA e SM) pode
estar impedindo o isolamento por distancia, permitindo a conectividade genética
através das populacbes centrais, que funcionam como zonas de transicao.
Nessa regido central, a reconhecida interacdo entre a presenca de
caracteristicas ambientais diferenciadas, como a extensdo da plataforma
continental e os diferentes tipos de habitat, como estuarios, bancos de
macroalgas e recifes rochosos e biogénicos (Costa et al., 2017; Ghisolfi et al.,
2014; Martins et al., 2022), por exemplo, podem atualmente favorecer a migracao
entre as populacdes, destacando a importancia dessa regido, que é parte do

Banco dos Abrolhos, para a conectividade contemporanea de I. parvipinnis.

Além disso, a DAPC propds trés nuvens de agrupamentos populacionais,
destacando AR como um grupo afastado das demais areas, mas os indices Fst,
Dest, e a analise do STRUCTURE revelaram que a populacdo de SM apresenta
uma concentracdo de individuos com um pool génico distinto, resultando em uma
maior diferenciacdo em relagdo as demais populacdes. Esse padrdo também
pode ser reflexo do intenso fluxo génico de outras populacdes para essa area,
associado as caracteristicas ecologicas locais, como diferencas de habitat, que
podem ter alterado as dindmicas populacionais ao longo do tempo. Por exemplo,

D'Anatro, Pereira & Lessa., (2011), discutiram que uma possivel adaptacgéo local
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a caracteristicas ambientais distintas, como salinidade, temperatura e
profundidade da &gua que modificam todo o ecossistema, pode ter
desempenhado um papel fundamental na diferenciacdo das populacdes de M.
furnieri no estuario do rio da Prata, no Uruguai, com relacao as areas proximas.
Pressdes antrdpicas também podem provocar adaptaces locais, conforme
demonstrado por Hoff et al. (2020), que baseados nas diferencas da morfologia
corporal e de otolitos de I. parvipinnis, apontou para a transicdo de uma
populacao panmitica para uma metapopulacao entre areas do Sudeste e Sul do
Brasil, provavelmente devido a mudangcas ambientais e ao aumento da presséo

de pesca ao longo de 45 anos.

Em suma, embora a estruturacao genética de |. parvipinnis seja evidente,
os fatores que a geram ainda sao indefinidos. A interacdo entre barreiras
geograficas histodricas, dindmica oceanogréfica, biologia reprodutiva e pressdes
ambientais e pesqueiras pode explicar a diferenciacdo observada, mas mais
estudos sdo necessarios para entender em detalhe os mecanismos que
modelam essa estruturagéo. A inclusdo de amostras de regifes geograficas mais
amplas ou a utilizacado de marcadores capazes de detectar processos evolutivos
histéricos, como DNA mitocondrial (mtDNA), e dados ambientais mais profundos
seria fundamental para esclarecer a dindmica do fluxo génico ao longo da costa
brasileira e 0s processos evolutivos que moldaram a estrutura genética desta

espécie.

Em contrapartida, as analises de agrupamentos genéticos de C. nobilis
revelaram a presenca de dois clusters genéticos bem distribuidos de maneira
sobreposta por toda a area do estudo. A analise DAPC, que maximiza as
diferencas entre os grupos observados, agrupou os dados em duas nuvens
principais com pontos sobrepostos. Esse padrdo explica a auséncia de uma
relacéo significativa entre as diferencas genéticas e a distribuicdo geografica da
espécie ao longo da area analisada. Além disso, também foi observada uma
diferenciac@o genética baixa, mas significativa, entre as popula¢des amostradas.
Essa diferenciacdo foi evidenciada por comparacdes pareadas de Fst (0,004 <
Fst < 0,08) e Dest (0,002 < Dest < 0,05), bem como pelas analises da AMOVA,

sugerindo que existem variacfes genéticas detectaveis entre as populagdes.
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Valores baixos de diferenciacdo genética em marcadores polimorficos sdo
frequentemente observados em peixes marinhos, incluindo peixes da familia
haemulidae, que como C. nobilis, apresentaram ampla distribuicdo geogréfica,
grandes tamanhos populacionais efetivos e alta capacidade de migracao
(Gonzélez-Salas et al., 2021; O'Reilly et al., 2004;). Contudo, entre populacdes
geograficamente proximas, como as de CA, SM e BS, ndo apenas nao foram
observadas diferenciacdes significativas entre si, mas também uma grande
semelhanca nas proporcdes dos perfis genéticos dentro dos individuos. Além
disso, foi identificada uma dispersao génica significativa entre essas populagdes
a partir de SM, o que contribui para a formacédo de uma subestrutura genética

possivelmente associada a dinamicas locais.

No caso de C. nobilis, a baixa estrutura genética populacional pode estar
associada as variagfes sazonais das correntes marinhas, que promovem ciclos
continuos de mistura (Ghisolfi et al., 2015) e podem favorecer o transporte das
larvas e individuos adultos para areas distantes. Esse movimento constante das
aguas € complementado pela sua atividade reprodutiva ao longo do ano e pela
habilidade de rafting da espécie (Favero, 2019; Silva et al., 2019). Além disso,
C. nobilis € uma espécie migrante marinha oportunista que utiliza habitats
costeiros como bercarios (Elliot et al., 2007; Favero, 2019; Silva et al., 2019), e
possui capacidade de explorar diferentes ambientes, como recifes rochosos,
praias e estuarios. Sua flexibilidade ecoldgica garante que a espécie se adapte
a condi¢cdes ambientais variadas (Silva et al., 2019; Lira et al., 2019; Romero et
al., 2008; Favero, 2019). Esse comportamento dispersivo pode explicar a ampla
distribuicdo de seu pool génico por toda a area do estudo, resultando em uma
estrutura genética com pouca diferenciacdo entre populacdes geograficamente

distantes.

Por fim, em contraste com a estruturacdo observada através dos
microssatélites em nossa pesquisa, Verba et al. (2019 — dados n&o publicados)
indicaram a auséncia de estrutura genética em C. nobilis ao investigarem cinco
areas entre os litorais norte e sul do Brasil (Para, Alagoas, Rio de Janeiro, S&o
Paulo e Santa Catarina) utilizando marcadores moleculares mitocondriais
(mtDNA). Padrbes contrastantes de estrutura populacional entre diferentes

marcadores refletem suas respostas diferenciais aos processos evolutivos
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(Pifleros & Gutiérrez-Rodriguez, 2017). Os microssatélites, sendo marcadores
de alta taxa de mutacéo, evoluem mais rapidamente e fornecem informagdes
sobre a estrutura populacional recente. Em contrapartida, a menor taxa de
mutacdo do mtDNA, somada a sua heranca materna, reflete processos
evolutivos histéricos (Avise, 2000). Dessa forma, a homogeneidade genética de
C. nobilis observada no mtDNA pode sugerir que a diferenciacdo entre

populac6es é um fenbmeno recente na histdria evolutiva de C. nobilis.

A divergéncia nos resultados de diferentes tipos de marcadores genéticos
€ caracteristica de populacdes que passaram por gargalos populacionais
seguidos por expansbes recentes (Ellegren, 2004; Pifieros e Gutiérrez-
Rodriguez, 2017) e pode estar indicando mudancas recentes na dinamica
populacional da espécie. Dessa forma, considerando a influéncia dos eventos
histéricos em nossa regido de estudo, que representa uma importante area de
descontinuidade genética para diversas espécies marinhas devido a variacdes
no nivel do mar no passado (Martins et al., 2022), e das ameacas
contemporaneas as quais as populacbes estdo expostas (e.g. poluicao,
degradacdo de habitat, pressao de pesca e mudancas climéticas), ressaltamos
a que a interacao entre fatores pode ser uma resposta para as diferengas entre
essas comparacgfes, no entanto, destacamos a necessidade de novos estudos.
Esses estudos sédo fundamentais para elucidar os padrées evolutivos passados
de C. nobilis e para fornecer previsdes sobre a viabilidade genética dessa

espécie a longo prazo.
4.2 Diversidade Genética

Observamos indices de diversidade genética notavelmente baixos em
todas as areas analisadas para |. parvipinnis. Nessa espécie, o nimero médio
de alelos (Na) foi de 5,8, enquanto a heterozigosidade observada média (Ho) foi
de 0,29. Por outro lado, para C. nobilis, o valor médio de Na foi de 5,3 e a Ho
média foi de 0,55. De maneira geral, as médias encontradas para ambas as
espécies ficaram abaixo das expectativas, se comparadas as médias descritas
por DeWoody e Avise (2000) para peixes marinhos (Ho = 0,79 e Na = 20).
Embora comparacdes diretas entre diferentes painéis de microssatélites nao
sejam ideais (Pastor et al., 2004), os padrdes gerais de diversidade genética

observados sugerem que as populagcbes de 1. parvipinnis apresentam

94



variabilidade genética baixa, enquanto as de C. nobilis possuem variabilidade
genética moderada. Esses padrdes podem indicar um baixo potencial adaptativo

em face de futuras mudancas e pressées ambientais.

A variabilidade genética de uma populacdo esta intimamente associada
ao fluxo génico e ao seu tamanho populacional efetivo (Ne) (Lowe & Allendorf,
2010; Hague & Routman, 2016). Embora tenha sido observado um fluxo génico
significativo entre as populag¢des de |. parvipinnis, especialmente entre aquelas
mais proximas as principais populacdes fonte (I0S — Norte / DO — Sul), esse
fluxo diminui com a distancia e pode nédo ser suficiente para homogeneizar a
estrutura genética das populacdes em areas amplas, conforme discutido por
Green et al. (2015), Palumbi (2003) e Simpson et al. (2014).

As estimativas de Ne em |. parvipinnis (Ne < 20) foram significativamente
inferiores ao limite minimo de 500 individuos sugerido por Frankham et al. (2010)
para populacdes selvagens, um valor que é especialmente relevante para evitar
a perda de diversidade genética e os efeitos da endogamia, como corroborado
por estudos em peixes marinhos, como os de Riccioni et al. (2010) e Ruggeri et
al. (2012). O Ne é uma medida que reflete o tamanho de uma populacéo
idealizada, que experimentaria as mesmas taxas de deriva genética por geracao
gue a populacéo natural em estudo (Wright, 1931). Dessa forma, quando Ne &
baixo (Ne<50), como no caso de |. parvipinnis, a populacdo est4 mais sujeita a
deriva genética, que pode reduzir ainda mais a diversidade genética e o potencial
adaptativo da populacdo, tornando-a vulneravel a extin¢do, tanto por pressdes

seletivas quanto por eventos estocasticos (Frankham et al., 2014).

O baixo Ne em nossas populagbes de I. parvipinnis, pode ter sido
exacerbado por gargalos genéticos recentes, detectados pelo indice M-ratio.
Embora o tempo exato desse gargalo genético ndo possa ser precisado, Garza
& Williamson (2001) e Swatdipong et al., (2010) sugerem que o indice M-ratio
seja sensivel a gargalos genéticos iniciados entre pelo menos 5 e 100 geracdes
passadas. Considerando que . parvipinnis atinge a maturidade sexual em torno
de 1,4 anos de idade (Silva-Junior et al., 2015; Coelho, 1988), esses gargalos
podem ter ocorrido entre 7 e 200 anos antes da coleta das nossas amostras, 0
gue indica que o inicio desses eventos é anterior ao rompimento da barragem

da Samarco, ocorrido em 2015. No entanto, eles podem ser atribuidos a outras
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pressdes antropogénicas, como a sobrepesca e a degradacao do habitat, que
frequentemente estdo associadas a perda de variabilidade genética, gargalos
populacionais e reducdo dos estoques pesqueiros (Allendorf et al., 2014;
Damascena et al.,, 2015; Gandra et al., 2021; Hauser et al., 2002; Pinsky &
Palumbi, 2014; Rodrigues et al., 2008).

Para C. nobilis, identificamos um fluxo génico significativo em varias
direcbes, sendo que as principais fontes doadoras sdo as populacdes de SM e
DO. O fluxo génico é conhecido por diminuir a variacdo genética entre
subpopulacdes e aumentar a variagdo genética dentro delas (Lowe & Allendorf,
2010), o que foi claramente evidenciado pelas analises da AMOVA nessa
espécie. Nesse contexto, a migracdo parece ter desempenhado um papel
fundamental na distribuicdo da diversidade genética para areas mais distantes,
0 que, por sua vez, pode ter resultado em uma maior variabilidade dentro das

populacdes e na reducao das taxas de endogamia.

Notavelmente, em C. nobilis, as estimativas de Ne atingiram valores
infinitos em 6 das 8 populacbes analisadas, um fenbmeno frequentemente
observado em populagdes grandes com fluxo génico moderado a alto (Hare et
al., 2011), como € o caso nesta pesquisa. Além disso, como ocorre em outros
haemulideos, C. nobilis apresenta caracteristicas reprodutivas e de dispersao
gue se alinham com o perfil de espécies de grandes tamanhos efetivos de
populacdo. Por exemplo, estudos sobre Haemulon flavolineatum estimaram
tamanhos de censo entre 20 e 100 milh&es de individuos em uma vasta area do
Caribe (Purcell et al., 2006), reforcando a ideia de que grandes populacées com
alto fluxo génico podem sustentar a diversidade genética e estimativas de Ne

elevadas.

Os gargalos populacionais observados em todas as populacdes de C.
nobilis analisadas, tanto nas populages artificiais quanto nas populacdes
genéticas (tabela 3; tabela S9), podem ser um reflexo de eventos histéricos,
como indicado pela comparagédo dos nossos resultados de microssatélites com
os resultados da analise de mtDNA, realizada por Verba et al. (2019). Além disso,
ao considerar os gargalos genéticos observados em C. nobilis, com os de |I.
parvipinnis, em nosso estudo, e em Trinectes paulistanus, Pellona harroweri,

Lutjanus analis e Cephalopholis fulva por De Biasi et al. (2023) amostrados entre
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o Rio Doce, SM, BS e CA, podemos reforgar a ideia de que eventos passados
nessa area, aliados as pressfes contemporaneas, como as pressfes de pesca,

gue essas espeécies enfrentam, podem contribuir para os gargalos populacionais.

No caso de I|. parvipinnis e C. nobilis, a vulnerabilidade a pressodes
ambientais é exacerbada por sua exposicéo a pesca acidental (bycatch) (Lira et
al., 2022; Freitas et al., 2023; Barreto et al., 2018; Graca-Lopes et al., 2002;
Coelho et al., 1988), especialmente devido a sua natureza costeira e a
dependéncia de estuarios (Favero, 2019; Ferreira et al., 2019; Elliot et al., 2007;
Passos et al., 2013; Chaves e Boucherau, 2000). Devido a essas caracteristicas,
tanto os adultos quanto os juvenis das espécies se tornam suscetiveis a captura
acidental, o que prejudica diretamente a renovacao da populacédo e amplifica os
efeitos da perda de diversidade genética. Esse ciclo de captura e declinio da
diversidade genética dificulta a recuperacdo da populagéo, tornando-a ainda
mais suscetivel aos efeitos de deriva genética e da endogamia, comprometendo

seu potencial adaptativo a longo prazo.

A soma dessas observacdes nos leva a sugerir, no momento em que a
enxurrada de lama, contendo metais téxicos, chegou ao estuario do Rio Doce
(DO), as populacdes de ambas as espécies, mais especialmente de |.
parvipinnis, ja estavam enfrentando efeitos de gargalos genéticos populacionais.
Isso implica que essas populacbes ja tinham seu potencial adaptativo
comprometido, devido a baixa diversidade genética, pequenos tamanhos
populacionais e altas taxas de endogamia. Além disso, € importante destacar
gue para ambas as espécies, DO € a principal fonte de individuos migrantes para
outras areas, desempenhando um papel crucial na distribuicdo da diversidade
genética e na contencdo da diferenciacdo entre as populacbes estudadas.
Assim, é razoavel concluir que a depender da intensidade do evento sobre as
populacdes dessas espécies em DO, a longo prazo, a degradacdo do Ne e da
viabilidade genética das populacfes desta area poderé impactar negativamente
o0 potencial evolutivo das populacdes adjacentes, inclusive aquelas que né&o

foram diretamente atingidas pela lama toxica.
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4.4Impacto da Barragem do Fundéo

Varios estudos tém investigado a relacdo entre a exposicdo a
contaminagcdo por metais pesados e as alteracées nas frequéncias alélicas e
variabilidade genética (e.g., De Biasi et al., 2023; Osmond et al., 2024; Paris et
al., 2015; Paris et al., 2024). Embora nao tenhamos observado uma
diferenciacdo genética clara entre as areas analisadas e a regido diretamente
impactada pela lama de rejeitos da barragem do Fundéo, ndo podemos descartar
a possibilidade de que essas mudancas ainda estejam em processo de

desenvolvimento.

Apesar de os marcadores microssatélites apresentarem taxas de mutacao
aceleradas, as variacdes genéticas tendem a se fixar nas populacbes apenas
apos um periodo de 10 a 100 geracbes (Selkoe & Toonen, 2006). Como as
amostras foram coletadas entre trés e sete anos apés o evento, e considerando
que as espécies estudadas atingem a maturidade reprodutiva entre um e dois
anos (Coelho et al., 1988; Lira et al., 2019; Queirés et al., 2024; Silva et al., 2019),
€ sugestivo que o tempo transcorrido desde o desastre ainda ndo tenha sido
suficiente para que alteracgdes significativas nas frequéncias alélicas se fixassem
e fossem detectadas. Além disso, devido & maior intensidade do fluxo génico em
peixes marinhos, comparados, por exemplo, a peixes de dgua doce, a perda de

alelos raros pode ser mais gradual.

No entanto, os impactos da lama da barragem do Fundao indicam que as
populacbes aquaticas afetadas estdo sob intensa pressdo de selecdao. O
desastre causou soterramento, degradacéo de habitats e mortalidade em massa
na foz do Rio Doce e areas marinhas adjacentes (Sanchez et al., 2018). A
exposicao prolongada aos contaminantes, somada a pressdo da exploracao
pesqueira (Lira et al., 2021; Passarone et al., 2020) e ao baixo potencial evolutivo
observado em nosso estudo, aumentam a vulnerabilidade dessas espécies.
Esses fatores podem acentuar os gargalos populacionais e a perda do tamanho
populacional efetivo observados, o que, segundo Frankham et al. (2012),
compromete a diversidade genética e a viabilidade das populacdes. Esses
impactos devem ser monitorados a longo prazo, e podem ter por base a presente

pesquisa. Contudo, estudos utilizando metodologias de abordagens
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transcriptbmicas, epigenéticas e/ou de danos diretos ao DNA, conforme
realizados por Bougas et al., (2016); Pierron et al., (2022); Paris et al., (2024)

sdo importantes para trazer respostas diretas, complementares e em curto prazo.

5. Conclusdes

Em conclusdo, este estudo, utilizando marcadores microssatélites,
fornece a primeira evidéncia da existéncia de grupos genéticos populacionais
distintos de Isopisthus parvipinnis e Conodon nobilis ao longo da costa brasileira.
Em |. parvipinnis, foi detectada uma forte diferenciacéo entre trés populacdes
genéticas identificadas ao longo da area amostrada. Embora exista uma
separacao geral entre as regides norte e sul do estudo, essa diferenciagdo néo
esta necessariamente associada a localizacao geogréafica. No caso de C. nobilis,
foram identificados dois clusters genéticos com sobreposicées geograficas, e
embora a diferenciacdo populacional seja fraca, ela € estatisticamente
significativa. A identificagdo de uma barreira histérica ao fluxo génico em nossa
area de estudo sugere gque a estrutura genética dessas espécies é influenciada
tanto por fatores histéricos quanto contemporaneos, oferecendo uma base
importante para compreender melhor as caracteristicas das suas histérias de
vida.

Embora ndo tenhamos encontrado relacdo significativa de causa e efeito
entre o impacto provocado pelo rompimento da barragem do Funddo sobre o
estuario do Rio Doce e areas menos ou ndo diretamente afetadas, observamos
que ambas as espécies demonstraram vulnerabilidade as perturbacdes
ambientais. A diversidade genética identificada para as espécies neste estudo
variou entre baixa para |. parvipinnis a moderada para C. nobilis, e pode ser
insuficiente para garantir a adaptabilidade a longo prazo frente as intensas
pressbes de selecdo a que as espeécies estdo expostas. Diante disso, a
continuidade do monitoramento e a realizacdo de estudos de viabilidade
genética sdo essenciais para avaliar potenciais prejuizos populacionais em
geracoes futuras, especialmente considerando os impactos do rompimento da
barragem. Ainda que ndo tenhamos encontrado evidéncias claras de mudancas
até o momento, ndo podemos descartar essa possibilidade a longo prazo e

sugerimos que abordagens utilizando metodologias diretas, como
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transcriptbmicas e epigenéticas, sejam importantes para suplementar as

investigacoes.

Finalmente, ressaltamos que esta pesquisa fornece subsidios para a
formulacdo de politicas efetivas de conservacdo que garantam a viabilidade
dessas espécies a longo prazo. Compreender as dindmicas de conectividade
genética e os impactos das atividades antropicas, como a degradacdo do habitat
e a poluicéo, permite que gestores e formuladores de politicas identifiquem areas
e espécies criticas que necessitam de protecdo e monitoramento. A identificacédo
de populagbes vulneraveis, juntamente com a necessidade de um
monitoramento continuo das variagcbes genéticas, deve orientar a
implementacéo de estratégias de manejo adaptativas, como a criacdo de zonas

de recuperacéao, protecdo e a promocao de praticas pesqueiras sustentaveis.

Em nosso estudo, por exemplo, identificamos que, especialmente as
populacdes de I. parvipinnis estdo sob provaveis efeitos de deriva genética,
gargalos populacionais e forte endogamia entre populacdes estruturadas e
identificamos que areas como SM e CA sdo essenciais para a manutencao do
fluxo génico entre essas populagbes. Portanto, essas éareas devem ser
consideradas como prioritarias para gestdo e monitoramento das atividades de
pesca. Acreditamos que mais estudos sejam necessarios para compreender a
biologia reprodutiva da espécie e buscar alinhar essas informacées com o

gerenciamento da pesca do camarao na regiao.

Além disso, identificamos um possivel processo recente de diferenciacéo
populacional entre populacées de C. nobilis, acompanhado de gargalos
populacionais, que levanta um alerta para a promocéo de novos estudos que
busquem integrar as informacg@es das caracteristicas genéticas da espécie, com
padrées historicos e futuros. Ao integrar esses dados em um arcabouco de
politicas publicas, é possivel ndo apenas preservar a biodiversidade marinha,
mas também promover a resiliéncia das populacdes diante das pressdes
ambientais, assegurando um futuro sustentavel para essas espécies e seus

ecossistemas.
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Material Suplementar

1. Material e Métodos

Tabela S1-A. Informacdes sobre os 12 loci microssatélites utilizados no estudo genético de
Isopisthus parvipinnis. Para cada locus, séo apresentados os primers de amplificacéo (forward e
reverse), o motivo do repetido (Motif), o tamanho do amplicon (em pares de bases) e a
fluorescéncia associada ao marcador. Os loci foram selecionados com base em caracteristicas
de amplificacdo e variacao genética para analise de diversidade e estrutura populacional e foram
desenvolvidos exclusivamente para este trabalho.

Primer - F (Forward primer (5' - 3")
Primer - R (Reverse primer (3'-5"))
. GTGCATATGAGGGTGCACAT AC 92 FAM
. GGGTATTTATGTGAGGTGGAAGA

. TTCTCCAGCTCCACCTCTCT AC 94 HEX
. CAAACTGCAGTGGTCTCCTG

. TGTACCGTAAGCAACATCCG AC 107 NED
. TGTCTCAAACGTGATCACACC

. GAACTCAGCTTTGTACGGTGAA AC 114 FAM
. AAATGGGCCAGTGGTTGTAT

. TTCCGTCTCCACTAACTGGG AC 110 HEX
. TGCGTGGAGTTTATCTCTGG

. GGAGAGAAGGAGAAAGAAGGG AG 92 NED
. GTGGTGCCTAGCCAGCTATC

. CAGTAATCTGAAGTCAGTGGAGCA AC 190 FAM
. ATTAGGACTGACCTCCATCACTC

. ATCCTCACCCTTGCAGGAC AC 149 HEX
. GTTTGGACTGCTCCTGCTG

. GCGTTTGCCTACCTAAAGCA AC 95 FAM
. TCATTCTGAGCAGATGGTCG

. ATCCTTAACGTGTGTAGCAAACT AC 140 HEX
. ATAATCTTTGACATCACTTTCATGACT

. GCGTCTCTGATGCTCGTGT AC 127 FAM
. GGATGCATCACCGCTAGTTT

. TCCAGTGCCAGGAGAAGTAA AC 294 FAM

Locus Motif Amplicon size (bp) Fluorescence

IPA150

IPAOO1

IPA134

IPAQ76

IPA357

IPA492

IPA214

IPA406

IPA139

IPA478

IPA252

M X0 M O M XD T AOMATTAODTAOTMAODTAOOTAIODD T O

IPA187
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Tabela S1-B. Informacfes sobre os 12 loci microssatélites utilizados no estudo genético de
Conodon nobilis. Para cada locus, sdo apresentados os primers de amplificacdo (forward e
reverse), o motivo do repetido (Motif), o tamanho do amplicon (em pares de bases) e a
fluorescéncia associada ao marcador. Os loci foram selecionados com base em caracteristicas
de amplificacdo e variacao genética para analise de diversidade e estrutura populacional e foram
desenvolvidos exclusivamente para este trabalho.

Locus
Primer - F (Forward primer (5' - 3")
Locus Motif ~ Amplicon size (bp) Fluorescence
Primer - R (Reverse primer (3'-5")

CNO465 F.CACAGCCAAAGCCCTTCC AG 95 FAM
R. GAGAGAGTGTGCTTGGGACA

CNO474 F. TGGACTCCTCTTTGTATTGTGC AC 197 HEX
R. CTCCACACCCATCGTCAGA

CNO064 F.CGGCTTCTCTTTGGAATCAG AC 92 FAM
R. CGGTCAGTAAGGGATATCAGC

CNO436 F. TCTTTCTTCAGAGAGCTGGGTT AG 126 FAM
R. AACTCGCAGGAGGTAAAGCA

CNO110 F. GACGAAATCGTGACATTCCC AC 110 FAM
R. CACATCTCAGTGTGTGCTGC

CNO373 F. TGACATGCTTAGATGAGCCCT AG 241 HEX
R. CAACAGGATACGTCTGCGTC

CNOO014 F. AATTCTTGGCAGTTGGATGG AC 97 NED
R. CGCTCATTCATCTGTCTTTGTC

CNO030 F.GGTGAAGGTGGAGGAGTGAT AC 110 FAM
R. CAACCATTCCTGGAGGAAACT

CNOO046 F.CGATTTAAATGGCATCGCTC AG 172 HEX
R. CAGTGCTTTACTAAACAGCGGA

CNO122 F.GCTGTTTGGTTTGTGCACTG AC 215 NED
R. CAGGCAAATGTTTGTGAGCC

CNO335 F. TAACCTGCTGTGTTTGGACG AC 102 FAM
R. TAACCTGCTGTGTTTGGACG

CNO437 F. AAAGGTCGTCCTTCATTGGC AC 240 NED

R. ATAAACCCTACTGACATGCTGC
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2. Qualidade dos dados

Tabela S2A. Valores de PIC (Polymorphic Information Content) para os 12 loci microssatélites
analisados em Isopisthus parvipinnis. Os valores de PIC refletem a diversidade genética dos loci,
com valores mais altos indicando maior variagdo genética. Valores de contetdo de informacéo
polimorfica (PIC) para cada locus por espécie.

I. parvipinnis

PIC

IPA150 0.5286
IPAOO1 0.4693
IPA134 0.6800
IPAQ76 0.7353
IPA357 0.7245
IPA492 0.6569
IPA214 0.8966
IPA406 0.5800
IPA139 0.6221
IPA478 0.5262
IPA252 0.4516
IPA187 0.5314
Mean 0.61692

Tabela S2B. Valores de PIC (Polymorphic Information Content) para os 12 loci microssatélites
analisados em Conodon nobilis. Os valores de PIC refletem a diversidade genética dos loci, com
valores mais altos indicando maior variacdo genética. Valores de conteido de informacao
polimérfica (PIC) para cada locus por espécie.

Conodon nobilis

PIC

CNO335 0.3915268
CNO437 0.5970211
CNO465 0.4180916
CNOO064 0.4791700
CNO474 0.5316599
CNO436 0.7400473
CNO110 0.5537070
CNO373 0.7529717
CNOO014 0.3810052
CNOO030 0.3765595
CNOO046 0.7599812
CNO122 0.6778483
Mean 0.5549658
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3. Dados suplementares de Isopisthus parvipinnis.
a. Estrutura e conectividade genética.

Figura S1. Graficos da estrutura genética de Isopisthus parvipinnis baseados na analise
Structure. As amostras sao provenientes de sete estuarios do litoral brasileiro (distancia média
total = 850 Km), a saber: Ilhéus (I0S), Porto Seguro (PS), Caravelas (CA), Sdo Mateus (SM),
Barra Seca (BS), Doce (DO) e Aracruz). Métodos para escolher o K ideal: (a) Pritchard et al.
(2000) e (b) Evanno et al. (2005). Os valores de LnP (K) e AK foram plotados em fung&o do
namero de clusters. Graficos das atribuicdes estimadas a partir das andlises de Structure para K
(1-8). Melhor valor de K = 3.
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Tabela S3. Métricas de diferenciacdo genética para as populacées genéticas baseadas na
analise de STRUCTURE de Isopisthus parvipinnis. As estimativas de Fst estdo apresentadas na
parte superior da tabela. Considere o grupo 1 formado pelas localidades I0OS —PS, o grupo 2
formado por SM e o grupo 3 formado por CA - BS - DO — AR. A parte inferior da tabela estédo
representados os resultados da analise de variancia molecular (AMOVA) do particionamento da
variacdo genética. Cenario testado entre os grupos genéticos sugeridos na analise de estrutura
populacional (STRUCTURE), considerando K = 3. Os resultados estdo representados no
percentual de diferenciacdo e no valor da variancia (sigma). Todos os valores sao significativos

*)-

FST IOS-PS SM
IOS - PS
SM 0.07*
CA-BS-DO - AR 0.25* 0.17*
AMOVA

Sigma Percent (%) p-valor
Variacéo entre Grupos 1.27 28.09 0.001*
Variagdo entre Individuos dentro das Popula¢fes 1.86 41.17 0.001*
Variagdo dentro das Populacdes 1.39 30.72 0.001*
Variacéo Total 4.53 100

Tabela S4. Fluxo génico entre areas para espécie Conodon nobilis. Areas: |0S = Ilhéus, PS =
Porto Seguro, CA = Caravelas, SM = Sdo Mateus, BS = Barra Seca, DO = Doce (area do estuario
do Rio Doce — area do impacto) e AR = Aracruz. Valores em negrito e com asterisco sao
significativos.

Receiving populations

I0S (ON) CA SM BS DO AR

I0S 0.927* 0.158* 0.087* 0.191* 0.068* 0.024 0.026

oS 0.009 0.740* 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008

«n CA 0.009 0.008 0.675* 0.008 0.008 0.008 0.008
9 _5 SM 0.009 0.015 0.008 0.717* 0.008 0.025 0.035*
gg BS 0.009 0.008 0.008 0.008 0.675* 0.008 0.008
N 8' DO 0.027 0.060* 0.201* 0.058* 0.222* 0.916* 0.236*
= AR 0.009 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.675*

127



b. Diversidade Genética

Tabela S5: Valores médios dos indicadores de diversidade genética populacional de Isopisthus
parvipinnis baseados nos agrupamentos populacionais indicados pelo STRUCTURE. Numero de
individuos analisados (N), numero de alelos (Na), nUmero de alelos efetivos (Ae), riqueza alélica
(Ar), nimero de alelos privados (Pa), heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He),
coeficiente de endogamia (Fis), e indice de Garza-Williamson (M-ratio), tamanho populacional
efetivo (Ne). Areas: I0S = llhéus, PS = Porto Seguro, CA = Caravelas, SM = S&o Mateus, BS =
Barra Seca, DO = Doce (area do estuario do Rio Doce — area do impacto) e AR = Aracruz.

Isopisthus parvipinnis

Area N Na Ae Ar Pa Ho He Fis(95%IC) M-ratio
IOS_PS 67 8 34 60 12 03 05 039(0.3-04) 0.09
SM 33 63 33 61 05 03 06 065(0.5-0.7) 0.09
CA_BS_DO_AR 127 87 26 46 18 03 06 0.49(0.4-05 0.05
Total 227 77 3.1 - - 0.3 0.57 - -
PIC 0.62

Figura S2. Gréfico do desequilibrio de ligacdo (LD) entre loci de Isopisthus parvipinnis. Na escala
de cores o azul indica que a ligacao entre os pares de loci ndo € significativa. Os quadros
vermelhos indicam p significativo, ou seja, os pares de loci estéo ligados.

Loo
L1324
LO7E
L357
L4492
L2714
L406

L138

L47E

La252

L187
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Tabela S6. Médias dos indices de diversidade genética estimados para I. parvipinnis por locus e populacdo: Niumero de amostras genotipadas (N), nUmero de
alelos (Na), numero de alelos efetivos (Ne) riqueza alélica (Ar), nimero de alelos privados (Ap), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada
(He), equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), coeficiente de endogamia (Fis) e indice de Garza-Williamson (M-ratio). Os loci que se desviam do HWE sao
indicados por asteriscos (*).

Ilhéus IPA150 IPAOO1 IPA134 IPA076 IPA357 1PA492 IPA214 IPA406 IPA139 IPA478 IPA252 1PA187 Total
N 29 28 29 28 28 28 29 30 27 28 30 30

Na 2.00 2.00 3.00 8.00 5.00 4.00 18.00 2.00 3.00 3.00 4.00 2.00 56
Ne 1.18 1.23 2.84 4.3 1.52 1.24 12.36 1.06 1.16 1.78 1.68 1.03 2.62
Ar 1.96 2 3 7.29 4.18 3.64 15.06 1.89 2.54 2.89 3.56 1.66 4.14
Ap 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

Ho 0.03 0.14 0.62 0.75 0.25 0.14 0.69 0.06 0.03 0.35 0.13 0.03 0.27
He 0.15 0.19 0.64 0.76 0.34 0.19 0.91 0.06 0.13 0.43 0.40 0.03 0.36
HWE 0* 1 1 1 0* 0* 0.04* 1 0* 0* 0* 1 -

Fis 0.78 0.25 0.04 0.02 0.27 0.28 0.24 -0.03 0.73 0.18 0.67 -0.01 0.24
Fis_Low 0.02 -0.10 -0.21 -0.16 -0.13 -0.02 0.06 -0.08 0.46 -0.22 0.33 -0.06 0.10
Fis_High 10.56 0.82 0.31 0.22 0.67 0.51 0.43 -0.01 100 0.56 0.93 -0.00 0.36
M-ratio 0.02 0.02 0.02 0.05 0.039 0.03 0.06 0.400 0.03 0.02 0.17 0.66 0.13
Porto Seguro IPA150 IPA001 IPA134 IPAQ76 IPA357 IPA492 IPA214 IPA406 IPA139 IPA478 IPA252 IPA187 Total
N 37 34 36 36 34 37 35 34 34 33 36 37

Na 4.00 6.00 7.00 8.00 6.00 7.00 24.00 9.00 6.00 5.00 4.00 5.00 91
Ne 1.72 1.41 5.12 4.19 1.99 1.87 16.89 2.98 3.53 4.02 2.17 1.25 3.93
Ar 3.4 4.38 6.11 6.84 5.06 5.61 18.6 6.93 5.05 4.92 3.39 3.91 6.18
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Ap 1 0 2 0 0 1 3 19 5 21 1 0 53
Ho 0.16 0.14 0.50 0.69 0.26 0.29 0.60 0.14 0.26 0.24 0.72 0.13 0.35
He 0.41 0.29 0.80 0.76 0.49 0.46 0.94 0.66 0.71 0.75 0.54 0.20 0.59
HWE 0* 0* 0* 0.10 0* 0* 0* 0* 0* 0* 1 0.82

Fis 0.61 0.49 0.37 0.08 0.46 0.36 0.36 0.77 0.63 0.67 -0.33 0.32 0.40
Fis_Low 0.29 -0.02 0.16 -0.10 0.20 0.15 0.19 0.61 0.42 0.47 -0.60 -0.02 031
Fis_High 0.88 0.87 0.58 0.29 0.71 0.57 0.53 0.94 0.82 0.87 -0.06 0.72 0.49
M-ratio 0.23 0.05 0.05 0.05 0.044 0.33 0.08 0.05 0.05 0.03 0.03 0.55 0.14
Caravelas IPA150 IPA001 IPA134 IPAQ76 IPA357 IPA492 IPA214 IPA406 IPA139 IPA478 IPA252 IPA187 Total
N 31 29 31 29 29 30 27 30 30 27 31 28

Na 3.00 5.00 4.00 7.00 10.0 4.00 15.00 3.00 4.00 3.00 2.00 4.00

Ne 1.84 3.11 1.72 3.1 4.93 3.08 4.57 1.94 2.17 1.85 153 1.63 2.63
Ar 2.62 4.26 3.61 5.86 8.52 3.88 11.39 2.64 3.64 3 2 3.62 4.59
Ap 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 4

Ho 0.09 0.31 0.32 0.55 0.65 0.40 0.56 0.06 0.26 0.18 0.06 0.28 0.31
He 0.45 0.67 0.41 0.68 0.79 0.67 0.78 0.48 0.54 0.46 0.35 0.38 0.56
HWE 0* 0.08 0.07 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0.6

Fis 0.78 0.54 0.22 0.19 0.17 0.40 0.28 0.86 0.50 0.59 0.81 0.26 0.44
Fis_Low 0.53 0.29 4.00 -0.07 -0.04 0.13 0.08 0.63 0.23 0.38 0.50 -0.09 0.33
Fis_High 10.08 0.77 0.48 0.45 0.38 0.66 0.50 10.07 0.76 0.84 10.12 0.62 0.52

130



M-ratio 0.60 0.05 0.57 0.05 0.06 0.03 0.05 0.02 0.04 0.02 0.66 0.01 0.18
Sao Mateus
Locus IPA150 IPAOO1 IPA134 IPA076 IPA357 IPA492 IPA214 IPA406 IPA139 IPA478 IPA252 IPA187 Total
N 33 33 32 32 32 33 28 32 33 30 32 31
Na 4.00 5.00 5.00 8.00 8.00 6.00 18.0 5.00 6.00 3.00 3.00 5.00
Ne 2.01 1.92 3.65 4.78 3.60 2.56 8.85 1.91 2.30 2.64 2.58 2.82 3.31
Ar 3.59 4.38 457 7.04 6.77 5.38 134 4.47 5.08 3 3 4.70 5.44
Ap 0 1 0 0 1 1 2 0 0 0 0 2 7
Ho 0.03 0.03 0.43 0.59 0.34 0.15 0.39 0.09 0.09 0.23 0.12 0.12 0.22
He 0.50 0.48 0.72 0.79 0.72 0.61 0.88 0.49 0.56 0.62 0.61 0.64 0.64
HWE 0* 0* 0* 1 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0*
Fis 0.93 0.93 0.39 0.24 0.52 0.71 0.55 0.80 0.83 0.62 0.79 0.80 0.65
Fis Low 0.80 0.79 0.15 0.04 0.30 0.55 0.36 0.619 0.63 0.36 0.57 0.59 0.55
Fis High 10.0 10.0 0.62 0.45 0.73 0.94 0.75 10.01 10.05 0.84 0.95 0.95 0.72
M-ratio 0.23 0.06 0.04 0.05 0.05 0.35 0.06 0.03 0.20 0.02 0.02 0.01 0.09
Barra Seca [IPA150 IPA001 IPA134 IPA076 IPA357 IPA492 IPA214 IPA406 IPA139 IPA478 IPA252 IPA187 Total
N 31 26 30 29 28 30 27 29 30 26 30 31
Na 3.00 3.00 4.00 6.00 8.00 4.00 18.00 3.00 5.00 3.00 3.00 5.00
Ne 2.79 1.57 1.41 2.71 3.36 2.71 7.40 2.3 2.07 1.70 1.50 2.31 2.66
Ar 3 2.60 3.47 5.18 6.50 3.60 13.66 2.99 431 2.95 2.86 4.12 4.60
Ap 26 0 0 0 1 0 1 0 4 0 0 1 33
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Ho 0.25 0.23 0.26 0.55 0.57 0.46 0.70 0.13 0.10 0.11 0.03 0.22 0.31
He 0.64 0.36 0.29 0.63 0.70 0.63 0.86 0.57 0.51 0.41 0.33 0.56 0.55
HWE 0* 1 1 0* 1 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0~

Fis 0.59 0.36 0.08 0.12 0.18 0.26 0.18 0.76 0.80 0.72 0.90 0.60 0.44
Fis Low 0.33 -0.09 -0.16 -0.15 -0.08 -0.07 0.00 0.52 0.59 0.47 0.68 0.33 0.32
Fis High 0.82 0.77 0.48 0.38 0.45 0.55 0.36 0.94 10.03 1001 1 0.83 0.5
M-ratio 0.03 0.03 0.03 0.04 0.05 0.03 0.06 0.02 0.04 0.02 0.02 0.01 0.03
Doce IPA150 IPA001 1PA134 IPAO076 IPA357 IPA492 IPA214 1PA406 IPA139 IPA478 IPA252 IPA187 Total
N 33 27 33 33 33 33 31 32 32 30 31 32

Na 5.00 4.00 5.00 4.00 9.00 5.00 12.0 6.00 7.00 3.00 3.00 6.00

Ne 1.47 2.34 1.28 2.39 2.86 2.50 4.23 1.90 2.30 1.14 1.30 3.20 2.24
Ar 4.45 3.45 3.88 3.66 6.72 4.24 8.91 4.74 6.15 2.39 2.66 4.82 4.71
Ap 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 3

Ho 0.12 0.29 0.09 0.36 0.42 0.36 0.45 0.18 0.25 0.03 0.00 0.37 0.25
He 0.32 0.57 0.22 0.58 0.65 0.60 0.76 0.47 0.56 0.12 0.23 0.68 0.48
HWE 0.12* 0.24* 0.09* 0.36* 042* 0.36* 042* 0.18 0.24* 0.03* 0.00r 0.36*

Fis 0.62 0.48 0.59 0.37 0.34 0.39 0.40 0.60 0.55 0.73 1 0.45 0.49
Fis Low 0.29 0.14 -4.00 0.05 0.06 0.07 0.18 0.28 0.27 0.46 1 0.21 0.35
Fis High 0.90 0.78 10.30 0.65 0.60 0.67 0.62 0.86 0.81 10.02 1 0.69 0.59
M-ratio 0.26 0.04 0.45 0.26 0.23 0.33 0.04 0.03 0.06 0.02 0.02 0.02 0.15
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Aracruz IPA150 IPA001 1PA134 IPAO076 IPA357 IPA492 IPA214 1PA406 IPA139 IPA478 IPA252 IPA187 Total
N 29 29 31 28 30 30 29 30 26 27 31 30

Na 5.00 4.00 5.00 5.00 8.00 6.00 12.0 6.00 5.00 3.00 4.00 4.00

Ne 1.79 1.82 2.10 2.63 3.23 2.90 4.20 1.97 1.98 1.16 1.666 2.23 231
Ar 4.35 3.5 4.23 4.35 7.04 5.07 9.55 5.08 4.61 2.48 3.57 3.85 4.82
Ap 1 0 0 0 2 0 0 0 0 0 1 0 4
Ho 0.24 0.24 0.12 0.57 0.56 0.43 0.51 0.16 0.15 0.03 0.06 0.40 0.30
He 0.44 0.45 0.52 0.62 0.69 0.65 0.76 0.49 0.49 0.13 0.40 0.55 0.52
HWE 0.13 o* o* o* o* o* 0* 0* o= o= 0* 1

Fis 0.45 0.46 0.75 0.07 0.17 0.33 0.32 0.66 0.68 0.73 0.83 0.27 0.43
Fis Low 0.10 0.06 0.51 -0.30 -0.10 0.01 0.09 0.38 0.33 0.45 0.58 -0.01 0.27
Fis High 0.77 .079 0.94 0.41 0.45 0.63 0.54 0.90 0.95 0.99 1.00 0.57 0.57
M-ratio 0.05 0.04 0.55 0.03 0.05 0.05 0.04 0.0 0.04 0.023 0.16 0.01 0.09
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4. Conodon nobilis
a. Estrutura e Conectividade

Figura S3. Gréficos da estrutura genética de Conodon nobilis, baseados na andlise Structure.
As amostras sdo provenientes de oito estuarios do litoral brasileiro (distancia média total = 850
Km), a saber: llhéus (10S), Porto Seguro (PS), Caravelas (CA), Sdo Mateus (SM), Barra Seca
(BS), Doce (DO), Aracruz (AR) e Sao Joao da Barra (SJB). Métodos para escolher o K ideal: (a)
Pritchard et al. (2000) e (b) Evanno et al. (2005). Os valores de LnP (K) e AK foram plotados em
funcdo do numero de clusters. Graficos das atribuicbes estimadas a partir das andlises de
Structure para K (1-9). Melhor valor de K = 4.
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Tabela S7. Métricas de diferenciacdo genética para as populacées genéticas baseadas na
analise de STRUCTURE de Conodon nobilis. As estimativas de Fst estdo apresentadas na parte
superior da tabela. Considere o grupo 1 formado pelas localidades I0OS — PS — AR - SJB, o grupo
2 formado por CA — SM — BS — DO — AR. A parte inferior da tabela estdo representados os
resultados da analise de variancia molecular (AMOVA) do particionamento da variacdo genética.
Cenario testado entre os grupos genéticos sugeridos na analise de estrutura populacional
(STRUCTURE), considerando os mesmos grupos do FST. Os resultados estéo representados
no percentual de diferenciagdo e no valor da varidncia (sigma). Todos os valores sé&o
significativos (*).

FST IOS - PS CA-SM -BS DO
IOS - PS
CA - SM- BS 0,027*
DO 0,022* 0,023*
AR - SJB 0,023* 0,059 0,052
AMOVA

Sigma Percent (%) p-valor
Variacéo entre as populacdes 0,19 3,47 0,001*
Variacao entre Individuos dentro das populacdes 0,24 5,02 0,006*
Variagao dentro dos individuos 4,51 91,11 0,001*
Variacéo Total 491 100

Tabela S8. Fluxo génico entre areas para espécie Conodon nobilis. Areas: 10S = llhéus, PS =
Porto Seguro, CA = Caravelas, SM = S8o Mateus, BS = Barra Seca, DO = Doce (area do estuario
do Rio Doce — area do impacto), AR = Aracruz, SJB = S&o Jodo da Barra. Valores em negrito e
com asterisco (*) sdo significativos.

Receiving populations
10S PS CA SM BS DO AR SJB
10S 0.675* 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.017 0.009
PS 0.008 0.675* 0.008 0.009 0.009 0.008 0.017 0.010
2 CA 0.008 0.008 0.675* 0.009 0.009 0.008 0.017 0.010
% SM 0.035 0.029 0.233* 0.915* 0.259* 0.167* 0.032 0.017
§. BS 0.008 0.008 0.008 0.008 0.675* 0.008 0.017 0.010
3 DO 0.248* 0.251* 0.047 0.031 0.019 0.783* 0.195* 0.255*
% AR 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.684* 0.010
o SJB 0.008 0.008 0.008 0.008 0.009 0.008 0.017 0.676*
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b. Diversidade Genética

Tabela S9: Indicadores de Diversidade Genética. Médias dos indices de diversidade genética
estimados para todas as populacfes artificiais de Conodon nobilis. Nimero de individuos
analisados (N), nimero de alelos (Na), nimero de alelos efetivos (Ae), riqueza alélica (Ar),
namero de alelos privados (Pa), heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He), coeficiente
de endogamia (Fis), indice de Garza-Wiliamson (M-ratio) e Conteldo de informacdes
polimérficas (PIC). Os intervalos de confianca (IC) para as analises de Fis é de 95%, Populacfes
Genéticas: 1. llhéus e Porto Seguro (I0OS_PS); 2. Caravelas, Sdo Mateus e Barra Seca
(CA_SM_BS), 3. Doce (DO) e 4. Aracruz e S&o Jodo da Barra (SJB_AR).

Conodon nobilis

Area N Na Ae Ar Pa Ho He Fis (95% IC) M-ratio

I0OS_PS 62 7.5 2.8 5,6 1,4 06 06 0,06(,015-0,106) 0,17

CA_SM_BS 89 7,7 2,9 55 1,6 06 06 0,08(0,03-0,12) 0,14

DO 33 6,1 2,7 52 0,5 06 06 006(001-0,24) 0,22

AR_SJB 37 5,6 2,6 4,7 0,7 04 05 0,19(0,11-0,26) 0,08

Total 221 -
PIC  0.55

Figura S4. Gréfico do desequilibrio de ligagéo (LD) entre loci de Conodon nobilis. Na escala de
cores o0 azul indica que a ligagdo entre os pares de loci ndo é significativa. Os quadros vermelhos
indicam p significativo, ou seja, os pares de loci estéo ligados.
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Tabela S10. Médias dos indices de diversidade genética estimados para Conodon nobilis por locus e populacdo: Niamero de amostras genotipadas (N), nimero
de alelos (Na), numero de alelos efetivos (Ne), riqgueza alélica (Ar), nUmero de alelos privados (Ap), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade
esperada (He), equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), coeficiente de endogamia (Fis) e indice de Garza-Williamson (M-ratio). Os loci que se desviam do HWE
séo indicados por asteriscos (*).

llhéus CN335 CN437 CN465 CNO064 CN474 CN436 CN110 CN373 CNO014 CNO030 CNO046 CN122 Total
N 32 32 32 32 32 31 32 32 32 30 28 31 31.33
Na 2 4 5 9 3 11 7 7 4 2 10 10 74
Ne 1.96 2.45 2.16 2.78 2.54 4.17 3.13 3.87 1.96 1.99 3.22 3.43 2.81
Ap 0 1 1 3 0 2 1 0 1 0 6 2 17
Ar 2 3.22 2.9 5.69 2.97 6.85 4.81 5.93 2.65 2 5.24 6.79 4.25
Ho 0.5 0.56 0.72 0.62 0.38 0.55 0.66 0.94 0.62 0.67 0.14 0.74 0.59
He 0.49 0.59 0.54 0.64 0.61 0.76 0.68 0.74 0.49 0.5 0.69 0.71 0.62
HWE 1 1 1 1 0.132 1 1 1 1 0.75 0* 0.288

Fis -0.01 0.05 -0.33 0.02 0.38 0.27 0.03 -0.26 -0.27 -0.33 0.79 -0.04 0.04
Fis Low -0.36 -0.23 -0.59 -0.17 0.09 0.09 -0.18 -0.38 -0.54 -0.66 0.60 -0.18 -0.01
Fis High 0.32 0.33 -0.05 0.24 0.65 0.46 0.26 -0.12 0.01 0.00 0.95 0.088 0.10
M - ratio 0.4 0.36 0.45 0.29 0.6 0.06 0.46 0.41 0.23 0.02 0.04 0.42 0.28
Porto

Seguro CN335 CN437 CN465 CNO064 CN474 CN436 CN110 CN373 CNO014 CNO030 CNO046 CN122 Total
N 30 30 29 30 30 30 30 29 28 30 29 27 29.33
Na 2 3 3 7 4 10 7 7 2 2 8 8 63
Ne 1.83 2.33 2.06 1.54 2.80 4.16 2.61 4.20 1.8 2.00 3.89 3.10 2.7
Ap 0 0 1 0 1 2 1 0 0 0 2 1 8

Ar 2 2.89 2.35 4.17 3.31 6.94 4.31 5.46 2 2 5.22 5.57 3.85
Ho 0.43 0.73 0.48 0.33 0.53 0.6 0.7 0.79 0.54 0.67 0.21 0.63 0.55
He 0.45 0.57 0.52 0.35 0.64 0.76 0.62 0.76 0.47 0.5 0.74 0.68 0.59
HWE 1 1 1 0.18 1 1 1 1 1 0.81 0* 1

Fis 0.04 -0.28 0.06 0.05 0.17 0.21 -0.13 -0.04 -0.14 -0.33 0.72 0.07 0.05
Fis Low -0.29 -0.55 -0.27 -0.12 -0.08 0.02 -0.37 -0.22 -0.47 -0.65 0.52 -0.13 -0.02
Fis High 0.41 -0.00 0.41 0.23 0.43 0.41 0.11 0.16 0.22 0.01 0.90 0.29 0.13
M - ratio 0.41 0.33 0.33 0.25 0.36 0.27 0.18 0.02 0.02 0.22 0.03 0.03 0.18
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Caravelas CN335  CN437 CN465 CNO064 CN474  CN436 CN110 CN373 CNO14  CNO30 CNO046 CN122  Total

N 29 28 30 30 30 29 30 26 27 30 28 29 28.83
Na 4 4 3 5 3 9 4 6 2 2 9 11 62
Ne 2.18 2.80 2.05 2.41 2.06 4.24 2.21 4.36 1.57 2 3.64 3.83 2.78
Ap 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 2 0 4

Ar 2.96 3.31 2.32 4.23 2.36 5.87 3.04 4.98 2 2 5.16 6.86 3.76
Ho 0.55 0.86 0.7 0.5 0.5 0.62 0.57 0.58 0.41 0.87 0.29 0.55 0.58
He 0.54 0.64 0.51 0.59 0.52 0.76 0.55 0.77 0.37 0.5 0.73 0.74 0.6
HWE 0* 1 1 1 1 1 1 0.36 1 0* 0* 1

Fis -0.01 -0.33 -0.36 0.14 0.03 0.18 -0.03 0.25 -0.11 -0.73 0.60 0.25 0.03
Fis Low -0.37 -0.55 -0.66 -0.10 -0.30 -0.03 -0.32 0.01 -0.38 -0.92 0.35 0.05 -0.05
Fis High 0.32 -0.09 -0.05 0.415  0.36 0.42 0.26 0.49 0.25 -0.46 0.83 0.45 0.11
M - ratio 0.40 0.01 0.20 0.18 0.60 0.04 0.44 0.02 0.02 0.22 0.04 0.04 0.15
Sdo Mateus CN335 CN437 CN465 CNO64 CN474 CN436 CN110 CN373 CNO14 CNO30 CNO46 CN122  Total
N 29 29 30 30 30 30 30 29 29 29 27 27 29.08
Na 4 6 4 5 2 13 6 5 3 2 9 11 70
Ne 2.01 3.34 2.13 1.82 1.89 3.61 2.33 4.01 1.90 1.82 3.52 4.05 2.7
Ar 2.67 471 2.67 3.7 2 7.18 3.57 4.69 2.35 2 5.25 6.07 3.91
Ap 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 3 0 6

Ho 0.52 0.66 0.6 0.5 0.43 0.67 0.53 0.83 0.45 0.62 0.22 0.85 0.57
He 0.5 0.7 0.53 0.45 0.47 0.72 0.57 0.75 0.47 0.45 0.72 0.75 0.59
HWE 1 0.492 1 1 1 0.02* 0.06 1 1 0.528 0* 1

Fis -0.02 0.06 -0.12 -0.10 0.08 0.07 0.06 -0.10 0.05 -0.37 0.68 -0.13 0.03
Fis Low -0.35 -0.19 -0.44 -0.29 -0.27 -0.09 -0.22 -0.27 -0.29 -0.63 0.45 -0.30 -0.05
Fis High 0317 031 0.19 0.16 0.44 0.26 0.35 0.08 0.40 -0.07 0.90 0.04 0.11
M - ratio 0.04 0.02 0.16 0.18 0.66 0.15 0.28 0.02 0.03 0.02 0.04 0.04 0.14
BarraSeca CN335 CN437 CN465 CNO64 CN474 CN436 CN110 CN373 CNO14 CNO30 CNO046 CN122  Total
N 29 26 29 29 29 28 29 27 28 28 26 27 27.92
Na 4 5 2 9 2 14 5 5 3 3 9 9 70
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Ne 2.19 2.79 1.97 2.18 1.96 4.94 2.47 3.99 1.89 1.99 4 3.01 2.79
Ar 2.93 4.39 2 5.24 2 7.55 3.72 4.52 2.33 2.33 5.58 5.52 4.01
Ap 0 0 0 2 0 2 0 0 0 1 4 0 9

Ho 0.28 0.46 0.62 0.66 0.52 0.71 0.72 0.48 0.46 0.57 0.19 0.59 0.52
He 0.54 0.64 0.49 0.54 0.49 0.8 0.6 0.75 0.47 0.5 0.75 0.67 0.6
HWE 0* 0* 1 0.02* 1 1 1 0.02* 1 1 0* 1

Fis 0.49 0.28 -0.25 -0.20 -0.05 0.10 -0.21 0.35 0.01 -0.14 0.74 0.11 0.13
Fis Low 0.15 0.01 -0.57 -0.33 -0.40 -0.06 -0.45 0.09 -0.31 -0.47 0.52 -0.11 0.06
Fis High 0.78 0.54 0.10 -0.06 0.31 0.29 0.03 0.61 0.37 0.19 0.94 0.34 0.18
M - ratio 0.44 0.02 0.28 0.20 0.66 0.08 0.38 0.02 0.03 0.03 0.04 0.03 0
Doce CN335 CN437 CN465 CNO64 CN474 CN436 CN110 CN373 CNO14 CNO30 CNO046 CN122  Total
N 33 32 33 33 33 32 33 32 32 33 29 33 32.33
Na 3 7 4 8 3 10 9 6 5 2 6 10 73
Ne 1.86 3.00 2 2.45 2.11 4.30 2.91 4.33 2.24 1.83 2.75 2.72 2.71
Ar 2.29 4.16 2.62 4.64 2.3 6.25 5.35 5.03 3.11 2 4.27 6.11 4.01
Ap 0 2 0 0 0 0 0 0 1 0 2 2 7

Ho 0.33 0.59 0.55 0.64 0.61 0.66 0.7 0.66 0.62 0.58 0.17 0.64 0.56
He 0.46 0.67 0.5 0.59 0.53 0.77 0.66 0.77 0.55 0.45 0.64 0.63 0.6
HWE 1 1 1 0* 0* 0.73 1 1 1 1 0* 1

Fis 0.28 0.11 -0.09 -0.07 -0.14 0.14 -0.06 0.14 -0.12 -0.26 0.72 -0.00 0.06
Fis Low -0.07 -0.11 -0.38 -0.24 -0.50 -0.05 -0.26 -0.06 -0.40 -0.55 0.49 -0.18 -0.01
Fis High 0.61 0.34 0.21 0.09 0.20 0.35 0.15 0.36 0.17 0.05 0.92 0.1 0.14
M - ratio 0.3 0.02 0.03 0.2 0.6 0.06 0.33 0.02 0.04 0.22 0.03 0.43 0.22
Aracruz CN335 CN437 CN465 CNO64 CN474 CN436 CN110 CN373 CN0O14 CNO30 CNO046 CN122  Total
N 12 9 12 12 12 12 12 10 10 11 12 12 11.33
Na 2 3 3 2 2 4 5 6 3 2 6 6 44
Ne 1.38 2.65 1.98 1.08 1.38 2.30 2.96 5 1.94 1.93 4.72 3.51 2.58
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Ar 1.96 2.9 2.64 1.64 1.97 3.53 4.27 5.46 2.64 2 5.22 4.92 3.26
Ap 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2
Ho 0.17 0.67 0.33 0.08 0.17 0.25 0.58 0.8 0.7 0.45 0.33 0.58 0.43
He 0.28 0.62 0.5 0.08 0.28 0.57 0.66 0.8 0.48 0.48 0.79 0.72 0.52
HWE 1 1 1 1 1 0.06 1 1 1 1 0.01* 1 1
Fis 0.4 -0.06 0.32 -0.04 0.4 0.55 0.12 0 -0.44 0.05 0.57 0.18 0.18
Fis Low -0.1198 -0.70 -0.19 -0.11 -0.12 0.10 -0.29 -0.34 -0.79 -0.52 0.22 -0.21 0.01
Fis High 10.802 0.53 0.86 -0.01 1079 1031 0.56 0.34 -0.18 0.67 0.90 0.55 0.33
M - ratio 0 0.01 0.23 0.18 0.66 0.44 0.55 0.02 0.03 0.02 0.26 0.20 0.25
Sé&o Jodo da

Barra L335 L437 L465 L064 L474 L436 L110 L373 L014 L0O30 L046 L122 Total
N 23 23 24 24 24 25 25 23 20 22 25 24 23.5
Na 2 4 4 7 3 9 4 5 2 2 8 8 58
Ne 1.62 2.82 2.17 1.56 1.89 3.02 2.24 454 1.72 1.90 3.05 2.40 2.41
Ar 1.99 3.37 3 3.88 2.39 5.44 2.97 4.84 2 2 5.07 4.57 3.46
Ap 0 0 1 3 1 0 0 0 0 0 1 0 6
Ho 0.17 0.57 0.5 0.42 0.25 0.44 0.6 0.65 0.6 0.59 0.24 0.42 0.45
He 0.39 0.65 0.54 0.36 0.47 0.67 0.55 0.78 0.42 0.47 0.67 0.58 0.55
HWE 0.10 1 1 1 0.63 1 1 0.36 0.66 1 0* 0.03 *

Fis 0.5 0.12 0.07 -0.15 0.46 0.34 -0.08 0.16 -0.42 -0.24 0.64 0.28 0.16
Fis Low 0.07 -0.17 -0.26 -0.26 0.09 0.11 -0.41 -0.08 -0.67 -0.61 0.39 -0.06 0.08
Fis High 0.91 0.43 0.42 -0.07 0.82 0.58 0.25 0.40 -0.22 0.16 0.87 0.62 0.25
M - ratio 0.02 0.01 0.03 0.03 0.03 0.24 0.17 0.02 0.02 0.25 0.27 0.03 0.07
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Resumo

As atividades humanas estdo alterando os padrdes de biodiversidade marinha
global a longo prazo, impactando também o potencial de captura de peixes
disponiveis para a pesca. A drastica reducdo dos tamanhos populacionais
diminui os tamanhos efetivos das populacdes e aumenta o risco de perda de
variabilidade genética, por meio da deriva genética e da consanguinidade. Isso
torna essas populacdes mais vulneraveis a erosdao do genoma e,
consequentemente, a extincdo. O objetivo deste trabalho é prever se a
diversidade genética atual das espécies de peixes costeiros Isopisthus
parvipinnis e Conodon nobilis sera suficiente para manter sua viabilidade
genética em diferentes cenéarios de declinio populacional. As informacdes
geradas visam oferecer subsidios para a viabilidade a longo prazo dessas
espécies, auxiliando assim na formulacdo de estratégias eficazes de
conservacdo. A analise foi realizada por meio de simulacdes preditivas de
viabilidade populacional, utilizando dados genéticos e o software Bottlesim. Os
resultados sugerem que a diversidade genética de |. parvipinnis pode ser
mantida em niveis adequados, desde que as populacfes permanecam estaveis.
Por outro lado, C. nobilis ja enfrenta uma reducao critica na diversidade genética.
Esses resultados indicam que C. nobilis é particularmente sensivel a gargalos
populacionais, especialmente em cenarios de declinio acentuado. Essas
descobertas enfatizam a necessidade urgente de implementar estratégias de
manejo eficazes para conservar essas espécies e proteger a biodiversidade
marinha, destacando a importancia de manter tamanhos populacionais
adequados para garantir a resiliéncia e a adaptabilidade a longo prazo.

Palavras-chave: Variabilidade genética, declinio populacional, deriva
genética, simulagcbes preditivas, Bottlesim, peixes costeiros, conservacdo de
espécies.
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1. Introducéo

Os oceanos enfrentam ameacas iminentes, principalmente devido as
acfes humanas que impactam ecossistemas naturais em todo o mundo
(Kvamsdal et al., 2023; McCauley et al., 2015; Crain et al., 2009; Halpern et al.,
2008). Essas ac¢Oes resultam em diversas consequéncias, incluindo a
degradacédo e perda de habitat, poluicdo, declinio global das populacdes de
peixes devido a sobrepesca, extingbes de varias espécies e mudancas
climéticas, que provocam o aquecimento e a acidificagdo dos oceanos
(Kvamsdal et al., 2023; Chapman, 2017; Crain et al., 2009).

Os impactos cumulativos resultantes das atividades humanas estédo
alterando os padrdes de biodiversidade marinha global a longo prazo (Jones &
Cheung, 2017), o que também afeta o potencial de captura de peixes disponiveis
para a pesca (Lam et al, 2016). As previsdes indicam que, sem um
gerenciamento adequado das taxas de exploracdo, as principais pescarias
poderdo colapsar até 2048 (Worm et al., 2006). Pinsk et al., 2011 sugerem que
até duas vezes mais peixes de espécies pequenas e de baixo nivel tréfico
entraram em colapso em comparacdo com grandes predadores de topo. Em
contrapartida, os estudos de Duarte et al. (2020) indicam que a recuperacao da
estrutura e funcdo dos ecossistemas marinhos poderia ser alcancada até 2050,

caso as principais pressoes sobre 0 ambiente sejam adequadamente mitigadas.

A dréastica reducdo dos tamanhos populacionais inevitavelmente diminui
seus tamanhos efetivos (Stevens et al., 2018). Esse declinio no tamanho efetivo
aumenta o risco de perda de variabilidade genética por meio da deriva genética
e da consanguinidade, como ja observado em diversas espécies (Gandra et al.,
2021; Lino et al., 2019; Allendorf et al., 2014; Hauser et al., 2002; Hoarau et al.,
2005). Pinsky e Palumbi, 2014, por exemplo, evidenciaram através de uma meta-
analise que 140 espécies de peixes marinhos vitimas da pesca excessiva sofrem
com a perda de diversidade genética. Como a diversidade genética € um
componente fundamental da evolugdo adaptativa, € crucial para a capacidade
das populacdes de persistirem em ambientes estressantes. Sua perda torna
essas populacdes mais vulneraveis a erosdo do genoma e consequentemente a
extingdo (Niskanen et al., 2020; Frankham, 2005; Spielman et al., 2004; Reed &
Frankham, 2003; Frankham et al., 2002).

142



As espécies de peixes costeiros Isopisthus parvipinnis e Conodon nobilis
estdo distribuidas na costa oeste do Oceano Atlantico, da Flérida, nos Estados
Unidos, até o Sul do Brasil. Embora classificadas como "Pouco Vulneraveis" na
Lista Vermelha de espécies ameacadas da IUCN (Unido Internacional para a
Conservacao da Natureza) (IUCN, 2022), essa categorizacao pode nao refletir
adequadamente seu verdadeiro status devido a escassez de informacgdes sobre
a dinamica populacional e ecoldgica dessas espécies, bem como ao grau de

exposicao a ameacas globais e estressores antropogénicos.

Entre as principais ameagas antropogénicas, evidéncias significativas
indicam que a poluicao, a degradacgéo do habitat e a sobre-exploragdo pesqueira
representam ameacas imediatas para ambas as espécies no litoral brasileiro.
Um exemplo marcante € o impacto da poluicdo decorrente do rompimento da
barragem de mineracdo em Mariana, Minas Gerais, em 2015, que liberou mais
de 50 milhdes de m3 de rejeitos de minério no estuario do Rio Doce e areas
adjacentes do Oceano Atlantico. Este evento é considerado o pior acidente da
mineracdo no Brasil (Sanchez et al.,, 2018; Marta-Almeida et al., 2016). A
enxurrada de lama resultante causou alta mortalidade de organismos,
soterramento e degradacao de habitats, além de expor as espécies afetadas a
poluicdo por metais de forma persistente e por tempo indeterminado,
comprometendo a saude dos individuos (Bonecker et al., 2022; Sa et al., 2021,
Sanchez et al., 2018).

Adicionalmente, ambas as espécies sao frequentemente reportadas como
captura incidental na pesca de arrasto, especialmente em arrastos de camarao,
desde a década de 1970 (Verba et al., 2020; Passarone, 2020; Bernardo et al.,
2011; Branco & Verani, 2006; Graca-Lopes et al., 2002; Coelho, 1988). Elas séo
consideradas sobrepescadas (Verba et al., 2020), e alguns estudos as
classificam com o status de altamente vulneraveis (Freitas et al., 2023; Lira et
al., 2022; Verba et al., 2020).

A captura incidental, combinada com préticas inadequadas de gestéo
pesqueira e a falta de politicas de manejo para proteger espécies nao
ameacadas, resulta em sérios riscos a biodiversidade marinha, como o aumento
da captura de juvenis (Passarone et al., 2020; Silva -Junior et al., 2015; Silva -

Junior et al., 2013) e o declinio das populagbes (Rezende et al., 2019; Silveira et
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al., 2018). Além disso, mudangas climaticas e outros fatores ainda nédo
totalmente compreendidos podem representar ameacas adicionais a viabilidade
dessas espécies a longo prazo, ressaltando a necessidade de estratégias de

manejo eficazes.

As analises de gargalos populacionais realizadas no Capitulo 2 desta tese
revelaram que as populacdes de I. parvipinnis e C. nobilis em nossa area de
pesquisa sofreram reducdes recentes, tornando crucial avaliar sua resiliéncia as
ameacas atuais e futuras para desenvolver estratégias de manejo eficazes
(Angeler et al., 2018).

Embora se saiba que redu¢des do tamanho populacional levam a perda
da diversidade genética devido a deriva, a gravidade desse efeito e seus
aspectos temporais sdo fundamentais para determinar a capacidade de uma
populacdo de manter essa diversidade (Frankham et al., 2010; Pinto et al., 2024).
Fatores como o tamanho da populagdo (Amos & Balmford, 2001; Frankham et
al., 2010) e as caracteristicas de histéria de vida da espécie (Ewers & Didham
2006; Hailer et al., 2006; Kuo & Janzen, 2004; Lippé et al., 2006), especialmente
as caracteristicas reprodutivas e a longevidade, sdo essenciais para a
manutencdo da diversidade genética apOs eventos estocasticos (Hailer et al.,
2006).

Diante do atual cenario de perda global da biodiversidade e da escassez
de informacgBes sobre o status de conservacao genética e ecoldgica, além das
ameacas enfrentadas pelas populacbes de I. parvipinnis e C. nobilis, este
trabalho tem como objetivo avaliar se a diversidade genética atual sera suficiente
para manter a viabilidade genética dessas espécies em diferentes cenarios de
declinio populacional nos proximos 100 anos. As informacdes geradas visam
oferecer subsidios para a viabilidade a longo prazo das espécies, auxiliando

assim em estratégias eficazes de conservacao.
2. Material e Métodos

As analises de viabilidade populacional foram realizadas com base nos
grupos populacionais genéticos identificados através da genotipagem de
microssateélites, conforme descrito no Capitulo 2 desta tese. Consideramos que

I. parvipinnis possui trés populacbes genéticas, nomeadas da seguinte forma:
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Cluster 1, que inclui Ilhéus (I0S) e Porto Seguro (PS); Cluster 2, que é
representado por Sao Mateus (SM); e Cluster 3, que abrange Caravelas (CA),
Barra Seca (BS), Doce (DO) e Aracruz (AR). Em relagdo a C. nobilis,
identificamos quatro grupos genéticos distribuidos em oito locais, que se
organizam da seguinte maneira: Cluster 1 (I0S e PS), Cluster 2 (CA, SM e BS),
Cluster 3 (DO) e Cluster 4 (AR e SJB) (Figura 1).

2.1 Modelagem preditiva: perda de variacdo genética nas geracdes

futuras

A perda futura de variacdo genética nos préximos 100 anos (equivalente
a 100 gerag0Oes) foi simulada com o software BottleSim V2.6 (Kuo e Janzen,
2003). Esse software cria cenarios para modelos biol6gicos com histdrias de vida
complexas, utilizando dados de frequéncia alélica, obtidos a partir de genatipos,
o tamanho populacional (N) e caracteristicas da historia de vida da espécie para
projetar o declinio da diversidade genética devido a deriva genética. A sele¢céo

natural, a migracdo e a mutacdo ndo sao incluidas neste modelo.

Devido a auséncia de analises de censo para as espécies, o tamanho
populacional foi estimado a partir do somatério dos nossos dados de coleta. As
coletas ocorreram entre outubro de 2018 e maio de 2024. As amostras de peixes
das regides estuarinas no estado do Espirito Santo foram obtidas por
pesquisadores do Laboratério de Genética e Conservacdo Animal (LGCA) da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), enquanto as amostras
provenientes do Sul da Bahia foram coletadas por pesquisadores do Laboratério
de Ecologia e Conservacdao Marinha (LECOMAR) e colaboradores locais. Para
avaliar se h4 a perda de variacdo genética e o aumento da endogamia,
realizamos simulacdes considerando dois cenarios: (i) mantendo N constante
durante toda a simulacéo e (ii) reduzindo o tamanho do N ao longo das geracdes
para incorporar diferentes cenarios de declinio populacional. No segundo caso,
simulac¢des foram feitas com perdas graduais de Ne de 10%, 25%, 50%, 75% e
90%.

Os parametros utilizados nas simulagcdes incluiram: geracoes
completamente sobrepostas (100%), sistema reprodutivo didico, acasalamento

aleatério, o N estimado para cada grupo populacional, intervalo de tempo da
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simulacdo 100 anos e 1.000 interacdes. Assumimos que a longevidade esperada
de I. parvipinnis é de 10 anos (Lamas & Soares, 2019; Tomas et al., 2019), com
maturacao reprodutiva ao 1 ano de idade e uma razdo sexual de 1,4 fémeas para
cada macho (Silva-Junior et al., 2015; Coelho, 1988). Para C. nobilis, a
longevidade esperada é de 4 anos (Pombo et al., 2014), com maturacdo
reprodutiva ao 1 ano e a razao sexual de 1,0 fémeas para cada macho (Silva et
al., 2019; Pombo et al., 2014).

Consideramos as seguintes estimativas de N populacional: Em |.
parvipinnis (K =3) - Cluster 1. N = 2200 individuos; Cluster 2. N = 1018 individuos;
Cluster 3. N = 4500 individuos. Em C. nobilis (K=4): Cluster 1. N =462 individuos;
Cluster 2. N = 986 individuos; Cluster 3. N = 230 individuos; Cluster 4. N = 327

individuos (tabela 1).
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Figura 1. Mapa da area do estudo e padrbes de estrutura genética. O mapa ilustra as areas do
estudo realizado em pontos entre as costa nordeste e sudeste do Brasil. Os gréaficos de barras
mostram a estrutura genética de I. parvipinnis (K = 3). As barras horizontais indicam a proporgdo
de cada espécime atribuida a diferentes grupos genéticos, com o numero de grupos (K)
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determinado pelo método de Evanno. Os clusters sao definidos com base nas andlises de
estrutura genética, onde individuos com perfis genéticos semelhantes, assim populagdes com
perfis semelhantes sédo agrupados no mesmo cluster. Os locais de coleta dos individuos estao
marcados com um ponto “»” e sdo identificados como segue: IOS = Ilhéus, PS = Porto Seguro,
CA = Caravelas, SM = Sado Mateus, BS = Barra Seca, DO = Doce (estuario do Rio Doce, afetado
diretamente pela lama da barragem), AR = Aracruz. Os principais rios da regido também estédo

destacados.
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Figura 1. Mapa da area do estudo e padrdes de estrutura genética. O mapa ilustra as areas do
estudo realizado em pontos da costa nordeste e sudeste do Brasil. Os graficos de barras
mostram a estrutura genética de C. nobilis (K = 4). As barras horizontais indicam a proporcao de
cada espécime atribuida a diferentes grupos genéticos, com o numero de grupos (K) determinado
pelo método de Evanno. Os clusters sao definidos com base nas andlises de estrutura genética,
onde individuos com perfis genéticos semelhantes, assim popula¢des com perfis semelhantes
séo agrupados no mesmo cluster. Os locais de coleta dos individuos estdo marcados com um
ponto “*” e sdo identificados como segue: 10S = llhéus, PS = Porto Seguro, CA = Caravelas, SM
= S&o Mateus, BS = Barra Seca, DO = Doce (estuario do Rio Doce, afetado diretamente pela
lama da barragem), AR = Aracruz, SJB = S&0 Jodo da Barra. Os principais rios da regido também
estdo destacados.
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3. Resultados

As tabelas la/lb resumem as projecbes de simulagdo do numero
observado de alelos (AO), da heterozigosidade esperada (He) e do coeficiente
de endogamia (F) retidos ap6s um periodo de 100 anos em comparacdo com 0s
indices atuais para I. parvipinnis e C. nobilis, respectivamente. Projetamos a
perda de diversidade genética ao longo do tempo para todas as populagbes de
ambas as espécies, independentemente do cenario testado. O niumero de AO

diminuiu em um ritmo mais acelerado do que a He, conforme o esperado.

Com base nas frequéncias alélicas, as populacdes de I. parvipinnis
manterdo aproximadamente 96% do nimero de AO e mais de 98% da He atuais,
se os tamanhos das populacdes permanecerem constantes nos préximos 100
anos. No cenario mais pessimista, em que um gargalo populacional simulado
resulta em uma reducdo de 90% do N atual, os percentuais de AO retidos
variaram entre 60,7% no Cluster 1 e 65,1% no Cluster 3. Por outro lado, as
populacdes dos Clusters 2 e 3 manteriam 84,8% e 96% da He, respectivamente.
Nossas observacdes indicam que todas as populagdes de I. parvipinnis sofrerdo
perdas de AO de pelo menos 9% caso enfrentem um declinio de 50% em seu N
atual (Tabela 1a; Figura 2).

Em comparacgéao, nas populacdes de C. nobilis, a maior retencdo do AO e
da He para uma populacdo sem bottleneck no intervalo de 100 anos, seria a
populacdo do Cluster 3, onde A = 72% e He = 97%. Em contraste, mesmo na
auséncia de bottleneck, as populacdes Cluster 3 (AO = 58,2%; He = 86,8%) e
Cluster 4 (AO = 63,9%; He = 90,7%) ja atingiram os limites minimos da
recomendacdo para a conservacdo de manter 90% da diversidade genética
dentro do periodo de 100 anos (Frankham et al., 2014) (Tabela 1b; Figura 3).

Quanto ao coeficiente F, projetamos o0 aumento da endogamia a medida
gue o declinio do N € intensificado em todos os cenarios testados. Na populacdo
do Cluster 1 de I. parvipinnis, por exemplo, em condi¢des iniciais, o F é de -
0,0001. No entanto, em cenarios severamente afetados, com 90% de declinio, o
F aumenta para 0,011. Da mesma forma, em C. nobilis (Cluster 1), F passa de -
0,001 para 0,1924 sob os mesmos cenarios, indicando um aumento significativo

na endogamia (Tabela 1b).
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Figura 2. Diversidade genética prevista em 3 populagbes de Isopisthus parvipinnis nos proximos 100 anos (K = 3; Cluster 1, Cluster 2, Cluster 3). Essas
populacdes foram identificadas através das andlises de estrutura populacional (STRUCTURE) que podem ser vistas no capitulo 2 desta tese. Utilizando o
BOTTLESIM v2.6, estimamos o nimero de alelos retidos (AO) e a heterozigosidade esperada (He) em diferentes cenarios de gargalo. A linha vermelha
representa o limite para avaliar a probabilidade de persisténcia da espécie. No gerenciamento de popula¢cdes ameacadas, a meta é reter, no minimo, 90% da
diversidade genética atual no intervalo de 100 anos (Frankham et al., 2014).
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Figura 3. Diversidade genética prevista em 4 populages de Conodon nobilis nos préximos 100 anos (K = 4; Cluster 1, Cluster 2, Cluster 3 e Cluster 4). Essas
populacdes foram identificadas através das analises de estrutura populacional (STRUCTURE) que podem ser vistas no material suplementar do capitulo 2
desta tese. Usando o BOTTLESIM v2.6, estimamos o numero de alelos retidos (A) e a heterozigosidade esperada (He) em diferentes cenarios de gargalo. A
linha vermelha representa o limite para avaliar a probabilidade de persisténcia da espécie. No gerenciamento de populacbes ameacadas, a meta é reter, no
minimo, 90% da diversidade genética atual no intervalo de 100 anos (Frankham et al., 2014).
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Tabela la. Diversidade genética simulada em trés populacdes de Isopisthus parvipinnis (K = 3; Cluster 1, Cluster 2; Cluster 3) nos préximos 100 anos. Os
resultados simulados incluem nimero de alelos observados (AO), Heterozigosidade esperada (He), Coeficiente de endogamia (F). Todas as medidas de
diversidade sdo apresentadas com o desvio padrao (SD) e os valores conservados em porcentagem (%), usando valores constantes para o tamanho da
populacao (N) e cenarios com N em declinio.

Isopisthus parvipinnis

Population Size Year AO Average (SD) AO % HE Average (SD) HE % F Average (SD) F %
Cluster 1 2200 0 8.0000 (5.5759) 100 0.5148 (0.2411) 100 -0.0001 (0.0005) 100
No bottleneck 2200 100 7.7343 (5.3739) 96.7 0.5112 (0.2393) 99.2 -0.0005 (0.0004) 612.3
Declining N (10 %) 1980 100 7.6628 (5.3359) 95.7 0.5112 (0.2387) 99 -0.0006 (0.0005) 216.8
Declining N (25%) 1650 100 7.5431 (5.2375) 94.2 0.5096 (0.2391) 99 -0.0008 (0.0004) 378
Declining N (50%) 1100 100 7.1715 (5.0048) 89.6 0.5074 ( 0.2367) 98.5 -0.0013 (0.0004) 296.4
Declining N (75%) 550 100 6.2948 (4.3188) 78.6 0.4984 (0.2344) 96.8 -0.0013 (0.0044) 369.1
Declining N (90%) 220 100 4.8608 (3.0119) 60.7 0.4763 (0.2220) 92.5 0.0110 (0.0470) -3372.1
Cluster 2 1018 0 6.3333 (4.0076) 100 0.6380 (0.1248) 100 -0.0007 (0.0005) 100
No bottleneck 1018 100 6.0978 (3.7710) 96.2 0.6280 (0.1225) 98 -0.0012 (0.0005) 164.1
Declining N (10 %) 917 100 6.0479 (3.6949) 95.4 0.6266 (0.1220) 98 -0.0015 ( 0.0008) 313.2
Declining N (25%) 764 100 5.9362 (3.5544) 93.7 0.6253 (0.1214) 98 -0.0022 (0.0007) 1191.7
Declining N (50%) 509 100 5.6148 ( 3.1859) 88.6 0.6169 (0.1209) 96.6 -0.0031 (0.0006) 799.7
Declining N (75%) 255 100 4.9472 (2.3615) 78.1 0.5980 (0.1161) 94 -0.0060 (0.0007) 945
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Declining N (90%)

Cluster 3

No bottleneck
Declining N (10 %)
Declining N (25%)
Declining N (50%)
Declining N (75%)

Declining N (90%)

102

4500

4500

4050

3375

2250

1125

450

100

100

100

100

100

100

100

3.8799 (1.2786)

8.6667 (6.0653)
8.3895 (5.8109)
8.3227 (5.7343)
8.3081 (5.7301)
7.9532 (5.3513)
7.0754 (4.4039)

5.6476 (2.9582)

61.2

100

96.8

96

95.8

91.7

81.6

65.1

0.5415 (0.1066)

0.5662 (0.1485)
0.5638 (0.1478)
0.5635 (0.1477)
0.5637 (0.1471)
0.5620 (0.1472)
0.5575 (0.1470)

0.5452 (0.1423)

84.8

100

99.5

99.5

99.5

99.2

98

96

-0.0083 (0.0065)

-0.0003 (0.0004)
-0.0003 (0.0003)
-0.0004 (0.0004)
-0.0004 (0.0004)
-0.0005 ( 0.0002)
-0.0014 (0.0005)

-0.0031 ( 0.0012)

1217.2

100

95.8

-634.9

223.3

834

783.2

3271.2
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Tabela 1b. Diversidade genética simulada em quatro popula¢des de Conodon nobilis (K = 4; Cluster 1, Cluster 2, Cluster 3 e Cluster 4) nos préximos 100 anos.
Os resultados simulados incluem nimero de alelos observados (AO), Heterozigosidade esperada (He), Coeficiente de endogamia (F). Todas as medidas de
diversidade sdo apresentadas com o desvio padrao (SD) e os valores conservados em porcentagem (%), usando valores constantes para o tamanho da

populacao (N) e cenarios com N em declinio.

Conodon nobilis

Population Size  Year AO Average (SD) A% HE Average (SD) HE % F Average (SD) F %
Cluster 1 0 7.4988 (4.4814) 100 0.6108 (0.1113) 100 -0.0010 (0.0013) 100
No bottleneck 462 100 45148 (2.1419) 60.2 0.5706 (0.1047) 93.5 -0.0028 (0.0010) 284.9
Declining N (10 %) 416 100 4.385 (2.0328) 58.4 0.5668 (0.1026) 93 -0.0028 (0.0011) 476.8
Declining N (25%) 347 100 4.1331 (1.8086) 55.1 0.5569 (0.102) 91 -0.0048 (0.0018) 505
Declining N (50%) 231 100 3.6636 (1.4093) 48.8 0.5328 (0.0964) 87.2 -0.0056 (0.0021) 535.3
Declining N (75%) 116 100 2.9297 (0.8122) 39 0.4618 (0.0876) 75.6  0.0090 (0.0218) -695.3
Declining N (90%) 46 100 2.0360 (0.2870) 27.1 0.3074 (0.0586) 50.3 0.1924 (0.0838) -18979.5
Cluster 2 0 7.6667 (4.6188) 100 0.61 (0.1256) 100 -0.0005 (0.0005) 100
No bottleneck 986 100 55234 (3.2) 72 0.5904 (0.1224) 97 -0.0010 (0.0009) 219.2
Declining N (10 %) 888 100 5.3847 (3.0867) 70 0.5881 (0.1212) 96 -0.0015 (0.0008) 374.7
Declining N (25%) 740 100 5.1408 (2.8505) 67 0.5841 (0.1199) 95.7 -0.0019 (0.0010) -11179.6
Declining N (50%) 493 100 4.5923 (2.3546) 60 0.5711 (0.1188) 93.6 -0.0022 (0.0011) 537.6
Declining N (75%) 247 100 3.7523 (1.5712) 49 0.5359 (0.1081) 88 -0.0048 (0.0015) 1369.7
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Declining N (90%)

Cluster 3

No bottleneck
Declining N (10 %)
Declining N (25%)
Declining N (50%)
Declining N (75%)

Declining N (90%)

Cluster 4

No bottleneck
Declining N (10 %)
Declining N (25%)
Declining N (50%)
Declining N (75%)

Declining N (90%)

99

230

230

207

173

115

58

23

327

327

294

245

164

82

33

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

2.7881 (0.7673)

6.0815 (2.7768)
3.5424 (1.1378)
3.4267 (1.0645)

3.25 (0.9382)
2.8617 (0.6878)
2.2202 (0.3435)

1.4753 (0.0989)

5.5832 (2.9682)
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4. Discussao

A manutencado de altos niveis de diversidade genética é crucial para a
sobrevivéncia e adaptabilidade das espécies as mudancas ambientais
(Hoffmann et al., 2017; Frankham et al., 2015; Frankham et al., 2002). Neste
estudo, os diferentes cenérios de simulagbes preditivas de viabilidade
populacional paras as espécies |. parvipinnis e C. nobilis fornecem insights
importantes sobre a viabilidade dessas espécies e evidenciam sua

vulnerabilidade em face de reducdes em seus tamanhos populacionais.

Como esperado, as simula¢gdes mostraram que a diversidade genética,
medida pelo numero de alelos observados (AO) e pela heterozigosidade
esperada (He), esta fortemente correlacionada ao tamanho da populacéo, ja que
populacdes maiores tendem a tornar a deriva genética uma forca menos eficaz
na alteracdo das frequéncias alélicas ao longo do tempo, resultando em
mudancas lentas em loci neutros (Frankham et al., 2012; Brook et al., 2008;
Crow, 1986). Para o gerenciamento da conservacao, recomenda-se estabelecer
limites que garantam a preservacdo de 90% da diversidade genética inicial em
populacdes selvagens ao longo de 100 anos (Frankham et al., 2010; Frankham
et al., 2014).

No caso de I. parvipinnis, as simulacdes indicam que, se os tamanhos
populacionais forem mantidos nos niveis atuais, apenas declinios modestos na
diversidade genética sao esperados (AO > 96%; He > 98% em 100 anos).
Contudo, essa diversidade pode diminuir acentuadamente a medida que a
intensidade do gargalo populacional aumenta, especialmente com reducdes de
50% ou mais no N populacional, podendo ultrapassar o limite de 90% antes de
completar 100 anos. Isso indica que o tamanho populacional calibrado nessas
andlises ja é aparentemente um N limite e que, portanto, devem ser mantidos ou

aumentados a longo prazo.

Os dados de C. nobilis corroboram essa observagédo, mas revelam uma
vulnerabilidade ainda mais critica. Mesmo na auséncia de gargalos, a
diversidade genética ja mostra queda acentuada prevista para os proximos 30 a
50 anos, tanto para o numero de AO, quanto para o He. Em cenarios de gargalos

severos, tanto a He (26% < He < 72,6%) quanto o numero de A (24,2% < A <
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36,3%) caem drasticamente, uma vez que seus tamanhos populacionais e niveis
de diversidade genética atuais sdo menores do que |. parvipinnis. Esses
resultados sugerem que o N calibrado nesta analise ja é insuficiente para manter
a diversidade genética nessas populacdes e que tamanhos populacionais
proximos a 500, sugeridos por Frankham et al., (2010), e que possivelmente um
limite de 1000 individuos ainda seria um valor baixo para evitar a perda acelerada

de alelos.

A perda da diversidade alélica ocorreu de forma mais acelerada do que a
reducdo da heterozigosidade, corroborando estudos anteriores sobre a
viabilidade populacional de espécies ameacadas (Guinto et al., 2023; Machado
et al., 2022; Ribolli et al., 2021; Pinsk & Palumbi, 2014; Ennen et al., 2011; Kuo
& Jarzen, 2004). De acordo com Allendorf (1986), gargalos populacionais de
curta duragdo afetam minimamente a heterozigosidade, mas reduzem
severamente o numero de alelos. Ambas as medidas de diversidade séo
essenciais para estudos de viabilidade, uma vez que a heterozigosidade indica
a capacidade imediata de resposta da populacdo a selecdo apds um gargalo,
enquanto o numero de alelos € fundamental para a resposta a longo prazo e a

sobrevivéncia das populagdes (Allendorf et al., 2013; Allendorf, 1986).

O aumento do coeficiente de endogamia (F) € outra caracteristica que
resulta de populacbes pequenas e que juntamente com a deriva genética
reduzem a diversidade genética e podem trazer efeitos na capacidade adaptativa
das espécies (Frankham, 2015; Brook et al., 2002). A consanguinidade é um
fator critico que ameaca a sobrevivéncia das populacdes a curto prazo
(Frankham, 2015; Booy et al., 2000; Shaffer, 1987).

Para assegurar a sustentabilidade e a variabilidade genética de uma
populacdo, especialmente em contextos de conservacao, € fundamental ter um
namero elevado de individuos. Isso ajuda a preservar a diversidade e a evitar a
perda significativa de variagdo genética (Allendorf, 1986). Recomenda-se que 0s
tamanhos minimos efetivos da populacdo (Ne), embora ndo avaliados aqui,
variem entre 50 (Jamieson & Allendorf, 2012; Franklin & Frankham, 1998; Soulé,
1987) e 100 individuos (Frankham, 2014) para evitar a depresséo por endogamia

em até 5 geragbes, e entre 500 (Franklin & Frankham, 1998; Lande &
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Barrowclough, 1987) e 1000 individuos (Frankham, 2014) para garantir a
retencdo do potencial evolutivo e a persisténcia a longo prazo.

Em nosso estudo, observamos que sob as condi¢cfes do modelo aplicado,
onde trabalhamos com dados de coleta, os resultados sugerem que |. parvipinnis
esta mais bem posicionado para manter sua variabilidade genética ao longo de
100 anos, provavelmente devido a um maior tamanho populacional (mais de
1000 individuos). Em contraste, C. nobilis apresenta tamanhos populacionais
iniciais entre 989 e 230 individuos se considerada a estrutura de quatro
populacdes isoladas. Assim, quando eventos de gargalo foram aplicados a C.
nobilis, os tamanhos efetivos rapidamente cairam abaixo de 100 individuos,
comprometendo sua viabilidade a curto prazo. Ja |. parvipinnis consegue manter
um N suficiente para garantir sua viabilidade a longo prazo em cenarios onde a

reducdo das populacdes chegaria até 50%.

A razdo sexual também pode ser um fator de interferéncia no sucesso
reprodutivo e consequentemente na retencdo da variabilidade (Schacht et al.,
2022). Em nosso estudo, a razdo sexual adulta com viés feminino reportada em
estudos anteriores de I. parvipinnis (Silva-Junior et al., 2015; Romero et al., 2008;
Coelho et al., 1988) nos levaram a acreditar que essa propor¢cao tendenciosa de
sexo adulto pode ser comum na espécie, e usamos esse humero para definir o
parametro de proporcao de sexo em todas as nossas simulacdes. No entanto,
Coelho et al., 1988 discute que esse viés pode ocorrer, porque 0s machos
amadurecem primeiro e migram para regides mais distantes da costa. Por isso,
testamos os resultados da simulagdo com relacdo macho/fémea de 1:1 e 1:1,4,
mas nao identificamos diferencas significativas nas simulacfes. (Dados nao

mostrados).

O modelo de simulagdo do Bottlesim (Kuo & Janzen, 2003) néo inclui a
selecdo, migracdo ou mutacéo, considerando apenas a deriva genética como
forca evolutiva. No entanto, acreditamos que essas outras for¢cas também devem
influenciar as futuras estruturas populacionais, especialmente em espécies de
peixes marinhos neotropicais. Primeiramente, as espécies em questdo
apresentam tempos geracionais relativamente curtos e os microssatélites tém
taxas de mutacdo aceleradas, com eventos mutacionais ocorrendo em um

intervalo de 10 a 100 geragfes (Selkoe & Toonen, 2006). Assim, é plausivel que
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multiplos eventos mutacionais impactem as geracdes futuras ao longo de 100
anos. Além disso, no ambiente marinho, a auséncia de barreiras fisicas claras
facilita a migracdo entre populacdes, tornando essa uma forca evolutiva
significativa. Portanto, se migrantes com alelos novos entrarem e se
reproduzirem com sucesso, a perda de diversidade genética serd menor nas

populacdes (Frankham, 2015).

Nabutanyi e Wittmann (2022) ressaltam a importancia de varios
mecanismos seletivos e como a interacao entre eles pode influenciar de maneira
complexa o tamanho minimo viavel da populacdo. Cada mecanismo tem efeitos
distintos sobre a dindmica populacional, o que pode complicar as estratégias de
conservacdo. Ressaltamos, portanto, que acreditamos na importancia dos
nossos resultados considerando a deriva genética como uma ferramenta para a
avaliacao da viabilidade futura em nossas populacdes. No entanto, destacamos
a importancia de estudos futuros adicionais que considerem tanto as dinamicas
ecologicas quanto as evolutivas para evitar previsdes imprecisas e colapsos

populacionais inesperados.

Por fim, ressaltamos que gargalos populacionais ja impactam as
populacdes de I. parvipinnis e C. nobilis deste estudo, conforme descrito no
capitulo 2 desta tese. Além disso, desde a década de 1970, as capturas de I.
parvipinnis tém flutuado entre 0,5 e 189 toneladas anuais, refletindo as ameacas
historicas da pesca (IBAMA, 2009; PMAP-IP, 2018). Na década de 1980, essa
espécie representou 11% do bycatch em Sao Paulo (Coelho, 1986) e 6% nas
capturas do Sul-Sudeste brasileiro (Freire et al., 2015). Branco e Verani (2006)
também relataram que I. parvipinnis, juntamente com outras cinco espécies da
familia Sciaenidae compdem até 82% da fauna acompanhante em arrastos de
camardo em Santa Catarina. Embora a maturacao precoce, alta fecundidade e
a plasticidade de crescimento confiram certa resiliéncia a espécie, a exploracao
excessiva pode reduzir significativamente sua abundancia, conforme visto em
outras espécies da sua familia que sdo comumente associadas a sobrepesca

(Vasconcellos & Haimovici, 2006; Cardoso & Haimovici, 2016).

Conodon nobilis também é frequentemente capturado como bycatch ao
longo da costa atlantica, com estimativas de cerca de 160 toneladas ao ano

(Freire et al., 2015), embora os dados de desembarque sejam escassos e
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possam subestimar esses numeros. Esta espécie € altamente suscetivel ao
colapso dos estoques, devido ao seu pequeno tamanho populacional (Lira et al.,
2022; Pinsky et al.,, 2011), tornando crucial a estimativa precisa de seus
parametros populacionais para a sua conservacao. Diante desse panorama de
sobreexploragéo, as simulagdes dos modelos de viabilidade populacional a partir
dos dados genéticos podem se apresentar ainda mais reais sob cenérios de
reducdo populacional mais intensa, que foram 0s mais preocupantes neste

estudo.
5. Conclusdes

Este estudo destaca a importancia critica da diversidade genética para a
viabilidade das espécies |. parvipinnis e C. nobilis diante das pressfes
ambientais contemporaneas. As simulacfes preditivas revelaram que, enquanto
I. parvipinnis apresenta uma maior resiliéncia a quedas na diversidade genética,
C. nobilis enfrenta um risco significativo de perda de diversidade, especialmente
sob cenarios de gargalo populacional. Esses achados sublinham a necessidade
urgente de implementar estratégias de conservacao que garantam a qualidade
do habitat, a manutencdo de tamanhos populacionais adequados e a
conectividade entre grupos diversos, permitindo a migracdo e a troca genética.
Além disso, sdo necesséarias a consideracdo e a compreensdo de fatores
relacionados a dindmica ecoldgica e a interacdo entre diferentes mecanismos
evolutivos nas futuras avaliagdes de viabilidade, que podem fornecer insights
valiosos para a gestdo eficaz dessas espécies, contribuindo assim para a

preservacao da biodiversidade marinha.
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Consideracg0des Finais

A presente tese abordou de forma abrangente os impactos da mineracdo e
outros fatores antropogénicos sobre a diversidade genética e a viabilidade das
populacBes de peixes, destacando os casos das espécies Isopisthus parvipinnis e
Conodon nobilis. No primeiro capitulo, foi evidenciado que a contaminacéo por metais
pesados, resultante das atividades mineradoras, representa uma séria ameaca a
biodiversidade aquatica. A escassez de estudos focados nas alteracdes genéticas em
niveis populacionais ressaltou a urgéncia de monitoramentos continuos e estratégias de

conservacao gque visem a manutencao da integridade genética das espécies afetadas.

O segundo capitulo explorou a diversidade e a conectividade genética das
referidas espécies em ambientes costeiros impactados pelo colapso da barragem do
Funddo. Embora néo tenham sido encontradas evidéncias diretas de deriva genética
até o momento, os resultados indicaram que ambas as espécies demonstram
vulnerabilidade a perturbagcdes ambientais. Acreditamos que os padrdes de genotipicos
identificados ao longo da é&rea de estudo é um reflexo da interacdo entre as
caracteristicas ecolédgicas da histéria de vida das espécies e caracteristicas fisicas e
ambientais da costa. A necessidade de um monitoramento aprofundado e a ampliacdo
da area de estudo foram destacados, visando identificar e proteger areas criticas que
garantam a viabilidade a longo prazo dessas populacdes.

No terceiro capitulo, as simulacdes preditivas de viabilidade populacional
mostraram que, enquanto |. parvipinnis pode manter sua diversidade genética sob
condigbes estaveis, C. nobilis ja enfrenta uma redugdo critica, tornando-se
especialmente suscetivel a perdas genéticas em cenarios de declinio populacional. Este
achado evidencia a importancia da implementagéo de estratégias de manejo eficazes,
que ndo apenas garantam a preservagdo das populagbes, mas também promovam a

conectividade entre grupos, assegurando a troca genética e a resiliéncia das espécies.

Em sintese, as interagfes entre contaminagdo ambiental, diversidade genética
e conectividade populacional foram fundamentais para entender a vulnerabilidade das
populagbes de peixes em ambientes costeiros afetados por atividades humanas. A
combinacéo dos insights obtidos ao longo desta tese ndo apenas reforga a necessidade
de acdes de conservacdo imediatas, mas também fornece bases para o
desenvolvimento de politicas publicas que assegurem a sustentabilidade da
biodiversidade marinha diante das pressfes crescentes atuais. A continuidade da

pesquisa nesta area sera vital para entender melhor os mecanismos de resisténcia e
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adaptacdo e os padrfes de distribuicao genética das espécies envolvidas, contribuindo

para a saude e a integridade dos ecossistemas aquéaticos.
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