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RESUMO

A lagosta europeidP@linurus elephgsé uma espécie de crustdceo amplamente distribuida no
Oceano Atlantico e Mar Mediterraneo. Possui alto valor comercial e apresenta a forma larval
filossoma com uma longa duracdo da fase planctonica. Considerando que a pesca local
diminuiu significativamente nos ultimos anos devido a superexploracdo, ha necessidade
crescente de se desenvolver planos de conservagdo para esta espécie. A fim de avaliar a
variabilidade genética, uma populacdo Halinurus elephasfoi analisada no periodo
compreendido entre 2006 e 2009, utilizando-se 11 marcadores microssatélites. Um total de
163 amostras dP. elephadoram coletadas durante o referido periodo em Cullera, cidade
localizada no Mediterraneo ocidental. As amostras foram estruturadas dentro de cada ano para
incluir tanto as temporadas de verdao (VR06, VR0O7, VRO08) e inverno (IV06, V07, IV08,
IV09). Além disso, um estudo comparativo entre a distancia genética das amostras de Cullera
ede 10 populactes de elephasnalisadas em um estudo anterior (oeste da Escécia, Western
Irlanda, Bretanha, Baia de Biscaia, Sul de Portugal, Mediterraneo Ocidental, Norte do
Mediterraneo Ocidental, Tunisia, Sicilia e Grécia) foi estimado. As andlises revelaram que a
heterozigosidade observada foi menor do que a heterozigosidade esperada durante todo o
periodo de 4 anos. Os valores de contetudo de informacao de polimorfismo (PIC) observadas
na maioria dos marcadores foram de moderado a alto (0,30 a 0,89), e permitiram estimar
parametros de diversidade e diferenciacdo genética. Foram encontrados valores mais baixos
de distancia genética¢t) entre as sete amostras de juvenis de Cullera e as populacbes do
Mediterraneo, com excecdo da Sicilia. Estimativas de diferenciacdo maiores foram obtidas
comparando as amostras de Cullera com as populacbes situadas no Atlantico (Escécia,
Irlanda, Bretanha, Biscaia e Portugal). Os resultados nao radiceaducdo na diversidade
genética da populacéo, porém demonstraram que a influéncia de barreiras oceanograficas na
dispersao de espécies pode estar contribuindcahierenca genética entre as populacdes de

P. elephas

Palavras-chave:Palinurus elephasConservacao genética, diversidade genética, marcadores
microssatélites.



ABSTRACT

The European spiny lobstePdlinurus elephgsis a widely-distributed crustacean species
with high commercial value and which presents a larval form phyllosoma with a long
planktonic duration. Given that local fisheries have significantly declined in recent years due
to overexploitation, there is an increasing necessity to develop conservation plans for this
species. In order to evaluate the genetic variability, a populatiétalofurus elephasvas
analyzed during 2006-2009, using 11 microsatellite markers. A total of 163 sampbes of
elephaswere collected over a period of four years (2006-2009) in Cullera, a small town
located in the western Mediterranean. Samples were structured within each year to include
both the summer (VRO06, VRO7, VR08) and winter (IVO6, V07, IV08, IV09) seasons.
Furthermore, the genetic distance between the Cullera samples and anokhezldithas
populations analyzed in a previous study (Western Scotland, Western Ireland, Brittany, Bay of
Biscay, South Portugal, Western Mediterranean, North Western Mediterranean, Tunisia, Sicily
and Greece) was estimated. The analyses revealed that the observed heterozygosity were
consistently smaller than the expected heterozygosity values over the whole 4-year period.
The polymorphism information content (PIC) values observed in most markers was moderate
to high (0.30 to 0.89) and allowed for estimating diversity parameters and genetic
differentiation. Lower Fst values were found between the seven samples of juvenile from
Cullera and the Mediterranean populations, with the exception of Sicily, and larger
differentiation estimates were obtained when comparing them with the populations located in
the Atlantic (Scotland, Ireland, Brittany, Biscay and Portugal). The results do not indicate a
significant reduction on the genetic diversity of this population, but showed that the influence
of oceanographic barriers in the dispersal of species maybe contributing to the genetic
difference between populationsifelephas

Keywords: Palinurus elephas,Conservation genetics, genetic diversity, microsatellite
markers.
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1. INTRODUCAO

Os oceanos sao considerados um dos ecossistemas com grande importancia para a
humanidade, € um ambiente diversificado tanto em recursos vivos quanto néo vivos, e
constituem aproximadamente 71% da superficie terrestre. O aumento na demianda po
alimentos, assim como por outros recursos provenientes do mar e a proximidade de grandes
centros urbanos de areas costeiras, aumentam a relagdo entre o homem e 0s oceanos
incluindo nestes aspectos o lazer, o transporte, a obtencdo de minerais e a exploracao
pesqueira (MELLO e PALMA, 2000).

Com a chegada da revolucao industrial, a pesca que inicialmente era considerada uma
atividade de pequena escala, progrediu velozmente, e com a sua rapida expansao ao final do
século XIX ja se calculava um declinio de 30% da abundancia dos recursos pesqueiros do
Mar do Norte. A superexploragdo pesqueira comegou a tomar maior evidéncia ao final dos
anos 30, onde varios recursos do Mar do Norte e do Oceano Atlantico jA demonstravam o
conceito hoje conhecido como sgesca (CASTELLO, 2007). No Mar Mediterraneo, 0s
efeitos da sobre pesca ao longo dos anos levaram a diminuicdo e até a extingdo de algumas
espécies marinhas. A preocupacdo com os efeitos da sobrepesca tem levado a
desenvolvimento de medidas de preservacdo de popula¢cdes marinhas, como a criacdo de area
de conservacdo (SARDA e COLL, 2007).

Para a definicdo de areas de conservacdo, um dos fatores de extrema importancia € o
conhecimento da conectividade entre as populacfes. Este fator esta fortemente ligado aos
padrdes de dispersdo das espécies ao longo das correntes maritimas. A dispersao larval pode
ser afetada por diversos fatores, entre eles as diversas barreiras geograficas encontradas no:
oceanos, que podem levar a diferenciacdo genética entre as populacfes. Os estudiss genétic
sao utilizados para a compreensao da dinamica populacional e conectividade das espécies,
considerados aspectos importantes para o estabelecimento de programas de gestdo ambienta
(ELPHIE et al., 2012).

Os estudos de genética de conservacao e de ecologia molecular se interligam na busca
de polimorfismos genéticos que levem a compreensdo dos processos evolutivos,
demograficos, e ecoldgicos necessarios na construcado de planos de conservagcdo de espécie:
(EIZIRIK, 1996). Para tanto, o desenvolvimento de ferramentas, como os marcadores
moleculares possibilitaram estudos que permitiram determinar a diversidade genética das
espécies.

Os marcadores moleculares podem ser considerados qualquer fendtipo molecular



oriundo de um segmento especifico de DNA, correspondente a regifes expressas ou ndo do
genoma (FERREIRA e GRATTAPLAGLIA, 1996). Dentre os marcadores, @asise 0S
microssateélites, que sdo sequéncias curtas repetidas emm tastio espalhadas pelo genoma

e sao altamente polimorficas (RIEGER at, 2006). Estes marcadores sdo de grande
aplicabilidade, por possuirem alta taxa de mutacdo, abundante distribuicdo através do
genoma, neutralidade, codominancia, e facil automatizacdo dos procedimentos analiticos que
permitem a estimacao de diversidade genética inter e intra populacional (LIGDA et al., 2009).

Em espécies marinhas, microssatélites empregados na caracterizacdo da diversidade
genética de camardo branco do Pacifigmpenaeus vannameilemonstraram alto nivel de
variabilidade genética na espécie (SOUZA DE LIMA et al, 2010). Estudos com
microssatélites também foram realizados em espécies da lagosta Amdicanzeus
americanus e demonstraram que os marcadores genéticos desenvolvidos para esta espécie
tém aplicacdo tanto em estudos com a lagosta Americana quanto para outras espécies de
lagosta (JONES et al., 2003).

A lagosta europeiaP@linurus elephasé uma espécie de crustaceo com elevado valor
comercial, e conhecida por possuir longo periodo larval e ampla distribuicdo geografica. A
captura desta espécie tem diminuido nas ultimas décadas devido a superexploracdo e a
existéncia de barreiras oceanograficas que podem afetar a sua dispersdo (PALERO et al.,
2010). Devido a istoP. elephasé uma espécie candidata aos planos de protecdo e
conservacao de recursos marinhos submetidos a exploracdo pesqueira dentro do ambito da
Unido Europeia.

Na biologia da conservacgéo, as informacdes genéticas tem um papel fundamental no
desenvolvimento de areas de protecdo, por enfocar principalmente nas propriedades
evolutivas das espécies (MILLIGMW et al.,1994). Assim, diversas ferramentas, como o0s
marcadores moleculares microssatélites, foram desenvolvidas para auxiliar na compreensao
destas informacgfes importantes a genética de conservacao.

Diante do exposto, torna-se necessario o desenvolvimento de pesquisas que avaliem os
efeitos sazonais e da existéncia de barreiras oceanograficas que possam interferir na

variabilidade genética desta espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A exploracdo pesqueira e os efeitos oceanograficos em populacdes de lagostas

O planeta terra é dotado de grande biodiversidade, uma fonte de riqueza viva, com
aproximadamente 8,7 milhdes de espécies eucariotas distribuidas nos diversos ecossistemas.
Os oceanos representam um dos grandes e mais importantes ambientes existentes no planeta

constituindo aproximadamente 71% da superficie terrestre e 98% da agua total existente. Suas

dimensdes chegam a 361 milhdes d& kwntra 150 milhdes de khem area que formam os
continentes (PELLEGRINI, 2002; MORA et al., 2011). Trata-se de ambiente diversificado
tanto em recursos vivos quanto nao vivos, possuindo cerca de 2,2 milhdes de espécies,
exercendo grande importancia cientifica e comercial para a humanidade (FIGYEIRA
CUNHA, 1998; MORA et al., 2011).

O aumento na demanda por alimentos assim como por outros recursos provenientes do
mar, e a proximidade de grandes centros urbanos das areas costeiras, aumentam a relacac
entre o homem e 0s oceanos, incluindo nestes aspectos o lazer, o transporte, a obtencéo de
minerais e a exploracéo pesqueira (MELLO e PALMA, 2000).

A pesca é considerada umas das atividades econémicas mais antigas, possui grande
relevancia na alimentacdo de varios povos. Teve seu crescimento acelerado apdsaa segund
guerra mundial até os anos 80. Porém, desde entdo verificou-se reducdo na expansao da
producao pesqueira devido a fatores como a sobre pesca (BNDS, 1997).

A producédo mundial de pescado de captura que chegou a 20 milhdes de toneladas em
1950 passou a 90 milhdes de toneladas no inicio dos anos 90, consolidando o forte
crescimento do setor, e estabilizando a producdo a uma taxa de cerca de 90 milhdes de
toneladas/ano. No entanto, estimativas da FAO (Food and Agriculture Organization)
demonstram que a producdo mundial dificilmente ultrapassara as 100 milhdes de toneladas,
contradizendo assim 0 antigo pensamento de que 0s oceanos seriam fonte inesgotavel de
alimentos. Isto ocorre principalmente pela intensa sobrepesca estar levando os estoques
pesqueiros a se encontrarem muito proximos de seus limites maximos de sustentabilidade
(HAZIN, 2012).

Dados recentes da FAO (2012) demonstraram que a pesca de captura e a aquicultura
mundial chegaram em 2010 a cerca de 148 milhdes de toneladas, sendo destas 128 milhdes
foram destinados ao consumo humano. O setor demonstrou uma taxa média de crescimento

anual de 3,2% ao ano entre o periodo de 1961 a 2009, e manteve a produ¢do mundial de pesce



de captura estavel em torno de 90 milhdes de toneladas por ano. No entanto, a maioria das
populacdes das 10 espécies mais capturadas (que representam um total de 30% da producac
de pesca mundial) se encontram superexploradas, inviabilizando assim o crescimento da

producado e causando consequéncias ecoldgicas negativas.

As lagostas estdo entre os organismos mais importantes para a pesca de captura
marinha nos principais oceanos do mundo. Entre elas, duas familias sdo as principais
detentoras das espécies mais capturadas: a Neophropidae, conhecida como lagosta de pince
(clawfish lobster), e a Palinuridae chamada de lagosta espinhosa (spiny IGBSteE),

1980).

As lagostas da familiRalinuridae estdo entre os crustaceos mais valiosos do mundo,
sdo comercializadas em mais de 90 paises e sua captura foi estimada em 77.000 toneladas po
ano. Os principais produtores de lagostas desta familia sdo Australia, Nova Zelandia, Africa
do Sul, Cuba, Brasil, México e EUA. Porém, devido a grande quantidade capturada, muitas
espécies de Palinuridae se encontram superexploradas (PHILIPHS e KITTAKA 2000,
FRISCH, 2007).

Entre alguns efeitos causados pela superexploracdo da pesca nestasedspéioéEn
em outras espécies marinhas, destacam-se a alteracdo na composicao etaria e no tamanho dc
individuos que constituem o0s estoques, ou seja, pode se alterar a estrutura inicial das
populacdes reduzindo drasticamente os individuos de maior idade, e modificando assim o
equilibrio natural, pois quando em equilibrio os estoques sdo compostos principalmente por
individuos de maiores idades (DIAS-NETO, 2010). Estes efeitos podem alterar também o
tamanho efetivo das populagbes, que € o niumero de individuos que estdo participando na
producdo da proxima geracdo, contribuindo assim para a sua evolugdo (SOLE-CAVA e
CUNHA, 2012). Além da pesca, os efeitos oceanograficos como as correntes maritimas
podem também afetar a composi¢éo das populagdes marinhas.

A distribuicdo e a dispersdo das popula¢cdes marinhas sdo diretamente influenciadas
pelas barreiras oceanogréficas, e estas geram consequéncias na conectividade genética da
populacdes, levando a fortes barreiras ao fluxo de genes (GALARZA et al., 2008). A
distribuicdo espacial da diversidade genética € influenciada principalmente por barreiras a
dispersado. A natureza de tais barreiras varia de acordo com a forma e capacidade de dispersac
dos organismos em questdo. No entanto, embora estas barreiras sejam frequentemente
evidentes em terra, no mar podem ser mais dificeis de serem identificadas.

O Mar Mediterraneo é um sistema semifechado ou quase isolado do Atlantico, porém

realiza trocas de agua, sal, calor, e outras propriedades com o Oceano Atlantico Norte. E



composto por duas bacias, a ocidental e a oriental, que possuem aproximadamente 0 mesmo
tamanho e estdo ligadas através do Estreito da Sicilia. A circulacdo no Mar Mediterraneo é
forcada principalmente pela troca de aguas através dos varios estreitos, pela forca dos ventos
e pela formacao de turbilhdes instaveis (Figura 1) (ROBINSON et al., 2001).
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Figura 1: Mapa do Mar Mediterraneo demonstrando as correntes maritimas nas bacias
oriental e ocidental. Fonte: adaptado de PUJOL, 2006.

O Mar Mediterraneo ocidental € considerado um oceano de pequena escala,
influenciado pelo fluxo de agua através do Atlantico pelo Estreito de Gibraltar. As interacdes
entre a agua mais densa do Mediterraneo, juntamente com a agua mais leve do Atlantico,
levam a formacdo de duas frentes oceanograficas que podem afetar a dispersdo de
organismos, e que estdo separadas por cerca de 600 km. A primeira, localizada a 400 km ao
leste do Estreito de Gibraltar, chama-se frente de Almeria- Oran (AOF), é uma fronteira
permanente formada pela convergéncia entre as massas de aguas superficiais do Atlantico e

do Mediterraneo. E caracterizada pela forte densidade de gradientes e por algumas areas de



ressurgéncia. Alguns estudos evidenciaram a atuacéo desta frente como barreira ao fluxo de
genes de diversas espécies. A segunda, a frente das Baleares (BF) € semelhamnte a
prateleira ou inclinacédo. Esta presente nos 200 m da superficie no mar, e é caractéaizada pe
diferenca das aguas em 0,5 unidades de densidade (GALARZA et al., 2008). A estas frentes
oceanograficas somam-se ainda outras barreiras a disperséo das espécies que estao localizadz
no Mediterraneo, entre elas esta o Estreito da Sicilia, que é caracterizado por uma fina crosta
de tipo continental que aumenta progressivamente para a margem do continente africano e
abaixo da Sicilia (CELLO, 1987), dividindo o Mediterraneo em duas bacias. Outro fator
importante na dispersdo de espécies marinhas é a formacdo de correntes e redemoinhos, pois
estes também podem levar a retencéo da dispersao larval.

Os efeitos de barreiras oceanograficas na diferenciacdo genética de pogatagbes
observados na lagosta europeRalinurus elephas,uma das principais espécies
superexploraals no Mar Mediterraneo. Os estudos indicaram diferenciacao entre populacoes
desta espécie localizada ao longo do Mediterrdneo, quando comparadas com populacées
existentes no Oceano Atlantico. Desta forma, os resultados demonstraram que as barreiras
existentes nestes ambientes poderiam estar dificultando a dispersao larval e consequentemente
impedindo o fluxo de genes (PALERO e PASCUAL, 2008).

2.1.1. Biologia e superexploracéo da lagosta europ&alinurus elephas

As familias Nephropidae, Palinuridae, Scyllaridae e Synaxidae sdo as detentoras das
163 espécies de lagostas (Crustaceos decapodes) catalogadas no nosso planeta. A familic
Palinuridae é uma das familias mais importantes para a pesca maritima, sendo constituida por
49 espécies (SPANIER e LAVALLI, 2006), dentre as quais, cinco compdem 0 género
Palinurus,caracterizado por lagostas de clima temperado e de aguas profundas (PHILLIPS et
al., 1980).

Entre as espécies deste género estd a lagosta europeia, também conhecida como
lagosta vermelhaP@linurus elephads (Figura 2). Esta € uma espécie de crustaceo com
elevado valor comercial, e conhecida por possuir longo periodo larval, porém sua captura tem
diminuido nas ultimas décadas devido principalmente a superexploragcéo pesqueira (PALERO
et al., 2010).



Figura 2: Lagosta Vermelha ou Lagosta EuropeRal(nurus elephgs A) Fase de
desenvolvimento larvalB) Adultos deP. elephasFatos: IMAGEM QUEST 3-D, 2000;
TRISTAN LE GOFF.

Esta espécie pode ser encontrada no Oceano Atlantico em uma regido desde o
Marrocos até a Noruega (Figura 3) e também por todo o Mar Mediterraneo, com exce¢ao dos
extremos das regides leste e sudeste (HOLTHUIS, 1%91g¢lephasvive em substratos
rochosos e micro cavernas entre a costa e até 200m de profundidade (CECCALDI e
LATROUITE, 2000). Os individuos adultos da espécie sdo encontrados solitarios, aos pares,
ou em pequenos grupos preferencialmente sobre a base das rochas. S&o ativos principalmente
durante a noite e 0s seus movimentos geralmente estdo limitados a reprodagdo e
forrageamento. A dieta € preferencialmente onivora, porém € generalista em relagdo a
alimentacdo, e muda suas preferéncias alimentares em funcdo da abundancia bentbénica dos
organismos. Entre suas principais presas estdo moluscos, equinodermos e pequenos
crustaceos. As larvas se alimentam principalmente de fitoplanctons ou de outras larvas

planctbnicas, a alimentacéo da fase larval esta totalmente ligada aos mecanismos de dispersac



desta espécie, visto que a mesma apresenta seus movimentos quase que limitados ao
forrageamento.

Oceano Atlantico

a0°
Mar Mediterrineo
= [
Africa
20"
Palinurus elephas
o°P {1 (1 4 100 200 30°

Figura 3: Mapa da distribuicdo geografica dRalinurus elephasao longo de Oceano
Atlantico e Mar Mediterraneo. Fonte: adaptado de GONI e LATROUITE, 2005.

A ocorréncia de reproducéo € relatada no Atlantico entre os meses de junho e outubro,
dependendo da regido (HUNTER et al., 1996), e no Mediterraneo ocidental entre os meses de
julho e setembro. Os picos de oviposicdo ocorrem em setembro no Mediterraneo ocidental
(GONII et al., 2003) e entre setembro e outubro no Atlantico (LATROUITE e NOEL, 1997).

O periodo de duracdo de seu desenvolvimento larval é longo, podendo ser de 5 a 6
meses no Mediterraneo e de um ano no Atlantico (HUNTER, 1999). A probabilidade de
dispersdo da larva através das correntes maritimas € maior nas primeiras fases de
desenvolvimento larval, onde a espécie permanece por um longo periodo em oceano aberto
(BOOTH e PHILIPHS, 1994). Os juvenis desta espécie podem chegar a migrar por 700 km
(GOENEVELD e BRANCH, 2002). Estes mecanismos de dispersao da larva bem como as
migracdes bentdnicas levam a pensar que o fluxo génico entre as populagfes desta espécie sa

mais intensos, e que, portanto sua estruturacado genética € baixa. No entanto, os movimentos



das &guas que podem afetar a dispersdo larval, podem levar ao isolamento de algumas
populacdes, devido a mudangas no padrdo das correntes (PALERO et al., 2008).

A espécie possui elevado fluxo génico, sendo considerada pan-mitica. A panmixia € a
probabilidade de reproducédo entre dois individuos quaisquer da mesma populacdo. A
maturidade reprodutiva € atingida em torno dos 5 anos de idade, e os individuos desta espécie
podem chegar a ter uma longa vida util de até 25 anos. Da mesma forma que muitas outras
espécies, a maior causa de mortalidade natural € a predacdo, particularmente durante os
estagios de muda e juvenil (MARIN, 1985).

Devido a sobre exploracdo pesqueira desta espécie, a sua captura tem diminuido de
forma alarmante nas ultimas décadas em toda a sua area de distribuicdo €GONI
LATROUIT, 2005). Por este motivd?. elephasé uma espécie candidata aos planos de
protecdo e conservacao de recursos marinhos submetidos a exploracdo pesqueira dentro do
ambito da Unido Europeia, e esta incluida na lista de espécies protegidas da Convencao de
Berna e na lista da SAC de espécies prioritarias a conservacdo (ADRIAMED, 2007). Assim,
sdo necessarios estudos que avaliem a diversidade genética desta populacdo, por gerarernr

dados que possam contribuir para planos de manejo reprodutivo em areas de conservacao.

2.2  Estudos genéticos em populacbes marinhas

2.2.1 A Filogeografia e sua implicacdo na Conservacao Genética

As informacdes genéticas tem papel fundamental no desenvolvimento da biologia da
conservacao por focar principalmente as propriedades evolutivas das espécies (MILLIGNAN
et al.,1994). Para isto, o estudo dos processos evolutivos histéricos e contemporaneos, que
explicam a distribuicdo das linhagens genealdgicas de uma espécie, ou entre espécies,
constituem a area de relevancia denominada de filogeografia (AVISE et al., 1987). Esta se
originou a partir das técnicas moleculares que surgiram em torno de 1980, e que permitiram
estudar de forma sistematica as variacdes ocorridas no DNA em nivel populacional. Assim,
estes estudos propiciaram verificar a influéncia de forgas evolutivas (como a mutacdo, a
deriva genética, o fluxo génico e a selecdo natural) ou de processos demograficos (como a
migracdo, a colonizacdo e a extincdo) na estrutura das populacbes e na sua historia
genealdgica.

Os processos ecoldgicos do passado e do presente e as pressdes atuais sofridas pela

espécies, como a super exploracdo, sdo os elementos que ao passar do tempo moldaram ¢
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variabilidade genética das populacdes, desta forma, os fatores evolutivos e demogréaficos
devem ser considerados em estudos de diversidade, pois sdo importantes para a manutengac
da variabilidade genética (MACEY et a999).

O fluxo génico € um fator evolutivo, que em teoria € 0 niumero de migrantes existentes
entre as populacdes em cada geracdo (BURTON et al., 2002). Em espécie com distribuicdes
geograficas persistentes durante muito tempo, o fluxo génico ocorre através do movimento
dos seus individuos entre populacdes, assim, caso o fluxo seja intermitente ou inexistente as
populacdes evoluem independentemente (SLATKIN, 1987), gerando, desta forma, distancia
genética com outras populacdes. Esta distancia genética tende a aumentar com a distancia
geografica que separa as populacoes, ja o fluxo genético, tende a diminuir conforme h&a o
aumento da distancia geogréfica (HELLBERG, 1994).

A distancia genética esta ligada a conectividade existente entre as populacdes, que é
determinada principalmente pelo potencial de dispersao das espécies, de maneira que espécie:
gue possuem restrita capacidade de dispersdo podem apresentar populacdes geneticaments
mais estruturadas (PALUMBI, 2003). duracdo da larva plancténica (PLD) € considerada
um fator chave na definicdo dos padrbes de dispersédo e do grau de conectividade entre as
populacdes de espécies marinhas (SHANKS et al., 2003). Sendo assim, espécies que possuen
longo PLD e capacidade de disperséo, provavelmente apresentam um grande fluxo de genes
(panmixia) e, portanto, baixa ou nenhuma estruturacado populacional. Por isso, conhecer e
definir os padrdes de conectividade nestas populacfes € de extrema importancia para manter e
gerir a diversidade biolégica das espécies (FRANKHAM et al., 2002).

A deriva genética, que é ocasionada por mudancas aleatérias na frequéncia dos alelos,
€ outro mecanismo importante a ser considerado, pois pode alterar a composi¢cdo genética
populacional ao longo do tempo (TEMPLENTON, 2011). Este processo afeta principalmente
populacdes grandes, no entanto, € um importante fator quando um numero pequeno de
individuos formam uma nova populacdo ou quando as populacdes serapmdsntadas
(GAVRILETS, 1999).

As barreiras e estruturas oceanograficas existentes no ambiente marinho, como giros
ou turbilhdes, podem gerar uma subdivisédo ou até o isolamento de popula¢bes (PALUMBI,
2004). Para isto, a utilizacdo de ferramentas moleculares tem grande aplicabilidade ao tentar
desvendar se uma populacdo se encontra ou ndo isolada, pois a diferenciacdo genética &€ muitc
sensivel a migracdo, desta maneira, quanto maior o grau de dispersdo das espécies menor ser.
a diferenciacdo genética ao longo da sua area de distribuicdo (PALUMBI, 2003).

De uma forma geral, os eventos genéticos considerados em filogeografia séo
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importantes e relevantes para o conhecimento e conservacdo da diversidade. Assim, a
conservacdo utiliza de um conhecimento abrangente da diversidade bioldgica (incluindo
reconhecimento de espécies ou unidades evolutivas independentes), e de dados da estruture
das populacdes, como o tamanho efetivo, a depressdo genética por endogamia ou exogamia, €
os efeitos decorrentes do fluxo génico.

A estruturacdo das populagbes possui grande implicagdo na escolha da estratégia de
conservacao de uma espécie ameacada. Se uma espécie que ocupa uma determinada area te
sua populacdo estruturada, a estratégia de conservacdo deve visar a preservacao da
diversidade desta espécie em toda a sua distribuicdo, pois algumas adaptacdes locais se
perderiam, caso estas popula¢ges fossem misturadas. Por outro lado, no caso de espécies cor
distribuicdo homogénea em toda a sua area de ocorréncia, a estratégia de conservacao deve
visar a protecdo da espécie em apenas uma area, utilizando estes individuos para recolonizar
outras areas quando necessario (HAIG, 1998).

A conservacdo genética entdo tem como objetivos, com base nas informacdes
genéticas e evolutivas envolvidas, identificar as espécies ameacadas de extincdo e 0s eventos
gue podem estar afetando as populacfes. E também fornecer a base para a conservacao da
unidades evolutivas dentro delas, ou seja, do conjunto de individuos da mesma espécie que
esteja vivendo num determinado local ao mesmo tempo. De modo que seja possivel preservar
processos evolutivos indispensaveis para a permanéncia das espécies a longo prazo
(MORITZ, 2002; PERTOLDI et al., 2007). Deste modo, para a manutencao da diversidade
genética em espécies marinhas é importante entender os padrées de dispersao, a conectividads

entre as populacgdes, o fluxo de genes e as barreiras que os afetam.

2.2.2 A importancia da manutencéo da diversidade e da variabilidade genética

A diversidade biolégica pode ser definida como a variacdo presente em todas as
espécies de plantas e animais, 0s seus materiais genéticos, e 0s ambientes em que esta
espécies estdo. Assim, se formam trés niveis de diversidade, a diversidade genética, a das
espécies e a dos ecossistemas.

Segundo a FAO (2008) a diversidade genética nas espécies aparece principalmente
como variantes que ocorrem na sequencia linear de nucleotideos no DNA. Assim, a
diversidade genética corresponde a quantidade de variabilidade genética existente em uma
populacdo, e é definida como o resultado da quantidade de locos e alelos envolvidos na

expressao de um determinado carater numa populacdo da mesma espécie.
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A grande importancia em se preservar a variabilidade genética em populacdes, € que
esta € a base para a sobrevivéncia e adaptacdo das espécies, tornando possivel o avanco dc
processos adaptativos do qual dependem o sucesso evolutivo, e em certa medida a
sobrevivéncia humana (RAO e HODKGIN, 2002). Assim, populacdes que possuem maior
diversidade genética, apresentam maiores condi¢fes de sobrevivéncia caso ocorra mudanca
drastica no ambiente em que vivem, visto que h& maior probabilidade de possuirem alguns
individuos que apresentem caracteristicas que Ihes possibilitem sobreviver a tais mudancas
(SOLE-CAVA, 200). Ainda, a perda da diversidade genética pode levar a extincdo de
espécies naturais (FRANKHAM, 2005).

2.2.3 Variabilidade e diferenciacdo genética em populacdes de lagostas

Com a necessidade em se desenvolver areas de conservagao para as diversas espécie
de lagostas superexploradas, varios estudos genéticos foram e vem sendo desenvolvidos a fim
de fornecer informacdes sobre estas populacdes.

Como exemplo, a andlise da estrutura genética na espécie de Isgpstaps
norvegicusfoi realizada com o intuito em se obter informacdes sobre a diferenciacao entre as
populacdes existentes no Atlantico e no Mediterraneo. Os resultados apresentaram baixos
niveis de diferenciacdo genética entre elas, e demonstraram ndo haver uma divisdo entre
Atlantico e Mediterraneo (STAMATIS et al., 2004). Estudos com a lagosta Caribenha
(Palinurus arguy demonstraram elevado fluxo génico entre as populacbes, e assim,
consequentemente menor distancia genética entre elas. Este resultado deve-se principalmente
a longa fase da larva planctonica, que leva ao aumento do potencial de dispersédo desta espécie
(CRUZ, 2002).

A investigacdo da estrutura genética de amostras da lagosta CalifofPéamgir(s
interruptug em 6 localidades, indicou grande variabilidade genética, e observar que todas as
localidades partilhavam dos mesmos haplotipos (GARCIA-RODRIGUEZ e PEREZ-
ENRIQUEZ, 2006).

Outro estudo da diversidade genética em populactes da |appteops norvegicus
provenientes de duas localidades, conseguiu detectar elevada variabilidade no numero de
alelos e no numero de heterozigotos esperados e observados, bem como também demonstrat
ndo haver diferenciacdo genética entre as localidades analisadas (STREIFRRGa13I.,
Andlises moleculares empregadas na lagosta Chilesaul{rus stimpsoni demonstraram

haver variabilidade genética na espécie, e confirmaram a aplicabilidade de ferramentas
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moleculares em estudos de diversidade (LIU et al., 2010).

Em Palinurus elephas,a aplicacdo de métodos moleculares em um estudo da
variabilidade genética em trés populacbes do Mediterraneo, evidenciou elevado numero de
alelos e de heterozigotos nas populacfes, revelando a existéncia variabilidade genética
(ELPHIE et al., 2012). A distancia genética foi observada entre populacdes distribuidas ao
longo do Mediterraneo e do Atlantico, sugerindo a influéncia de barreiras no fluxo de genes e
na conectividade de populacdesRieelephagPALERO et al., 2008; BABBUCI et al., 2010;
PALERO et.al., 2010a

Os métodos moleculares se tornaram parte essencial ha maioria dos estudos sobre a
diversidade e a distribuicdo genética, objetivando o entendimento dos gargalos e outros
aspectos fundamentais que possam afetar a diversidade genética das espéciess Assim, o
marcadores moleculares como os RFLPs, RAPD, AFLPs e os microssatélites, surgiram para a
busca da elucidacdo de informacfes genéticas importantes para estudos de pgKuélREdes
e EDWARDS, 1995).

2.3  Marcadores moleculares aplicados a genética de populactes

Os marcadores moleculares podem ser considerados qualquer fenétipo molecular
oriundo de um segmento especifico de DNA, correspondente a regides expressas ou nédo do
genoma. Estas pequenas sequéncias de DNA podem revelar polimorfismos e assim distinguir
individuos de uma mesma espécie ou de espécies diferentes (FERREIRA e GRATTAPALIA,
1998). O polimorfismo é denominado como uma vaa@ sequencia de DNA que possa ser
encontrada numa frequéncia superior a 1% em uma papU BALASUBRAMANIAN et
al., 2004).

Com o passar das décadas pode ser percebido aumento no nimero de marcadores
disponiveis a aplicé@p de estudos de diversidade genética, e apesar de alguns possuirem
diferentes bases moleculares, todos@iicados em determinar a organd@acgla estrutura
genética de populacbes (BECERRA e PEREDES, 2000).

Inicialmente foram desenvolvidos marcadores isoenzimaticos, que sao produtos
diretos da expressdo génica (OLIVEIRA et al., 2002), atraves deles é possivel uma cobertura
do genoma de 10 a 20 loci por espécie, porém € pouco polimorfico quando apresenta poucos
alelos para um locus (BECERRA e PEREDES, 2000). Com o advento de novas tecnologias
surgiram os marcadores mais avancados. Isso foi possivel devido ao avango das técnicas

moleculares que possibilitaram a amplificacdo de DNA a partir da PGRnferase Chain
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Reaction- Reacdo em Cadeia da Polimerase), permitindo que os estudos destes marcadores
se desenvolvessem.

Os marcadores moleculares mais utilizados na identficde polimorfismos em
estudos de analise da diversidade genéfiosABLP, PCR-RFLP, RAPD, Microssatélites ou
STR.

A técnica de AFLP estd baseada na amplificacdo por PCR de um subconjunto de
fragmentos que foram obtidos a partir da digestdo do DNA gendmico, utilizando enzimas de
restricdo do tipo Il que clivam o DNA em sitios especificos. Um loco RFLP ou marcador
RFLP, do inglés Restriction Fragment Length Polymorphisnpode ser definido como a
combinacdo de uma enzima de restricdo com uma sonda. Este mércadominante, pois
0s cromossomos homaologos podem apresentar fragmentos de um mesmo tamanho (genétipo
homozigoto) ou &o (gendtipo heterozigoto) devido a variagcbes no sitio de restricdo da
enzima (LOPES et al, 2002).

Outro marcador aplicado na identificacdo de polimorfismos, os RAPDs (do inglés,
Random Amplified Polymorphic D)Autilizam oligonucleotideos iniciadoregrimers com
sequéncias aleatdrias na amplificacdo por PCR, tendo como basdelss(insercdes ou
delecdes) e as mutacdes ocorridas nos locais de hibridizacdwidess de modo que os
padrdes de bandas gerados serdo altamente distintos. Esta técnica apresenta vantagens como
obtencao de resultados com maior rapidez e quantidade reduzida de DNA requerido, porém
uma de suas desvantagens € a inconsisténcia dos dados obtidos devido a sua dificil
reprodutibilidade (BECERRA e PEREDES, 2000). A dominancia € uma diferenca encontrada
entre os marcadores RAPD e AFLP quando comparados aos marcadores izoenzimaticos e
RFLPs, pois os primeiros ndo sdo capazes de revelar se o loco amplificado esta em
homozigose ou heterozigose (LOPES et al., 2002).

Um dos principais marcadores utilizados para estudos de caracterizacdo de
variabilidade genética, identificacdo individual, testes de paternidade, constru¢cdo de mapas
genéticos e estudos de genética de populacBes sdo os microssatélites Binge€Rgddem
Repeats(CANON et al., 2000).

2.3.1 Marcadores Moleculares Microssatélites
Em genética de populacdes os marcadores moleculares tém sido amplamente

utilizados, dentre estes se destacam os microssatélites, pois possuem elevado numero de

alelos, e sua codominancia permite a identifiGagcde genoétipos heterozigotos em uma
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populag@o (BUCHANAN et al., 1996).

Os microssatélites, também conhecidos como SSRs ou Sa&kssesjuéncias
constituidas de uma a seis bases repetidas em tandem, ou seja, repetidas consecutivaments
uma apdés a outra (HANCOCK, 1999), podem ser mono, di, tri, tetra, penta ou
hexanucleotidicos, variando de acordo com o numero de bases que os constituem. Estes
marcadores possuem alta taxa de mutacdo, abundantes no genoma, neutralidade, e facil
automatizacdo dos procedimentos analiticos, permitindo assim a estimacao de diversidade
genética entre e dentro de populacdes (LIGDA et al., 2009).

Os microssatélites &8s originados principalmente por deslizamentos da DNA
polimerase e pelo crossing over desigual, sendo que ambos 0S mecanismos levam a uma
constante insercéo e delecdo de sequéncias simples no genoma (TAUTZ e RENZ, 1984). Para
o desenho destes marcadores, 0 primeiro passo € a construcado de biblioteca gendémica para c
organismo de interesse, seguido da selecdo e do sequenciamento completo de clones que
apresentam sequéncias de microssatélites, e posteriormente a construcao dos pares de primer
especificos para as sequéncias Unicas que foram selecionadas. A verificacdo do nivel de
polimorfismo destes marcadores pode ser visualizada por amplificacdo em reacdo de PCR
(FERREIRA e GRATTAPALIA, 1998).

Estes marcadores apresentam vasta gama de aplicagdes em estudos com diferentes
organismos. Deste modo, por detectarem gendtipos heterozigotos, se apresentam como
ferramenta molecular importante para a caractéizaga variabilidade genética em
populacdes, visto que o numero de heterozigotos observados pode estimar os niveis de
variabilidade. A presenca do elevado grau de polimorfismo e da possibilidade em detectar
ambos os alelos, permitem a sua utilidade na identifaciaaglividual, pois é pouco provavel
qgue dois individuos escolhidos ao acaso, quando analisados para uma série de marcadores
compartilhem todos os seus alelos (ARANGUREN-MENDEZ et al, 2005).

Em genética de populacdes estes marcadores possuem grande aplicabilidade, pois
além de permitirem estimar os niveis de variabilidade genética, também podem estimar as
relacbes genéticas existentes entre as populacdes, elucidando questdes sobre a diversidade
genética, e sendo ferramentas importantes no desenvolvimento de estudos com espécies em
perigo de extingdo (ARANGUREN-MENDEZ et al, 2005). Muitos loci microssatélites estio
localizados em regibes nao codificadoras, entre os genes ou dentro de introns. Assim, por
estarem localizados em regides que podem né&o sofrer os efeitos da sele¢do natural, sao
seletivamente neutros e de grande utilidade em estudos de genética de populagcbes naturais
(EISEN, 1999).
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A abundéancia dos microssatélites ao longo do genoma, o alto grau de polimorfismo e a
codominéncia, sdo as principais caracteristicas que tornam este marcador uma grande
ferramenta para a analise gendmica. Estes podem ser amplificados pela reacdo de PCR,
utilizando-se primers com sequéncia de aproximadamente 20 a 30 bases, e que flanqueiem
sequéncias especificas. Em espécies dipldides, a amplificacao via PCR pode gerar um unico
fragmento (produto) no caso de o individuo ser homozigoto, ou dois fragmentos de tamanhos
diferentes no caso de individuos heterozigotos. (KRUGLYAK et al., 1998gsultado da
amplificagio pode ser vizualidado em gel conforme demonstrado na Figura 4. Cada
fragmento amplificado apresentado na eletroforese representa um alelo diferente do mesmo
loco, assim individuos homozigotos qé® formados por alelos iguais apresentam uma unica
banda no gel de eletroforese, ao contrario dos heterozigotos que por serem formados por
alelos diferentes apresentam duas bandas (FERREIRA e GRATTAPALIA, 1998).

A individuo HOMOZIGOTO (CA)1/(CA)o
ALELO (CA),,
Cromossomo 12 5 I, A CACACACACAD ACLCA. I ——
— (70T TGTATATCTGT 5
ALELO (CA),,
Cromossomo 12 &' I C..C/CACACACACATACACA IE—
—— T TG TG TG TG TGTGTETGT I O
B Individuo HETEROZIGOTO (CANY(CA) 5
ALELO (CA),,
Cromossomo 12 5 I A A CATACACACACACAT SACACA ?
— TG TGIG GG TGTG TG A 5
ALELO (CA),,
Cromossomo 12° 5' —rl\’u( RCACACACATACACACACACACACA. . IN—
I— 1T GTATGTGT TG TG ToTaTaT M——— O
C fENQT:IE.O_§~/_GENO'TI_POS NA ELETROFORESE
A B € D E F G H I J
e -—
Aaaed e
-
———-— = —
3 &3 8 &8 & &8 588 &

Figura 4: Representagdo esquematica de marcadores microssatéjtessenotipo

homozigoto (alelos iguaisB) gendtipo heterozigoto (alelos diferentes), ambos para uma
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regido gendmica que compreende um microssatélite de elementos (CA) / GBT).
Representacao de gel de eletroforese de individuos dipléides, indicando diferentes genoétipos
homozigotos e heterozigotos. Fonte: FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998.
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3. HIPOTESE

Os efeitos oceanograficos alteram a conectividade entre as populag@akndeus

elephascontribuindo para a ocorréncia de diferenca genética entre as populacées.
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4. OBJETIVOS

4.1  Objetivo Geral

Gerar informagfes relativas a espéP@inurus elephasa fim de contribuir com
planos de manejo reprodutivo desta espécie em areas de conservacao.

4.2  Objetivos Especificos

Avaliar a variabilidade genética de uma populacdoPdeslephasde Cullera na
Espanha em diferentes periodos sazonais entre os anos de 2006 e 20009.

Realizar comparacéo entre a populacad’.delephasde Cullera na Espafa e outras
distribuidas ao longo do Atlantico e Mediterraneo.

Avaliar a influéncia das barreiras oceanograficas na disgles espécies.

Avaliar marcadores moleculares microssatélites como ferramentas para estudos

aplicados a genética de conservacao.
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5. MATERIAL E METODOS

51 Local de coleta

As amostras de uma populacao Rinurus elephagoram coletadas na regiao de
Cullera, Espanha, no Mediterraneo ocidental (WMED), (GPS: 393532094 N).

Individuos pertencentes a outras 9 populacoes. adephadistribuidas ao longo do
Atlantico e Mediterraneo também foram coletados nas seguintes localidades: Oban, na
Escocia ocidental (WSCO); Galway, Irlanda ocidental (WIRE); Conquet, Bretanha (BRIT);
Gijon, golfo de Biscaia (BISC); Sagres, sul de Portugal (SPOR); Cap de Creus, norte do
Mediterraneo ocidental (NWME); Tunis, Tunisia (TUNI); Isola delle Femmine, Sicilia (SICI)
eDia, na Grécia (GREC) (Figurg.5

20°W B

Figura 5: Locais de coleta das amostras no Mar Mediterraneo e no Oceano Atlantico. Fonte:
adaptado de PALERO e colaboradores, (2011a).

52 Amostras
Para as analises moleculares foram utilizados 163 amostras de tecido muscular da

lagosta europeiaP( elepha}p proveniente de Cullera, coletadas respectivamente ao verdo
(junho a agostog inverno (dezembro a fevereiro) dos anos de 2006, 2007, 2008 e 2009.
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Foram atribuidos os c6digd&R para as amostras de ver&dV para amostras de inverno
(Tabela }.

Tabela 1: Periodos amostrais e numero de individuos coletados da populaBadinigus

elephasem Cullera ao longo dos anos 2006 a 2009.

Periodos amostrais Numero de individuos coletados
IVO6 — Inverno de 2006 24
IVO7 — Inverno de 2007 24
IVO8 — Inverno de 2008 24
IVO9 — Inverno de 2009 19
VRO06 - Verao de 2006 24
VRO7 - Verao de 2007 24
VRO08 - Verao de 2008 24

Para as andlises estatisticos de atribuicdo e distancia genética também foednautiliz
os dados moleculares de 331 individuos provenientes de 10 populacdesetiphas
distribuidas ao longo do Mediterraneo e Atlantico, no qual também foi incluida uma
amostragem da populacdo de Cullera (WMED). Estes dados das 10 populacbes foram

previamente analisados em estudos anteriores (PALERO, et al., 2011a).

5.3  Extragdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o kit de extracdo: QIAamp DNA mini Kit
250 (Qiagen), e depois o protocolo para analises de tecidos (Tissue Test Protocol) JFigura 6

Para a etapa de pré tratamento, 25 mg de tecido muscular de cada amostra foram
inseridos em tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, e em seguida foram adicionados 180 pl
tampdo ATL (tampao de lise de tecido) e 20 ul de proteinase K. O contetudo dos tubos foi
homogeneizado em vortex e incubado a 56 °C (periodo variavel de 1 a 3 horas de acordo com
a lise do tecidp

Apbs a lise do tecido os tubos foram retirados da incubacéo e centrifugados. A estes
foram adicionados 200 pl do tampéo AL, utilizado durante o processo de isolamento do DNA
Os tubos foram entéo incubados a 70 °C por um periodo de 10 minutos, e apds a incubacéo,
foi adicionado a cada tubo 200 pl de etanol (96-100%). Na extracdo do DNA gendmico, o

contetdo dos tubos de microcentrifuga foi passado para a coluna de filtracdo QlAamp
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inserida em um tubo de coleta de 2 ml, e em seguida centrifugado a 8000 rpm (rotacdes po
minuto) durante 1 minuto. A coluna de filtracao foi passada a um novo tubo de coleta de 2 ml,

e o tubo contendo o filtrado foi descartado.

Cortar 25 mg
de tecido

. = i3 =p
v i v v v
Proteinase Ke Incubacioa56°C  Tampio AL Incubacioa 70 °C

Tampdo ATL 1 a3 boras Ailictoms Shunil

10 minutos

e - .

'C1 Spin l l Spin L' Spin Spin |
. -
5 - -b CAILAIL Ak
6 5o | ¢ oF

Todo contetido Colunade Tampio AW1 Tampio AW2 Particulas Tampio AE DNA Purificado
centrifugacio ndo filtradas )

o

Figura 6: Esquema das etapas da Extracao de DNA. Fonte: Adaptado de BIONNER, 2012.

Ao passo seguinte a coluna passou sucessivamente por duas lavagens utilizando os
tampBes AW1 e AW2. Foi entdo adicionado 50 pl de tampao AE na coluna, e a mesma foi
incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos, apds, os tubos foram centrifugados
8000 rpm durante 1 minuto. O conteudo filtrado, neste caso eluido a partir do tampé&o AE e
contendo o DNA purificado foi armazenado-20 °C. A qualidade do Dna estraido foi

avaliada em eletroforese com gel de agarose a 1,5%.

5.4  Amplificagcdo em PCR multiplex

O DNA foi amplificado por reagédo de PCR multiplex em termociclador 2720 Applied
Biosystems. O procedimento de PCR multiplex permite a amplificacdo simultanea de
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multiplas regibes do DNA em uma Unica reagdo, gerando fragmentos em pares de base
(produtos) com diferentes tamaisho

Paa a amplificacdo das amostras foram utilizados 11 loci microssatélites descritos na

Tabela 2: Pael 10, Pael 11, Pael 12, Pael 14, Pael 20, Pael 21, Pael 28, Pael 31P&alel 48,

49 e Pael 53 (PALERO e PASCUAL, 2008). As sequérfemgard foram marcadas por um

dos corantes fluorescentes (fluoréforos): HEX (6-cartiidy?’,4,7-hexaclorofluoresceina)

gue emite fluorescéncia verde, FAM (6- carboxifluoresceina) que emite fluorescéncia azul, ou
NED (2,7,8-benzo-5-fluoro-2,4,7-tricloro-5- carboxifluorescgirgue emite fluorescéncia
amarela. Com a utilizagcdo de corantes fluorescentes diferentes, loci que geram fragmentos
com sobreposicdo de tamanho em pares de bases da sequéncia, podem ser analisados er
conjunto, porém identificados individualmente, devido as caracteristicas distintas de cada
fluoréforo na emissao dos espectros (MAYRAND et al., 1992).

Para as reagcbes de amplificacdo (PCR) foram montados trés conjuntos multiplex, o
conjunto Al com os oligonucleotideos iniciadores Pael 10; 11; 12; 14; 20, o conjunto A2 com
Pael 31 e 53, e 0 conjunto B com Pael 21; 28; 48 e 49. As reacbes de amplificacdo foram
preparadas contendo um volume final de 10 pl, consistindo de 30 ng de DNA gendmico, 5 pl
do kit multiplex PCR (Qiagen), 2 ul de 4gua ultrapura e 2 pl do conjunto de primers (1 mM)
especificos de cada reacdo. O perfil térmico da PCR prosseguiu com um passo de
desnaturacao inicial a 94 °C por 10 minutos, seguido por 27 ciclos com desnaturagéao a 94 °C
por 30 segundos, anelamento a 54 °C por 40 segundos, e extensdo a 72 °C por 30 segundos
Ao final dos 27 ciclos realizou-se uma extenséo final a 60 °C durante 20 minutos, e ao
término do processo as amostras foram resfriadas a 4 °C.

O resultado da amplificacdo foi visualizado em gel de agarose a 1,5% corado com
GelRedM, utilizando 3 ul do produto da amplificacdo e 3 de ul de tampao de eletroforese
(corrida). As reacdes de amplificacdo foram entdo diluidas dez gsragua ultra-pura

armazenadas.


http://www.uniscience.com.br/corantes-de-acidos-nucleicos-e-produtos-para-genomica/gelred-concentrado
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Tabela 2 Informacgdes referente aos oligonucleotideos iniciadores (primers), nimero de acesso ao Genbank, tamadutsioftuproforos,
grupos multiplex, numero de repeticao e sequémimasrde Reverse

Oligonucleotideo iniciador/ Tamanho do Produto Fluoréforo Grupo Repeticéo Sequéncias (5°-3")
NUmero de acesso Genbanl (pb) Multiplex  em tandem F: Foward /R: Reverse
Pael 10 / EU525181 237- 246 Amarelo Al 2 F-NED-TGCAGACTTGATTGGAGGGCAG
R: GCTAGTGGAGATACGAGTGGTCC
Pael 11 / EU525182 268- 280 Azul Al 3 F: 6-FAM-CGACACACAAAGAGCTACGG
R: TTCGCCTCCGTAGACCTGTGAGC
Pael 12 / EU525184 154-234 Verde Al 4 F- HEX-ACTCTCTGAAAATCGTTTCGGGG
R: CGGGTCACATGTGTGAGGCATGC
Pael 14 / EU525186 130- 199 Amarelo Al 4 F: NED-AGGTTATTACATGACCAACAGCC
R: ATTCTCTCCCGTGGTGGTCAGC
Pael 20 / EU525175 326— 370 AZUl B 2 F: 6-FAM-TCCAGTGTATGTTAGCCCTCACG
R: ACACCACAGGTTATGGCAGTACC
Pael 21 / EU525185 237-329 Verde B 4 F-HEX-GCGTCCTTTACTCTCGGATCCCC
R: ACTTGCATCCACGTCACACAC
Pael 28 / EU525172 243- 263 Amarelo B 2 F: NED-AGTCACATGTATCGTCCGGT
R: TGTCTGCCCAAACAGAGTCAGG
Pael 31/ EU525183 362- 435 Verde A2 4 F-HEX-ACGTGAAGACATCCTGCCCAAG
R: AGGGAGGAAAAGACACTGAGGGG
Pael 48/ GQ401341.1 140- 180 Amarelo B 3 F: NED-ACTGGTGCAAGTCCCTTTTG
R: GCTATCGGCAACAAAGAACAAC
Pael 49 / EU525179 214- 267 Azul B 3 F: 6-FAM-TGCAGTGAACAAAACTCGTCCC
R: ACCTACAACATCCACCAACCG
Pael 53 / EU525178 163- 186 Azul A2 2 F: 6-FAM-TGCCTCGTATCGTGAAGACA

R: CTGAAATTGAGGCAGTCACG
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5.5 Analise dos fragmentos

Para analise de discriminacgao alélica dos fragmentos, os produtos amplificados foram
aplicados e submetidos a eletroforese capilar. As amostras continham 1,3 pl do produto da
diluicdo da amplificagéo, 0,3 pl do marcador CST Rox 70-500 (BioVentures Inc.) e 12,7 ul de
formamida.

As regides amplificadas foram entdo submetidas a eletroforese capilar em
sequenciador automatico ABI 3770 dos servicos cientificos técnicos da Universitat de
Barcelona. Nesta etapa (Figurg & amostras migram através de um capilar e @asger
um feixe de laser que rastreia o gel excitando as moléculas marcadas com os fluoréforos,
estes entdo emitem comprimentos de onda especificos para cada marcador utilizado. Como
controle foi utilizado um padréo interno com fragmentos de DNA conhecidos e marcados
com outro corante (TANG e TO, 2006), que no caso foi CST Rox. A geracado de
comprimentos de onda diferentes através dos fluoréforos permitiu a analise simultanea de

distintos produtos da amplificacao.

Laser de

Separagdo por .
! argnio

famanhos

]
[Low]
A | N
| P | Espectrigrafo
k=] _ Separagdo
E,eparagﬁrj FIUQ[EEDEHNJ F":Ir CEIES

da amostra ==

i N i
Painel CCD
Capilar
" e IDetecgéu da ameatra]
Injecio da i
amostra

histura de
produtos da
FCR marcados
Com cof

SN WIS

Interpretacao da amosira

Figura 7: Esquema das etapas de funcionamento da Eletroforese Capilar em Sequenciador
Automatico. Fonte: adaptado de PENA, 2010.

A utilizacdo de um marcador de padréo interno forneceu um controle para comparacao
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das faixas de espectros geradas (KASHYAP et al., 2004). Assim, os alelos foram
dimensionados através do software PEAKSCANNER v. 1.0 (Applied Biosystems), utilizando
como padréo interno o marcador de CST Rox 70-8D@juste dos alelos é um processo
utilizado para reduzir os efeitos que podem diminuir o desempenho de alguns métodos
analiticos em genética (BROMAGHIN e CRANE, 2005). No caso, o0 ajuste alélico foi
determinado utilizando MICROSATELIGHT, verséo 1.0 (PALERO et al., 2011b

5.6 Analise estatistica

O numero total de alelos e o numero médio de alelos foram calculados utilizando o
programa GENECLASS2. A heterozigozidade média esperhda (@ observadap) foram
estimadas a partir de MICROSATELLITE TOOLKIT, versdao 3.1.1 (PARK, 2011). O
coeficiente de consanguinidad&sf na populagdo de Cullera, e a distancia geaéti
(aproximagad-sy) entre a populagéo estudada com as 10 populacdes previamente analisadas
foram estimadas a partir das estatisticas F de Wright utilizando o software GENEPOP versao
4.0.7 (RAYMOND e ROUSSET, 19%5

5.6.1 Teste de atribuicdo da populacéo

O teste de atribuicdo foi realizado através do software GENECLASS2, a partir do
método Bayesiano descrito por Rannala e Moutain (1997). Para o teste foram utilizadas 10
populacdes dé. elephaspreviamente analisadas (PALERO et al., 2011a), as populagbes
foram provenientes das seguintes localidades: Oban, na Escdcia ocidental (WSCO); Galway,
Irlanda ocidental (WIRE); Conquet, Bretanha (BRIT); Gijon, golfo de Biscaia (BISC);
Sagres, sul de Portugal (SPOR); Cullera, no Mediterraneo ocidental (WMED Cap de Creus,
norte do Mediterrdneo ocidental (NWME); Tanis, Tunisia (TUNI); Isola delle Femmine,
Sicilia (SICI) e Dia, na Grécia (GREC). No teste, foram atribuidos apenas os individuos dos
sete grupos amostrais da populacao de Cullera que apresentaram similaridade genética acima

de 80% com alguma das populacdes de origem.



27

6. RESULTADOS

Os resultados demonstraram que a populacdo de Cullera possui grande riqueza
genética, sendo encontrados 397 alelos, com tamanhos de fragmentos que variaram de 130 a
435 pares de base para os 11 loci analisados. O numero médio de alelos das amostras
provenientes de diferentes épocas foi de 9.50 (Tapela 3

Os resultados referentes a heterozigosidade (Tabela 3), indicaram que os valores de
heterozigosidade observada foram menores que os valores de heterozigosidade esperada
durante todo o periodo de quatro anos. Os valores para o coeficiente de endbgamia (
variaram de 0,043 a 0,228, e foram considerados significativos B-vedue de 0,05. @
valores do conteudo de informacéo ipdirfica médios (Tabela 4) foram de moderados
altos (0,27 a 0,88), de acordo com BOLSTEIN e colaboradores, 1980. Pode ser constatado
também que os valores para a heterozigosidade observada variaram durante os periodos dos ¢
anos de estudo, demonstrando assim estar ocorrendo pequena variagdo no numero de
heterozigotos na populacédo durante este periodo (Figura 8

Os resultados do teste de significan€g (Figura 9 e 10), estimados para avaliar a
diferenciaéo genética entre as populacbes, demonstraram que os valores mais baixos de
distancia genética foram para as populacdes do Mediterraneo (WMED e NWME).

Tabela 3: Numero de amostra®\), nimero médio de alelodlf), heterozigosidade média

observadaHo) e heterozigosidade média esperadig,(e coeficiente de endogamigd).

Amostras N Na Hox DP He + DP *Fis
VR06 24 10,18 0,6042+ 0,030 0,7800+ 0,052 0,228
IVO6 24 10,00 0,6558+ 0,030 0,7521+ 0,064 0,043
VRO7 24 9,09 0,6616+ 0,030 0,7569 £ 0,062 0,131
IVO7 24 9,27 0,7079+ 0,029 0,7388 £ 0,068 0,133
VR08 24 9,55 0,6456+ 0,031 0,7452 + 0,062 0,121
V08 24 9,73 0,6259+ 0,032 0,7631 £ 0,066 0,179
VR09 16 8,73 0,6894+ 0,035 0,7560 £ 0,062 0.086

* Valores dd~s foram significativos (P <0,05) para todos os periodos.
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Tabela 4: Conteddo de informagdo polimorfica (PIC) por marcador dos 11 loci

microssatélites das amostras avaliadas em diferentes periodos

Loci Amostras Média (PIC)
VRO6 1V0O6 VRO7 V07 VRO8 V08 IVO9
PE10 0,30 0,26 0,21 0,23 0,24 0,36 0,29 0,27
PE11 0,54 0,54 0,50 0,66 0,43 0,63 0,42 0,53
PE12 0,89 0,87 0,88 0,86 0,90 0,88 0,89 0,88
PE14 0,88 0,89 0,87 0,84 0,87 0,87 0,86 0,86
PE20 0,78 0,72 0,63 0,72 0,53 0,68 0,68 0,67
PE21 0,87 0,85 0,89 0,86 0,89 0,89 0,89 0,87
PE28 0,83 0,81 0,80 0,80 0,82 0,82 0,78 0,80
PE31 0,87 0,86 0,84 0,84 0,84 0,87 0,83 0,85
PE48 0,53 0,37 0,50 0,30 0,54 0,22 0,39 0,40
PE49 0,80 0,84 0,80 0,84 0,82 0,87 0,84 0,83
PE53 0,75 0,79 0,83 0,70 0,74 0,76 0,77 0,76
Heterozigosidade (2006 a 2009)
0,700
. 0.7400 \V\
L=
o
‘m 0,6500
]
E m—WIAEDS HO
0,5500
00,5400

Figura 8: Heterozigosidade média esperada (Ho) (azeyusa observada (He) (vermelho)

oo VROS NWO7 VROY NOB VRIE NOS

Periodos amostraisda populacdo de Cullera (WMED)

na populacdo ao longo do periodo de 2006 a 2009.



AMOSTRAS  WSCO  WIRE  BRIT  BISC  SPOR WMED NWME SICI  TUNI GREC  INO6  IVO7 V0§  VRO6  VRO7  VRO§ V09
WsCo

WIRE 0.0001

BRIT 00006 00020

BISC Q004 00007 00019

SPOR 0005 0048 00094 0005

WMED 00083 00033 00110 0042 0,110

NWME 00067  -0001 0014 00078 00040 0001

SICI 00042 00063 00066 00057 00098 00008 00102

TONI 00047 00055 Q0070 00034 00005 00064 00030 00130

GREC 000  000% 00141 00182 00071 00075 00046 00124 00031

V06 0005 0008 0011 Q070 00020 00048 0000 00052 00003 0,003

V07 00100  0006s 00162 00085 00134 00019 00007 00070 00019 Q0023 00025

108 00157 0007 00212 0010 00133 0002 00034 00107 00087 00045 00018 0,004

VR0 0006 00064 00160 000835 00067 00007 00028 00013 00002 Q001 00030 00017 00040

VRO7 00166 00138 00234 00128 00183 00100 00055 00170 0000 0000 Q046 00043 0000 00001

VRO 00057 0004 00065 00017 0041 00010 0020 00019 00084 0041 00003 00002 0004 00034 0,009

V09 00062 00006 00141 00033 00138 00009 00031 00163 00036 0004 00039  O00M4 00095 00006 00069 0004

Figura 5: Matriz de similaridade genética (valoresklg) entre as amostras de Cullera (2006 a 2009) com as outras 10 populacdes analisadas

com referéncia aos 11 loci marcadores. Os resultados apresentando maior distancia genétisapeptriacdes estdo representados em

vermelho.
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Figura 11: Resultados d&st na comparacao da distancia genética de individuos de Cullera

com outras 10 populacdes Eeelepha.

Os resultados ainda evidenciaram diferenciacdo genética das amostras da populacédo de
Cullera com as populacdes localizadas no Atlantico, Escécia, Bretanha, Irflanda e Biscaia
(WSCO, BRIT, WIRE e BISC, respectivamente), (Figura 10). Quando realizado aleeste
comparacao da distancia genética com as amostras de Cullera de 2006 a 2009 ebéla si (Ta
5), constatamos que os valores fagaforam baixos, confirmando assim ndo haver distancia

genéticantre individuos da mesma populagcéo durante o periodo.

Tabela 5: Matriz com valores dEstcomparando a distancia genética das amostras de Cullera

(2006 a 2009).
V06 V07 V08  VRO6  VRO7  VRO8 IV09

V06

IVO7 -0,0025

IVO8 -0,0018  -0,0004

VRO6 -0,0003 -0,0017 -0,0004
VRO7 0,0046 0,0043 0,0009 0,0001




31

VRO8 -0,0013 -0,0002 -0,0014 -0,0054 0,0009
V09 0,0039 0,0014 0,0095 0,0006 0,0069 -0,0034

Quando analisada as amostras de Cullera em conjunto (Figura 12), por meio do teste
de atribuicdo, foi possivel atribuir 42% dos individuos a alguma das populacdes de origem
Oban, na Escécia ocidental (WSCO); Galway, Irlanda ocidental (WIRE); Conquet, Bretanha
(BRIT); Gijén, golfo de Biscaia (BISC); Sagres, sul de Portugal (SPOR); Cullera, no
Mediterraneo ocidental (WMED Cap de Creus, norte do Mediterraneo ocidental (NWME);
Tanis, Tunisia (TUNI); Isola delle Femmine, Sicilia (SICI) e Dia, na Grécia (GREC).
Enquanto, 58% dos individuos nao foram atribuidos a nenhuma populacdo (BIA). O
resultados da atribuicdo foram mais elevados para populacées de NWME e TUNI, localizadas
na bacia do Mediterrdneo ocidental.

Teste de Atribuicio

Figura 12: Atribuicdo dos individuos de Cullera (pertencentes astod@eriodos amostrais
entre 2006 e 2009) a alguma das 10 populacdes de origem utilizadas no estudo. NA foram os

individuos néo atribuidos a nenhuma das populacoes.
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7. DISCUSSAO

Os dados moleculares sao ferramentas de extrema importancia para o desenvolvimento
de planos para a preservacdo de espécies em perigo de extincdo ou que estejam submetidas
super exploragcdo. Estas necessitam de estratégias de conservacdo ndo somente para evitar
perda no seu tamanho populacional, mais também a perda de sua variabilidade genética. Um
parametro importante na tomada de decisdbes em programas de conservagao € a riqueza
alélica, gerada pelo numero de alelos que estdo segregando em uma determinada populagac
(CABALLERO et al., 2010). Neste trabalho foi encontrada grande riqueza alélica na
populacdo de Cullera, com média de alelos de 9.50. Este resultado € semelhante aos descritos
por Palero e colaboradores (201l1a) que encontrou média de alelos de 11,02 para 10
populacdes dPalinurus elephaslistribuidas ao longo do Atlantico e Mediterraneo.

Oscilagdes com perda e ganho do nimero médio de alelos (variando de 8,73 a 10,18)
foram observadas ao longo dos sete periodos avaliados dentro da populagcédo de Cullera. Este
resultado pode ter ocorrido devido a oscilagdo genética ocorrida na populacdo, j4 que a
mesma possui forte influéncia sobre a frequéncia alélica ao logo do tempo, causando
mudancas no numero de alelos (TEMPLETON, 2011).

Os niveis de variabilidade genética de uma populagdo podem ser medidos através da
heterozigosidade observada e também podem ser verificados através da sua diversidade
alélica (MOREIRA et al., 2007), sendo assim, a populacdo em estudo apresentou nivel de
variabilidade genética consideravel, apresentando um total de 397 alelos para todos os locos
estudados em todas amostras da populacéo.

Os dados de heterozigosidade observada foram encontrados valores inferiores ao
esperado, sugerindo aumento no numero de homozigotos na populacdo. Palero e
colaboradores (201)1de maneira similar a este estudo e avaliando a mesma populdéao de
elephas, porém utilizando individuos diferentes coletados em outra época, também
encontraram valores de heterozigosidade observada menores que a esperada.

Os valores de heterozigosidade observada ao longo do inverno e verdo dos quatro anos
em estudo demonstraram ndo estar ocorrendo perda da variabilidade genéticaa assim,
populacdo esta mantendo o numero de heterozigotos, porém com pequenas oscila¢cdes durante
os periodos. Durante os anos de 2006 e 2007 houve aumento da heterozigosidade, seguido de
um decréscimo em 2008, e novamente de um aumento no ano de 2009, gerando assim
consequentemente aumento na variabilidade genética. Assim, apesar da diferenca entre

heterozigosidade esperada e observada, os valores de heterozigosidade observada se


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=9&cad=rja&ved=0CHUQFjAI&url=http%3A%2F%2Fletras.mus.br%2Ftom-jobim%2F49034%2F&ei=3sUBUrq4CZP09gT0h4DQCw&usg=AFQjCNFY8DDjecvSG8PKzseh9hMgGN4-bw&sig2=SIOsfZY_C7LN-T2bvwmD6A&bvm=bv.50310824,d.eWU
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mantiveram constantes ao longo do tempo. Palero e colaboradores (2010) descrevem valores
de heterozigosidade observada proximos a 0,642 que também se aproximam dos valores
encontrados neste trabalho, desta forma pode-se constatar que a populacdo de Cullera possu
consideraveis niveis de variabilidade genética, visto que em uma populacdo a
heterozigosidade observada indica a varia¢do genética, que € a porcentagem de individuos que
s&o heterozigotos para um loco génico (SOLE-CAVA 2001).

O coeficiente de endogamia é um importante parametro a ser estimado, pois a
endogamia afeta diretamente a diversidade genética das populacdes, este parametro foi
introduzido por Wright (1951). Os resultados deste trabalho demonstraram que populacao de
Cullera apresentou valores significativos para o coeficiente de endodaghiani todos os
periodos, com valor mais elevado ao verdo de 2006 (VR06). A endogamia leva a geracéo de
um namero maior de homozigotos na populacédo, assim, este resultado pode ser camparado
heterozigosidade observada, que quando visualizado os sete periodos amostrais, apresentou
menor valor no verdo de 2006, demonstrando assim haver excesso de homozigotos neste
periodo, e confirmando haver correlacdo entre o coeficiente de endogamia e o numero de
heterozigotos na populacéo. Este resultado pode estar sendo gerado pelo acasalamento entre
individuos parentais na populacdo, levando assim a geracdo de um numero maior de
homozigotos.

Os marcadores foram polimdrficos quando calculado o PIC (contetdo de informacgéo
polimdrfica), segundo Bolstein e colaboradores (1980), o PIC pode ser utilizado como um
indicador de qualidade do marcador para estudos genéticos, e podem ser classificados em
muito informativos com valores superiores a 0,50, mediamente informativos entre 0,25 e 0,50
e pouco informativos com valores inferiores a 0,25. Desta forma os resultados demonstram
gue os marcadores foram de médio a altamente informativos com valores de 0,27 a 0,88, e
permitiram estimar parametros de diversidade e diferenciacdo genética.

A distribuicdo da diversidade genética em ambientes aquaticos, assim como em
ambientes terrestres, esta ligada e mantida principalmente por barreiras a dispersdo das
espécies. Os movimentos de espécies no mar principalmente em seus estagios larvais sao
influenciados por processos oceanograficos, tais como sistemas de ressurgéncia, frentes,
convergéncias em movimento, vortices e correntes, que podem levar a dispersao por centenas
de quilémetros.

De acordo com Hartl e Clark (1997) os resultados da significAnciBsfipara
distancia genética podem ser interpretados da seguinte forma: os valores de 0 a 0,05 indicam

baixa, 0,05 a 0,15 meédia, 0,15 a 0,25 alta, e valores acima de 0,25 expressam elevada
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diferenciacdo genética. Assim, os resultados para a diferenciacado genética entre edgsopula
(Figura 9) indicaram distancia genética entre popula¢des do Mediterraneo e do Atlantico,
formando dois subgrupos. Algumas amostras de Cullera (Mediterraneo) apresentaram alta
diferenciacdo genética com as populacdes do Atlantico, sendo as amostras do verao de 2007
as mais diferenciadas principalmente com as populacdes de Escécia, Bretanha e Biscaia
(Atlantico), com valores dEst0,166; 0,234; 0,0153, respectivamente. A diferenca pode estar
relacionada a dificuldade ou a reducdo no movimento de dispersao larval e consequentemente
no fluxo de genes entre populacdes destes dois ambientes, eventos determinados pela
dificuldade em se passar as barreiras: frente Alméria- Oran e o Estreito de Gibraltar (Figu

11e 13

20w
Figura 11: Localidade das 10 populacdes Ee elephascomparadas no teste de distancia

genética. E barreiras oceanogréficas: EG (Estreito de Gibra\@f, (Frente de Alméria-
Oran) e SOS (Estreito da Sicilia). Fonte: adaptado de PALERO e colaboradores, 2011a.

Estudos observaram maior variabilidade sazonal no inverno no Mar Mediterraneo,
levando a formacédo de correntes maritimas e turbilhdes mais intensos (BOSSE et al., 2013),
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que levam a formacdo de vértices na superficie do mar levando a retencdo das larvas, e
consequentemente, este fato pode estar relacionado as amostras de Cullera se encontraren
diferenciadas quando comparada as outras populacdes. No periodo do verdo normalmente
ocorre namero maior de turbilhdes do que em outras épocas do ano, assim seria explicado o
fato de amostras de verdo, como a do verdo de 2007, apresentarem-se também diferenciadas

das demais populacgdes.

MAR
ESPANHA ) MEDITERRANEQ

AImerla g Corrente
L J y da Argélia

OCEANO \

ocidental oriental
‘ de Alboran ”

de Albora
ARGELIA

MARROCOS

Figura 12: Esquema desenho da frente de Alméria Oran e da corrente da Argélia. Fonte:
adaptado de TINTORE e colaboradores, 1988.

Estes efeitos oceanograficos ja foram observados em estudos com espécies de peixes,
Naciri e colaboradores (1999) ja relatavam a diferenca genética entre populacdes de robalo
(Dicentrarchus labraxdo Mar do Norte, Bretanha, Portugal, Marrocos, Mar de Alboran e do
Mediterraneo ocidental, estimando a partir das frequéncias alélicas de 6 locos microssatélites
Vifias e colaboradores em 2006 também relataram a diferenca genética entre populacdes de

peixe espada do Mediterraneo e do Atlantico, demonstrando que a Alméria-Oran poderia ser
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uma barreira a dispersdo e ao fluxo de genes. Em lagostas, a diferenca genética entre
populacdes dePalinurus elephasprovenientes do Atlantico e do Mediterraneo, foram
avaliadas por meio de uma parcela da regido controle do gene mitocondrial e também por sete
marcadores microssatélites, com os resultados foi possivel observar que as populacdes do
Atlantico e Mediterraneo formavam dois grupos genéticos distintos, demonstrando haver
diferencas genéticas entre populacdes destas duas regides (BABBUCI et al., 2010).

As pequenas diferencas genéticas encontradas entre populacdes do Mediterraneo
ocidental e oriental podem ser explicadas pelas influéncias do Estreito da Sicilia na disperséo
larval e na migracao das espécieATPARNELO et al., 2007). A baixa diferenca genética
entre a populacéo de Cullera e as populagdes da bacia do Mediterraneo ocidental (NWMED e
TUNI), deve-se ao fato estarem localizadas mais préximas geograficamente, e também ao
levante de aguas no leste do Mediterraneo que poderia através da formacdo de redemoinhos e
giros oceanogréficos estar causando isolamento das larvas nestas regides, e impedindo a
dispersdo para outras areas do Mediterraneo e também para o Atlantico. Estes giros e
redemoinhos podem chegar a durar varios meses ou anos, como € o0 caso da corrente da
Argélia no Mediterraneo, que chega a durar um periodo de 3 anos, e causa a retencdo das
larvas que possuem longo periodo de duracdo da fase planctdnica (PUILLAT et al., 2002)
(Figura 11). Assim, estes efeitos juntamente com outras barreiras a dispersédo podem
contribuir para a diferenciacao genética entre as popuwacde

Comparando as 10 populacbes de origem com os individuos dos sete periodos
amostrais da populacédo de Cullera (Figura 9 e 10), foi possivel observar que as diferencas
entre Atlantico e Mediterraneo sdo evidenciadas na maioria das amostras, tanto no veréo
guanto no inverno entre os anos de 2006 a 2009, com excec¢des do verdo de 2008 para Irlanda
e golfo de Biscaia e do inverno de 2009 para Irlanda. Os sete periodos amostrais apresentaram
menor diferenca com populacdes do Mediterraneo, com excecdo de Sicilia, principalmente ao
verdo de 2007 e ao inverno de 2009. Os resultados demonstram que embora sejam
influenciadoras da dispersao larval e que comprometem a conectividade das espécies
marinhas, as correntes, ndo se comportam de maneira semelhante em todas as estacoes, 0
seja, ndo sao constantes. Isto ocorre principalmente pelo fato de que o maior efeito influente
na formacéo das correntes sdo as massas de ar, e estas apresentam caracteristicas proprias q
se diferenciam conforme as condicbes do ambiente. Além de haver também a existéncia de
turbilhdes instaveis que ocorrem na circulacdo do Mar Mediterraneo nos diferentes periodos
do ano.

Com o teste de atribuicdo foi observado que a populacéo de Cullera se aparenta mais
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com as populacdes do norte do Mediterraneo e de Tunisia, consequentemente por estarem
localizadas mais proximas de si geograficamente, e por ndo sofrerem efeitos de barreiras
como a frente de Alméria-Oran ou do Estreito da Sicilia (Figura 11). Deve ser considerado
ainda que as trés populacdes estdo na bacia formada no Mediterraneo ocidental (Figura 13), e
que correntes oceanograficas poderiam estar causando retencdo das larvas nesta bacia
impedindo a dispersdo desta espécie para outras regides. Pattarnelo e colaboradores (2007)
evidenciaram os efeitos do Estreito da Sicilia como barreira ao fluxo de genes de algumas
espécies, consequentemente levando a diferenciacdo genética entre as populacdes. Estudo:
com P. elephastambém vem demonstrando que os efeitos do Estreito da Sicilia
desempenham um papel fundamental na diferenciacdo de popula¢cfes desta espécie (PALERO
etal., 2011pa

. ; Frente das
Frente Baleares
Alméria- Orén

Figura 13: Mapa de correntes formadas na bacia do Mar Mediterraneo ocidental. Os circulos
compostos de tracos indicam a formacéo de turbilhdes, e as linhas com setas a formacéao da
corrente principal. Fonte: adaptado de PATARNELO e colaboradores, 2007; GALARRZA
colaboradores, 2008.

Neste estudo nao foi evidenciado forte efeito da frente das Baleares na diferenciacao
genética emP. elephas visto que a populacdo de Cullera (WMED) e a do norte do

Mediterraneo (NWMED), que séo as que estdo submetidas a influéncia desta barreira (Figura
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13) ndo demonstraram estar diferenciadas geneticamente.

O teste de atribuicdo € um método que determina as populacées mais prapensas
terem originado um individuo, ou seja, determina a origem dos individuos. Os valores mais
baixos de atribuicdo foram observados nas populacdes do Atlantico, indicando nevament
efeitos de barreiras como a AOF e de correntes maritimas na conectividade destas populacdes
principalmente do levante ocorrente no leste do MediterrAneo. No total um ndmero alto de
individuos néo foi atribuido a nenhuma populacao, este resultado pode ter sido gerado pela
escolha do nivel de confiancR-yalug dos resultados, pois o desempenho do método é
fortemente influenciado pelo valor de confianga.

Resultados semelhantes a este trabalho foram encontrados em um estudo desenvolvido
com uma populacdo de. elephaslocalizada ao noroeste do Mediterraneo, utilizando 10
marcadores microssatélites semelhantes aos empregados neste estudo. Foi possivel atribuir
117 individuos a populacéo de referéncia (populacd®. @éephadocalizada no noroeste do
Mediterraneo) em um total de 238 amostras estudadas, ou seja, aproximadamente 50%,
guando assumido uf+valuede 0,05, (ELPHIE et al., 2012).

Os marcadores microssatélites utilizados demonstraram ser uma excelente ferramenta
no estudo da variabilidade genética desta populacdo, e na elucidacdo dos padrées de
conectividade com as outras populacdes avaliadas. Desta forma foi posssivel gerar resultados
gue levaram a identificacdo de algumas barreiras ao fluxo de genes, e que podem contribuir
para a diferenciacdo genética entre populacdes da mesma espécie. Compreender este padra
de conectividade entre as populacdes € fundamental para se entender os ciclos de vida
marinha, e assim desenvolver planos para espécies em perigo de extingdo (ELPHIE et al.,
2012).
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8. CONCLUSOES

A populacdo em estudo apresentou variabilidade genética, e ndo havendo perda desta
diversidade ao longo dos 4 anos, da mesma forma que ndo se encontrou grandes diferencas
entre as épocas de verdo e inverno. A influéncia de barreiras oceanograficas na dispersao
espécies foi evidenciada em todos os periodos, demonstrando assim a caotdésigs
barreiras para diferenciaéo genética entre as populacdes Rleelephase destacanda
existéncia de duas sub-popula¢cdes, uma no Atlantico e outra no Mediterraneo. Os marcadores
microssatélites foram altamente informativos, confirmando seu papel como ferramenta
fundamental na elaboracao de planos de conservacéo de espécies exploradas comercialmente

e na compreensao da conectividade entre as populacées.
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