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Resumo
Estudos genéticos em populagdes geograficamente distintas de Abudefduf saxatilis, através de

marcadores RAPD, identificaram um nivel de variabilidade genética equivalente entre populagdes
insulares do Arquipélago Sao Pedro e Sdo Paulo (ASPSP) e aquelas do litoral do Rio Grande do Norte e
Bahia. Os parametros de distdncia genética e a identidade genética de Nei demonstraram uma maior
similaridade entre as populagdes do litoral, em relagdo a populacdo do ASPSP. O coeficiente de
similaridade de Jaccard apontou trés clusters principais para as populagdes estudadas. As informagdes
obtidas, associadas a estudos prévios de morfometria para as mesmas populagdes, revelam um padrio
coerente de diferenciagdo genética e morfoldgica. Os resultados ressaltam a influéncia da Corrente do

Brasil na homogeneizagdo das populagdes costeiras desta espécie.
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Abstract

Interpopulational studies in the Abudefduf saxatilis, by RAPD markers, identified a similar level
of genetic variability between the Sdo Pedro e Sdo Paulo Archipelago (ASPSP) population and those of
the coastal regions of Rio Grande do Norte and Bahia. The genetic distance and Nei's genetic identity
showed a higher similarity between coastal populations related to the ASPSP. The Jaccard similarity
coefficient indicated the presence of three major clusters to studied populations. The obtained data,
associated to early morphometric studies to the populations first mentioned demonstrate a coherent
pattern to genetic and morphological differentiations. The results point out the marked influence of Brazil

Current to the genetic homogenization of the coastal’s populations of this species.
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Introducéo

O componente vertebrado mais importante das comunidades recifais é constituido quase
que exclusivamente por meio de um Unico taxon, os teledsteos Acanthopterygii. Neste grupo, os
Perciformes se destacam pelo tamanho, densidade ¢ abundancia. Muitos peixes de recifes sdo
pertencentes a um pequeno numero de familias e de géneros com muitas espécies co-existentes
(POUGH et al., 2003), das quais se destacam os Pomacentridae.

Entre os teledsteos marinhos, os Pomacentridae constituem uma das familias com maior
diversidade, encontrando-se espalhada por todos os grandes oceanos em regides tropicais, sub-
tropicais e temperadas. Pertencendo a subfamilia Pomacentrinae, a espécie Abudefduf saxatilis
apresenta a mais ampla distribuicdo geografica entre os Pomacentridae, ocupando ambientes
rochosos e coralinos de vastas areas do Atlantico. Nas aguas do Indo-Pacifico € substituida por
uma forma filogeneticamente proxima, A. vaigiensis (ALLEN, 1975).

A deteccdo da variabilidade genética, por marcadores genéticos, permite acessar
informagdes quanto a estrutura das populagdes, fluxo génico, relagdes filogenéticas, padrdes
biogeograficos e analises de paternidade e parentesco (FERAL, 2002). Os dados gerados através
destas marcas genéticas possibilitam a deteccdo de areas de endemismo além de ser de grande
valia na implementago de ag¢des de conservagdo e de manejo de espécies.

Entre os marcadores de DNA, aqueles produzidos através da técnica de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), vém sendo utilizados de forma eficiente na determinacdo da
estrutura de populagdes naturais. Esta metodologia amplifica aleatoriamente segmentos de
DNA, pelo uso de primers arbitrarios decimeros. O respectivo procedimento representa uma
derivagdo do método da PCR (Polymerase Chain Reaction), que pode ser dividido em trés
etapas, uma de desnaturagdo da dupla fita de DNA, uma etapa de hibridizagdo com o primer e
uma etapa de alongamento da fita (WELSH; McCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990).
Marcadores RAPD tém como vantagem o acesso a variabilidade genética de populagdes sem a
necessidade de conhecimento prévio do genoma da espécie (FOO et al., 1995; HOLSINGER et
al., 2002).

Diante das caracteristicas diferenciadas de A. saxatilis originadas pela dispersdo no
ambiente marinho em relacdo as demais espécies da familia, o presente trabalho decorre de um
projeto que teve por objetivo analisar a diversidade genética de populagdes ao longo do litoral
Nordeste do Brasil tomando como referenciais, o Estado do Rio Grande do Norte (RN) e Bahia
(BA), para comparagdo com as populagdes do Arquipélago Sdo Pedro e Sdo Paulo (ASPSP),
utilizando a técnica de RAPD, contribuindo para o entendimento dos padroes de dispersdo de

peixes recifais, na costa ¢ ilhas oceédnicas do Brasil.
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Material e métodos

Espécimes de A. saxatilis foram coletados na ilha do Morro de Sao Paulo, BA (n=08),
no litoral de Nisia Floresta, RN (n=14) e no Arquipélago S3o Pedro ¢ Sdo Paulo (n=11).
Fragmentos do tecido hepatico, com cerca de 0,5 cm’, de cada exemplar, foram armazenados
em tubos de 1,5 ml, contendo 800 pl de solugdo de alcool metilico e etilico (1:1), a temperatura
de -20°C para posterior extragdo do DNA total. O procedimento para a extragdo do DNA foi
realizado segundo Sambrook et al., (1989), com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico.

Foram selecionados 20 primers decdmeros, os quais passaram por amplificacdo em
termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.) utilizando o kit Ready To-Go RAPD Analysis
Beads, conforme indicagdes do fabricante (Amersham Pharmacia). Cada reacdo continha 2,5U d
Taq polimerase (PuReTaq'™ DNA Polimerase), 10 mM Tris-HC1 (pH 9), 50 mM KCl, 1,5 mM
MgCl,, 200 mM de dATP, dCTP, dGTP, dTTP, BSA (albumina bovina), 25 ng/ul de DNA, 10
pmol/ pl de primer RAPD e dgua milliQ para um volume final de 25 pl. Os parametros térmicos
da amplificagdo consistiram em uma etapa inicial de desnaturagdo a 94°C por 4 min, seguida por
40 ciclos, cada um com 1 min a 92°C, 1 min ¢ 30 seg a 37°C e 3 min a 72°C.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose a 1,4%, coradas com
brometo de etidio (10ng/ul) e visualizadas em um trans-iluminador de luz ultra-violeta, apds
corrida eletroforética (86V por 3 horas). Os géis foram fotodocumentados através do sistema
digital Kodak EDAS-290. Os fragmentos de DNA tiveram seus tamanhos estimados pela
comparagdo com o padréo do Ladder Plus 1Kb (Gibco BRL).

Matrizes binarias (0 ou 1, presenca ou auséncia de bandas) foram geradas para os
produtos de amplificagdo dos primers, a partir das quais foram calculadas a distdncia genética,
baseada no padrao de bandas, de acordo com Nei (1978), e o indice de diversidade genética de
Shannon, utilizando-se o programa POPGENE 1.31 (YEN et al., 1999).

O indice de diversidade genética de Shannon foi utilizado para quantificar o nivel de
diversidade genética em populacdes isoladas e a participagdo de individuos dentro e entre
populagdes. Este indice tem sido util na analise dos dados de RAPD devido a sua aparente
insensibilidade as tendéncias que poderiam ser introduzidas pela impossibilidade de deteccdo de
individuos heterozigotos. Para obter um dendrograma de similaridade genética de Jaccard,

utilizou-se o programa computacional NTSYS-PC (ROHLF, 1990).
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Resultados

Entre os primers testados, trés foram selecionados (C06 - 5’~-GTCCATGCCA-3’; C05 -
5’-GTGGGCTGAC-3’ ¢ D02 - 5’~-CGACGCCCTG-3’) devido a qualidade das bandas e grau de
polimorfismo apresentado.

Os 33 individuos de Abudefduf saxatilis das populagdes analisadas (RN, BA ¢ ASPSP)
apresentaram um total de 20 bandas, das quais, cinco identificadas, através do primer C06
(650pb a 1.650 pb), seis pelo primer C05 (350-850 pb) e nove pelo primer D02 9 (200- 1200
pb).

As analises, utilizando o indice de diversidade genética de Shannon, indicaram valores
de 0,22 para o RN, 0,28 para a BA e 0,24 para o ASPSP, com indice médio para as populacdes
de 0,35.

O numero de migrantes por geracao (Nm) entre as populagdes analisadas foi calculado a
partir do coeficiente de variagdo genética de Nei (1978) (Gst) obtido para estas populagdes (Gst,
0,26), indicando 1,37 migrantes por geracdo, calculado a partir do programa POPGENE 1.32
(ROHLF, 1990) pela equagao Nm = 0.5 (1 — Gst) / Gst.

Na Figura 1, estdo representados os dendrogramas de similaridade genética, utilizando o

coeficiente de Jaccard e a distancia genética de Nei (1972) para as amostras estudadas.

Discusséo

O Oceano Atlantico apresenta um mosaico de ambientes que permite a coexisténcia de
uma incontavel variedade de espécies, contudo esta diversidade espacial s6 ¢ identificada a
partir de observagdes mais detalhadas. Gradientes de salinidade, os tipos de assoalho, a
luminosidade, turbidez, aportes diferenciais de 4guas continentais e seus nutrientes, sdo alguns
dos varios fatores que determinam a diversidade de formas aptas a explorar regides particulares
deste ambiente. Além da diversidade de ambientes costeiros, o Atlantico ainda exibe, embora
em pequeno numero, a presenga de ambientes insulares que se caracterizam por um relativo
isolamento em relagdo as regides continentais, sendo desta forma propicio ao surgimento de
barreiras ao fluxo génico e eventos de especiacao (BRIGGS, 1995; JOYEUX et al., 2001;
ROCHA, 2003; FLOETER et al., 2001).

A capacidade de colonizar novos ambientes estd diretamente relacionada ao potencial
dispersivo das espécies. Nos peixes recifais a capacidade de se distribuir ao longo de grandes
areas esta diretamente relacionada a extensao do periodo pelagico larval de cada espécie (SALE,

1991). Esse mesmo autor considera que o periodo pelagico larval pode se mostrar ausente, ou
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variar de um dia até um ano. Este pardmetro bioldgico tem influéncias diversas, sobretudo nos
aspectos genéticos das espécies.

Molina e Galetti (2004) demonstraram uma evidente correlagdo entre a duracio da fase
larval pelagica e a quantidade de alteracdes cromossOmicas estruturais ocorridas na evolugdo
dos Pomacentridae, inclusive da espécie A. saxatilis. Este estudo demonstrou que quanto maior
a fase pelagica larval menor sera o niimero de modificagdes cromossomicas, sobretudo
inversdes pericéntricas, o principal mecanismo evolutivo de diversificacdo cariotipica entre os
Perciformes.

Os padroes hidrodindmicos das correntes ocednicas sdo de grande relevancia para o
entendimento da dispersdo de organismos nos oceanos. Neste aspecto, o Oceano Atlantico ¢
formado por dois grandes giros, o giro do Atlantico Norte ¢ o giro do Atlantico Sul. Este, por
sua vez, apresenta a Corrente Sul Equatorial que, ao chegar a costa do Brasil, bifurca-se,
formando a corrente das Guianas, no sentido Leste-oeste e a corrente do Brasil, margeando o
litoral brasileiro, no sentido Norte-sul (KNOPPERS et al., 2002). A maior similaridade genética
entre as populagdes costeiras do Rio Grande do Norte e da Bahia, em detrimento da populacdo
do Arquipélago Sao Pedro e Sao Paulo, apobia a idéia de que a Corrente do Brasil represente uma
influéncia marcante na homogeneizagao das populagdes costeiras.

Analises morfométricas multivariadas em populagdes continentais e insulares de A.
saxatilis, no Atlantico Ocidental, realizadas por Molina et al. (2006), indicaram modifica¢des
fenéticas que sugerem subdivisdes populacionais entre os diferentes estoques desta espécie,
mediadas pela corrente do Brasil e pela capacidade de auto-recrutamento nas ilhas oceanicas. Os
dados morfométricos, utilizando as mesmas popula¢des do presente estudo, corroboram com a
presente analise molecular, indicando também uma maior similaridade entre os exemplares do
Rio Grande do Norte ¢ Bahia do que com aqueles provenientes do Arquipélago de Sdo Pedro ¢
Sao Paulo.

Dos organismos que vivem associados a ambientes recifais, a familia Pomacentridae
apresenta grande destaque, apresentando-se bem distribuida ao longo de todos os oceanos
tropicais (NELSON, 1994). Nesta familia a espécie Abudefduf saxatilis merece uma atengio
especial, visto que se encontra largamente distribuida (ALLEN, 1975), podendo ser utilizada
como um excelente modelo de dispersdo para peixes recifais. Apesar de seus padroes de
distribuicdo, esta espécie apresenta um periodo larval pelagico relativamente curto, com
aproximadamente 23 dias (BROTHERS et al., 1983), embora possa ampliar seu potencial

dispersivo até 55 dias pela utilizagdo e aderéncia a detritos flutuantes. Contudo, seu carater
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generalista pode ser um dos principais responsaveis pelo seu sucesso em colonizar novos
ambientes.

A variabilidade genética intrapopulacional para A. saxatilis, baseada no indice de
Shannon, revelou-se baixa nas populagdes analisadas, mesmo para as populagdes continentais,
diferindo de forma significativa daquelas encontradas para a espécie dulcicola Astyanax
altiparanae estudada por Prioli et al. (2002). A amostra do ASPSP revelou um nivel de
variabilidade genética compativel com populagdes existentes no continente, com efeitos bem
maiores. Possivelmente isto se deve a um tamanho populacional insular significante ou pela
manutengdo, ainda desconhecida, de algum fluxo génico com outras ilhas oceanicas do meso-
Atlantico.

A distribuicao biogeografica de peixes recifais do Atlantico Sul (JOYEUX et al., 2001),
e conseqiiente eventos de especiagdo revela um padrdo mediado pela capacidade dispersiva e
capacidade colonizadora frente a acdo de fatores ecologicos limitantes (temperatura, substrato,
entre outros).

Diante dos sucessivos estudos realizados em populacdes de peixes recifais no Atlantico,
tem-se tornado clara a marcante influéncia das correntes maritimas no estabelecimento e
dimensdo do fluxo génico entre as populac¢des distribuidas ao longo da costa e das ilhas
oceanicas do Brasil. Assim, longe de revelar um cenario de homogeneidade populacional, a
regido costeira encontra-se estratificada, pressuposto importante para acdes ligadas a
conservagdo de espécies, sobretudo daquelas submetidas a intensa exploragdo pela pesca.

Estudos complementares utilizando diferentes marcadores genéticos, bem como outras
espécies, deste mesmo ambiente serdo determinantes no esclarecimento da existéncia de padrdes
associados a barreiras ou mecanismos de dispersdo, que tenham influenciado historicamente a

atual distribuicdo e evolucdo das espécies recifais no Atlantico.
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Figura 1 — Dendrograma obtido a partir do coeficiente de similaridade genética de
Jaccard entre individuos das populagdes de A. saxatilis do Rio Grande do Norte
(quadrado), Bahia (tridngulo) e Arquipélago de Sao Paulo e Sdo Pedro (estrela). Em
detalhe na parte superior esquerda, o dendrograma da distancia genética de Nei
(1978) entre as populacdes e representacdo do exemplar da espécie.
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