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Resumo

A familia Mugilidae inclui dezessete géneros e mais de 60 espécies e apresenta
distribuicdo mundial, exceto nas regifes polares. O status taxonémico de algumas
especies e géneros dentro desta familia ainda é confuso, devido a sua alta
homogeneidade morfologica. Sete espécies sdo encontradas no Brasil, sendo M. liza e
M. platanus encontradas em maior abundancia. M. liza esta distribuida desde a Flérida
até o Rio de Janeiro e M. platanus desde o Rio de Janeiro até a Argentina. Com o
desenvolvimento desse trabalho, pretendeu-se testar a hipotese de que M. liza e M.
platanus constituem uma Unica espécie e verificar se estas espécies sdo distintas de M.
cephalus. Para tanto, empregamos as sequéncias de seis genes mitocondriais: COI de
654 pb, 16S rRNA de 609pb, 12S rRNA de 423pb, ATPase 6 de 579pb, ATPase 8 de
117pb e Cytb de 975pb. Foram analisados 85 individuos de M. liza, M. curema, M.
cephalus, M. trichodon, M. incilis , M. rubrioculus, M. hospes e M. sp. procedentes do
Brasil, da Argentina, do Uruguai, da Venezuela e da Grécia (M. cephalus). Os
resultados mostraram uma separacao de todas as espécies, com um consistente indice de
bootstrap (100%), os exemplares de M. liza e M. platanus formaram um so clado, com
uma divergéncia genética de 0%, sugerindo que este clado constitui uma Unica espécie
sem uma estruturacdo populacional evidente, indicando um alto grau de fluxo génico
mesmo com uma ampla distribuicdo no oceano Atlantico. Mugil cephalus e M. liza
apresentaram uma distancia genética interespecifica de 19,5%, sugerindo que sdo
especies diferentes, mesmo apresentando muitas semelhancas morfoldgicas. Nossos
dados evidenciaram a presenca de trés linhagens diferentes dentro de M. curema
formando assim um complexo de espécies que precisa ser resolvido. Concluimos que
M. liza é uma Unica espécie semelhante morfologicamente a M. cephalus mas diferente

geneticamente.



Abstract
The family Mugilidae includes seventeen genera and more than 60 species worldwide
distributed, except in the polar regions. The taxonomic status of some species and
genera within this family is still confused, due to its high morphological uniformity.
Seven species are found in Brazil being Mugil liza and M. platanus the most common
species. M. liza is distributed from Florida to Rio de Janeiro and M. platanus from Rio
de Janeiro to Argentina. With the development of this work, we sought to test the
hypothesis that M. liza and M. platanus constitute a single species and to verify if these
species are distinct from M. cephalus. For this, we used the sequences of six
mitochondrial genes: COIl of 654pb, 16S rRNA of 609pb, 12S rRNA of ATPase 8 of
579pb, ATPase 6 of 117pb and Cytb of 975pb. We analyzed 85 individuals of M. liza,
M. curema, M. cephalus, M. trichodon, M. incilis, M. rubrioculus, M. hospes and M. sp.
from Brazil, Argentina, Uruguay, Venezuela and Greece (M. cephalus). The results
showed a separation of all species, with a consistent bootstrap index (100%), specimens
of M. liza and M. platanus formed one clade, with a divergence of 0%, suggesting that
this clade represents a single species without a clear population structure, showing high
degree of gene flow even with a wide distribution in the Atlantic Ocean. Mugil cephalus
and M. liza showed interspecific genetic distance of 19,5% suggesting that they are
different species, even with many morphological similarities. Our data revealed the
presence of three different lineages within of M. curema thus forming a complex of
species that must be resolved. We conclude that M. liza is a single species

morphologically similar to M. cephalus but genetically different of it.



Resumen

La familia Mugilidae incluye diecisiete géneros y las de 60 especies y presenta
distribucion mundial, excepto en las regiones polares. El status taxonémico de algunas
especies y géneros dentro de esta familia aun es confuso, debido a su alta homogeneidad
morfoldgica. Siete especies son encontradas en el Brasil, siendo M. liza y M. platanus
las encontradas en mayor abundancia. M. liza esta distribuida desde Florida hasta Rio de
Janeiro y M. platanus desde Rio de Janeiro hasta Argentina. Con el desarrollo de este
trabajo, se pretende probar la hipdtesis de que M. liza y M. platanus constituyen una
Unica especie y verificar si estas especies son distintas de M. cephalus. Para lo cual
empleamos las secuencias de seis genes mitocondriales: COl de 654 pb, 16S rRNA de
609pb, 12S rRNA de 423pb, ATPasa 6 de 579pb, ATPasa 8 de 117pb y Cytb de 975pb.
Fueron analizados 85 individuos de M. liza, M. curema, M. cephalus, M. trichodon, M.
incilis, M. rubrioculus, M. hospes y M. sp. Procedentes del Brasil, Argentina,
Venezuela, Uruguay y de Grecia (M. cephalus). Los resultados mostraron una
separacion de todas las especies, con un consistente indice de bootstrap (100%), los
ejemplares de M. liza y M. platanus formaron un solo clado, con una divergencia
genética de 0% sugiriendo que este clado constituye una Unica especie sin
estructuracion poblacional evidente, indicando un alto grado de flujo génico a pesar de
tener una amplia distribucion en el océano Atlantico. Mugil cephalus y M. liza
presentaron una distancia genética inter-especifica de 19,5%, sugiriendo que son
especies diferentes, a pesar de tener muchas semejanzas morfologicas. Nuestros datos
evidenciaron la presencia de tres linajes diferentes dentro de M. curema formando asi un
complejo de especies que necesita ser resuelto. Concluimos que M. liza es una Unica

especie semejante morfolégicamente a M. cephalus pero diferente genéticamente.
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Introducao

1. INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais

Dois tercos do nosso planeta é coberto por agua e grande parte destes ambientes
fornece suporte para a vida dos peixes, que correspondem a cerca de 50% dos
vertebrados (Nelson, 2006).

Do ponto de vista evolutivo os peixes formam um grupo polifilético, com 27.977
especies, 0 que representa mais da metade do numero total de vertebrados conhecidos
(Nelson, 2006). E importante destacar que a descricdo de novas espécies pertencentes ao
grupo dos anfibios, répteis, aves e mamiferos ndo é muito frequente, mas muitas novas
especies de peixes sdo descritas continuamente o qual pode elevar seu nimero total a
aproximadamente 32,500 (Nelson, 2006). Além do grande numero de espécies, outro
aspeto relevante é a importancia que 0s peixes tém para as populacdes humanas. De
fato, o tema referente aos peixes aparece em diversos aspectos da cultura humana
incluindo a mitologia, a religido, a literatura e a arte e constituem a dieta principal de
muitas comunidades, ocupando um papel importante na economia de muitas nacdes e
representam uma significativa fonte de trabalho nas sociedades que dependem em
grande medida da atividade pesqueira.

Os peixes sdo extraordinariamente diversos em suas caracteristicas anatbmicas e
fisioldgicas. Tém desenvolvido especializacdes espetaculares e inumeraveis para lograr
funcdes bioldgicas bésicas, tais como alimentagdo, movimento e reproducdo. Os peixes
apresentam uma consideravel capacidade de adaptacdo biologica a diversos tipos de
habitat, com grande variedade ambiental, espacial e temporal. Neste processo podemos
observar as mais impressionantes especializacbes de morfologia, fisiologia e
comportamento (Purdom, 1993). Com esta diversidade em estrutura e funcao, os peixes

vivem em uma ampla gama de ambientes aquaticos. Podem ser encontrados suportando
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temperaturas que vao desde 44°C, como algumas tilapias da Africa, a -2°C na Antartica.
Habitam lagoas, rios, estuarios e oceanos de todo o0 mundo. A maioria vive inteiramente
na dgua doce ou em mares e oceanos e outros efetuam grandes movimentos migratorios

(Nelson, 2006).

1.2 Tainhas

Os mugilideos sdo comumente conhecidos no Brasil como “tainhas”, “parati”,
“curimd”, “caica” (Menezes, 1983; Menezes e Figueiredo, 1985), sendo peixes
peldgicos catddromos (passam parte de sua vida em agua doce e depois voltam ao
oceano) (McDowall, 2007) que habitam regides costeiras, estuarios (Harrison e Howes
1991) e muitas vezes entram também nos rios, sendo amplamente distribuidos por todo
0 mundo em aguas tropicais e subtropicais (Cervigon, 1993; Cervigon et al., 1993)
exceto em ambientes polares. Muitas espécies nadam rio acima, sendo que umas poucas
passam toda a vida adulta no rio (Smith e Smith, 1986; Cardona, 2006). Os grandes
cardumes de mugilideos migram de seus ambientes de alimentacdo nos rios, estuarios,
lagos e lagoas até o mar para desovar e tém um ciclo de desova por cada estacdo. Os
periodos de desova se diferenciam segundo a espécie e regides (Maitland e Campbell,
1992; Saleh, 2006). S&o espécies de muita importancia comercial e sdo altamente
exploradas ao longo de toda sua distribuicdo (Cervigon, 1993; Cervigon et al., 1993).

Os mugilideos sdo animais detritivoros, alimentando-se do lodo orgéanico que
cobre o fundo marinho, frequentemente saltam fora da agua, por motivos inexplicaveis;
um estudo mostrou que a frequéncia de saltos aumenta quando 0s niveis de oxigénio
dissolvido sdo baixos (Hoese, 1985).

A maior parte destas espécies geralmente alcancam cerca de 20 cm de

comprimento, mas alguns podem chegar entre 80 — 120 cm. A cabeca é ampla e
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achatada dorsalmente na maioria das espécies. O focinho é curto e a boca é pequena. Os
arcos branquiais de muitas espécies sao especializados, formando a caracteristica do
orgao faringeobranqueal que é dilatado, o qual é empregado para a filtracdo do material
ingerido. Em muitas espécies de mugilideos, os dentes sdo diminutos e estdo colocados
sobre os labios. Os olhos podem ser parcialmente cobertos por um tecido adiposo. Tém
duas nadadeiras dorsais bem separadas, a primeira com raios duros e a segunda com
oito a dez raios ramificados. A nadadeira anal é curta; com dois ou trés raios duros e
sete a doze raios segmentados ndo ramificados em adultos. As nadadeiras peitorais sdo
grandes sobre o corpo, e a nadadeira caudal é sutilmente bifurcada. N&o apresenta linha
lateral. As escamas sdo moderadas em tamanho, com um ou mais sulcos longitudinais.
Tém os cecos pilodricos associados ao estbmago, e uma moela grossa, muscular na maior
parte das espécies. Os mugilideos sdo dorsalmente acinzentados, verdes ou azuis, e sua
superficie lateral € prateada, e apresentam frequentemente raias longitudinais escuras.
Eles sdo ventralmente palidos ou amarelados (Nelson,1994; Harrison, 1999).

A identificacdo das espécies de mugilideos é problematica, especialmente em
estagios larvais e de alevinos (Imsiridou et al., 2007) devido a sua alta conservacdo da
morfologia externa (Caldara et al.,1996; Papasotiropoulos et al., 2001), a falta de
caracteres taxondmicos Uteis (Menezes, 1983; Menezes e Figueiredo, 1985; Cervigon,
1993; Thomson, 1997) e a homogénea estrutura cariotipica. Além disso as
caracteristicas morfolégicas e morfométricas sdo comumente empregadas para
distinguir espécies. Outras caracteristicas usadas para o diagnostico sao o esqueleto e a
anatomia muscular (Harrison e Howes, 1991), eletroforeses com enzimas ou proteinas
(Herzberg e Pasteur, 1975; Menezes et al., 1992; Rossi et al., 1998), e analises de

sequéncias de DNA mitocondrial (Caldara et al., 1996).



Introducao

1.3 O género Mugil

Mugilidae é a Unica familia da ordem Mugiliformes, série Mugilomorpha, a mais
primitiva entre as trés séries da superordem Acanthopterygii (Nelson, 2006). Devido a
consideravel uniformidade dos caracteres morfoldgicos externos, esta familia tem sido
objeto de numerosas revisdes, a nivel de espécie e de género. A primeira revisdo
detalhada € a de Schultz (1946) que identificou 16 géneros e, subsequentemente, revisou
0 género Chelon (Schultz, 1953). Nos anos seguintes, além de algumas revisdes
sistematicas localmente restritas (citadas em Thomson, 1997), a organizagdo
taxonémica da familia foi repetidamente definida por Thomson (1954, 1963, 1997). Em
seu ultimo e mais abrangente trabalho, Thomson (1997) identifica 280 espécies
nominais e reconhece como validos 14 géneros: Agonostomus, Aldrichetta, Cestraeus,
Chaenomugil, Chelon, Crenimugil, Joturus, Liza, Mugil, Myxus, Oedalechilus,
Rhinomugil, Sicamugil e Valamugil e 62 espécies, deixando 18 espécies com o status de
espéecies ingquerenda. Nelson (2006) reconhece 17 géneros (incluindo Moolgarda,
Neomyxus e Xenomugil) e cerca de 72 espécies. Uma consulta recente ao FishBase
(Froese e Pauly, 2004; www.fishbase.org acessado em 06/11/2010) lista 18 géneros e
um total de 80 espécies. Em todos os trabalhos de revisdo aproximadamente metade das
espéecies pertencem aos géneros Mugil e Liza, que possuem 17 e 25 espécies
respectivamente, enquanto muitos dos demais géneros incluem somente uma ou duas
especies. Pesquisas em desenvolvimento (lan Harrison, comunicacdo pessoal) indicam

que a taxonomia do grupo ainda deve sofrer vérias alteracbes nos préximos anos.

1.3.1 Mugil no Brasil
O numero de espécies de mugilideos descritos na costa norte e sul da Ameérica,

incluindo toda a costa inteira do Brasil, varia entre sete e oito (Cervigon et al., 1993;

4
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Thomson, 1997; Menezes et al., 2003). Mugil € o Gnico género que ocorre na costa do
Brasil, incluindo as espécies: M. curema, M. curvidens, M. liza, M. platanus, M.
gaimardianus, M. incilis e M. trichodon (Menezes, 1985). O nome M. gaimardianus foi
suprimido (ICZN, 1994) e a espécie passou a ser identificada como Mugil sp. (Menezes
et al., 2003). Em 2007 uma nova espécie, Mugil rubrioculus, foi descrita para a regido
oriental da América Central (Harrison et al., 2007). Essa espécie também ocorre no
litoral brasileiro, onde era identificada como M. gairmadianus.

Entre as espécies que atingem maior tamanho estdo Mugil liza e M. platanus
(Menezes e Figueiredo, 1985). M. liza foi descrita por Valenciennes, 1836 da regido da
Martinica, no Caribe e M. platanus foi descrita por Gunther, 1880 de Buenos Aires,
Argentina. Essas duas espécies compartilham o padrdo de colorido, caracterizado pela
presenca de estrias escuras longitudinais alternadas com estrias claras, e a auséncia
quase total de escamas nas nadadeiras anal e segunda dorsal (Menezes, 1983). As
caracteristicas usualmente empregadas para separar essas duas espécies sao 0 menor
namero de séries laterais de escamas em M. liza (29 a 34) com relacdo a M. platanus
(34 a 40, mais comumente 36 ou 37) e a ocorréncia em areas geogréaficas distintas, pois
M. liza esta distribuida do Caribe até o Rio de Janeiro e M. platanus esta distribuida do
Rio de Janeiro até a Argentina (Menezes, 1983). Cousseau (2005) sugere que a espécie
encontrada no Sul do Brasil e na Argentina é M. platanus a qual é reconhecida como
diferente de M. liza. Esta conclusdo foi confirmada por Castro et al. (2008) que
adicionalmente indica que M. platanus difere de M. cephalus, baseado em dados de
DNA mitocondrial, morfométricos e meristicos. Heras et al. (2009) sugere que M.
platanus e M. liza “representam uma espécie continua muito relacionadas entre si, mas
diferente de M. cephalus™. Menezes et al. (2010) em um estudo com maior quantidade

de exemplares mostram a ocorréncia de um padrdo de variacdo latitudinal
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provavelmente associado com uma diminuicdo da temperatura da dgua costeira de Norte
a Sul do Atlantico Ocidental o qual se evidencia em grandes diferencas morfologicas.
Mas os autores chegam a conclusdo que existe apenas uma Unica espécie na regido. O
nome valido disponivel para essa espécie é Mugil liza, Valenciennes 1836, sendo Mugil

platanus, Gunther, 1880; considerado sinénimo junior.

A co-ocorréncia de uma segunda espécie de Mugil, semelhante a M. liza, tem
levantado algumas questdes. Se M. cephalus é distribuida a partir da india Ocidental até
a Argentina (Harrison, 2003), seria simpatrica com M. liza, embora alguns
pesquisadores discordem (Ringuelet e Aramburu, 1960; Ringuelet et al., 1967;
Menezes, 1983; Menni et al., 1984, 1995; Almiron et al., 1992; Lopez et al., 2003). Por
exemplo, se ambas especies apresentam a mesma distribuicdo nas aguas costeiras do
nordeste do Brasil, as mesmas deveriam ser coletadas juntas, mas a presenga de M. liza
(Menezes, 1983 e 2003; Menezes e Figueiredo, 1985) junto com M. cephalus (Rivas,
1980; McEachran e Fechhelm, 1998; Greenfield e Thomerson 1997; Castro Aguirre et
al., 1999; Smith-Vaniz et al., 1999), ainda é questionavel (Menezes et al., 2010).

Segundo Menezes et al. (2010) a questdo da identificacdo das espécies de Mugil
na costa atlantica da América do Sul nunca foi tratada adequadamente, seja pela pouca
quantidade de exemplares que se encontravam disponiveis (Menezes, 1983; Menezes e
Figueiredo, 1985, Thomson, 1997; Harrison, 2003) ou porque apenas uma parte da area
de distribuicdo de ocorréncia foi considerada (Vazzoler et al., 1990; Cousseau et al.,

2005; Castro et al., 2008; Heras et al., 2009).

Dados meristicos referentes ao numero de escamas revelou uma diferenca

significativa (p<0,001) no numero de escamas transversais, as linhas de escamas
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horizontais e circumpedunculares sugerem que Mugil liza e M. cephalus sdo espécies

diferentes (Menezes et al., 2010).

1.4 Estudos citogenéticos

A maioria das espécies da familia Mugilidae apresenta um numero dipléide de
48 cromossomos (Cataudella et al., 1974; Delgado et al., 1992; Jorddo et al., 1992;
Crosetti et al., 1993; Rossi et al., 1996, 1997; Nirchio et al., 2001, 2003) exceto M.
curema que tem um namero dipléide de 24 a 28 (LeGrande e Fitzsimons, 1976; Nirchio
et al., 2003, 2005), e M. incilis que apresenta 2n = 28 (Galetti et al., 2000).

Os ultimos estudos citogenéticos na familia Mugilidae foram revisados por Sola
et al. (2007). Neste estudo foram analisados os dados referentes a 16 espécies cujos
cariotipos foram divididos em trés grupos. O Citétipo A que corresponde a um cariétipo
composto de 48 cromossomos acrocéntricos, caracterizando 10 espécies: duas espécies
de Liza (L. macrolepis e L. oligolepis), cinco de Mugil (M. cephalus, M. gaimardianus,
M. liza, M. platanus e M. trichodon) e as espécies Rhinomugil corsula, Liza parsia,
Valamugil speigleri. O Cit6tipo B que corresponde a um cariétipo composto de 46
cromossomos  acrocéntricos mais dois cromossomos submeta/subtelocéntricos,
caracteriza cinco espécies: Liza aurata, L. ramada, L. saliens, Chelon labrosus e
Oedalechilus labeo. O Citétipo C que corresponde a um caridtipo principalmente, ou
exclusivamente, composto de cromossomos de dois bragos, caracteriza somente uma
espécie, Mugil curema. Nos exemplares da Louisiana (USA) e do Parana (Brasil), foram
observados cari6tipos compostos de 2n=28 cromossomos, 20 metacéntricos, 4
subtelocéntricos e 4 acrocéntricos. Em espécimes do Mar do Caribe, Venezuela, foram
encontrados exemplares com 2n=24 cromossomos, todos com dois bragos.

Recentemente foi descrito o cariétipo de Agonostomus monticola, uma espécie do

7
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género considerado mais primitivo da familia Mugilidae, que apresentou 2n=48
cromossomos e cari6tipo composto de 46 cromossomos acrocéntricos e dois

cromossomos subtelocéntricos (Nirchio et al., 2009).

Em Mugil curema, os ultimos estudos revelaram a existéncia de trés subgrupos
interligados, baseados nas diferencas cariotipicas e aloenzimaticas. Os cromossomos de
M. curema do Brasil (2n = 28 representando o citotipo 1, Nirchio et al., 2005) sdo
considerados também para a verdadeira M. curema reportada por LeGrande e Fitzmons
(1976) em um estudo no Golfo de México. O segundo cariotipo (2n=24, citétipo 2) foi
encontrado na Venezuela (Nirchio e Cequea, 1998; Nirchio et al., 2003). Um terceiro
cariotipo (2n=48; citotipo 3) também foi encontrado na Venezuela e na costa do
Pacifico no Panama (Nirchio et al., 2003, 2007) e isto foi descrito como M. rubrioculus
por Harrison et al. (2007), quem fez um diagnostico morfolégico e forneceu uma
descricdo dessa nova espécie. Assim, trés diferentes espécies geneticamente ou tipos de

M. curema podem coexistir em aguas da Ameérica (Heras et al., 2009)

1.5 Exploracéo Pesqueira

Os mugilideos sdo peixes de importancia comercial (FAO, 2005) onde o0s
individuos sdo comercializados no Mercado como peixes frescos, secos, salgados e
congelados. Além disso, os ovos sdo vendidos frescos, defumados e secos,
representando um importante recurso econémico em alguns paises do mediterraneo.
Também sdo usados na medicina chinesa e sdo amplamente cultivados em lagoas de
agua doce no sudeste da Asia (FAO, 2005).

Os animais sdo comumente capturados com tarrafas ou galeria de redes

artesanais dos pescadores no mar, lagos e lagoas costeiras. Baseado na estatistica
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publicada pela FAO (2004) sdo capturados mundialmente 261.000 toneladas
aproximadamente que representa 0,3% da pesca mundial (FAO, 2004).
Os mugilideos sdo cultivados em todo o mundo, usualmente em sistemas de

cultivos extensivos e semi-intensivos (Saleh M., 2008).

1.6 Exploracéao pesqueira no Brasil

Mugil curema chamada de parati é considerada a espécie de Mugilidae mais
comum do litoral brasileiro, atingindo no maximo 45 cm de comprimento, sendo mais
comuns exemplares em torno de 30 cm.

As tainhas, em particular, sdo recursos pesqueiros importantes no Brasil (Reis e
D'incao, 2000). Ultimamente um menor nimero de barcos direciona suas pescarias para
a tainha, porém com uma maior eficiéncia na captura deste recurso, este fato é
comprovado pelo menor numero de viagens realizadas com captura de tainha e o
simultaneo aumento da captura por unidade de esfor¢co (CPUE) a partir de 2000. Nos
ultimos anos, com o declinio das capturas da sardinha-verdadeira, a tainha passou,
mesmo que para apenas uma parcela da frota, a ser uma espécie alternativa com
importancia comercial, principalmente durante os meses de inverno (Gasalla et al.,
2003). Nos ultimos anos esta espécie encontra - se posicionada entre as 20 principais
categorias de pescado desembarcadas (Miranda et al., 2007).

O setor artesanal utiliza, tradicionalmente, o recurso tanto em alimentacéo
(subsisténcia e comercializacdo), quanto em suas manifestacBes culturais, que
movimentam um importante mercado turistico-gastronémico ao longo de todo o litoral
sudeste e sul brasileiro. J&, o setor industrial (comercial de médio e grande porte)
encontrou na tainha, principalmente apds o ano 2000, um potencial recurso alternativo,

bastante valorizado pelo mercado consumidor, em substituicdo aos recursos tradicionais
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gue vém mostrando declinios importantes tanto em captura quanto em rendimento
(Miranda et al., 2007). O desenvolvimento tecnolégico e 0 aumento do poder de pesca
causado pelo uso de ecosonda, sonar, GPS e “Power Block” que possibilitou o aumento
do tamanho das redes de cerco, atingindo até 1.400 m de comprimento e mais de 100 m
de altura, com malha de 12mm medidas de n6 a no, tornaram a tainha altamente
vulneravel, resultando na diminuicdo da captura dessa espécie por pescadores artesanais
(Seckendorff e Azevedo, 2007).

A Lagoa dos Patos, na costa sul brasileira, estado de Rio Grande do Sul, e areas
adjacentes costeiras suportam uma das mais importantes pescarias no sudeste Atlantico,
com aproximadamente 3.500 pescadores artesanais e 3.000 pescadores industriais
envolvidos na atividade pesqueira nesta regido (Haimovici et al., 1996; Reis e D'incao,
2000). O estuario é uns dos mais importantes lugares de desova das espécies mais
importantes na industria pesqueira no Brasil. A tainha, Mugil liza (antigamente chamada
de M. platanus) € uma das espécies de peixes mais abundante nesta area e sdo
frequentemente capturadas, representando um objetivo tradicional para a pesca artesanal
(Chao et al., 1985; Vieira e Castello, 1996).

A importancia pesqueira de M. liza na regido sul do Brasil e 0 predominio de
juvenis nas aguas baixas do estuario da Lagoa dos Patos sugerem que este ecossistema
funciona como importante lugar de desova (Vieira, 1991; Vieira e Scalabrin, 1991).

Na regido sudeste do Brasil a tainha Mugil liza (anteriormente chamada de M.
platanus Gunther, 1880) é a espécie que sustenta importantes pescarias com um alto
valor comercial, podendo atingir cerca de 1 m de comprimento e cerca de 6 kg
(Menezes et al., 1985). A pesca da tainha € uma atividade tradicional do litoral sul de
Sdo Paulo, exclusivamente artesanal, podendo ocorrer junto a praia ou dentro do

estuario. Em geral, durante o periodo de margo a maio (antes da entrada das frentes
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frias) a arte predominante nas capturas € o arrasto de praia principalmente no municipio
de Ilha Comprida, e de maio a outubro predominam os cerco fixo e a rede de emalhe (de
superficie e fundo) estuarino em Cananéia (Miranda et al., 2007). No estado de S&o
Paulo os desembarques sdo muito variaveis entre um ano e outro (Carneiro et al., 2000;
Avila da- Silva e Carneiro, 2003a; Avila da Silva e Carneiro, 2003b; Avila da Silva et
al., 2004a; Avila da Silva et al., 2004b; Avila da Silva et al., 2005;), sendo
extremamente dependentes das condi¢Ges ambientais (Miranda et al., 2006).

O total desembarcado desta espécie no litoral de Sdo Paulo apresentou um pico
de 504 toneladas em 1991, oscilando entre 129 e 353 toneladas entre 1992 e 2002,
aumentou para 613 toneladas em 2004, diminuindo para 337 toneladas no ano seguinte.
Considerando apenas o periodo entre 2001-2005, constatou-se que 50,2% da captura
desembarcada tem sua origem na pesca artesanal, basicamente nos municipios de
Iguape e Cananéia no litoral sul do estado, caracterizando uma grande importancia do
recurso para esta parcela do setor pesqueiro (Miranda et al., 2007).

Praticamente a totalidade dos desembarques de tainha na Baixada Santista
(estado de S&o Paulo) é realizada pela frota industrial de traineiras que opera com rede
de cerco nos municipios de Santos e Guarujd. O numero total de traineiras que
desembarcaram nestes municipios entre 1990 e 2005 e o numero de barcos que
desembarcaram mais de duas toneladas de tainha. Em 2005, 26% dos barcos operantes
desembarcam duas toneladas ou mais do recurso. A producéo registrou um pico de 501
toneladas em 1991 e um subsequente comportamento oscilatorio em declinio nos anos
posteriores, atingindo em 2005, uma diminuicdo na ordem de 80% do verificado no
inicio da série temporal considerada (Miranda et al., 2007).

A producdo de tainha vem aumentando consideravelmente nos ultimos anos,

considerando as informagdes estatisticas para o ano 2004 (Avilada-Silva, 2005), as
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principais capturas desembarcadas de tainha ocorrem nos portos de Santos e Guaruja
(53,4%) seguidos de Cananéia (25,6%) e Iguape (17,5%). Do total, 55,8% foi
proveniente da frota industrial de traineiras, 20,5 % da pesca artesanal de cerco fixo e de
10,2 % da pesca com rede de emalhe. Do total de 613,6 toneladas desembarcadas,
apenas 6,5% foi capturada com o arrasto de médo (ou arrasto de praia), arte de pesca
tradicional para o recurso, no municipio de Iguape. No periodo 1995 a 1999 segundo
Gasalla et al. (2003), a tainha aparece como quarta colocada dos desembarques de
traineiras efetuados nos portos de Santos e Guaruja.

No 1998, a regido do litoral sul de Sdo Paulo entre os municipios de Santos,
Guaruja e Cananéia desembarcaram juntos 115 t, com um pico de 269 t em 2004 e 240 t
em 2005, sendo os municipios de Cananéia e Iguape 0s principais responsaveis por
estes desembarques. Até 2003, Iguape desembarcou em média 50% das capturas de
tainha, Cananéia 42% e Ilha Comprida 8%. Nos anos de 2004 e 2005, 56% da producao
de tainha foi desembarcada em Cananéia, 42% em Iguape e somente 2% em llha
Comprida (Miranda et al., 2007).

A producdo extrativa da tainha € mais elevada durante os meses de inverno e o
preco elevado alcancado, principalmente de tainhas com ovos, posiciona 0 recurso
como a principal safra da pesca artesanal na regido. A maior parte da pesca desta
especie ocorre durante o periodo de migracdo reprodutiva desde a costa do Rio Grande
do Sul até o litoral paulista. A presenca de fémeas maduras de tainha nos desembarques
da regido mostra que a pesca atua durante o periodo de reproducéo da espécie, o que
pode acarretar uma diminuicdo da abundancia desta espécie e prejuizos para as

pescarias dos proximos anos (Miranda et al., 2007).
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1.7 IdentificacOes de estoques e variabilidade populacional

Principalmente para o setor pesqueiro, a identificacdo e manutencdo de estoques
diferenciados sdo fundamentais pela sua relacdo direta com a produtividade total e uso
sustentavel dos recursos (Carvalho e Hauser, 1994), sendo um dos objetivos basicos
para programas de controle e conservacdo de espécies em perigo, a conservacdo da
variabilidade genética (Lacy e Lindenmayer, 1995). Essa questdo € especificamente
relevante no ambiente marinho, onde as barreiras fisicas parecem ser menos efetivas
(Avise, 1994; Palumbi, 1994), sugerindo uma tendéncia a homogeneizacdo genética
(Ward et al., 1995; Levy e Cassano, 1994; Bonhomme et al., 2002). Contudo, a
premissa errénea de que populacdes marinhas sdo geneticamente uniformes, pode
estimular a sobre-exploracdo, reduzindo ainda mais o0s niveis de variabilidade,
diminuindo a producdo comercial total e eliminando estoques locais (Smith et al., 1990;
Kuusipalo, 1999).

Segundo Haig (1998), os métodos de conservacdo devem ser adotados com base
na estrutura das populacdes. Se uma populacdo é estruturada, sua diversidade deve ser
localmente conservada visto que ja devem existir adaptacdes locais que seriam perdidas
se esta populacédo fosse misturada com individuos de outras populacdes. No entanto, se
a populacdo é homogénea em todos 0s pontos de sua distribuicdo, entdo pode-se optar
por concentrar os esforcos de protecao desta espécie em uma determinada area e utilizar
estes espécimes como fonte de individuos para re-colonizacdo de outras areas mais
impactadas, quando houver necessidade.

A variabilidade e diferenciacdo populacional podem ser o resultado de varios
fatores, tais como selecdo natural favorecendo gendtipos ou alelos diferentes em cada

subpopulacdo; processos aleatorios na transmissdo dos alelos a cada geracdo (deriva
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genética); diferencas ao acaso nas frequéncias alélicas dos fundadores das
subpopulacdes e fluxo génico entre as subpopulacgdes.

O fluxo génico exerce influéncia importante na caracterizacdo da estrutura
populacional de uma espécie, pois determina até que ponto cada populacdo local pode
ser considerada uma unidade evolutiva independente (Slatkin, 1993). O grau e a direcdo
do fluxo génico entre populacdes separadas podem agir como uma poderosa forca
atuando na manutencdo ou na homogeneizacdo das diferencas genéticas (Slatkin, 1987).
Desse modo, na presenca de fluxo génico intenso, as populacdes tendem a evoluir
conjuntamente, uma vez que a migracdo atua na homogeneizacdo das frequéncias
alélicas. Por outro lado, quando o fluxo génico € restrito ou ausente, cada populacdo
tende a evoluir de maneira independente. Embora o fluxo génico tenda a ser uma forca
homogenizadora, ele também tem o potencial de levar a divergéncia entre
subpopulacdes, através da criacdo e dispersdo de combinagdes Unicas de alelos (Slatkin,
1987), atuando como uma forca criadora.

Segundo Avise (1994), pode ser determinado o grau de fluxo génico e a
estrutura genética de populacdes, a mobilidade do organismo e existéncia de barreiras
fisicas ou ecoldgicas, caracteristicas comportamentais como filopatria, historia de vida
do organismo, padrdes de dispersdo e fluxo génico ligados ao sexo, influencia
diferencial da selecao natural em locos nucleares e mitocondriais, eventos demograficos
que rompem o equilibrio entre fluxo génico e deriva genética e a distancia geografica
entre as populagoes.

No contexto da exploracdo pesqueira € frequente que populacGes de espécies
com caracteristicas muito proximas, incluindo a biologia e a forma, sejam exploradas
em conjunto, e ocupem a mesma area geografica durante a maior parte de seus ciclos

vitais. Embora apresentem grandes semelhancas, cada uma apresenta tolerancias

14



Introducao

distintas aos fatores do meio ambiente, com propriedades essenciais entre 0s membros
de cada taxon. Para evidenciar diferencas entre os taxons (espécies, populacdes) €
necessario primeiramente determinar o seu status especifico. A falta de distin¢do entre
0s taxons leva a avaliacdes errbneas de biomassa exploraveis, gerando risco de sobre-
exploracdo (Camhi et al., 1998).

A identificacdo das espécies que compBe um recurso pesqueiro € imperativa nao
somente pela importancia cientifica que por si sé representa, mas também do ponto de
vista da gestdo do recurso, ja que as espécies possuem caracteristicas bioldgicas
diferentes como, fecundidade, taxa de crescimento, tamanho de maturidade e outras
caracteristicas populacionais importantes (Lessa, 1986). Resultados errbneos podem ser
produzidos, se considerarmos diversas populac@es isoladas ou espécies distintas como

uma Unica populacéo.

1.8 Marcadores moleculares

Os padroes de DNA vém sendo potencialmente reconhecidos como importantes
em estudos de linhagens comerciais de peixes (Ferris e Berg, 1987; Toledo Filho et al.,
1992), fornecendo instrumentos de investigacdo que tornam possivel distinguir
populacBes geograficas com grande eficiéncia através da identificacdo de haplotipos
(Bermingham e Martin, 1998; Kotlik e Berrebi, 2002; Patarnello et al., 2003; Falk et al.,
2003; Perdices et al., 2004; Strecker et al., 2004; Wang et al., 2004; Kartavtsev et al.,
2006) na identificagdo de espécies (Machida e Tsuda, 2010), analises de estoques
estruturados e misturados e identificacdo de hibridos (Thangaraj e Lipton, 2010). E em
outros organismos também é crescente o nimero de trabalhos (Souza et al., 2003; Ludt

et al., 2004; Jesus et al., 2005; Li et al., 2005; Leaché e Mulcahy, 2007; Schultz et al.,
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2008). Com base na distribuicdo geografica dos haplétipos de DNA mitocondrial e no
grau de divergéncia de sequéncias entre eles, Avise (2000) prople e discute 0s
organismos em relacdo a categorias filogeograficas que podem caracterizar areas de
ocupacdo, distribuicdo de populacbes, existéncia de barreiras ao fluxo génico ou
extincdo de genotipos intermediarios, ocorréncia de zonas hibridas, taxas de migracéo e
inferéncias cladisticas.

Estudos populacionais recentes com animais marinhos tém utilizado os padrfes
de diferenciacdo genética também na determinacdo de regibes de bercarios e na
caracterizacdo de filopatria em diversas espécies (Palumbi e Baker, 1994; Pardini et al.,

2001; Feldheim et al., 2002; Schrey e Heist, 2003).

Dentre as metodologias moleculares disponiveis (RAPD, RFLP, AFLP e
microssatélites), a que melhor identifica as variacGes geograficas entre populacbes é o
sequenciamento de DNA (Hillis et al., 1996). Os fatos que justificam esta afirmacéo
decorrem de que os nucleotideos sdo a unidade basica de informacdo codificada nos
organismos; de que é relativamente facil extrair e incorporar informacGes sobre
processos de evolucdo molecular nas analises e de que o potencial de informacdes de
dados fornecidos sdo imensos.

No conjunto de trabalhos publicados no livro editado por Kocher e Stepien
(1997), pode-se observar o versatil emprego das analises moleculares na elaboracéo de
hipGteses de relacionamento em diversos niveis taxondmicos, variando desde
populacBes até o grupo dos peixes como um todo. Entre os marcadores mais
comumente utilizados em estudos populacionais estdo os genes mitocondriais. O
tamanho do genoma mitocondrial (mtDNA) é bastante variavel, apresentando valores
em torno de 16 quilobases (kb) nos vertebrados até 570 kb em algumas espécies de

plantas (Lewin, 1994). Apresenta-se altamente conservado nos animais, variando de 14
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a 26 kb (Billington e Hebert, 1991), sendo representado por 2 genes que codificam
RNAs ribossémicos (12S e 16S do rRNA), 22 genes que codificam RNAs
transportadores (tRNA) (Brown, 1999) e 13 genes que codificam proteinas, fazendo
parte da cadeia respiratoria, envolvidas na fosforilacdo oxidativa, no transporte de
elétrons e na sintese de ATP (ATPase) (Lewin, 2004). A molécula de mtDNA possui
uma regido controle, de cerca de 1kb, que é rica em sequéncias AT e desprovida de
genes, embora exerca importante papel no inicio da replicacdo do mtDNA e da
transcricdo do RNA. Esta regido controle € conhecida como “D-loop” (displacement
loop).

O gene citocromo oxidase C subunidade | codifica uma proteina relacionada a
cadeia de transporte de elétrons. Este gene tem sido sucessivamente empregado para a
identificacdo de espécies evidenciando significativas implicancias taxondmicas
(Consortium for the Barcode of Life, 2006) em peixes (Ward, et al., 2005), libélulas

(Ball et al., 2005), etc.

O gene citocromo b codifica uma proteina relacionada a cadeia de transporte de
elétrons. A quimica e acdo dessa proteina ainda ndo sdo bem conhecidas (Palumbi et al.,
1996). Irwin et al., (1990) examinaram, a evolugdo do citocromo b em mamiferos e
Martin e Palumbi, (1993) compararam esses resultados da evolucao dessas proteinas em
tubarbes. Ambos o0s estudos observaram que o0 nivel de conservagdo variou
significativamente em diferentes partes do gene citocromo b. A regido final 3’ do
sentido da fita € mais variavel, enquanto a parte codificante do gene € altamente

conservado.

O gene 16S rRNA faz parte da grande subunidade ribossomal do mtDNA assim

como o0 12S rRNA (Palumbi et al., 1996). As sequéncias desse gene sdo razoavelmente
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conservadas e evolui mais devagar do que o genoma mitocondrial como um todo
(Palumbi et al., 1996). Ainda segundo esse autor, existe uma consideravel variacdo em

algumas espéecies, podendo ser usado para estudos em nivel de populacéo.

O gene ATPase subunidades 6 e 8 foram selecionados por ter uma regido
codificante que poderia ser facilmente alinhado a outras taxas e por apresentar uma
baixa taxa de substituicdo do que a regido controle, baseado geralmente em
conhecimentos de mtDNA de peixes (Meyer, 1993) e dados comparados para alguns

salmonideos (Churikov et al., 2001) e peixes do género Thymallus (Froufe et al., 2005).

O interesse no estudo do mtDNA esta baseado no fato de que esse genoma
apresenta uma série de particularidades importantes como sua heranca exclusivamente
materna e sua presenca nos organismos em numero haploide, o que impede (ou torna
muito raros) os eventos de recombinacdo. Além disso, possui um genoma compacto
com estrutura e organizacdo simples, auséncia de introns, pseudogenes e elementos
transponiveis e alta taxa de evolucao (Lewin, 1994). Em razdo disto, 0 mtDNA fornece
informacdes relacionadas a estrutura populacional, sendo capaz de distinguir populagcfes
geogréaficas com grande eficiéncia através da identificacdo dos hapl6tipos ou clones de
mtDNA. Entre suas possiveis aplicacBes incluem-se estimativas do grau de
variabilidade genética intra e interespecifica (Avise, 1986; Avise et al., 1987; Moritz et
al., 1987; Beckenbach et at., 1990); analise de zonas de contato (Ferris et al., 1983;
Szymura et al., 1986) e de fluxo génico (Brown e Chapman, 1991; Ong et al., 1996;
Sanetra e Crozier, 2003); estudo de biogeografia historica (Bermingham e Avise, 1986;
Sivasundar et al., 2001; Beheregaray et al., 2002), e caracterizagdo de estrutura
populacional (Graves, 1998; Stepien e Faber, 1998; Pestano e Brown, 1999), além do

seu emprego crescente no campo da sistematica molecular, para inferéncias de relagdes
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filogenéticas (Alves-Gomes et al., 1995; Alves-Gomes, 1998; Orti et al., 1996; Saitoh et
al., 2003; Thacker, 2003) e em estudos de conservacao (Beheregaray et al., 2003; Li et

al., 2005).

Em peixes, s@o varios os exemplos da utilizacdo de haplétipos de mtDNA na
resolucédo de problemas populacionais (Bermingham e Martin, 1998; Falk et al., 2003;
Patarnello et al., 2003; Perdices et al., 2004; Cortey et al., 2004; Perdices et al., 2005;
Santos et al., 2006; Dodson et al., 2007; Zemlak et al., 2008; Mendonca et al., 2009;
Cardoso e Montoya-Burgos, 2009). E em outros organismos tambeém é crescente o
numero de trabalhos (Souza et al., 2003; Ludt et al., 2004; Jesus et al., 2005; Li et al.,

2005; Leaché e Mulcahy, 2007; Schultz et al., 2008).

Além de tudo isso o genoma mitocondrial € muito mais eficiente do que os
marcadores nucleares devido a diferencia do tamanho efetivo populacional nestes dois

genomas (Machida e Tsuda, 2010).

1.9 Filogeografia baseada em andlises de haplotipos de DNA mitocondrial

As observacdes de que os haplétipos de mtDNA de populagbes de muitas
espécies apresentam localizacdo geografica especifica, introduziu uma dimenséao
filogenética nas discussdes sobre a estrutura das populagdes, levando a proposi¢do do
termo “Filogeografia” (Avise et al., 1987). Desse modo, com base na distribui¢io
geogréfica dos hapldtipos de mtDNA e no grau de divergéncia de sequencias entre eles,
Avise (2000) propds e discutiu cinco categorias filogeogréficas, considerando aspectos

da divergéncia de sequéncias entre populacfes alopatricas e simpatricas.
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Na categoria I, estdo incluidos os casos em que sdo observadas linhagens de
mtDNA bastante divergentes, em geral valores superiores a 1-2%, ocupando areas
geograficas distintas (Alopatria). Na categoria Il, estdo as linhagens de mtDNA
divergentes que ocorrem na mesma area geografica (Simpatria). Na categoria IlI,
ocorrem linhagens de mtDNA com baixos valores de divergéncia de sequéncias, em
geral menores que 1%, ocupando areas geogréaficas distintas (Alopatria). Na categoria
IV, estdo as linhagens de mtDNA com divergéncia de sequéncias muito baixas ou
praticamente nulos e que estdo geograficamente localizados (Simpatria, com grande
area de distribuicdo). Na categoria V, sdo encontradas linhagens pouco divergentes
exibindo uma separacao espacial parcial, sendo intermediaria entre as categorias Il e
IV. De maneira geral, a presenca de clones de mtDNA filogeneticamente proximos,
reflete a ocorréncia de fluxo génico (a0 menos, via materna), ou a presenca de barreiras
recentes, enquanto descontinuidades genéticas mais profundas, podem evidenciar

separacdes populacionais historicamente mais antigas (Avise, 2000).

Ainda de acordo com Avise (2000), cerca de 56% (27) das espécies de peixes de
agua doce analisadas até aquele momento apresentaram padrdo filogeografico de
estruturacdo populacional da Categoria I, enquanto 17 espécies apresentam o padrao
filogeografico da categoria Ill a V e apenas 4 espécies apresentam o padrdo
filogeografico da categoria Il. As 48 espécies listadas por Avise (2000) estdo
distribuidas em sistemas hidrograficos de varios continentes, principalmente Europa e
América do Norte, chamando atencdo o fato de que nenhuma espécie de peixe de agua
doce da regido Neotropical (América do Sul e América Central) havia sido analisada
filogeograficamente. Também em relacdo aos peixes marinhos, muito poucos estudos
tém sido desenvolvidos com espécies do Brasil ou da América Central (McCafferty et

al., 2002; Santos et al., 2006).

20



Oyetivos




Objetivos

2. OBJETIVOS

Como apontado acima, hoje, uma das principais questdes relativas aos peixes do
género Mugil diz respeito a identidade de M. liza, M. platanus e M. cephalus (Menezes
et al., 2010). Assim sendo, com o desenvolvimento desse trabalho, pretende-se testar a
hipotese de que M. liza e M. platanus constituem uma Unica espécie e se estas espécies

séo distintas de M. cephalus.

Para testar a hipOtese apresentada foram propostos 0s seguintes objetivos

especificos:

e Analisar genétipos mitocondriais de amostras de Mugil da costa Atlantica da
América Central e do Sul, com o objetivo de estimar seu grau de divergéncia

genética.

e Verificar a possivel existéncia de relacdo entre distribuicdo geografica dos
polimorfismos de sequéncias de DNA e 0s processos geograficos naturais que

podem ter influenciado a presente distribuicao dessas espécies.

e Propor uma hipotese filogeografica para as amostras analisadas de M. liza,
através da elaboracdo de uma rede de hapl6tipos de pontos de coleta distribuidos

ao longo da Ameérica Central e do Sul.

e Subsidiar propostas de manejo e uso sustentavel dos estoques de Mugil na sua
area de distribuicdo, com vistas a sua aplicacdo em programas de cultivo e
repovoamento, evitando assim o risco de contaminacao genética pela introdugédo

de amostras de diferentes populacdes.
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3. MATERIAL E METODOS
. Material

3.1 Coleta e localidade das amostras

Foi amostrado um total de 85 individuos de M. liza, M. platanus (atualmente M.
liza), M. curema, M. cephalus, M. trichodon, M. incilis, M. rubrioculus e M. hospes
procedentes do Brasil, da Argentina, do Uruguai, da Venezuela e da Grécia (M.
cephalus) (Fig.1). O anexo | apresenta a lista dos animais e as localidades de coletas

das sete espécies do género Mugil analisados no presente estudo.

As identificacbes morfoldgicas dos espécimes foram realizadas empregando

chaves de identificacdo com a ajuda de especialistas (Fig. 2).

Os tecidos foram retirados e conservados em etanol a 96% e posteriormente
guardados no freezer para as analises. Tanto o tecido quanto representantes de cada
populacdo foram etiquetados e armazenados na colecdo de peixes do Laboratorio de
Biologia e Genética de Peixes (LBP), Departamento de Morfologia, Instituto de
Biociéncias, UNESP, campus de Botucatu, colecéo credenciada pelo IBAMA como

Fiel Depositaria de Material de Componentes da Fauna Brasileira.
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Figura 1. Mapas das coletas das amostras para o presente estudo. Ml = Mugil liza, Mc =
M. curema, Mr = M. rubrioculus, Mh = M. hospes, Mt = M. trichodon, Msp = Mugil

sp., Mce = M. cephalus (Mar Mediterraneo - Grécia)
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Figura 2. Alguns dos espécimes amostrados para este estudo.
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I1. Métodos

3.2 Extracdo de DNA genémico

O DNA total foi extraido de tecidos preservados em etanol 96%, utilizando o Kit

DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Cat. No. 69506).

1. Cortar um pedaco do tecido de cerca de 10 a 25mg. Retirar completamente o
alcool em um papel de filtro. Colocar o tecido no tubo com 180ul de Buffer ATL.

2. Cortar o tecido em pequenos pedacos

3. Colocar 20ul de Proteinase K (10mg/ml). Transferir os tubos para um banho-
maria a 56°C até digerir todo o material (1 a 3 horas).

4, Adicionar 200l de Buffer AL e 200ul de etanol 100%.

5. Retirar todo o conteudo do microtubo e colocar na coluna.

6. Centrifugar por 1 minuto a 8000rpm. Descartar o tubo coletor.

7. Adicionar 500ul Buffer AW1 e colocar outro tubo coletor e centrifuga por 1
minuto a 8000rpm.

8. Adicionar 500ul Buffer AW2 e coloque outro tubo coletor e centrifuga por 3
minutos a 14.000rpm.

9. Colocar a coluna em um microtubo de 1,5ml e adiciona 200ul de Buffer AE.

10.  Incubar por 1 minuto e centrifugar por 1 minuto a 8000rpm.

11. N&o é necessario esperar antes de usar o DNA.

A integridade do DNA foi checada em gel de agarose 1% corado com Blue Green
Loading Dye | (LGC Biotecnologia). A quantidade de DNA foi avaliada por
compara¢do comum marcador de peso molecular (Low DNA Mass — Invitrogen),

mediante o programa computacional Kodak Digital Science 1D.
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3.3 Amplificacéo dos genes

Para a amplificacdo dos fragmentos dos seis genes analisados das espécies
empregadas no presente trabalho, utilizou-se a tecnologia da Polymerase Chain
Reaction(PCR) e primers universais (ver tabela 2) e especificos desenhados a partir das
sequéncias prévias publicadas por Calcagnotto et al. (2005). Alguns primers ( Cytb
NovoF e Cytb 08RN) foram desenvolvidos pelo Dr. Claudio de Oliveira e tém sido

utilizados com sucesso em projetos de sequenciamento de diversos grupos de peixes.

Tabela 2: Sequéncias dos primers utilizados na amplificacdo dos fragmentos dos genes.

Regido e tamanho  Nome do Primer Sequéncia do Referéncia
do fragmento Primer*
COl Fish F1 TCA ACC AAC Ward et al., (2005)
CAC AAA GAC
ATT GGC AC
Fish R1 TAG ACT TCT Ward et al., (2005)
GGG TGG CCA
AAG GAA TCA'
CytB Novo F CCGGGC TTT Oliveira C. (2009)
TTC TAG CAA
TAC
08RN GGT GAC CAA Oliveira C., 2009
CGA ACT ATG
16S rRNA 16S F ACG CCT GTT Kocher et al.,
TAT (1989)
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16S R CCG GTC TGA Kocher et al.,
ACT (1989)
CAGATCACGT

12S rRNAR GAG GGT GAC Oliveira C., (2009 )

GGG CGG TGT

IG)
—

COIIl.2-H9236 GTT AGT GGT S. McCafferty (N&o
CAG GGCTTG publicado)

GRT

*Sentido 5 - 37

Para a amplificacdo foi empregada dois tipos de enzimas Taq polimerase, a
GoTaq Polimerase (Promega) que ja vem com o tampdo, Buffer e dNTP em
concentragOes 6timas para a reagdo, e a Taq Platinum (Invitrogen) que os componentes

estédo separados.
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Dois tipos de reacGes foram feitas para a amplificacdo de todos os genes

analisados dependendo da enzima Tag polimerase que foi empregada (Tabela 3 e 4)

Tabela 3. Reagdo empregando a GoTaq

Reagentes

Volume

GoTaq (5U/pl)
Primer Forward
(5uM)

Primer Reverse (5SuM)
DNA Genomico
Agua Milli-Q

Vo Final

6,30 ul

0,50 pl

0,50 pl
1,00 pl
4,05 ul

12,35 ul

Tabela 4. Reagdo empregando a Taq Platinum

Reagentes

Volume

Taqg Platinum
Buffer 10X
MgCl, (50mM)
dNTP (2mM)
Primer Forward (5uM)
Primer Reverse (5SuM)
DNA Gendmico
Agua Milli-Q

Vo Total

0,10 pl
1,25 ul
0,25 ul
0,20 ul
0,50 pl
0,50 ul
1,00 pl
8,57 ul

12,50 pl
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As amplificagdes foram efetuadas em um termociclador Veriti (Applied
Biosystems) em que cada ciclo da técnica da PCR consiste, basicamente, da
denaturacdo, anelamento e extensdo. Esses ciclos variaram dependendo do primer
utilizado seguindo as condi¢des bésicas descritas pelos autores dos primers, porém ao
longo do trabalho, esses ciclos sofreram adaptacdes para obter melhores resultados
como mostra na tabela 5. A figura 3 mostra um esquema da molécula de mtDNA

localizando as posi¢des dos genes utilizados no presente estudo.

Tabela 5. Programas empregados na PCR para cada gene.

Passo Processo Temperatura Tempo
1 Desnaturacdo inicial COl CytB 12S 16S ATP6/8 27
rRNA  rRNA
94°C
2 Desnaturacéo 94°C 30"
3 Anelamento 54°C 49°C  55°C  55°C 53°C T
50°C  50°C

48°C  48°C 56°C

50°C  50°C
4 Extenséo 72°C 1
5 Voltar ao passo 2 30x
6 Extenséo final 72° 7
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Figura 3. Esquema da molécula de mtDNA, mostrando a localizacdo dos seis genes

utilizados no presente estudo.
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3.4 Visualizacdo do DNA amplificado em gel de agarose
Os segmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose ao
1% (0,1g de agarose/1ml de tampédo TAE 1X), corados com Blue Green Loading Dye |
(LGC Biotecnologia) na proporcao 1:1. O Blue Green é um reagente que une-se as fitas
duplas do DNA emitindo coloracdo ao ser visualizado na luz UV, alem de aumentar a
densidade do DNA. Os produtos amplificados foram comparados com o ladder 1kb
plus, para ver o tamanho molecular que as bandas tinham, foram visualizados no

transiluminador e fotografados com a camera digital como se pode observar na figura 4.

Figura 4. Fotografia do DNAs amplificados do gene COI evidensiandose em um gel de
agarose a 1.0% apos da eletroforese, representando com bandas o resultado positivo de

amplificacdes: “L” representa a regido de “corrida” do Ladder. Os numeros representam
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as amostras apos cada reacdo. As bandas tiveram um peso molecular 650pb

aproximadamente.

3.5 Purificacdo das Amostras Amplificadas
Apos checagem da amplificagdo, o produto de PCR passou por reacdo de
limpeza através do kit ExoSap-IT (USB Corporation) através do seguinte procedimento:
1: Em um microtubo prepara-se uma reacdo contendo 50 pl do DNA
amplificado juntamente com 2,0 ul da solucdo de ExoSap e leva-se para o

termociclador, empregando o programa chamado Exosap, ver Tabela 6.

Tabela 6. Programa empregado na limpeza do PCR com ExoSap

Passo Temperatura Tempo
1 37°C 1h
2 80°C 15m

3.6 Reacdo para PCR de Sequenciamento

Para a reacdo de PCR para sequenciamento foi utilizado o kit Big Dye™
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems), como mostra
a tabela 7. As condices dos ciclos de sequenciamento incluiam desnaturagdo inicial a
96°C por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturagéo a 96°C por 45 segundos,

anelamento a 56°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 4 minutos.
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Tabela 7. Reacdo para PCR de Sequenciamento

Reagente Volumem
Big Dye' ™ Terminator 0,70 pl
Buffer do Big Dye™ Terminator 1,05 ul
Primer F e R (5uM) 0,70 ul
DNA 1,40 ul
Agua Milli-Q 3,50 ul
Volume total 7,00 pl

3.7 Limpeza do PCR de Sequenciamento
1. Adiciona-se em cada tubo: 0.7 pl de EDTA (125mM);
2. Adiciona-se em cada tubo: 0.7 pl de Acetato de Sodio (3 M)
3. Homogeneizar e passar no spin brevemente;
4. Adicionar 17,5 pl de Etanol 100%;
5. Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente;
6. Centrifuga-se por 15 min a 13000 rpm a 25°C;
7. Descartar o Etanol em papel toalha;
8. Adiciona-se 24,5 ul de Etanol 70% Gelado;
9. Centrifuga-se por 10":15" a 13000 rpm a 20°C,;
10. Descartar o Etanol em papel toalha;
11. Repetir passo 8 a 10 ( lavagem com etanol 70%);
12. Secar em termociclador por 2 minutos a 96°C sem tampa e com 0
termociclador aberto;
13. Guarda-se os tubos, ja secos, no freezer a 4°C envolto em papel aluminio, ate

0 momento do sequenciamento;
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3.8 Sequenciamento de DNA
As sequéncias foram obtidas através de sequenciamento por capilaridade no
sequenciador ABI3130 (Perking-Elmer) do Laboratorio de Biologia e Genética de
Peixes do Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias da UNESP, campus
de Botucatu.
3.9. Obtencéo de sequéncias consenso
As sequéncias obtidas dos genes 12S rRNA e 16S rRNA tanto para 0s
produzidas pelo primers Forward e Reverse foram analisadas empregando os programas
ATGC (Genetix Inc.), onde as sequéncias podem ser analisadas com a visualizacéo
simultanea do eletroferograma originario do processo de sequenciamento automatico.
Esse fato possibilita que as sequéncias consenso do gene sejam obtidas com um grau de
precisdo maior. Para os genes COI, CytB e ATP6/8 foi empregado o programa
SeqScape v.2.5 (Applied Biosystems) onde todas as sequéncias carregadas em uma
pasta podem ser analisadas simultaneamente com a visualizacdo dos eletroferogramas
originarios do processo de sequenciamento automatico. Apds essa etapa, as sequéncias
consenso de cada individuo foram entdo passadas para um editor de texto, nomeadas

separadamente e salvas em um Unico arquivo em formato de texto (extensao txt).

4.0 Alinhamento das sequéncias e Analise dos dados

4.0.1 Alinhamento das sequéncias

Dois programas e algoritmos foram testados para se obter um alinhamento mais
préximo do final, para que a matriz sofresse a menor interferéncia possivel. Foram
testados os programas DAMBE v.4.1.27(Xia e Xie, 2001) e BioEdit (Hall, 1999), com o

algoritmo ClustalwW (Thompson et al., 1994) e o algoritmo MUSCLE, com o qual foram
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gerados os melhores resultados. Os resultados foram salvados em formato Fasta para ser
analisados no BioEdit, as minimas correcdes das sequéncias (para néo alterar os dados)

foram feitas manualmente.

4.0.2 Analises dos dados

Uma matriz contendo a sequéncia dos seis genes foi elaborada, a ordem dos
genes foi 12S rRNA, 16S rRNA, ATP 8, ATP6, COl e CytB.

A variacdo e o padrdo de substituicdo de nucleotideos e a distancia genética
foram examinadas utilizando-se o programa MEGA v.4.0 (Kumar et al., 2004). A
saturacdo de nucleotideos foi analisada plotando-se o nimero absoluto de transicdes
(Ti) e transversdes (Tv) contra os valores de distancia genética como uso do programa
DAMBE v.4.1.27 (Xia e Xie, 2001). O programa Modeltest (Posada e Crandall, 1998)
foi utilizado para selecionar o modelo de substituicdo nucleotidica (evolucdo genética)
que melhor se ajustava aos dados obtidos. O modelo de substituicdo de nucleotideos nos
permite estimar como ocorreram as mudancas entre as sequéncias ao longo do tempo.
Esse modelo envolve a estimativa do nimero de mudancas de caracteres que foram
necessarias para a geracdo das sequéncias observadas e da probabilidade de ocorréncia
de cada um desses passos. Esse processo visa captar o processo evolutivo envolvido na
geracdo das sequéncias. Para auxiliar na escolha de qual modelo se enquadra em nossa
matriz de dados existem testes estatisticos que comparam os modelos, definindo qual é
0 mais adequado para os dados em questdo. O Modeltest utiliza os testes de
verossimilhanga (Likelihood Ratio Test — LRT) e do critério de informagdo de Akaike
(Akaike Information Criterion — AIC) para realizar diferentes comparagfes entre
modelos hierarquicos, um mais simples e um mais complexo, de forma a encontrar o

modelo mais simples que melhor represente os dados analisados. Como resultado,
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fornece o modelo ideal para as amostras que se deseja analisar, como também os
parametros que serdo utilizados no programa que construira a filogenia. Os modelos de
substituicdo sugeridos pelo Modeltest sdo apresentados na tabela 8. Para uma estimacéo
melhor de nossos dados a matriz foi particionada considerando a posi¢do das bases
nucleotidicas (lera, 2da e 3era posi¢édo) correspondendo as diferentes taxas mutacionais
que cada posicédo apresenta.

As analises filogenéticas foram efetuadas utilizando-se métodos de distancia por
Neighbour-joining, maxima verossimilhanca e inferéncia bayesiana, que permitem o
uso de modelos de evolugdo complexos no intuito de captar ao maximo as informacdes
fornecidas pela matriz de dados. Os diferentes protocolos de analises foram usados, de

maneira geral, para nossa matriz.

Método de distancia Neighbour-joining

O principio desse método é encontrar pares de unidades taxonémicas
operacionais (UTO vizinhos) que minimizem o comprimento total dos ramos em cada
fase do agrupamento de OTUs comecando com uma arvore estelar. Os comprimentos
dos ramos, bem como a topologia de uma arvore parcimoniosa pode rapidamente ser
obtidos através deste metodo. O metodo de Neighbour-joining é usado de forma mais
geral (Saitou, N. e Nei, M., 1987).

As analises filogenéticas baseadas por esse método foram realizadas com o
programa MEGA v.4.0 (Kumar et al., 2004). As filogenias obtidas foram testadas

utilizando o método de bootstrap, com 1000 réplicas (Felsenstein, 1985).
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Método probabilistico - Inferéncia Bayesiana (IB)

As analises probabilisticas de inferéncia bayesiana foram realizadas com o
programa MrBayes v.3.1.2 (Huelsenbeck e Ronquist, 2001; Ronquist e Huelsenbeck,
2003) via interacdo da cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC).

Através da andlise Bayesiana é possivel estimar filogenias de uma grande
quantidade de organismos em espacos de tempo relativamente pequenos gquando
comparado a outros métodos, além de calcular uma estimativa de confiabilidade dos
ramos ao mesmo tempo em que realiza a inferéncia das arvores.

Foram usadas 3.000.000 de geracGes, com quatro cadeias, com uma amostragem
a cada 100 geracGes. Foram excluidas as geracdes anteriores a convergéncia das cadeias
(burn in = 1.000.000) e uma arvore de consenso de maioria (50%) foi computada a
partir das arvores amostradas depois da estabilidade encontrada. As probabilidades

posteriores foram usadas como valores de suporte para 0s agrupamentos.

Método de Méxima Verossimilhanca (ML)

O método de inferéncia filogenética por Maxima Verossimilhanca observa um
set de dados para um modelo de substituicdo especifico maximizado para cada
topologia, e a topologia com a maior probabilidade é escolhida como arvore final
(Felsenstein, 1981; Nei e Kumar, 2000). A construcdo de arvores por ML é muito lenta,
especialmente quando s&o utilizados modelos de substituicdo complexas (Piontkivska,
2004).

As analises de Maxima Verossimilhanca foram efetuadas mediante um rapido
algoritmo de bootstrap via estimacdo automatica das cadeias no programa RaxML
(Stamatakis A., 2006) como implementado no portal CIPRES v.1.15 (2010)

http://www.phylo.orqg/.
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4.0.3 Rede de haplétipos

A rede de hapldtipos foi construida empregando a sequéncias de todos os
individuos de Mugil liza tanto dos genes separados como dos genes unidos em uma
unica matriz, os individuos foram separados em diferente populacdes baseados na sua
distribuicdo geogréafica, porém se obtiveram trés populacdes: Sul (amarelo), conformada
por individuos da Argentina, do Uruguai e Rio Grande do Sul, Santa Catarina e S&o
Paulo no Brasil; a populacdo do Norte (azul), formadas pelos individuos de Recife e
Bahia no Brasil, e a populacdo do Caribe (verde) formada pelo individuos da Ilha
Margarita na Venezuela. A rede de haplétipos foi feita para observar se existem
haplotipos compartilhados ou haplétipos caracteristicos de cada populacdo e conseguir
observar ou ndo uma estruturacdo populacional. A construcdo desta rede foi com ajuda
do programa Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005) e o programa Network v.4.5
Fluxus Technology Ltd., available at http:// www.fluxus-technology.com/), assim como

0 DnaSP v.5.0 (Librado e Rozas, 2009).
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4. RESULTADOS

Foram sequenciados segmentos dos genes mitocondriais: Citocromo oxidase
subunidade | (COIl), Citocromo B (CytB), 16S rRNA, 12S rRNA, ATP sintetase 8 e
ATP sintetase 6. O alinhamento final de todas as amostras sequenciadas resultou em

uma matriz com 3362 caracteres.

4.1 Gene 12S rRNA

O tamanho consenso da sequéncia deste gene, depois de ser alinhado e
submetido a correcdo manual, foi de 423pb, sendo 317pb conservados e 106pb
variaveis. A composicdo média, em porcentagem, de bases para este gene foi de 29,4%
de adenina (A), 26,6% de citosina (C), 21,8% de guanina (G) e 22,2% de timina (T).

Uma anélise grafica foi realizada através da relacdo entre as transi¢des (Ti) e
transversdes (Tv) e a distancia genética estimada pelo modelo Kimura-2-parametros
(Kimura, 1980) indica que ndo ha saturacdo nestes nucleotideos, o valor de R2 para Ti

foi de 0,990 e o valor de Tv foi de 0,910. Nao foi observada a ocorréncia de gaps.

4.2 Gene 16S rRNA

O tamanho consenso da sequéncia do gene 16S rRNA, foi de 609pb, sendo
492pb conservadas e 121pb varidveis. A composicdo média, em porcentagem de bases
para este gene foi de 28,7% de adenina (A), 27,1% de citosina (C), 22,0% de guanina
(G) e 22,2% de timina (T).

Uma analise gréfica foi realizada através da relacdo entre as transicdes (Ti) e
transversdes (Tv) e a distancia genética estimada pelo modelo Kimura-2-parametros
(Kimura, 1980) indica que ndo ha saturagdo nestes nucleotideos, o valor de R? para Ti

foi de 0,985 e para Tv foi de 0,944. Né&o foi observada a ocorréncia de gaps.
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4.3 Gene ATP Sintetase 8

O tamanho consenso da sequéncia do gene ATP Sintetase 8, foi de 117pb, sendo
65pb conservadas e 52pb variaveis. A composi¢cdo média, em porcentagem de bases
para este gene foi de 23,4% de adenina (A), 32,7% de citosina (C), 14,8% de guanina
(G) e 29,2% de timina (T).

Uma anélise grafica foi realizada através da relacdo entre as transi¢des (Ti) e
transversdes (Tv) e a distancia genética estimada pelo modelo Kimura-2-parametros
(Kimura, 1980) indica que ndo ha saturagdo nestes nucleotideos, o valor de R? para Ti

foi de 0,943 e para Tv foi de 0,571. N&o foi observada a ocorréncia de gaps.

4.4 Gene ATP Sintetase 6

O tamanho consenso da sequéncia do gene ATP Sintetase 6, foi de 579pb, sendo
356pb conservadas e 223pb variaveis. A composi¢cdo média, em porcentagem de bases
para este gene foi de 26,5% de adenina (A), 33,5% de citosina (C), 12,0% de guanina
(G) e 27,9% de timina (T).

Uma anélise grafica foi realizada através da relacdo entre as transi¢es (Ti) e
transversdes (Tv) e a distancia genética estimada pelo modelo Kimura-2-parametros
(Kimura, 1980) indica que ndo ha saturagdo nestes nucleotideos, o valor de R? para Ti

foi de 0,968 e para Tv foi de 0,879. N&o foi observada a ocorréncia de gaps.

4.5 Gene Citocromo Oxidase subunidade |

O tamanho consenso da sequéncia do gene COI, foi de 654pb, sendo 434pb
conservadas e 220pb variaveis. A composicdo média, em porcentagem de bases para
este gene foi de 23,1% de adenina (A), 28,0% de citosina (C), 18,8% de guanina (G) e

30,1% de timina (T).
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Uma analise grafica foi realizada através da relacdo entre as transi¢des (Ti) e
transversdes (Tv) e a distancia genética estimada pelo modelo Kimura-2-parametros
(Kimura, 1980) indica que ndo ha saturagdo nestes nucleotideos, o valor de R? para Ti
foi de 0,988 e para Tv foi de 0,937. N&@o se observo a presenca de gaps internos na

sequéncia.

4.6 Gene Citocromo B

O tamanho consenso da sequéncia do gene Cytb, foi de 975pb, sendo 596pb
conservadas e 379pb variaveis. A proporcéo de transicao/ transverséo (Ti/Tv) observada
foi de 41,957. A composicdo média, em porcentagem de bases para este gene foi de
23,4% de adenina (A), 32,7% de citosina (C), 14,8% de guanina (G) e 29,2% de timina
(M.

Uma anélise grafica foi realizada através da relacdo entre as transi¢des (Ti) e
transversdes (Tv) e a distancia genética estimada pelo modelo Kimura-2-parametros
(Kimura, 1980) indica que ndo ha saturagdo nestes nucleotideos, o valor de R? para Ti
foi de 0,936 e para Tv foi de 0,901. N&o foi observada a ocorréncia de gaps internos na

sequéncia.

4.7 Elaboracao da Matriz dos genes

Foram elaboradas seis matrizes independentes contendo sequéncias de genes
diferentes. Foi construida também uma s6 matriz para todos os genes gerando 3362pb
de sete espécies e 85 taxon terminais, desse total 2244pb sdo constantes, 1118pb séo
variaveis e informativas para analises de maxima parcimonia.

A composicdo média, em porcentagem de bases para este gene foi de 25,5% de

adenina (A), 28,1% de citosina (C), 20,2% de guanina (G) e 26,2% de timina (T). O
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valor de R2 foi de 0,975 para as transversdes e de 0,924 para as transic¢Oes, indicando
que ndo existe saturacdo nestes nucleotideos.

A escolha do melhor modelo de distancia genética para cada matriz foi realizada
com o programa Modeltest v.3.06 (Posada e Crandall, 1998) e estdo listados na tabela

abaixo (Tabela 8).

Tabela 8. Modelo de distancia genética selecionado no Modeltest.

Sequéncia Génica Modelo
12S K80 + G
16S TIN+G

ATP81st K80 + G
ATP82nd JC
ATP83rd K80 + G
ATP61st HKY + G
ATP62nd TIN+G
ATP63rd HKY
COl1st TIN+G
COlI2ndst TIMef + G
COl3rd F81
CYTBI1st K80+ G
CYTB2nd F81+G
CYTB3rd TIM+G

As andlises filogenéticas foram efetuadas utilizando-se o0s métodos:

Probabilisticos de maxima verossimilhanca (implementado no programa CIPRES Portal
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www.phylo.org/sub_sections/portal/) e inferéncia bayesiana (empregando o programa

MrBayes, Implementado no Paup*4.0b10, Sworfford, 2002) e distancia de Neighbour-
Joining (implementado no programa MEGA v.4.0, 2004). As topologias obtidas
apresentaram-se iguais mostrando apenas que, na segunda analise, todos os suportes
estatisticos apresentaram-se superiores, porém, para a construcdo da arvore consenso
entre diferentes analises optamos pelo corte referente aos valores de bootstrap (50%) e
ndo pelos valores de probabilidades posteriores oriundos da analise bayesiana.

Na topologia final (Fig.4) notamos a presenca de sete clados suportados por um
alto indice de bootstrap (98 -100%), que sao compostos por: Mugil liza, M. cephalus,
M. trichodon, M. rubrioculus, M. curema, M. incilis e M. hospes.

O maior clado, é composto de espécimes pertencentes a Mugil liza provenientes
da Argentina, do Uruguai, do Brasil e da Venezuela, para o qual obteve-se um alto

suporte estatistico (AD/ 1B/ MV 100).
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Figura 4. Arvore de consenso
obtida entre os diferentes métodos
de andlise filogenética. Os
numeros da direita para esquerda
séo: os valores de Probabilidade
de méaxima verossimilhanca. Os
intermediarios as probabilidades a
posteriori obtidas de 10.000.000
de geracbes na inferéncia
bayesiana. Os nimeros da direita
os valores obtidos através de
1.000 replicas de bootstrap da
analise de Neighbour-Joining
(valores abaixo de 50% ndo sédo
mostrados).
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4.8 Rede de haplotipos

Foram analisados 38 individuos pertencentes a M. liza dos quais encontramos 27
diferentes tipos de hapldtipos. Haplotipos caracteristicos dentro de cada populagéo de
Mugil liza ndo foram encontrados nas regides compreendidas entre a costa do Caribe e
da Argentina (Fig.5), sendo possivel observar a existéncia de haplétipos misturados. A
Figura 5 mostra a rede haplotipica formada pela matriz que envolve todos os genes
sendo estes resultados correspondentes as analises geradas gene por gene.

As topologias observadas entre as arvores filogenéticas e as redes de haplotipos
originadas a partir de todos os genes também evidenciaram os altos niveis de
relacionamentos dentro de Mugil liza no Atlantico Sul e possibilitaram a visualizacdo de
um Unico clado com alto grau de significancia nos valores de bootstrap nos ramos das
arvores e nas redes haplotipicas com um ndmero ndo significativo de passos

mutacionais entre os haplétipos de M. liza.
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Figura 5. Rede de hapldtipos das amostras de Mugil liza empregando os seis genes
mitocondriais, construida com o programa Arlequin e o programa Network. Foram
analisados 38 individuos, encontrando-se 27 diferentes haplotipos. Os haplétipos foram
separados em trés populacdes de acordo aos lugares de coleta, porém foram observadas
populacdes do Sul (amarelo), formada pelos individuos da Argentina, do Uruguai e Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo no Brasil, a populacdo do Norte (azul),
formada pelos individuos de Recife e Bahia no Brasil, e a populacdo do Caribe (verde)
formada pelos individuos da Ilha Margarita na Venezuela. Os haplétipos em cor
vermelho, sdo considerados como haplétipos hipotéticos, que servem de conexdo entre
um haplétipo e outro. O tamanho dos haplotipos dependeu da quantidade de espécimes

que o compartilharam.
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5. DISCUSSAO

Os seis genes analisados, apesar de terem taxas de evolugdes diferentes,
mostraram topologias de arvores semelhantes, sem diferencas significativas entre elas.
Do mesmo modo, as analises filogenéticas empregadas (distancia genética, maxima
verossimilhanca e inferéncia Bayesiana) mostraram resultados muito semelhantes umas
as outras, com indices de suporte iguais ou proximos a 100% para separacdo das
especies. Essa coeréncia entre os diferentes genes e os métodos de anélise sugere uma
consisténcia e uma boa resolucdo do conjunto de dados para o grupo nas analises
filogenéticas. Todas as sete espécies analisadas foram separadas com os marcadores
utilizados (Figura 4) e observou-se ainda a existéncia de varias linhagens de M. curema

que serdo discutidas abaixo.

O clado A em nossa arvore é composto apenas pela espécie Mugil liza. A média
das distancias genéticas dos seis genes analisados para as populacfes dessa espécie foi
de 0%. Esse valor é muito baixo com relacdo & média de divergéncia genética entre
diferentes espécies na matriz analisada que é de 16,93%. Valdez-Moreno et al. (2009)
sugere que valores de divergéncia genética abaixo de 2% correspondem a populagdes
de uma mesma espécie. Assim esses dados sugerem que a espécie M. liza representa
uma Unica espécie e ndo um complexo j& sinonimizada a espécie M. platanus (ver
Anexo 2 para tabelas de divergéncia genética). Alguns autores também sugerem que M.
liza e M. platanus formam uma Unica espécie pelas grandes similaridades morfoldgicas
e por ter o mesmo numero diploide de 48 cromossomos (Nirchio et al., 2001). Assim,
com base nesses resultados podemos confirmar a hipotese proposta por Fraga et al.
(2007), Heras et al. (2009) e Menezes et al. (2010), segundo a qual M. platanus e M.

liza sdo uma Unica espécie. Assim, como proposto por Menezes et al. (2010), 0 nome
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valido para a espécie fica sendo Mugil liza Valenciennes 1836. Assim, todas nossas
amostras de M. platanus devem ser reconhecidas como M. liza.

A éarea de distribuicdo da espécie Mugil liza (sinbnimo Mugil platanus) tem sua
distribuicdo desde o Caribe até a Argentina na América do Sul. Essa area engloba
distintas regides filogeograficas (Santos et al. 2006) e algumas barreiras naturais ao
fluxo génico para muitas espécies marinhas, como a sedimentacdo despejada pelo Rio
Amazonas no Oceano e a Corrente do Brasil que chega na regido do estado de

Pernambuco (Rocha et al. 2008, Robertson et al. 2006).

As aguas superficiais do Atlantico sudoeste sdo dominadas pela presenca de
duas grandes correntes, a corrente das Malvinas e a corrente do Brasil. A corrente do
Brasil se origina como um braco da corrente Sul Equatorial e corre em direcdo aos polos
quase paralela a plataforma continental. E de origem tropical, por isso é salina, quente e
relativamente oligotrofica (Bisbal, 1995). Olson et al. (1988) descreve o Sul como o
limite das aguas quentes associadas com a corrente do Brasil que oscila entre os 38°S-
46°S, e é acompanhada pela formacdo intermitente de um nucleo quente, redemoinhos
anti-ciclonicos. Garzoli e Giulivi (1994) descreveram como 0 encontro entre o fluxo
quente que vai em direcdo ao Sul da corrente do Brasil e o fluxo frio em direcdo ao
Norte da corrente das Malvinas, aproximadamente a 38°S se produz uma forte frente
termohalina. A confluéncia das correntes do Brasil e a das Malvinas é reconhecida
como uma das caracteristicas mais dindmicas dos oceanos do mundo. A localizacdo e
movimento das massas de aguas envolvidas, a corrente das Malvinas, corrente do Brasil
e a corrente costeira, geram distintas areas filogeograficas na paisagem Atlantica da
América do Sul. Essas paisagens podem funcionar muitas vezes como barreiras fisicas
para muitas espécies, ja que as diferentes paisagens filogeograficas apresentam

caracteristicas distintas quanto a salinidade de agua, temperatura e proliferacdo de
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fitoplancton (Robertson et al. 2006; Santos et al. 2008). Essas caracteristicas, por sua
vez, podem ter um papel importante na distribuicdo das espécies ou mesmo nas

diferentes populagdes das espécies.

As saidas dos Rios Amazonas e Orinoco para 0 mar podem funcionar como uma
barreira e tem importante fungéo na distribuicdo da fauna superficial nos recifes entre o
Brasil e o Caribe (Robertson et al., 2006; Rocha et al., 2002; Rocha, 2003), dispersao e
construcdo de recifes de coral (Cox e Moore, 2000), gastropodes da costa rochosa

(Vermeij, 1978) e peixes de recifes de aguas superficiais (Gilbert,1972).

Apesar disso, essas correntes aparentemente ndo funcionam como uma barreira
para Mugil liza e para outras espécies desse género, sendo que, a média de divergéncia
genética intraespecifica para M. liza e de 0%. Houve uma mistura dos hapl6tipos das
populacbes das regides analisadas sugerindo a falta de estruturacdo populacional entre
as populacdes dessa espéecie, e consequentemente falta de correspondéncia
filogeogréafica dos haplotipos. Isso sugere um alto fluxo genético entre estas populaces,
tal como o manifestado por Heras et al. (2009). Assim acreditamos que, uma histéria
evolutiva independente ndo pode ser impregnada no material genético no que se
acreditava, até pouco tempo, como espécies Mugil liza e M. platanus. Esse fato tem
feito com que Mugil liza se mantenha como uma Unica espécie, como conhecido
atualmente. 1sso nos sugere que o0s peixes pelagicos ndo tém uma barreira geogréafica
eficiente, como ocorre no ambiente terrestre e com 0s peixes de dgua doce, existe um
maior fluxo génico tornando menos evidente a existéncia de estruturacdo populacional.
Exemplares provenientes da Venezuela, os quais passam toda sua vida dentro da mesma
lagoa (Nirchio, observacdo pessoal), sdo similares geneticamente aos animais
provenientes do Uruguai. 1sso nos faz pensar que M. liza € um peixe com uma maior

capacidade de tolerancia fisiologica e resisténcia a diferentes meio ambientes do que
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outros peixes, sendo capaz de se reproduzir em diferentes regies filogeogréaficas
estendendo-se desde o Caribe até a Argentina. Isto tem demonstrado que a barreira do
Amazonas, a barreira formada pela corrente Sul Equatorial e as diferentes areas
filogeogréaficas definidas segundo Santos et al. (2006) sdo mais fracas do que se

pensava anteriormente para esses peixes.

Ainda que os mugilideos tenham uma ampla distribuicdo na América do Sul e no
Caribe nossos dados sugerem que Mugil liza ndo corresponde a um complexo de
espécies nem mesmo, segundo nossos dados a diferentes popula¢Ges, mas sim a uma
Unica populacdo distribuida por toda uma imensa area. Essa distribuicdo pode ser
explicada pela sua alta capacidade migratoria e por ndo existir uma barreira fisica ou
uma mudanga ambiental drastica que funcionasse como uma barreira eficiente. Nossa
hipotese ndo corrobora com muitos autores segundo o qual o periodo das glaciagdes do
Pleistoceno deve ter sido preponderante para moldar os padrbes filogeograficos
expressos no DNA mitocondrial e na estrutura populacional de espécies de peixes
marinhos (Brunner et al. 2001; Planes et al. 2001; Beheregaray et al. 2002; Grunwald et
al. 2002).

A arvore filogenética final foi enraizada na espécie Mugil cephalus, clado E da
Figura 4. Segundo nossos dados essa espécie é distinta de M. liza, apesar da dificil
diferenciacdo dessas espécies do ponto de vista morfoldgico, sendo que ambas
aparecem em posi¢Oes distintas na arvore filogenética e a média da distancia genética
entre 0s genes analisados entre ambas as espécies € de 19,5%. Quando analisamos o
gene COIl a divergéncia genética entre as duas espécies é de 21,8% sendo que a
divergéncia genética intraespecifica de M. liza é de 0% e de M. cephalus de 0,2%.
Segundo Hebert et al. (2004) o limite do valor de corte para diferenciacdo entre duas

espécies em DNA barcode deve ser 10x maior que o valor intraespecifico. Quando
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enraizamos a arvore em qualquer outro grupo que nao seja M. liza, M. trichodon e M.
cephalus observamos que estas ultimas aparecem como espécies irmas e as duas juntas
irmds de M. liza. Isso sugere que essas trés especies compartilham uma historia
evolutiva em comum, mas ainda assim se mantendo como espécies distintas. Estes
resultados ndo corroboram os achados de Heras et al. (2009) que sugeriram que M.
platanus e M. liza poderiam ser sinbnimos de M. cephalus e outros autores como Fraga
et al. (2007) e Eiras-Stofella et al. (2001), que reconheciam uma alta similaridade entre
estas espécies, o primeiro sobre aspecto de DNA mitocondrial e o segundo sobre

aspecto morfologico.

O clado B é formado pelas espécies M. rubrioculus, M. hospes e uma espécie
ndo identificada da Venezuela Mugil sp. A espécie M. rubrioculus foi coletada tanto na
Venezuela quanto no Brasil, formando grupo irmdo com as outras duas. A diversidade
genética intraespecifica encontrada para essa espécie foi de 0,3%. Segundo o trabalho
de Fraga et al. (2007) a espécie M. hospes forma grupo irmdo de M. curema tipo |,
diferentemente do encontrado em nossos trabalho. O que nds acreditamos corresponder
a M. curema tipo | em nossos dados (amostras da Venezuela e Brasil) é irmdo de M.
curema tipo Il (outras amostras do Brasil) mais M. incilis. Entretanto Fraga et al. (2007)
ndo inseriu em suas andlises a espécie M. rubrioculus e no presente trabalho a relagédo
entre os clados A, B, C e D é de politomia, sendo impossivel de determinar a correta

relacdo entre os grandes grupos de espécies analisados.

O clado C é composto pelas espécies Mugil incilis, M. curema tipo | e M.
curema tipo Il segundo correspondéncia com a determinacdo de Fraga et al. (2007).
Estes autores encontraram em simpatria duas linhagens de M. curema (tipo I e tipo II)

indistinguiveis morfologicamente. Mugil curema tipo Il, em nossa arvore representada
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por amostras apenas do Brasil, se encontra mais intimamente relacionada com M. incilis
(Figura 4). Mugil curema tipo I, espécie com amostras da Venezuela e Brasil, forma
clado irmdo com a espécie Mugil curema tipo I mais M. incilis. Com relacdo e este
ultimo agrupamento as espécie do Brasil e da Venezuela encontra-se formando dois
unidades relativamente distintas e irmas, a unica excecdo é a amostra 30201 que
encontra-se mais relacionada com os exemplares do Brasil do que com os da Venezuela.
Nirchio et al. (2003 e 2007) observou a presenca de trés subgrupos diferentes baseados
em diferencas cariotipicas e aloenzimaticas em Mugil curema, e Heras et al. (2009)
observando a presenca de trés tipos diferentes de M. curema provenientes de amostras
do Brasil, do Estados Unidos e da Argentina formando clados independentes
relacionados entre si, baseado em analise de DNA mitocondrial. Assim aparentemente a
especie Mugil curema é um complexo de espécies e precisa ser explorado
cuidadosamente, ja que trés diferentes linhagens geneticamente distintas de M. curema
podem coexistir nas dguas do Atlantico (Heras et al., 2009). Segundo Knowlton (1993)
esta situacdo provavelmente existe com muitas espécies, talvez com maior quantidade

em espeécies de peixes marinhos.
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6. CONCLUSOES

As analises neste trabalho permitem concluir que:

Nossos resultados demonstram a eficacia dos genes analisados para identificar
diferentes espécies de mugilideos.

Mesmo utilizando seis genes mitocondriais, com diferentes taxas de evolugéo,
ndo foi possivel observar uma estruturacdo populacional dentro do clado
formado por Mugil liza e M. platanus.

As altas similaridades morfologicas e de sequéncias de DNA de todos os
exemplares dentro de Mugil liza e M. platanus reforcam a hip6tese de que uma
Unica populagdo é encontrada em toda a costa leste da América do Sul e o
Caribe e que estas por sua vez sdo diferentes de M. cephalus do mar
Mediterraneo.

A grande similaridade genética entre as amostras de Mugil liza e M. platanus
indica um alto grau de fluxo génico que estas apresentam, mesmo possuindo
uma ampla distribuicdo pelo Oceano Atlantico.

As barreiras geograficas marinhas existentes no Atlantico ndo séo significantes
para Mugil liza e M. platanus.

N&o existe uma correlacdo geografica entre as amostras de Mugil liza e M.
platanus e o grau de polimorfismo que apresentam.

Mugil cephalus € uma espécie distinta de todas as analisadas neste estudo, nédo
tendo sido capturado nenhum exemplar desta espécie neste estudo na costa da

Ameérica do Sul.
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e Ha um complexo de espécies dentro de M. curema que necessita ser melhor
investigado em futuros estudos.
e Do nosso ponto de vista uma maior quantidade de informacdo € requerida para

planejar um melhor manejo pesqueiro destas espécies na costa Brasileira.
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Anexo I

ANEXO |

Relacdo de espécies empregadas no presente estudo e suas respectivas localidades.

Pais LBP Amostra Espécie Drenagem Localidade

28258 M.liza

28261 M.liza

33444 M.liza

33446 M.liza

27887 M.liza

27892 M.liza

27709 M.liza
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27720 M.liza

35508 M.liza

35510 M.liza

30219 M.liza

30227 M.liza

36401 M.platanus

Uruguai 5671 36403 M.platanus  Laguna de castillos Agua Dulces

36405 M.platanus

36406 M.cephalus
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Grécia 6848 36408 M.cephalus Grécia Grécia

36410 M.cephalus

30086 M.rubrioculus

30088  M.rubrioculus

30070 M.curema

30153 M.curema

Venezuela 6129 29541 M.curema Golfo de San Bernardo/Zulia

Venezuela

30770 M.trichodon

Venezuela 6128 29540 M.sp Golfo de San Bernardo/Zulia
Venezuela

42652 M.rubrioculus
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42654 M.rubrioculus

Brasil 9060 42656  M.rubrioculus  Foz do rio Caeté Braganca /PA

42658 M.curema

42660 M.hospes

Brasil 9059 42663 M.curema Foz do amazonas Vigia /PA

42701 M.curema

42703 M.curema

42759 M.liza

42761 M.liza

40506 M.curema

40566 M.curema
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Brasil 40558 M.curema Guaruya /ISP

40560 M.curema

46938 M.curema




1. MATRIZ COM OS SEIS GENES

Distancia intraespecifica

ANEXO 11

Anexo 11

d S.E.
M. cephalus 0,001 0,001
M. liza 0 0
M. trichodon 0,001 0,001
M. curema 0,042 0,004
M. incilis 0,001 0
M. sp n/c n/c
M. rubrioculus 0,003 0,001
M.hospes 0,006 0,002
Distancia interespecifica

Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8

1. M. cephalus 0,018 0,016 0,016 0,017 0,016 0,016 0,014
2. M. liza 0,195 0,016 0,015 0,017 0,016 0,015 0,016
3. M. 0,168 0,166 0,013 0,015 0,013 0,014 0,014
trichodon
4. M.curema 0,178 0,170 0,154 0,006 0,013 0,013 0,013
5. M. incilis 0,175 0,177 0,162 0,048 0,014 0,015 0,015
6. M. sp 0,181 0,187 0,140 0,150 0,158 0,011 0,008
7. M. 0,179 0,175 0,152 0,144 0,158 0,091 0,009
rubrioculus
8. M. hospes 0,165 0,182 0,155 0,152 0,163 0,055 0,072

Distancia intra-especifica incluindo as trés linhagens de Mugil curema

d S.E.
M. cephalus 0,001 0,001
M. liza 0 0
M. trichodon 0,001 0,001
M.incilis 0,001 0,000
M. curema Brasil | 0,005 0,001
M. curema Venezuela Il 0,021 0,003
M. curema Brasil 111 0,004 0,001
M. sp n/c n/c
M. rubrioculus 0,003 0,001
M.hospes 0,006 0,002
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Distancia interespecifica incluindo as trés linhagens de Mugil curema

Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. M. cephalus 0,017 0,015 0,016 0,017 0,016 0,016 0,016 0,015 0,014
2. M. liza 0,195 0,016 0,017 0,017 0,015 0,015 0,016 0,015 0,016
3. M. trichodon 0,168 0,166 0,015 0,015 0,013 0,014 0,013 0,014 0,014
4. M. curema 0,175 0,176 0,160 0,002 0,008 0,008 0,014 0,015 0,015
Brasil |
5. M. incilis 0,175 0,177 0,162 0,005 0,008 0,008 0,014 0,015 0,015
6. M.crurema 0,180 0,170 0,148 0,070 0,072 0,005 0,013 0,012 0,014
Venezuela 1l
7. M. curema 0,179 0,166 0,153 0,067 0,066 0,038 0,014 0,013 0,014
Brasil 111
8. M. sp 0,181 0,187 0,140 0,158 0,158 0,142 0,150 0,011 0,008
9. M. rubrioculus 0,179 0,175 0,152 0,161 0,158 0,132 0,140 0,091 0,009
10. M. hospes 0,165 0,182 0,155 0,166 0,163 0,145 0,145 0,055 0,072
2. GENE 12S rRNA
Distancia intraespecifica
d S.E.
M. cephalus 0 0
M. liza 0,010 0,002
M. trichodon 0 0
M. curema 0,032 0,006
M. incilis 0,001 0,001
M. sp n/c n/c
M. rubrioculus 0,001 0,001
M. hospes 0 0
Distancia interespecifica
Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8
1. M. 0,018 0,018 0,018 0,020 0,019 0,019 0,021
cephalus
2. M. liza 0,123 0,017 0,018 0,019 0,019 0,017 0,017
3. M. 0,128 0,113 0,016 0,018 0,015 0,015 0,016

trichodon
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4. M. curema 0,135 0,134 0,121 0,007 0,017 0,016 0,017
5. M.incilis 0,143 0,137 0,120 0,035 0,018 0,017 0,018
6. M. sp 0,138 0,131 0,096 0,131 0,124 0,009 0,009
7. M. 0,123 0,111 0,096 0,116 0,112 0,035 0,009
rubrioculus
8. M.hospes 0,147 0,119 0,202 0,130 0,126 0,033 0,035
Distancia intraespecifica incluindo as trés linhagens de Mugil curema
d S.E.

M. cephalus 0 0
M. liza 0,010 0,002
M. trichodon 0 0
M. curema Brasil | 0,001 0,001
M. incilis 0,001 0,001
M. curema Venezuela |1 0 0
M. curema Brasil 111 0,002 0,001
M. sp n/c n/c
M. rubrioculus 0,001 0,001
M. hospes 0 0
Distancia interespecifica incluindo as trés linhagens de Mugil curema

Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. M. cephalus 0,017 0,018 0,020 0,020 0,018 0,019 0,019 0,019 0,020
2. M. liza 0,123 0,017 0,019 0,019 0,018 0,019 0,018 0,017 0,017
3. M. trichodon 0,128 0,113 0,017 0,017 0,017 0,018 0,015 0,015 0,016
4. M. curema Brasil 0,140 0,137 0,117 0,002 0,010 0,012 0,019 0,017 0,019
|
5.M. incilis 0,143 0,137 0,120 0,003 0,010 0,011 0,018 0,017 0,019
6. M. curema 0,126 0,126 0,119 0,041 0,043 0,009 0,018 0,017 0,018
Venezuela 11
7. M. curemaBrasil 0,137 0,137 0,125 0,058 0,055 0,034 0,019 0,018 0,019
11
8. M. sp 0,138 0,131 0,096 0,127 0,124 0,125 0,138 0,009 0,009
9. M. rubrioculus 0,123 0,111 0,096 0,113 0,112 0,108 0,123 0,035 0,009
10. M. hospes 0,147 0,119 0,102 0,126 0,126 0,123 0,137 0,033 0,035
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3. GENE 16S

Distancia intraespecifica

d S.E.
M. cephalus 0 0
M. liza 0 0
M. trichodon 0 0
M. curema 0,035 0,006
M.incilis 0 0
M. sp n/c n/c
M. rubrioculus 0 0
M. hospes 0 0
Distancia interespecifica
Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8
1. M. 0,021 0,018 0,018 0,019 0,018 0,019 0,017
cephalus
2. M. liza 0,159 0,018 0,019 0,020 0,020 0,020 0,021
3. M. 0,124 0,123 0,015 0,017 0,015 0,016 0,015
trichodon
4.M.curema 0,141 0,155 0,104 0,008 0,015 0,013 0,014
5. M. incilis 0,141 0,157 0,118 0,044 0,018 0,018 0,017
6. M. sp 0,126 0,150 0,083 0,098 0,121 0,009 0,007
7. M. 0,126 0,158 0,092 0,085 0,112 0,033 0,007
rubrioculus
8. M. hospes 0,117 0,160 0,083 0,086 0,109 0,018 0,020

Distancia intraespecifica incluindo as trés linhagens de M. curema

d S.E.
M. cephalus 0
M. liza 0
M. trichodon 0
M. curema Brasil | 0,001 0,001
M. incilis 0
M. curema Venezuela Il 0,008 0,003
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M. curema Brasil 111 0,001 0,001
M. sp n/c n/c
M. rubrioculus 0 0
M.hospes 0 0

Distancia interespecifica incluindo as trés linhagens de Mugil curema

1. M. cephalus 0,020 0,018 0,020 0,020 0,019 0,020 0,018
2. M. liza 0,159 0,018 0,021 0,021 0,020 0,020 0,019
3. M. trichodon 0,124 0,123 0,018 0,018 0,015 0,016 0,015
4. M. curema Brasil 0,142 0,157 0,119 0,001 0,012 0,013 0,019
EIS. M. incilis 0,141 0,157 0,118 0,001 0,012 0,013 0,019
6. M. curema 0,136 0,153 0,090 0,060 0,060 0,006 0,013
Venezuela 1

7. M. curema Brasil 0,143 0,155 0,102 0,067 0,067 0,020 0,015
EI3I IM. sp 0,126 0,150 0,083 0,122 0,121 0,077 0,093

9. M. rubrioculus 0,126 0,158 0,092 0,113 0,112 0,063 0,078 0,033
10. M. hospes 0,117 0,160 0,083 0,110 0,109 0,065 0,081 0,018

0,018
0,020
0,015
0,018

0,018
0,012

0,014

0,009

0,020

0,017
0,020
0,014
0,018

0,018
0,012

0,014

0,006
0,007

4. Gene ATPase 6

Distancia intraespecifica

d S.E

M. cephalus 0,001 0,001
M. liza 0,001 0,001
M. trichodon 0 0
M. curema 0,07 0,008
M. sp

M. rubrioculus 0,001 0,001
M. hospes 0,002 0,002




Distancia interespecifica

Anexo 11

1 2 3 4 5 6 7
0,024 0,024 0,023 0,027 0,027 0,027
0,237 0,019 0,018 0,021 0,019 0,021
0,254 0,162 0,021 0,022 0,021 0,021
4. M. curema 0,268 0,185 0,214 0,020 0,018 0,021
0,279 0,188 0,213 0,216 0,019 0,014
0,271 0,173 0,199 0,188 0,163 0,019
rubrioculus
7. M. hospes 0,297 0,203 0,203 0,218 0,097 0,162
Distancia intraespecifica incluindo as trés linhagens de Mugil curema
d S.E.
M. 0,001 0,001
M. 0,001 0,001
M. 0 0
M. curema Brasil | 0,002 0,001
M. curema Venezuela |1 0,003 0,002
M. curema Brasil 111 0,002 0,001
M. n/c n/c
M. rubrioculus 0,001 0,001
M. 0,002 0,002
Distancia interespecifica
1 2 3 4 5 6 7 8 9
0,025 0,026 0,028 0,025 0,025 0,027 0,026 0,028
0,237 0,019 0,021 0,019 0,020 0,022 0,020 0,022
0,254 0,162 0,022 0,022 0,023 0,022 0,021 0,021
curema Brasil | 0,286 0,190 0,202 0,016 0,016 0,022 0,021 0,023
curema Venezuela 0,254 0,169 0,209 0,138 0,007 0,023 0,019 0,021
curema Brasil 111 0,262 0,189 0,226 0,130 0,033 0,023 0,020 0,022
0,279 0,188 0,213 0,218 0,214 0,216 0,019 0,013
rubrioculus 0,271 0,173 0,199 0,193 0,176 0,192 0,163 0,019
0,297 0,203 0,203 0,219 0,210 0,222 0,097 0,162
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5. Gene ATPase 8

Distancia intraespecifica

d S.E.
M. cephalus 0 0
M. liza 0,002 0,002
M. trichodon 0,193 0,047
M. curema 0,057 0,015
M. sp n/c n/c
M. rubrioculus 0 0
M. hospes 0,006 0,006
Distancia interespecifica
Espécie 1 2 3 4 5 6 7
1. M. 0,066 0,056 0,060 0,069 0,060 0,071
cephalus
2. M. liza 0,316 0,029 0,044 0,054 0,045 0,060
3. M. 0,311 0,134 0,024 0,047 0,035 0,050
trichodon
4. M. 0,313 0,202 0,122 0,045 0,035 0,047
curema
5. M. sp 0,364 0,261 0,246 0,211 0,043 0,027
6. M. 0,297 0,186 0,178 0,149 0,176 0,041
rubrioculus
7. M. 0,376 0,290 0,268 0,227 0,076 0,168
hospes

Distancia intraespecifica incluindo as trés linhagens de Mugil curema

d S.E.
M. cephalus 0 0
M. liza 0,002 0,002
M. trichodon 0,193 0,050
M. curema Brasil | 0,009 0,005
M. curema Venezuela Il 0,010 0,007
M. curema Brasil 111 0 0
M. sp n/c n/c
M. rubrioculus 0 0
M. hospes 0,006 0,006
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Distancia interespecifica incluindo as trés linhagens de Mugil curema

Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1. M. cephalus 0,070 0,060 0,068 0,069 0,071 0,073 0,063 0,075
2. M. liza 0,316 0,031 0,062 0,047 0,046 0,058 0,046 0,065
3. M. trichodon 0,311 0,134 0,038 0,025 0,023 0,048 0,037 0,052
4. M. curema Brasil I 0,277 0,265 0,176 0,036 0,032 0,068 0,040 0,059
5. M. curema 0,325 0,182 0,107 0,131 0,011 0,046 0,039 0,048
Venezuela 1l
6. M. curema Brasil 0,331 0,172 0,094 0,109 0,017 0,042 0,038 0,046
I7I IM. SP 0,364 0,261 0,246 0,271 0,200 0,176 0,043 0,026
8. M. rubrioculus 0,297 0,186 0,178 0,156 0,152 0,143 0,176 0,041
9. M. hospes 0,376 0,290 0,268 0,275 0,211 0,204 0,076 0,168

6. GENE COI

Distancia intraespecifica

d SE

M. cephalus 0,002 0,001
M. liza 0 0
M. trichodon 0,002 0,001
M. curema 0,047 0,005
M. incilis 0,001 0,001
M. sp n/c n/c
M. rubrioculus 0,004 0,001
M. hospes 0,010 0,003
Distancia interespecifica

Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8
1. M. 0,021 0,020 0,019 0,021 0,021 0,020 0,019
cephalus
2. M. liza 0,218 0,019 0,017 0,019 0,021 0,019 0,019
3. M. 0,197 0,194 0,017 0,019 0,018 0,019 0,020
trichodon
4. M. 0,202 0,180 0,186 0,006 0,018 0,017 0,018
curema

5. M. incilis 0,196 0,189 0,190 0,051 0,020 0,019 0,020
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6. M. sp 0,217 0,211 0,177 0,185 0,182 0,015 0,011
7. M. 0,213 0,186 0,191 0,184 0,188 0,129 0,014
rubrioculus
8. M. 0,195 0,195 0,204 0,196 0,198 0,079 0,107
hospes
Distancia intraespecifica incluindo as trés linhagens de M. curema
S.E.

M. cephalus 0,002 0,001
M. liza 0
M. trichodon 0,002 0,001
M. curema Brasil | 0,006 0,002
M. incilis 0,001 0,001
M. curema venezuela 11 0,029 0,004
M. curema Brasil 111 0,005 0,001
M. sp n/c n/c
M. rubrioculus 0,004 0,001
M. hospes 0,010 0,003
Distancia interespecifica incluindo as trés linhagens de M. curema

Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. M. cephalus 0,021 0,020 0,020 0,020 0,019 0,019 0,021 0,020 0,018
2. M. liza 0,218 0,019 0,020 0,020 0,018 0,018 0,021 0,019 0,019
3. M. trichodon 0,197 0,194 0,019 0,020 0,018 0,019 0,017 0,019 0,019
4. M. curema 0,195 0,188 0,186 0,003 0,009 0,009 0,019 0,020 0,020
Brasil |
5. M.incilis 0,196 0,189 0,190 0,008 0,010 0,009 0,019 0,019 0,020
6. M. curema 0,209 0,180 0,187 0,077 0,080 0,007 0,019 0,018 0,019
Venezuela Il
7. M. curema 0,203 0,173 0,186 0,068 0,066 0,048 0,019 0,019 0,018
Brasil 111
8. M. sp 0,217 0,211 0,177 0,181 0,182 0,186 0,188 0,016 0,011
9. M. rubrioculus 0,213 0,186 0,191 0,192 0,188 0,178 0,181 0,129 0,014
10. M. hospes 0,195 0,195 0,204 0,203 0,198 0,199 0,188 0,079 0,107
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7. GENECYTB

Distancia intraespecifica

d S.E.
M. cephalus 0,006 0,002
M. liza 0,004 0,001
M. trichodon 0 0
M. curema 0,067 0,006
M. sp n/c n/c
M. rubrioculus 0 0
M.hospes 0 0
Distancia interespecifica

Espécie 1 2 3 4 5 6 7

1. M. 0,022 0,018 0,016 0,020 0,020 0,019
cephalus
2.M. liza 0,292 0,018 0,015 0,019 0,017 0,018
3. M. 0,250 0,211 0,013 0,016 0,016 0,017
trichodon
4 M.curema 0,259 0,193 0,176 0,015 0,015 0,015
5. M. sp 0,296 0,245 0,200 0,213 0,012 0,011
6. M. 0,271 0,208 0,191 0,182 0,127 0,005
rubrioculus
7. M. hospes 0,273 0,232 0,197 0,181 0,113 0,021

Distancia intra-especifica incluindo as trés linhagens de Mugil curema

d S.E.
M. cephalus 0,006 0,002
M. liza 0,004 0,001
M. trichodon 0 0
M. curema Brasil | 0,005 0,001
M. curema Venezuela Il 0,006 0,001
M. curema Brasil 111 0,003 0,001
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M. sp
M. rubrioculus
M. hospes

n/c

n/c

Distancia interespecifica incluindo as trés linhagens de Mugil curema

Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1. M. cephalus 0,021 0,018 0,018 0,018 0,018 0,020 0,020 0,020
2. M. liza 0,292 0,018 0,015 0,015 0,017 0,019 0,017 0,018
3.M. trichodon 0,250 0,211 0,016 0,014 0,015 0,016 0,016 0,017
4.M. curema Brasil 0,262 0,188 0,195 0,011 0,011 0,017 0,015 0,016
I5. M. curema 0,260 0,192 0,160 0,104 0,009 0,017 0,016 0,015
Venezuela Il

6. M. curema Brasil 0,256 0,198 0,169 0,105 0,077 0,017 0,017 0,016
I7I IM. sp 0,296 0,245 0,200 0,216 0,205 0,215 0,012 0,011
8. M. rubrioculus 0,271 0,208 0,191 0,180 0,176 0,186 0,127 0,005
9. M. hospes 0,273 0,232 0,197 0,180 0,176 0,18 0,113 0,021
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