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RESUMO DA TESE DE DOUTORADO

Os peixes da subfamilia Epinephelinae sdo estreitamente relacionados aos ambientes costeiros marinhos,
especialmente habitats recifais. Dentre os Epinephelinae, os meros (Epinephelus itajara). Apresentam
populacdes reduzidas pela pesca excessiva e tem sido seriamente ameacado pela perda dos habitats de
reproducdo (recifes) e crescimento (manguezal), em todo seu limite de distribuicdo ao longo da costa tropical
oeste do Atlantico. Filogeneticamente relacionadas a esta espécie encontram-se garoupas, badejos e chernes
que atualmente sdo intensamente pescadas no Atlantico oeste e a espécie irmd E. quinquefasciatus do
Pacifico Tropical Leste. A reducdo populacional das espécies trazem ameagas para conservacdo a longo
prazo, devido a queda da capacidade reprodutiva pela captura seletiva de peixes de grande porte, perda da
variabilidade e o fluxo genético que garantem a aptiddo para adversidades ambientais e climaticas no tempo
evolutivo.Apesar da legislacdo de proibicdo da pesca do mero em alguns paises, a captura ilegal com a
descaracterizagdo morfolégica é uma pratica comum que dificulta ou impossibilita a identificacdo das
espécies. A este respeito, técnicas moleculares tém fornecido ferramentas importantes para 0 monitoramento
e fiscalizacdo da pesca e se tornam essenciais na identificacdo forense de diversas espécies. O presente
estudo investiga aspectos bioecol6gicos e genéticos dos meros visando adicionar informacBes para
estratégias de conservacao da espécie na costa brasileira. Como metas prioritarias foram desenvolvidas trés
linhas de pesquisa com a finalidade de determinar os aspectos bioldgicos e a frequéncia sazonal dos meros
juvenis em habitat de manguezal em ambiente tropical; caracterizagdo genética populacional dos meros em
seis localidades na costa brasileira (Para, Pernambuco, Sergipe, Bahia, Espirito Santo e Santa Catarina) pelos
marcadores mitocondriais Cyt b e D-Loop, para avaliar os aspectos da diversidade, estrutura e fluxo genético
das unidades populacionais e a elaboracdo de marcador molecular pratico e de baixo custo para auxiliar na
fiscalizagdo e controle da pesca dos meros e outras oito espécies da subfamilia Epinephelinae. O presente
estudo identificou alta frequéncia de meros juvenis entre 100 e 300 mm, capturados ao longo de todos os
meses do ano, com freqiiéncia significativamente maior no periodo que compreende a estacdo quente e
chuvosa no Brasil tropical e com tamanhos significativamente maiores no periodo de transicdo entre o fim do
verdo e inicio do inverno (estacdo fria e seca). Estudos comparativos de meros juvenis em outros ambientes
subtropicais sugerem que 0s manguezais podem ser habitats bercario e essenciais para 0s primeiros estagios
de vida da espécie. Os resultados da genética populacional indicaram moderada a alta diversidade haplotipica
e baixa diversidade nucleotidica provavelmente associada a colonizacdo recente, com grande nimero de
haplétipos raros predominantemente com passos mutacionais Unicos. Os dados ndo revelaram estruturacéo
populacional, no entanto, variacdo genética significativa para ambos os marcadores foi encontrada entre as
unidades populacionais da Bahia com Espirito Santo apesar da proximidade geogréfica, indicando a presenca
de barreira para o fluxo genético. VariacBes genéticas significativas pelo marcador D-Loop foram
observadas entre o Para e a Bahia em relagdo a maior parte das unidades populacionais. N&do houve
correlagdo signficativa de divergéncias genéticas e a distancia geograficaentre as unidades populacionais

analisadas. O desenvolvimento de primers espécie-especificos, baseados no gene Citocromo Oxidase |
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(COl), aplicados em PCR-Multiplex possibilitaram a identificagdo simultanea de nove espécies da subfamilia
Epinephelinae: Epinephelus itajara, E. marginatus, E. morio, E. quinquefasciatus, Hyporthodus
flavolimbatus, H. niveatus, Mycteroperca acutirostris, M. bonaci e M. microlepis. Esta técnica podera
servir para o controle da pesca comercial e a identificagdo precisa do alvo de pesca visando a conservagédo
das espécies. Apesar da necessaria prudéncia na manutencdo da proibicdo da pesca dos meros na costa
brasileira, esta medida se tornara ineficaz se os habitats de manguezal e a conectividade com habitats recifais
dos ciclos de vida das espécies ameacadas ndo forem recuperados e protegidos integralmente. A conservagao
dos meros (E. itajara), a longo prazo, dependera dos esfor¢os para garantir a estabilidade demogréfica e os

eventos de dispersédo e conectividade entre as popula¢bes que mantém a variabilidade genética da espécie.
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Epinephelus itajara — manguezal — genética de populagcdes — genética forense — espécie ameacada —

marcadores mitocondriais — peixes recifais — ecossistemas costeiros
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SUMMARY OF PhD THESIS

The fish subfamily Epinephelinae are highly related to marine coastal environments, especially reef habitats.
Among Epinephelinae, Goliath grouper (Epinephelus itajara) populations have reduced by excessive fishing
and has been severely threatened by loss of breeding habitats (reefs) and growth (mangrove) around its limit
distribution along the west coast of the tropical Atlantic.Phylogenetically related to this species are groupers
currently are intensively fished in the western Atlantic and the sister species E. quinquefasciatus the eastern
tropical Pacific. Population reduction of threats to species conservation to bring long-term due to the
decrease in the reproductive capacity by selective capture of large fish, loss of variability and gene flow that
ensure suitability for environmental and climatic adversities in evolutionary time. Despite legislation
prohibiting fishing for goliath groupers in some countries, illegal taking with morphological
mischaracterization is a common practice that difficult or impossible to identify the species. In this respect,
molecular techniques have provided important tools for monitoring and surveillance of fishing and become
essential in forensic identification of several species. The present study investigates bio-ecological and
genetic aspects of ooliath groupers aiming to add information to strategies for conservation of the species
along the Brazilian coast. As priority targets three lines of research in order to determine the biological
aspects and seasonal frequency of juveniles goliath grouper in mangrove habitat in tropical environments
were developed; population genetic characterization of goliath grouper in six localities along the Brazilian
coast (Pard, Pernambuco, Sergipe, Bahia, Espirito Santo and Santa Catarina) by mitochondrial markers Cyt b
and control region, to assess the aspects of diversity, structure and gene flow of stocks and development of
practical molecular marker and low cost to assist in monitoring and control of fishing and other eight
groupers species of the subfamily Epinephelinae. This study identified a high frequency of juveniles under
goliath groupers between 100 and 300 mm, which did not occur in the main studies in the literature with
juveniles of the species. Catches were made throughout all months of the year, with significantly greater
frequency in the period that includes the hot rainy season in tropical Brazil, with significantly larger sizes in
the transition period between late summer and early winter (cold season and droughts). Comparative studies
of juvenilesgoliath groupers in other subtropical environments suggest that mangroves can be and essential
nursery habitat for early life stages of the species. The results of population genetics indicate moderate to
high haplotype diversity and low nucleotide diversity probably associated with recent colonization, with
large number of rare haplotypes predominantly single mutational steps. The data revealed no population
structure, however, significant genetic variation for both markers was found between stocks of Bahia with
the Espirito Santo despite the geographical proximity, indicating the presence of a barrier to gene flow.
Significant genetic variations at control region were observed between Pard and Bahia compared to most
stocks. There was no correlation signficativa genetic divergence and geographical distance between stocks
analyzed. The development of species-specific primers based on the Cytochrome Oxidase | (COIl), applied in
multiplex PCR was enable the simultaneous identification of nine species of the subfamily Epinephelinae:

Epinephelus itajara, E. marginatus, E. morio, E. quinquefasciatus, Hyporthodus flavolimbatus, H. niveatus,
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Mycteroperca acutirostris, M. bonaci and M. microlepis. This technique can be used to control commercial
fishing and precise identification of target fisheries for the conservation of the species. Despite the necessary
prudence in maintaining the ban on fishing of goliath grouper in the Brazilian coast, the measure in the long
run will become ineffective without the habitats of mangrove and reef habitats connectivity lifecycle of
endangered species are not recovered and fully protected. The conservation of goliath grouper (E. itajara)
the long term will depend on the efforts to ensure stability and the demographic events of dispersion and

connectivity among populations that maintain genetic variability.

Keywords
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mitochondrial markers - reef fish - coastal ecosystems
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APRESENTACAO GERAL

A subfamilia Epinephelinae e as relagdes evolutivas de Epinephelus itajara

Os meros (Epinephelus itajara Lichtenstein, 1822) sdo membros da subfamilia Epinephelinae
(Teleostei: Serranidae) incluindo 159 espécies em 15 géneros que compreendem os badejos (Mycteroperca),
chernes (Hyporthodus), garoupas (Epinephelus), meros (Brasil: E. itajara; Portugal: E.marginatus; Pacifico
Tropical Leste: E. quingquefasciatus) e piraunas (Cephalopholis) (Heemstra e Randall 1993; Begossi et al.
2012).

A maior diversidade da subfamilia Epinephelinae ocorre na regido Indo Pacifico que provavelmente
é a area ancestral de todos os Epinephelinae distribuidos por todo mundo, sendo o Atlantico colonizado em
diferentes invasdes na fauna americana (Smith 1971) e atualmente no Atlantico Oeste sdo reconhecidas 25
espécies da subfamilia Epinephelinae em oito géneros (Craig et al.2012).

E. itajara, evolutivamente relacionada com E. lanceolatus do Indo Pacifico, deve ter se diferenciado
no tempo a medida que alcangava a margem leste do Pacifico (Smith 1971). A relagdo entre ofechamento no
Istmo do Panama durante o Plioceno (Coates et al. 1992) e o processo de especiacdo de E. itajara foi
descartada com a descoberta de registro féssil de E. itajara no final do Mioceno na bacia do Orinoco
(Aguilera e Aguilera 2004). No entanto, o Istmo do Panama provavelmente funcionou como barreira
evolutiva no processo de especiacao de E. quinquefasciatus que ocorre do Golfo da Califérnia ao Peru, leste
tropical e subtropical do Pacifico, espécie filogeneticamente mais préxima de E. itajara (Heemstra e Randall
1993; Craig et al. 2009).

A biologia e aspectos reprodutivos de Epinephelus itajara
O mero é a maior das garoupas do Oceano Atlantico (> 400 kg). E encontrado em aguas tropicais e

subtropicais, relativamente rasas do Atlantico Oeste, da Flérida ao sul do Brasil, incluindo o Golfo do
México e o Caribe e ao longo da costa oeste africana, do Congo ao Senegal (Heemstra e Randall, 1993). A
espécie habita dguas marinhas e salobras e estd associada com substratos complexos e duros com recifes,
saliéncias de rochas, fundos rochosos, faixas de manguezais e navios naufragados (Gerhardinger et al. 2006).
Com preferéncia para abrigos cobertos, sendo raramente vistos muito distantes desses refagios (Smith 1971).

Os Epinephelinae sdo espécies solitarias e generalistas de peixes, moluscos e crustaceos que se
agrupam nas estacGes reprodutivas podendo localizar sitios de desova a centenas de quilémetros dos recifes
(Heemstra e Randal 1993). Os meros E. itajara exibem alta fidelidade de local (Eklund e Schull 2001),
porém, realizam migracOes reprodutivas a longas distancias (Pina-Amargos e Gonzalez-Sanson 2009) para
formar pequenas agregagdes (10 a 100 individuos) que sdo previsiveis no tempo e nas areas especificas de
desova (Colin et al. 1990; Sadovy e Eklund 1999). O modo de reproducdo hermafrodita protoginio de muitas
espécies da subfamilia (machos formados pela transformacdo sexual de fémeas mais velhas, geralmente
maiores e, portanto, menos abundantes que as fémeas) tem implicagdes no manejo de pesca, uma vez que a
pesca seletiva de adultos grandes direcionam a captura para machos em propor¢do maior que sua ocorréncia

nas populagdes locais (Heemstra e Randall 1993).
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O ciclo de vida de E. itajara inclui mudangas ontogenéticas com as larvas marinhas pelégicas
ocorrendo da zona costeira para ambientes mais rasos. A duracdo do periodo larval plancténico do mero
pode variar entre 30 a 80 dias apds a desova. Geralmente, a metamorfose ocorre entre 40 e 60 dias apds a
desova. O estabelecimento desta espécie no estuario, com sedimento lamoso e linha litordnea densamente
coberta por Rhizophora mangle pode ocorrer com o comprimento médio de 14-15 mm e em qualquer fase
lunar (Lara et al. 2009).

Os meros adultos ocorrem em recifes em profundidades menores que 50m, enquanto juvenis de E.
itajara sdo bentbnicos, ocupando estuérios e linhas costeiras com manguezais (Eklund & Schull 2001). E.
itajara juvenis estdo associados principalmente as areas de manguezais com alta complexidade espacial, no
entanto, estes sdo ambientes ameagados pelo processo de degradacdo e destruigdo por toda sua extensao nas
regibes tropicais e subtropicais (Frias-Torres, 2006; Frias-Torres et al. 2007; Koenig et al. 2007). De uma
perspectiva de conservacdo dos meros, tais locais sdo habitats mais importantes para necessidade de
protecdo, sendo considerados habitats essenciais e relacionados com alta abundéncia de meros adultos nas
regibes costeiras associadas (Hostim-Silva et al.2005; Frias-Torres 2006; Koenig et al. 2007).

A histdria de vida de E. itajara juvenis demonstra uma resposta direta no manejo aquético. A espécie
provavelmente esta limitada a qualidade de habitats disponiveis, portanto, mudancas no habitat poderiam
refletir nas diferencas da distribuicdo e abundancia dos meros (Eklund, 2005). Os hébitos de vida de E.
itajara, com caracteristica de crescimento lento, alta longevidade e baixa mortalidade natural, faz desta

espécie altamente vulneravel a sobrepesca (Bullock et al. 1992).

O conhecimento genético dos Epinephelinae no Atlantico

O cenério de declinio da pesca comercial e a necessidade de garantir a conservacgao das especies da
subfamilia Epinephelinae coincidem com os primeiros dados genéticos sobre garoupas, badejos e meros dos
géneros Epinephelus e Mycteroperca no Atlantico que surgiram no final da década de 1990 com os trabalhos
de estrutura populacional com DNA mitocondrial (Richardson e Gold 1997; Gold e Richardson 1998),
identificacdo de estoque de E. striatus e M. microleps com DNA microssatélite (Stevenson et al. 1998;
Chapman et al. 1999).

As informacOGes e base de dados de caracterizacdo genética e estrutura populacional para
Epinephelus, Mycteroperca e outros Serranidae tiveram maior importancia nos Gltimos 15 anos, a partir dos
estudos de Ward et al. (2002), Carlin et al. (2003), Zatcoff et al. (2004) e Maggio et al. (2006).

Com os primeiros trabalhos, surgem os primeiros marcadores mais especificos para 0s serranideos,
principalmente pela necessidade crescente, de protecdo das espécies ameagadas pelas atividades da pesca
intensiva. Zatcoff et al. (2002) desenvolveram marcadores microssatélites para avaliar a variacdo genética e
estrutura populacional, com capacidade de amplificar DNA para Mycteroperca bonaci, M. phenax,
Epinephelus morio e E. itajara.

Ramirez et al. (2006) seguindo a tendéncia conservacionista das espécies de garoupas ameacadas,

elaboram nove novos microssatélites para 16 espécies de serranideos dentre elas, E. itajara. Craig e Hastings
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(2007) fazem uma revisdo na subfamilia Epinephelinae (Serranidae) com base na filogenia molecular
utilizando dois marcadores nucleares (Tmo-4C4 e Histonas H3) e dois marcadores mitocondriais (16S e
12S). Recentemente Torres et al. (2013) desenvolveram um estudo de genética forense para identificacdo de
E. itajara, E. marginatus, E. morio e M. bonaci com PCR-RFLP e SNP’s.

Com os marcadores moleculares mitocondriais e nuclear, Craig et al (2009) solucionam a hipdtese
de disjuncéo populacional dos meros do Atlantico e Pacifico. O estudo mostra um padrdo consistente com a
separacdo das populacbes em duas espécies; Epinephelus itajara (Atlantico) e Epinephelus quinquefasciatus
(Pacifico).

Nesse contexto comecam a surgir também modelos com a finalidade de entender os processos de
dispersdo larval e elaborar propostas para criacdo de unidades de conservagao (Palumbi 1994; Hellberg et al.
2002; Maggio et al. 2005; Galindo et al. 2006; Weersing e Toonen 2009 e Portnoy et al. 2013). Esses
modelos se baseavam na genética de populacdo abordando principalmente os processos de disperséo,
conectividade e isolamento das populacfes de Epinephelinae.

No Brasil, os primeiros registros de estudos genéticos apareceram nos ultimos cinco anos, com dados
bésicos sobre o status de conservacgdo e diversidade genética ao longo da distribuicdo da espécie na costa
brasileira. Silva-Oliveira et al. (2008) realizaram estudos de variabilidade genética de populacbes de meros
na regido norte e nordeste do Brasil a partir da analise da regido controle D-loop do DNA mitocondrial. Os
dados revelaram baixa diversidade dos grupos populacionais localizados em regifes do Para, Piaui, Ceara e
Rio Grande do Norte sugerindo que a pressdo de pesca e destruicdo dos habitats podem ser os principais
fatores da baixa diversidade encontrada.

A diversidade genética e dados populacionais tiveram um incremento de dados a partir dos dados de
Benevides (2011) que propde uma estrutura populacional com base em marcador de DNA mitocondrial (Cyt
b) e marcador nuclear (ISSR) com exemplares de diferentes areas geogréaficas. Os resultados revelaram alta
diversidade global e moderada diversidade local, porém, encontra alta diversidade no grupo com distribuicdo
mais ao sul e sugere isolamento genético com as demais localidades. O estudo discute sobre forte tendéncia a
estruturacdo evolutiva a nivel global e regional com descontinuidade filogenética e separacdo da populacéo
de Santa Catarina. Os diferentes marcadores apresentaram estruturacdo populacional distinta, sendo o
marcador nuclear separando uma populacdo em Santa Catarina e 0 marcador mitocondrial separando uma

populacéo no Rio Grande do Norte.

As ameacas e status de Conservacao
E. itajara tem interesse significativo na pesca comercial e recreativa. Desde a década de 70 as

atividades de pesca tém demonstrado o declinio da captura por unidade de esforco e a diminuicdo no
crescimento e recrutamento de novos individuos em alguns locais devido a sobrepesca. Em 1990 o governo
dos Estados Unidos proibe a captura dos meros em toda a extensdo da Zona Econdmica Exclusiva

Americana devido o fim da pesca comercial na década de 1980 (Sadovy e Eklund, 1999).
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A combinacéo entre 0 aumento na exploracéo e a susceptibilidade para o colapso das populagdes de
garoupas (Epinephelinae), decorrente da sobrepesca, tem exigido medidas urgentes para conservacdo e
manejo em uma abordagem sécio econdmica para os ambientes marinhos (Morris et al. 2000).

No Brasil, como na maior parte do mundo, os grandes meros se encontram sob ameacga, com
populacdes decrescentes, resultado da pressdo pesqueira e a degradacdo do habitat (Ferreira et al. 2006). A
lista da IUCN (International Union for Conservation of Nature) apresenta E. itajara como uma espécie
criticamente ameagada (IUCN 2013). Os meros sdo criticamente ameacados, segundo a IUCN (2013) e no
Brasil a espécie esta inserida em uma portaria de proibicdo de pesca que iniciou em 2002 por cinco anos e foi
renovada até 2012 (IBAMA, portaria n°® 42 de 19 de setembro de 2007) pelo grau de impactos e dados
indicando a reducéo dos meros adultos em recifes naturais e ambientes antropizados. Em 18 de setembro de
2012 a morat6ria de proibicdo de pesca, através da Instrucdo Normativa Interministerial 13/2012 do
MMAJ/MPA, foi prorrogada até 2015. E. itajara foi o primeiro peixe marinho com alta restricdo da pesca na
costa brasileira (Gerhardinger et al.2006).

Os dados da histdria de vida de E. itajara s&o quase inexistentes no Brasil. As informagfes quando
disponiveis sdo fragmentadas e aparentemente insuficientes para avaliar o status da populacdo de forma

satisfatdria na costa brasileira (Gerhardinger et al. 2006).

Justificativa
No mundo poucos dados foram gerados a partir de estudos sistematicos com meros juvenis e poucos

dos habitats de ocorréncia foram investigados e avaliados para estudos de conservagdo da espécie. Os poucos
dados obtidos podem ser associados a dificuldade de captura de meros juvenis em ambiente natural e
também por serem raros em ambientes de manguezal com abundancia histérica (Botero e Ospina 2003;
Frias-Torres 2006).

No Brasil, os primeiros estudos para levantamento do status de conservacdo de E. itajara foi
realizado por Ferreira e Maida (1995) sugerindo a classificacdo da espécie como ameacada, alertando porém,
a iminente reclassificacdo para categoria de espécie ameacada sem o controle das acdes de impacto nas
populacgdes ao longo da costa brasileira.

Segundo Ferreira et al. (2006), no Brasil, como na maior parte do mundo, 0s grandes meros se
encontram sob ameaca, com popula¢fes decrescentes como resultado da pressao pesqueira e a degradacdo do
habitat.

O litoral do Espirito Santo, especialmente a regido norte apresenta indicativos importantes para
estudos de conservacao de Epinephelus itajara pela ocorréncia frequente de areas de manguezais com meros
juvenis, pela pratica de pesca de exemplares adultos e juvenis em diferentes épocas do ano e as perspectivas
futuras de ampliacdo de portos e area estratégica para atividades petroliferas no Brasil. Além disso, esta
regido enfrenta conflitos socioecondmicos, devido a proibicdo da pesca dos meros, e a necessidade de

conservacdo da espécie. De forma similar, a costa brasileira apresentam o0s mesmos desafios para
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conservacdo dos meros com variado grau de ameaga, porém com a necessidade de medidas urgentes para
protecéo dos habitats e controle da pesca ilegal.

Silva-Oliveira et al. (2008) reforcam a necessidade de estudos genéticos em mais areas analisando
marcadores nucleares para avaliar o fluxo genético e a dindmica populacional que possam contribuir para o
manejo e conservacao dos meros na costa brasileira. Benevides (2011) reforca o status de ameaca da espécie
relatando que apesar da grande variabilidade global, as andlises locais revelam moderada a baixa
variabilidade para as areas de estudo.

Ferreira e Maida (1995) destacaram a escassez dos estudos sobre ciclos de vida ou abundéncia dos
meros no Brasil, no entanto, quase duas décadas depois, poucos avancos cientificos foram produzidos no
Brasil para contribuir com o conhecimento e a conservacdo de E. itajara em quase todo seu limite de
distribuicdo no Atlantico Tropical e Subtropical, com excecdo dos trabalhos produzidos na regido costeira e
habitats de manguezal na Peninsula da Flérida (EUA) que serviram de base para a maior parte do

conhecimento atual sobre os meros no mundo.

OBJETIVO GERAL
Ampliar o conhecimento bioecolégico dos meros (Epinephelus itajara), contribuindo para o

direcionamento do manejo sustentavel da pesca, acrescentando embasamento cientifico que possa direcionar
0 gerenciamento costeiro integrado para conservacdo da diversidade genética dos meros na sua area de

distribuicdo, especialmente na costa brasileira.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
= 1) Avaliar a relevancia do valor ecolégico dos habitats de manguezal para os meros juvenis no Atlantico

oeste para sustentar a necessidade de medidas prioritarias de conservacao deste habitat no planos de manejo
costeiros, especiamente na costa brasileira;

= 2) Analisar as caracteristicas das unidades populacionais de meros juvenis (Epinephelus itajara), a partir
de andlise de marcadores mitocondriais Cyt b e D-Loop para definir os padrdes de diversidade e fluxo
genético na costa brasileira ;

= 3) Aplicar a técnica do PCR-multiplex no desenvolvimento de primers especificos a partir do gene
Citocromo c oxidase | (COI) para identificagdo dos meros e oito espécies de importancia comercial da

subfamilia Epinephelinae como ferramenta para o monitoramento genético e fiscalizagdo da pesca de meros;;
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RESUMO

Os ecossistemas costeiros tém sido intensamente modificados pelas atividades humanas e degradados pela
ocupacgdo e poluicdo. Dentre estes ambientes, os habitats de manguezal sofrem acelerado processo de
degradacdo e equivocadamente pouco valorizado quanto as contribui¢es bioldgicas, sociais e econdémicas.
Os peixes da subfamilia Epinephelinae sdo estreitamente relacionados aos ambientes costeiros marinhos,
especialmente habitats recifais e os meros (Epinephelus itajara) com populages reduzidas pela pesca
excessiva tém sido seriamente ameacados pela perda dos habitats de reproducdo (recifes) e crescimento
(manguezal). O presente estudo enfatiza a importancia dos manguezais para 0s meros juvenis e analisa 0s
primeiros dados de caracterizagdo bioldgica dos meros juvenis em um estudrio em ambiente tropical. O
presente estudo identificou alta freqiiéncia (90%) de exemplares de meros juvenis entre 100 e 300 mm, o que
ndo ocorreu nos principais estudos pesquisados com juvenis da espécie. As capturas foram realizadas ao
longo de todos os meses do ano, com frequéncia significativamente maior no periodo que compreende a
estacdo quente e chuvosa no Brasil tropical e com tamanhos significativamente maiores no periodo de
transicdo entre o fim do verdo e inicio do inverno (estagdo fria e seca). Estudos comparativos de meros
juvenis em outros ambientes subtropicais sugerem que 0S manguezais podem ser habitats bercario e
indiscutivelmente como habitats fundamentais para os primeiros estagios de vida da espécie. A alta
abundancia de meros juvenis, com média inferior a outros estuarios, pode ser um indicativo de habitat com
baixa qualidade de sobrevivéncia ou alta influéncia da pesca predatdria. Apesar da necessaria prudéncia na
manutencao da proibicdo da pesca dos meros na costa brasileira, a medida a longo prazo se tornara ineficaz
sem que os habitats de manguezal e a conectividade com habitats recifais dos ciclos de vida das espécies
ameagadas, ndo sejam recuperados e protegidos integralmente.

Palavras chaves: Espécie ameagada, ecologia, manguezais, ciclo de vida, Epinephelinae, Conservagdo

INTRODUCAO

Os habitats costeiros fornecem func@es ecoldgicas indispensaveis para as espécies marinhas, que, no
entanto, estdo sendo ameacados com a perda da diversidade ecol6gica em razdo da pesca excessiva e
acelerado processo de interferéncia das atividades humanas (Jackson 2001; Seitz et al. 2013), provocando
alteracdes na composicdo das espécies e na complexidade estrutural das cadeias troficas, o que causam
efeitos negativos e dificeis de serem revertidos (Hughes et al. 2005; Waycott et al. 2009; Seitz et al. 2013).

Os manguezais, recifes de coral, estuérios, pantanos salinos e seagrass (angiospermas marinhas
submersas) sdo ecossistemas marinhos costeiros que dispde de habitats relevantes para a biodiversidade, pois
servem de reflgio e bercérios para muitos organismos marinhos, incluindo espécies de importancia

comercial e também espécies ameacadas (Lacerda 1993; Gray 1997). Os ecossistemas de manguezais
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desempenham papel essencial na sustentabilidade das atividades de pesca e na regulacdo da hidrodinamica
estuarina, no entanto, sua importancia ecoldgica, social e econdémica tem sido historicamente subestimada.
Por outro lado, a intensificacdo da pesca tem causado a eliminacdo gradual e global de espécies de grande
porte e de alta longevidade nos ecossistemas marinhos, substituindo-as por espécies menores, de ciclos de
vida curtos, organizados em cadeias tréficas simplificadas (Pauly et al. 2002).

Grupo ameacado pela pressdo pesqueira, as espécies da subfamilia Epinephelinae, dentre elas os
meros [Epinephelus itajara (Lichtenstein 1822)], sdo peixes que de uma forma geral assumem grande
importancia para pesca em todo o mundo. O grande porte e caracteristica tréfica de predadores de topo,
como o mero, sdo fundamentais na moderacdo e regulacdo da abundancia das suas presas (Hixon e Carr
1997; Stewart e Jones 2001). No entanto, deve-se ressaltar que esta espécie esta associada principalmente as
areas de manguezais com alta complexidade espacial que sdo ambientes ameacados pelo processo de
degradacgdo e destruicdo por toda sua extensdo nas regides tropicais e subtropicais (Faunce e Serafy 2006;
Frias-Torres, 2006; Koenig et al. 2007).

Caracteristicas biologicas, ecoldgicas e comportamentais de muitos Epinephelinae os tornam
particularmente vulnerdveis a pesca excessiva e a destruicdo de seus habitats. Com isso, conhecer a
importancia ecolégica dos habitats de manguezais torna-se fundamental no direcionamento das medidas de
conservacao especificamente dos meros, espécie criticamente ameacada de extin¢do (IUCN 2013).

O presente trabalho tem o objetivo de buscar elementos elucidativos da importancia ecoldgica do
manguezal para E. itajara juvenis. Para tal, foram comparadas as informagdes disponiveis sobre os habitats
utilizados por meros e por outros Epinephelinae no Atlantico oeste e analisados dados sobre a abundancia
relativa dessa espécie em habitats de manguezal. Além disso, a partir dos dados coletados, este estudo avalia
o papel ecoldgico deste ambiente para a sinergia entre conservacdo do ambiente, seu valor ecoldgico e a
relevancia desta interagdo para as caracteristicas bioldgicas dos meros juvenis (E. itajara) no Atlantico oeste.

Dentro desta perspectiva foram abordados trés topicos de discussdo: 1) Analise da importancia dos
habitats para as espécies da subfamilia Epinephelinae com distribuicdo costeira no Atlantico Tropical e
Subtropical oeste através de um levantamento bibliogréafico, identificando habitats relevantes para as
espécies da subfamilia; 2) Levantamento comparativo em relagcdo aos meros (E. itajara)na literatura, visando
identificar o tipo de habitat nas distintas localidades e 3) Acrescentar a essa literatura, novos dados
bioldgicos a respeito dos meros juvenis, obtidos em pesquisa feita no estuario da unidade de conservagdo da
Area de Protecdo Ambiental de Conceicdo da Barra (Espirito Santo) que compde a costa tropical leste do

Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Pesquisa Bibliogréafica da Subfamilia Epinephelinae na Costa Oeste do Atlantico

Pesquisa bibliografica inicial foi realizada para quantificar a frequéncia de ocorréncia das espécies da
subfamilia Epinephelinae em 27 estudos de levantamento da ictiofauna em ambientes costeiros e estuarinos
no Atlantico Oeste.

Com base no registro das espécies nos 27 levantamentos foi realizada nova pesquisa bibliografica em
50 estudos com o objetivo de obter as informagBes para caracterizacdo dos habitats costeiros de cada uma
das espécies da subfamilia Epinephelinae. Nestes 50 trabalhos foram reunidos dados sobre distribuicao,
limites de profundidade, comprimento maximo, pressao pesqueira e todos os habitats costeiros ocupados por
adultos e juvenis de cada espécie da subfamilia com distribuicdo no Atléntico Oeste. Os limites de
distribuicdo de cada espécie foram analisados seguindo divisdo em provincias biogeograficas proposta por
Spalding et al. (2007) (Figura 1).

Pesquisa de Epinephelus itajara Juvenis na APA de Conceicao da Barra
Area de Estudo

Os dados primarios sobre uso do habitat por meros foram amostrados na area estuarina do manguezal
da unidade de conservagio pertencente a Area de Protecdo Ambiental (APA) de Conceicdo da Barra (ACB),
do Rio Sdo Mateus, no municipio de Conceicdo da Barra, litoral norte do Espirito Santo (18°36” S e 39°44’
0). Os manguezais do Espirito Santo sdo principalmente representados por quatro espécies de mangues
(Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa, Avicennia schaueriana e Avicennia germinans), ocupando
uma area aproximada de 70 km? e caracterizada por planicies costeiras estreitas, lagoas costeiras localizadas
atrés de restingas, pluviosidade anual em torno de 1.200mm e marés com amplitude entre 0,7 e 1,3m. As
florestas de mangue bem desenvolvidas podem atingir até 15m de altura (Schaeffer-Novelli et al. 1990). As
florestas mais extensas sdo encontradas no entorno da baia de Vitoria e nos estuérios dos rios Piraqué-agu e
S&o Mateus (Silva et al. 2005).

A ictiofauna demersal dos estuérios na costa norte do Espirito Santo apresenta baixa diversidade de
espécies comparada a outros sistemas estuarinos na costa brasileira. Suas espécies mais representativas sdo

da familia Sciaenidae, Carangidae e Gerreidae (Hostim-Silva et al. 2013).

Método de Coleta

Os dados referentes aos padrdes de variacao ao longo do tempo dos meros juvenis na area de estudo
da APA de Conceigédo da Barra (ACB) foram obtidos entre novembro de 2011 a outubro de 2013 utilizando-
se 22 armadilhas (covos) de dois formatos (retangular e cilindrico) baseados em modelo de armadilhas
tradicionais utilizadas na captura de siris (Callinectes): de formato retangular confeccionados com 50 cm de

comprimento, 50 cm de largura e 25 cm de altura. As armadilhas apresentavam duas entradas em forma de
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funil com 20 cm na parte externa e 12 cm na parte interna. Aquelas de formato cilindrico foram
confeccionadas com 40 cm de didmetro e 100 cm de comprimento. A entrada externa foi confeccionada em
forma de funil com 40 cm e a parte mais interna com 15 cm, dando acesso para uma camara, onde outro funil
com as mesmas dimensdes da acesso para uma segunda cdmara. As armadilhas foram envolvidas em tela
plastica de PVC com espagamento de 1 cm. Seis armadilhas retangulares de captura de peixes (100 cm x 200
cm x 40 cm), com as mesmas caracteristicas, foram utilizadas visando a captura de juvenis maiores. As
armadilhas foram distribuidas ao longo dos canais de manguezal com espagamento aproximado de 100
metros entre elas. As armadilhas foram mantidas em tempo integral no manguezal, sendo iscadas trés vezes
por semana.

Capturas efetuadas por outros métodos de pesca (linha e anzol, peneira, puca, rede de arrasto por
barco a motor, rede de espera e tarrafa) e doacdo ocasional de exemplares contribuiram, em menor escala
(<4%), para a obtencéo de individuos da espécie, que séo objetos deste estudo.

Todos os individuos capturados foram marcados por tags numerados (T-Bar anchor) (FloyTag®),
medidos, pesados e liberados no local de coleta. A captura e marcacdo dos meros (E. itajara) no litoral do
Espirito Santo foi realizada a partir da obtengdo da licenca emitida pelo Sistema de Autorizagdo e
Informacdo em Biodiversidade — SISBIO/ICMBIO/MMA (N°: 25088-7 — Cédigo de autenticagdo:
11.928.433).

Anélise de Dados

O namero de meros juvenis capturados por armadilha em cada més e os dados de comprimento total
(CT) foram avaliados para identificar provavel variagéo sazonal na freqiiéncia de captura e no tamanho dos
exemplares. Os dados de abundéancia foram analisados pela CPUE (captura mensal de meros juvenis por
armadilha). Foram realizados diferentes agrupamentos para identificar o periodo do ano que apresentou
diferenca significativa. O comprimento total (CT) dos meros juvenis foi analisado em quatro periodos do ano
(1. janeiro a margo; 2. abril a junho; 3. julho a setembro; 4. outubro a dezembro), visando identificar
diferenga significativa nos tamanhos dos individuos capturados nas armadilhas. Os dados foram comparados
utilizando o teste de variancia (Kruskal-Wallis) e o teste de Mann-Whitney (Wilcoxon Rank-Sum).

Os dados do presente estudo foram comparados com outros 11 trabalhos especificos sobre
Epinephelus itajara juvenil (Bullock et al. 1992; Eklund e Schull 2001; Bostero e Ospina 2003; Eklund
2005; Frias-Torres 2006; Koenig et al. 2007; Cass-Calay e Schmidt 2008; Frias-Torres e Luo 2008; Brusher
e Schull 2009; Giglio e Freitas 2013; Lara et al. 2009) realizados em outras areas no limite de distribuicdo da

espécie.
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RESULTADOS

Pesquisa Bibliografica
Estudos de Levantamento da Ictiofauna em Ambientes Costeiros

Estudos de levantamento da ictiofauna em ambientes costeiros do Atlantico Tropical e Subtropical
Oeste revelaram que das 25 espécies da subfamilia Epinephelinae, as espécies registradas com maior
frequéncia foram Epinephelus itajara (44%) e Mycteroperca bonaci (41%), perfazendo um total de 16
espécies (64%) (Figura 1).

Dos 27 levantamentos da ictiofauna, 11 (41%) foram realizados em habitat de manguezal (Barletta et
al. 1998; Castro 2001; Barletta et al. 2003; Paiva et al. 2008; Rocha et al. 2008; Barletta e Costa 2009;
Basilio et al. 2009; Oso6rio et al. 2011; Giglio e Freitas 2013; Hostim-Silva et al. 2013; Vilar et al. 2013); 10
(37%) foram realizados em habitats de recifes rochosos (Ferreira et al. 2001; Luiz Jr et al 2008; Pinheiro et
al. 2008; Hackradt e Felix-Hackradt 2009; Honorio e Ramos 2010; Rocha et al. 2010; Alves e Pinheiro
2011; Hackradt et al. 2011; Simon et al. 2011; Daros et al. 2012;); trés (11%) foram realizados em habitats
de recifes de corais (Rooker et al. 1997; Aguilar-Pereira e Appeldoorn 2008; Chaves et al. 2010); dois (7%)
em habitats de recifes artificiais (Hackradt et al. 2011; Simon et al. 2011); um (4%) em habitats de poca de
maré (Cunha et al. 2007); um estudo (4%) em habitat de seagrass (Vilar et al. 2011).

Os meros (E. itajara) em trés estudos foram observados em habitat de recifes rochosos (Luiz Jr. et
al. 2008; Hackradt e Felix-Hackradt 2009 e Hackradt et al. 2011); em nove estudos em habitats de
manguezais (Barletta et al. 1998; Castro 2001; Barletta et al. 2003; Paiva et al. 2008; Rocha et al. 2008;
Barletta e Costa 2009; Giglio e Freitas 2013; Hostim-Silva et al. 2013; Vilar et al. 2013).

Os habitats de recifes rochosos foram os mais representativos em diversidade de espécies (87.5%),
no entanto deve ser ressaltado que houve apenas 10 cita¢fes neste habitat (37%). Nos habitats de manguezal,
por outro lado, foram registradas apenas duas espécies da subfamilia Epinephelinae: Epinephelus itajara e
Mycteroperca bonaci. Em 11 estudos analisados, E. itajara foi citada nove vezes (82%), enquanto M. bonaci
foi citada apenas trés vezes (27%) e as duas espécies juntas foram citadas em apenas um estudo realizado no

habitat de manguezal (Figura 1).
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Epinephelus marginatus 8. Epinephelus morio 9. Hyporthodus flavolimbatus 10. Hyporthodus nigritus 11. Hyporthodus niveatus 12. Mycteroperca
acutirostris 13. Mycteroperca bonaci 14. Mycteroperca intertitialis 15. Mycteroperca microlepis 16. Mycteroperca venenosa

Figura 1. Namero de citacdes das espécies da subfamilia Epinephelinae em diferentes habitas costeiros.

Pesquisa Bibliografica
A subfamilia Epinephelinae na costa Oeste do Atlantico

A subfamilia Epinephelinae estd amplamente distribuida na costa Oeste do Atlantico, principalmente
na provincia do Atlantico Tropical Noroeste. Das 25 espécies de Epinephelinae, 72% ocorrem na provincia
do Atlantico Tropical Noroeste, 68% no Atlantico Temperado Noroeste, 72% no Atlantico Tropical Sudoeste
e 48% no Atlantico Temperado Sudoeste. Dessas espécies, apenas Epinephelus marginatus apresenta limites
mais amplos em outras areas geograficas, sendo que no Atlantico Oeste sua presencga é mais frequente no
Atlantico Temperado Sudoeste. A provincia biogeogréfica da Plataforma Norte do Brasil esta representada
por seis espécies (24%): Epinephelus itajara, Mycteroperca intertitialis, M. microlepis, M. phenax, M. tigris
e Paranthias furcifer, do género Epinephelus, na foz da bacia do Rio Amazonas, apenas E. itajara foi
registrada (Figura 2).

A amplitude nos limites de profundidade das 25 espécies Epinephelinae do Atlantico Oeste é bem
variavel. Dessas, sete espécies (28%) ocorrem até 50 metros de profundidade; 14 espécies (56%) ocorrem
acima de 100 metros; 19 espécies (76%) ocorrem acima de 200 metros e seis espécies (24%) ocorrem em
limites de profundidade abaixo de 250 metros. Os nichos de maiores profundidades foram os mais comuns
para Gonioplectrus hispanus e as espécies do género Hyporthodus (H. flavolimbatus, H. mystacinus, H.
nigritus e H. niveatus) (Tabela I).

A maioria das espécies de Epinephelinae (64%) do Atlantico Oeste atinge de 50 a 150 cm de CT.
Apenas cinco espécies (20%) sdo menores de 50 cm e apenas duas espécies (E. itajara e H. nigritus)

ultrapassam o limite de 200 cm no CT.
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Quanto ao impacto da pesca sobre a Subfamilia, das 25 espécies presentes no Atlantico Oeste, 16
(64%) sofrem alta pressdo pesqueira em seus limites de distribuicdo sendo que dessas, cinco (20%) ainda
com populagBes estaveis, 10 (36%) apresentam indicios de declinio dos seus estoques e apenas E. itajara
(4%) teve alta presséo pesqueira histdrica e ndo tem alta pressao atual pelas populagées reduzidas.

Figura 2. Provincias biogeograficas de distribuicdo das espécies da subfamilia Epinephelinae no Atlantico. 1. Atlantico Tropical
Noroeste 2. Atlantico Temperado Noroeste 3. Plataforma Norte do Brasil 4. Atlantico Tropical Sudoeste 5. Atlantico Temperado
Sudoeste 6. Benguela 7. Golfo da Guinea 8. llhas Santa Helena e Ascenséo 9. Transi¢do da Africa Oeste 10. Mar Mediterraneo 11.
Lusitaniana 12. Galdpagos 13. Pacifico Tropical Leste. Cores idénticas indicam dominios de endemismos costeiros com
caracteristicas bioldgicas, fisicas, geogréficas e evolutivas similares (Adaptado: Spalding et al. 2007).

Quanto ao uso dos habitats costeiros, fica evidente a importancia dos recifes coralineos e rochosos
para as espécies Epinephelinae no Atlantico Oeste. Todas as espécies utilizam os recifes como habitat na
maior parte da vida ou como um habitat de mudanca ontogenética na fase juvenil, ou utilizam os recifes
como a principal area reprodutiva. Provavelmente, muitas das espécies, sem dados conclusivos sobre habitat
reprodutivo, devam utilizar os recifes com a finalidade de reproducéo.

A importancia dos recifes como habitat costeiro para juvenis Epinephelinae é ainda pouco
conhecida. Enquanto os recifes de corais sdo habitats de 18 espécies (72%) na fase adulta, apenas é
conhecido como habitat para 10 espécies (40%) na fase juvenil. No caso de recifes rochosos, essa diferenga é
ainda mais marcante, com 23 espécies (92%) utilizando esse habitat na fase adulta e apenas quatro (16%) na
fase juvenil. J& os recifes artificiais foram registrados em oito espécies (32%) na fase adulta com maior
frequéncia de uso para Epinephelinae juvenis do que os recifes rochosos; sete espécies (28%) (Tabela I).

Os habitats de “seagrass” e manguezais foram relevantes como habitat para os juvenis e apenas
eventualmente para os adultos. Das 12 espécies (48%) da subfamilia Epinephelinae do Atlantico Oeste
citadas que utilizam estes habitats, oito (32%) foram registradas apenas para exemplares juvenis e quatro

apenas para exemplares adultos (Alphestes afer, Cephalopholis cruentata, C. fulva e Epinephelus guttatus).
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Estas trés primeiras espécies no “seagrass”, no entanto, apresentam tamanho reduzido (32 cm a 42 cm)
quando comparado com outras espécies e a Ultima ¢ um dos menores do género (76 cm), sugerindo a
importancia desse habitat para exemplares pequenos das espécies dessa subfamilia. O habitat de manguezal
foi registrado apenas para juvenis de cinco espécies (Epinephelus itajara, Mycteroperca acutirostris, M.
intertitialis, M. microlepis e M. phenax) que sdo os principais habitats naturais para juvenis de E. itajara e M.
phenax (Tabela I).

Estudos de Epinephelus itajara Juvenis na APA de Conceigdo da Barra

Os raros estudos de meros juvenis realizados em &reas tropicais revelam ainda pouco conhecimento
bioldgico sobre E. itajara. A pesquisa de uso e conservacao do habitat no Espirito Santo (Brasil) que compde
este trabalho é um dos primeiros trabalhos em ambiente natural com meros juvenis na costa brasileira e em
ambiente tropical (Tabela I1).

Os dados de tamanho médio dos meros (E. itajara) juvenis, que analisados pelo comprimento total,
no Espirito Santo (Brasil), sdo um dos menores (192 mm) registrados, comparando-se com outros estudos
realizados (> 300 mm), com juvenis na sua area de distribuicdo. Apenas os dados registrados por Lara et al.

(2009) e este estudo apresentam uma média de comprimento total inferior a 200 mm (Tabela I1).
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Tabela I. Espécies da subfamilia Epinephelinae com distribuicdo no Atlantico Tropical e Subtropical Oeste com dados comparativos dos limites de ocorréncia, profundidade, comprimento

maximo, grau de impacto da pesca e os habitats costeiros ocupados por cada uma das 25 espécies registradas em extenso levantamento bibliogréafico.

(Distribuicdo predominante: 1. Atlantico Tropical Noroeste 2. Atlantico Temperado Noroeste 3. Plataforma Norte do Brasil 4. Atlantico Tropical Sudoeste 5. Atlantico Temperado Sudoeste 6.
Benguela 7. Golfo da Guinea 8. llhas Santa Helena e Ascensdo 9. Transigdo da Africa Oeste 10. Mar Mediterraneo 11. Lusitaniana 12. Galapagos 13. Pacifico Tropical Leste. / Pressio
pesqueira: 1. Baixo; 2. Significativa regional; 3. Significativa; 4. Alto estavel; 5. Alto em declinio; 6. Alto historica. / Habitats Costeiros: A. adulto; J. juvenil; R. reproducéo).

L Limites de Comp. HABITATS COSTEIROS
ESPECIES Distribuicao B ekl Max. Grau de Fundo Macroalgas e Manguezais Pogas de Recifes Recifes de Recifes e Referéncias
predominante pesca arenoso / Seagrass maré artificiais corais fundos
(m) (cm) )
argiloso rochosos
Alphestes afer 147 1-30 33 1 AJ A J AR AR 5.10.11.21.30.32
(Bloch 1793)
Cephalopholis cruentata 1.2 1-200 32 2 A A Al A 10.20.46
(Lacepede, 1802)
Cephalopholis fulva 1.245 1-45 42 4 A Al Al 4.10.21.39.45
(Linnaeus, 1758)
Dermatolepis inermis 124 20-210 91 1 A A 10.21
(Valenciennes, 1833)
Epinephelus adscensionis 12457811 2-100 60 2 A A A 10.11.21.40
(Osbeck, 1765)
Epinephelus drummondhayi 2 10-180 110 4 A A A 10.14.21
Goode & Bean, 1879
Epinephelus guttatus 1.2 2-100 76 4 J A AR AJR 6.10.21.27.35.43.44
(Linnaeus, 1758)
Epinephelus itajara 1-5.7.9 1-100 250 1.6 A J AJR A A 10.13.19.21.25.31.38.42.43
(Lichtenstein, 1822)
Epinephelus marginatus 5-11 1-50 143 5.6 A AJ Al A 6.9.10.12.15.18.19.20.21.28.29.34
(Lowe, 1834)
Epinephelus morio 124 5-300 120 5.6 AJR J JR Al 3.6.7.10.21.24
(Valenciennes 1828)
Epinephelus striatus 14 1-90 120 5.6 J Al AJR AR 1.2.5.8.10.11.21.26.35.45.48
(Bloch, 1792)
Gonioplectrus hispanus 124 60-365 30 1 A A A 10.21
(Cuvier, 1828)
Hyporthodus flavolimbatus 1.245 90-360 115 5 A A 10.21.22
Poey, 1865
Hyporthodus mystacinus 1.2.4.12.13 100-400 160 1.2 J A 10.21
(Poey, 1852)
Hyporthodus nigritus 1.24 55-525 230 5 A J AJ A 6.10.12.21.33
(Holbrook, 1855)
Hyporthodus niveatus 1.2.45 30-525 120 5 A J A Al Al 6.10.19.21.28.37.45.47.49
(Valenciennes, 1828)
Mycteroperca acutirostris 1.4.5. 2-100 80 4 A J J J A J A 6.10.12.15.16.19.21.28
(Valenciennes, 1828)
Mycteroperca bonaci 1.245.7 10-30 152 5.6 J A A 6.10.21
(Poey, 1860)
Mycteroperca cidi 4 5-40 114 3 J J Al 10.21

Cervigon, 1966

Continuacao...
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Tabela I. Espécies da subfamilia Epinephelinae com distribuicdo no Atlantico Tropical e Subtropical Oeste com dados comparativos dos limites de ocorréncia, profundidade, comprimento
maximo, grau de impacto da pesca e os habitats costeiros ocupados por cada uma das 25 espécies registradas em extenso levantamento bibliografico.
(Distribuicdo predominante: 1. Atlantico Tropical Noroeste 2. Atlantico Temperado Noroeste 3. Plataforma Norte do Brasil 4. Atlantico Tropical Sudoeste 5. Atlantico Temperado Sudoeste 6.

Benguela 7. Golfo da Guinea 8. Ilhas Santa Helena e Ascensio 9. Transicdo da Africa Oeste 10. Mar Mediterraneo 11. Lusitaniana 12. Galdpagos 13. Pacifico Tropical Leste. / Pressdo
pesqueira: 1. Baixo; 2. Significativa regional; 3. Significativa; 4. Alto estavel; 5. Alto em declinio; 6. Alto historica. / Habitats Costeiros: A. adulto; J. juvenil; R. reproducéo).

L Limites de Comp. HABITATS COSTEIROS
ESPECIES Distribuicao Profundidade Max Grau de Fundo Macroalgas e Manguezais Pogas de Recifes Recifes de Recifes e Referéncias
predominante i (cm)' pesca arenoso / Seagrass maré artificiais corais fundos
argiloso rochosos
Mycteroperca intertitialis 2.35.8 20-150 84 15 A J AJR A 6.10.15.21.28.36
(Poey, 1860)
Mycteroperca microlepis 1-3.8 40-100 145 5 J J AJ AR A 10.19.21.23.24.41.50
(Goode & Bean, 1880)
Mycteroperca phenax 1-4 30-100 107 4 J J AR 10.21.24
Jordan &Swain, 1885
Mycteroperca tigris 3-5.7 10-40 100 2 AR A 8.10.21.36
(Valenciennes, 1833)
Mycteroperca venenosa 457 2-137 100 5.6 J AR A 10.21.36
(Linnaeus, 1758)
Paranthias furcifer 2.35.7 1-30 35 1 A A 10.21.40

(Valenciennes, 1828)

Referéncias:
1. Aguilar-Pereira & Aguilar-Davila (1996) 2. Aguilar-Pereira et al. (2006) 3. Albafiez-Lucero & Aguerrin-Sanchez (2009) 4. Aratjo & Martins (2009) 5. Beets & Hixon (1994) 6. Begossi et al (2012a) 7. Coleman et al. (2010) 8. Colin et al. (2003)
9. Condini et al. (2007) 10. Craig et al. (2011) 11. Cunha et al. (2007) 12. Daros et al. (2012) 13. Eggleston (1995) 14. Farmer & Karnaukas (2013) 15. Ferreira et al. (2001) 16. Floeter et al. (2006) 17. Frias-Torres (2006) 18. Gibran (2007) 19.
Hackradt et al. (2011) 20. Harmelin & Harmelin-Vivien (1999) 21. Heemstra & Randall (1993) 22. Jones et al. (1989) 23. Koenig & Colin (1999) 24. Koenig et al. (2000) 25. Koenig et al. (2007) 26. Legare et al. (2011) 27. Lépez-Rivera & Sabat
(2009) 28. Luiz Jr. et al. (2008) 29. Machado et al. (2003) 30. Marques e Ferreira (2011) 31. McClenachan (2009) 32. Medeiros et al. (2009) 33. Mejia-Landino et al. (2003) 34. La Mesa et al. (2002) 35. Munro & Blok (2005) 36. Nemeth et al.
(2006) 37. Oliveira et al. (2007) 38. Phelan (2008) 39. Reynal et al. (2004) 40. Rooker et al. (1997) 41. Ross & Moser (1995) 42. Sadovy & Eklund (1999) 43. Sadovy (2000) 44. Sadovy et al. (1994) 45. Sazima et al. (2005) 46. Sluka et al. (2001)
47. Vilar et al. (2011) 48. Waylen et al. (2004) 49. Ximenes-Carvalho (1999) 50 Koenig & Coleman 1998
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Os estudos comparativos de meros juvenis sobre temas e localidades distintos foram
desenvolvidos apenas em habitat de manguezal. N&o foram encontrados na literatura citages
com estudos sistematicos de E. itajara em habitat diferente de manguezal.

Dados comparativos da CPUE (captura / armadilha / ano) e comprimento total médio
(CT médio) de E. itajara, nos habitats de manguezal do Espirito Santo (Brasil) (Este estudo) e
nos rios e canais da Flérida (EUA) (Eklund 2005), revelam alta captura (ES: 3,1 mero /
armadilha / ano e Flérida: 0,2 a 2,1 mero / armadilha / ano). No entanto, para estas mesmas
areas ocorre baixa média de comprimento total (ES: 192 mm e Flérida: £220 a 400 mm).

Tabela Il. Estudos realizados sobre meros juvenis (Epinephelus itajara) abordando temas distintos na regido da
Flérida, Golfo do México, Caribe e no Brasil. Os dados apresentados fazem um comparativo do ndmero de amostras
coletadas e o comprimento total (CT) méaximo, minimo e a média (®).

Tema do Estudo Local Habitat N Comprimento Total Citagéo
(mm)
Idade e Crescimento Golfo do México Manguezal 76 3281218 (D ?) Bullock et al. 1992
(EUA)
Padréo de Movimentacéo Flérida Manguezal 148 205 — 1005 (D 684) Eklund e Schull 2001
(EUA)
Crescimento e Cultivo Caribe Manguezal 133 ((D 302) Botero e Ospina 2003
(Colémbia)
Caracterizagdo de Habitat Flérida Manguezal 687 103 — 903 ((D>300) Eklund 2005
(EUA)
Caracterizagdo de Habitat Flérida Manguezal 52 120 — 1100 ((D 420) Frias-Torres 2006
(EUA)
Caracterizacéo de Habitat Flérida Manguezal 1116 101 - 1000 (D 630) Koenig et al. 2007
(EUA)
indice de Abundancia '(:Ilzcijl,g\;i Manguezal 419 >200 — 1000 (P 583) Cass-Calay e Schmidt 2008
Comportamento Flérida Manguezal 18 330-900 (D 564) Frias-Torres e Luo 2008
(EUA)
Idade e Crescimento Flérida Manguezal 1144 1451005 (D 419) Brusher e Schull 2009
(EUA)
Idade e Crescimento Flérida Manguezal 45 16-87(D?) Lara et al. 2009
(EUA)
Caracterizagéo da Pesca (gahi_e:) Manguezal 8 261 - 645 (D 394) Giglio e Freitas 2013
rasi
Uso do Habitat Espirito Santo Manguezal 176 59-457 (CD 192) Este estudo 2014
(Brasil)

Ecologia de Meros Juvenis em um Habitat de Manguezal

Foram medidos e pesados 176 meros juvenis, entre novembro de 2011 a outubro de
2013 e destes marcados 130, com 21 recapturas. As capturas utilizando-se armadilhas
totalizaram 162 meros juvenis, com exemplares medindo entre 59 e 457 mm (média = 192 mm)
de comprimento total (CT) e entre 49 e 358 mm (média = 154 mm) de comprimento padr&o,
pesando entre 3 e 1530 g (média = 160,2 g).

A relagdo entre 0 comprimento total (CT) e o comprimento padr&o (CP) (R*=0,98) e a
relagdo peso-comprimento total (CT) (R®> = 0,99) apresentaram forte correlacdo entre as

unidades biométricas para Epinephelus itajara juvenil (Figura 3).
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Figura 3. Relagdo do comprimento total (CT) com o comprimento padrdo (CP) (superior) e o peso (PT) (inferior) de
Epinephelus itajara juvenis em habitat de manguezal na APA de Conceigdo da Barra entre novembro de 2011 a
outubro de 2013 (N = 162).

As capturas de meros ocorreram significativamente com maior frequéncia na estagéo
quente e Umida (verdo), entre os meses de novembro a abril (Mann Whitney: Z(U) = 2,5621; p =
0,0104). O periodo entre junho a setembro (Kruskal-Wallis: H = 7,7852; p = 0,0204) apresentou
significativamente menor freqliéncia de captura de Epinephelus itajara juvenis por armadilha
(CPUE) que os periodos entre outubro a janeiro e fevereiro a maio. Os resultados mostram
declinio acentuado no numero de captura de meros juvenis, a partir de maio atingindo menor
captura em julho e méaxima captura em novembro. Entre junho a setembro, 0 nimero médio de
captura de meros juvenis por armadilha (0,11 meros juvenis / armadilha / més) foi praticamente
trés vezes menor que outubro a janeiro (0,32 meros juvenis / armadilha / més) e fevereiro a maio

(0,34 meros juvenis / armadilha / més) (Figura 4).
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Figura 4. Captura mensal de Epinephelus itajara juvenis por armadilha (CPUE) em habitat de manguezal no Estuério
da APA de Conceigdo entre novembro de 2011 a outubro de 2013 (N = 162).

A frequéncia das classes de tamanho dos meros juvenis coletados foi principalmente
representada por individuos entre 100 a 300 mm (£90%). As classes acima de 300 mm foram
pouco representadas e nenhum exemplar abaixo de 50 mm foi coletado. A auséncia de coletas
abaixo de 50 mm e acima de 500 mm provavelmente pode indicar uma seletividade do método

de coleta e tamanho das armadilhas (Figura 5).
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Figura 5. Abundéncia relativa (%) por classes de tamanhos de Epinephelus itajara juvenis capturados em habitat de
manguezal no Estuario da APA de Conceigdo (ES) entre novembro de 2011 a outubro de 2013 (N = 162).

O comprimento total médio dos meros juvenis capturados, no periodo de transicao entre
as estacdes do verdo e inverno foi significativamente (p < 0,0001) maior que outros periodos do

ano. Os meses entre abril a junho (N = 41) apresentou média (@) de 219 mm, que é

35



significativamente maior que nos agrupamentos dos meses de julho a setembro (N = 17; ® =149
mm; p < 0,05), outubro a dezembro (N = 48; ® =175 mm; p < 0,05) e janeiro a mar¢o (N = 56;
® =173 mm; p < 0,05) (Figura 6).
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Figura 6. Box plot dos comprimentos totais (CT) em mm de Epinephelus itajara juvenis em quatro periodos
temporais distintos (1. Jan-Mar; 2. Abr-Jun; 3. Jul-Set e 4. Out-Dez) indicando a média aritmética, desvio padrédo e
valores extremos (outliers) (®). Periodos temporais sdo significativamente diferentes (p < 0,0001) com média de CT
significativamente maior no periodo de transicdo (Abr-Jun) entre as estacdes de verdo e inverno em habitat de
manguezal no Estuario da APA de Conceigdo (ES) entre novembro de 2011 a outubro de 2013 (N = 162).

DISCUSSAO

As espécies Epinephelinae ocorrem em muitos habitats similares e provavelmente
devem ocorrer sobreposi¢es nos limites ecoldgicos das espécies. No entanto, caracteristicas
particulares de cada espécie ja denotam uma separacdo de nicho, apesar de serem raros 0S
estudos ecologicos de associagdo entre as espécies. Os diferentes limites de profundidade e
tamanho corporal separam a maioria dos nichos ecoldgicos das espécies Epinephelinae. Apesar
da grande possibilidade de sobreposicao nos limites desses nichos, a competicdo é atenuada por
presas diferentes e de tamanhos distintos (Roughgarden 1974).

Os habitats de manguezal foram exclusivamente os principais ambientes registrados nos
estudos comparativos sobre Epinephelus itajara juvenis em diversos ambientes costeiros
(Flérida, Golfo do México, Caribe e Brasil) e raramente encontrados em outros ambientes
costeiros analisados para a subfamilia Epinephelinae. A frequéncia de captura em todos 0s
meses do ano, assim como as recapturas obtidas no presente estudo, somada aos estudos

realizados anteriormente sobre a biologia de meros juvenis em habitats de manguezais (Botero
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& Ospina 2003; Bullock et al. 1992; Eklund e Schull 2001; Eklund 2005; Hostim-Silva et al.
2005; Frias-Torres 2006; Koenig et al. 2007; Cass-Calay & Schmidt 2008; Frias-Torres & Luo
2008; Brusher & Schull 2009 e Lara et al. 2009), indicam que estes ambientes sdo importantes
ndo apenas como areas de transito para 0s juvenis da espécie, mas sim como habitats
fundamentais ao crescimento destes individuos durante esta fase de maior vulnerabilidade a
predadores.

Para um peixe recrutado em um estuario como pos-larva, o fator principal que direciona
a selecdo de habitat e a sobrevivéncia é o risco de predacdo e a disponibilidade de alimento
(Paterson e Whitfield 2000; Laegdsgaard e Johnson 2001). Portanto, os habitats de manguezal
claramente fornecem condicGes fundamentais para Epinephelus itajara juvenis, pela abundancia
de distintas classes, 0 que ndo ocorre em outros habitats dos ecossistemas costeiros.

As capturas de Epinephelus itajara juvenis foram significativamente menores durante o
periodo mais frio e seco (junho a setembro) no estuario da Area Preservacio Ambiental de
Conceicdo da Barra (ACB) e corrobora com dados de Sadovy e Eklund (1999) e Eklund e
Schull (2001) que identificaram um padrdo de baixa freqiiéncia de captura de meros juvenis no
periodo de inverno em habitats de manguezal na regido da Florida. No entanto, a baixa captura
foi atribuida a diminui¢do no metabolismo de E. itajara em fungdo da queda de temperatura da
agua, com conseguente baixa atividade de deslocamento e baixa razdo de consumo (Eklund &
Schull 2001).

Em estuarios tropicais, o regime de chuvas e a salinidade parecem ter maior influéncia
na distribuicdo e abundancia das comunidades de peixes do que a variacdo na temperatura
(Barletta-Bergan et al. 2002) e E. itajara juvenis parecem ser mais abundantes em ambientes
com poucos periodos de hipoxia e menor variacdo na salinidade (Eklund 2005). Apesar de
evidéncias sugerindo maior importancia na variagdo de temperatura que a precipitacdo para a
abundancia da ictiofauna no estuario da ACB (Hostim-Silva et al. In prep.), na distribuicdo e
abundéancia de E. itajara juvenis é necessario avaliar com maior critério a interferéncia de
parametros oceanograficos (salinidade, oxigénio dissolvido e produtividade priméria) (Koenig
et al. 2007) e da hidrodinamica. Além disso, ha evidéncias de que as flutuagdes sazonais nas
comunidades da ictiofauna estuarina possam ser induzidas por regime de chuvas, padrdes
reprodutivos e aumento no recrutamento de peixes na fase pds-larvas através de deslocamentos
entre a parte superior e inferior do estuédrio (Blaber 2000; Barletta et al. 2003) ou até o
deslocamento para &reas mais profundas afastadas da costa onde a temperatura pode se manter
mais constante em periodos de frentes frias (Koenig et al. 2011).

A presenga significativa de Epinephelus itajara juvenis com maior comprimento total
médio (CT) no habitat de manguezal, entre abril a junho, provavelmente coincide com 0s meros
juvenis pds-larvas recrutados no ano anterior. Como as larvas pelédgicas recém recrutadas, de

tamanho reduzido, ndo foram coletadas pelas armadilhas ou ndo ocorrem em grande ndmero no
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periodo do verdo (janeio a marco) hd uma tendéncia esperada de aumento na média do
comprimento total médio antes do recrutamento de novas larvas pelagicas no estuario. Os
menores individuos coletados pelas armadilhas (58 e 69 mm) foram capturados justamente no
més de junho, indicando a presenca de juvenis pds-larvas no estuario. Os tamanhos maiores de
E. itajara entre abril a junho sugerem capturas mais frequentes de exemplares juvenis
recrutados na estagdo reprodutiva do ano anterior. O que vem corroborar com nossa afirmativa
supra de que estes ambientes ndo servem apenas areas de transito, mas como habitats
fundamentais para o crescimento dos meros na fase juvenil.

O periodo de estabelecimento das larvas peldgicas de E. itajara nas areas estuarinas
subtropicais da Florida foi observado entre 49 (CP: 16 mm) a 112 (CP: 87 mm) dias ap6s a
agregacao reprodutiva com pico de atividades no verdo. Os dados de comprimento padrao (CP)
dos menores meros (49 e 58 mm) capturados em junho, no estuario da ACB, comparados com
estudo de Lara et al. (2009) sincroniza a agregacdo reprodutiva da ACB entre 80 a 90 dias
anteriores que coincide com o final do ver&o (margo) no hemisfério sul tropical.

Os aspectos biol6gicos e reprodutivos de E. itajara em ambientes tropicais sdo pouco
conhecidos, porém nosso estudo traz evidéncias que corroboram com baixa capturas de meros
juvenis no periodo de inverno (Sadovy e Eklund 1999; Eklund e Schull 2001) e formacédo de
larvas pelagicas durante o periodo de verdo (Bullock et al. 1992; Lara et al. 2009), como ocorre
em areas subtropicais.

O alto numero de capturas (CPUE) e baixo indice no comprimento total médio de E.
itajara juvenis na ACB no Espirito Santo (Brasil), comparados com outros sistemas de rios e
canais de manguezais na Floérida (EUA), descritos por Eklund (2005), podem indicar
seletividade no tamanho da armadilha, na estratégia de captura ou indicar que E. itajara juvenis
na ACB sdo realmente pequenos.

No Brasil, Giglio e Freitas (2013) caracterizando a ictiofauna por método de pesca
tradicional, com cerco de rede em manguezal (camboa) recentemente registraram a captura de
oito exemplares juvenis entre 261 a 645 mm de comprimento total durante um ano. A média
superior (394 mm) aos dados encontrados na ACB pode indicar a seletividade do método, mas
ao mesmo tempo demonstram que a abundéncia de meros juvenis (> 500mm) em &reas de
associadas as raizes manguezais € baixa.

A abundancia de E. itajara juvenis maiores (> 500mm) que os limites encontrados neste
estudo ndo devem ser atribuido apenas a seletividade do método de captura. Com 0 aumento no
tamanho dos peixes juvenis, 0 acesso em areas com estrutura complexa das raizes submersas
dos manguezais se torna mais restrito. Desta forma os juvenis maiores, com limitado acesso as
fontes de alimento entre as raizes submersas dos manguezais e menos vulneraveis a predadores
pelo aumento de tamanho, comecgam a se afastar da borda densa dos manguezais para areas mais

abertas, buscando refagios nos fundos lamosos (mudflat) (Laegdsgaard e Johnson 2001).

38



Dois fatores merecem atencdo para serem considerados no estuario da ACB, que pode
influenciar na menor média de comprimento total dos meros juvenis em relacdo a outros
habitats de manguezais. Primeiro, pode-se atribuir & pesca predatdria, ao uso de redes no interior
do estuério. Este método de pesca proibido neste tipo de habitat tem seletivamente retirado
peixes maiores de diversas espécies no estuario, além de causar a morte de peixes juvenis de
importancia comercial, inclusive os meros e tem sido uma pratica frequentemente observada na
regido. Segundo, a intervencdo de dragagem do canal principal e constru¢do de moles para
conter erosdo em areas adjacentes a foz do estudrio. Neste caso 0s canais secundarios de
manguezais sofreram acelerado processo de assoreamento nos Gltimos anos, tornando os canais
de acesso para as areas de manguezais muito rasos (< 1m) e alterando os processos fisicos e
quimicos internos no estuério (Reuss-Strenzel e Assuncdo 2008), dificultando a permanéncia de
peixes e juvenis maiores nos canais secundarios. E importante considerar que juvenis maiores
devem se estabelecer ao longo de todo sistema, emigrando-se de habitats de qualidade inferior
(Eklund 2005). Esse processo de assoreamento foi intensificado na dragagem, porém,
pescadores locais confirmam que os canais secundarios eram mais profundos e relatam ter sido
comum encontrar meros juvenis grandes préximos do manguezal.

Os dados obtidos neste estudo nédo sdo suficientes para caracterizar 0s manguezais como
habitat bercério de Epinephelus itajara juvenis, mesmo porque a definicdo e distingdo entre
habitats bercarios e habitats essenciais sdo complexos e ainda passiveis de discussdo. Beck et al.
(2001) propuseram adequacdes que definiriam melhor a utilizagdo do termo. O fundamento
chave para definir um habitat bercario implica demonstrar que a contribuicdo desse habitat por
unidade de area, de individuos recrutados para populacdo adulta, ¢ maior que a média de outros
habitats. Dahlgren et al. (2006) complementa sugerindo a aplicagdo do termo Habitat Juvenil
Efetivo (Effective Juvenile Habitat - EJH), que difere do conceito proposto por Beck et al.
(2001), quando considera que a proporcdo de individuos juvenis que um habitat particular
contribui para as populacdes adultas é independente de sua area de abrangéncia.

Koenig et al. (2007) caracterizaram 0s manguezais como habitats bercarios essenciais,
porém argumentam sobre a dificuldade no estabelecimento da contribuicdo do habitat de
manguezal para populacdo relativa de merosadultos. Isto porque a espécie na fase juvenil
raramente ocupa outro habitat além do manguezal. Portanto, a medida da abundancia regional
de meros adultos relacionada com as areas de manguezais adjacentes pode inferir sobre a
contribuicdo do habitat de manguezal para a populacdo adulta.

A importéncia dos habitats de manguezal como bercério tem sido uma das principais
razdes para apoiar a conservacdo e manejo desses habitats e conter sua rapida perda (Sheridan e
Heys 2003). Habitats de manguezais e seagrass provavelmente fornecem estrutura que suportam
muitas das espécies de peixes recifais de importancia econdmica (Nagelkerken et al. 2000).

Contudo, ndo € necessario caracterizar um habitat como bercario para determinada espécie,
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antes que sejam tomadas medidas de protecdo, conservacao e restauracdo desses habitats (Beck
et al. 2001).

Os dados levantados demonstram que os meros freqiientam ativamente 0s manguezais
nos seus estagios iniciais de vida e sugere que este ambiente pode servir como bercario e como
habitat relevante durante sua fase juvenil em todos os limites de sua distribuicdo. O papel dos
habitats de manguezal é definitivamente importante na protecdo contra predadores, no
fornecimento de fontes de alimento e abrigos para as espécies. O grau de dependéncia e
utilizacdo dos manguezais pela ictiofauna em ambientes tropical e subtropical é varidvel para
cada espécie e conforme a natureza associada a cada sistema de manguezal (Sheridan e Hays
2003; Lugendo et al. 2006; Nagelkerken et al. 2008). Além disso, como os ambientes recifais
podem ser muito competitivos pela disponibilidade limitada de espaco, a manutengdo do fluxo
entre estes habitats e habitats rasos (seagrass e manguezais) pode resultar em maior ganho de
biomassa para peixes jovens e adultos e consequentemente, maior aptiddo para sobrevivéncia
(Parrish 1989).

Os dados referentes a APA de Conceicdo da Barra, apresentados neste trabalho
identificou alta freqliéncia (90%) de meros juvenis entre 100 a 300 mm, o que ndo ocorreu nos
principais estudos pesquisados com juvenis da espécie (Bullock et al. 1992; Eklund 2005;
Eklund e Schull 2001; Frias-Torres 2006; Koenig et al. 2007; Bruscher & Schull, 2008; Murie
et al. 2008). Neste estudo, 0s meros juvenis foram capturados ao longo de todos os meses do
ano, com freqliéncia de captura significativa no periodo que compreende a estacdo quente e
chuvosa no Brasil tropical e com tamanhos significativamente maiores no periodo de transigcdo
entre o fim do verdo e inicio do inverno (estacéo fria e seca).

Os meros juvenis ndo sdo limitados por recursos alimentares, mas pela qualidade do
habitat disponivel (Frias-Torres 2006; Koenig et al. 2007), portanto, alteracbes no habitat
devem refletir na distribuicdo e abundancia da espécie. Essas alteragdes podem ser avaliadas
pela abundéancia da espécie alvo, o que pode influenciar no monitoramento do habitat (Eklund
2005).

A alta abundancia de meros juvenis, com média de comprimento total inferior a média
de outros habitats estuarinos ao longo de dois anos consecutivos e auséncia de meros juvenis
maiores de 500 mm, sugere que a ACB pode ter qualidade inferior de sobrevivéncia de meros
juvenis ou alta pressdo pela pesca predatoria. Lacerda (1993) comenta que a pesca ilegal, com
artefatos proibidos e 0 avanco da ocupacgéo industrial e urbana tem comprometido a qualidade
dos habitats de manguezal em diferentes graus de ameaga por toda costa da América Latina.

Desta forma, estas observacGes sdo importantes a serem levadas em consideracdo no
momento de propor medidas de protegéo integral e recuperacdo de ambientes costeiros (recifes
costeiros e manguezais), controle eficaz da pesca e pesquisas de longo prazo para identificar

habitats relevantes que possam servir de bercarios e reprodugdo dos meros.
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Apesar da necessaria prudéncia na manutencdo da proibicdo da pesca dos meros na
costa brasileira, a medida a longo prazo se tornara ineficaz sem que os habitats de manguezal e a
conectividade com habitats recifais dos ciclos de vida das espécies ameacadas (Vila-Nova et al.
2011), ndo sejam recuperados e protegidos integralmente.Especificamente para Epinephelus
itajara, um plano efetivo de recuperacdo, depende da restauracdo das caracteristicas fisicas e
particulares do manguezal (Ogden et al. 2005; Koenig et al. 2007)

Especificamente as areas de protecdo ambiental (APA) no Brasil, como a APA de
Conceicdo da Barra, tem se mostrado muito frageis na protecdo de espécies ameagadas. Ao
longo de mais de uma década de vigéncia da proibicdo de pesca dos meros (Epinephelus
itajara) na costa brasileira, pouco avango ocorreu na cria¢do de areas de protecdo integral para

preservacdo e recuperacdo de areas de manguezais e areas costeiras marinhas no Brasil.
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RESUMO

O mero Epinephelus itajara esta como espécie criticamente ameacada em todo seu
limite de distribuicdo nos habitats costeiros estuarinos e recifais. A pesca e destruicdo dos
habitats sdo as principais ameagas. Apesar da urgente necessidade de protecdo da espécie 0s
estudos genéticos sdo raros e o status de conservacdo genético da espécie ainda é pouco
conhecido. O presente estudo faz uma caracterizacdo populacional genética dos meros
(Epinephelus itajara) a partir de dois marcadores mitocondriais (Cyt b e D-Loop), para assim
determinar se esta espécie pode dispersar por longas distancias mantendo o fluxo genético entre
0s grupos populacionais ou se o transporte larval € limitado. O estudo analisou as hipéteses de
populagdo Unica ou subdivisdo na genética populacional de E. itajara, indicativos do fluxo e da
diversidade genética entre os estuarios, como forma de avaliar o status de conservacdo da
espécie na sua area de distribui¢do especialmente na costa do Brasil. Os resultados da genética
populacional indicaram moderada a alta diversidade haplotipica e baixa diversidade nucleotidica
provavelmente associada a colonizagdo recente, com grande ndmero de hapldtipos raros
predominantemente com passos mutacionais Unicos. Os dados ndo revelaram estruturacdo
populacional, no entanto, variacdo genética significativa para ambos os marcadores foi
encontrada entre as unidades populacionais da Bahia com Espirito Santo apesar da proximidade
geografica, indicando a presenca de barreira para o fluxo genético. Variagdes genéticas
significativas pelo marcador D-Loop foram observadas entre o Pard e a Bahia em relacdo a
maior parte das unidades populacionais. Ndo houve correlacdo signficativa de divergéncias
genéticas e a distancia geograficaentre as unidades populacionais analisadas.

Palavras chaves: Genética populacional, espécie ameacada, fluxo genético, Epinephelinae

INTRODUCAO

O mero Epinephelus itajara(Lichtenstein, 1822) é a maior das garoupas do Oceano
Atlantico (> 400 kg). E encontrado em é&guas tropicais e subtropicais do Atlantico Oeste, da
Flérida ao sul do Brasil, incluindo o Golfo do México e o Caribe e ao longo da costa oeste
africana, do Congo ao Senegal (Heemstra e Randall 1993; Craig et al. 2012). A espécie habita
aguas marinhas e salobras e esta associada a substratos complexos e duros com recifes,
saliéncias de rochas, fundos rochosos, faixas de manguezais e navios naufragados (Gerhardinger
et al. 2006). Os meros adultos ocorrem em recifes com profundidades menores que 50m,
enquanto juvenis de Epinephelus itajarasdo bentdnicos, ocupando estuérios e linhas costeiras

com manguezais (Eklund e Schull 2001).
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O crescimento lento, longevidade e caracteristicas comportamentais como tendéncia de
formar agregagdes reprodutivas fazem as populacBes de meros tornarem-se susceptiveis a
pressdo da pesca (Bullock et al. 1992; Koenig et al. 2011). Os meros adultos e juvenis
demonstram caracteristica de fidelidade de local e sdo mais ativos durante o periodo de verdo
pelo aumento da temperatura da &gua, porém, ndo ha evidéncias de migracdo e um padréo
temporal definido para a presenca e auséncia dos meros juvenis (Eklund e Schull 2001; Koenig
et al. 2007). Migragdes reprodutivas para locais chaves definidos, como observados para varias
espécies da subfamilia Epinephelinae (Sadovy et al. 1994; Aguilar-Perera e Aguilar-Davila
1996; Sedberry et al. 2006; Coleman et al. 2011), ndo foram totalmente esclarecidas para
Epinephelus itajara (Colin et al. 1990; Mann et al. 2008), mas ha evidéncias, por marcagdes de
individuos, que agregacdes reprodutivas de E. itajara ocorram em locais particulares, onde
adultos podem realizar movimentos periddicos a longas distancias, para regides afastadas da
costa (Pina-Amargos e Gonzaléz-Sansén 2009).

O ciclo de vida de E. itajara inclui mudangas ontogenéticas com as larvas marinhas
pelagicas ocorrendo da zona costeira para ambientes mais rasos. A duracdo do periodo larval
planctonico do mero pode variar entre 30 a 80 dias apds a desova (Lara et al. 2009).

Como a dispersdo de larvas pelagicas esta correlacionada a conectividade entre o0s
ambientes, provavelmente depende de regimes oceanograficos locais, atributos da biologia
larval e aspectos do comportamento reprodutivo dos adultos que facilitam o recrutamento local
(Mora e Sale 2002). A fase larval extensa sugere que 0s peixes possam exibir altos niveis de
dispersdo e como resultado podem mostrar falta de estrutura de estoque em escala oceénica,
regional e subregional (Aboim et al. 2005). A retencdo larval por espécie de desova agregada
pode ser seletivamente vantajosa para assegurar que a larva e os juvenis tenham acesso aos
recursos necessarios, porem a alta dispersdo e a maior conectividade pode ndo garantir fluxo
genético homogéneo (Portnoy et al. 2013).

Os primeiros dados genéticos sobre garoupas, badejos e meros dos géneros Epinephelus
e Mycteroperca no Atlantico surgiram no final da década de 1990 com os trabalhos de estrutura
populacional com DNA mitocondrial (Richardson e Gold 1997; Gold e Richardson1998) e
microssatélites (Stevenson et al. 1998; Chapman et al. 1999). Recentemente, estudos de
filogenia molecular da subfamillia Epinephelinae (Craig e Hastings 2007), filogeografia de E.
itajara (Craig et al. 2009) e DNA Barcoding (Torres et al. 2013) acrescentaram novos
conhecimentos para Epinephelus itajara.

As informagbes sobre a caracterizagdo genética e estrutura populacional para
Epinephelus, Mycteroperca e outros Serranidae no Atlantico tiveram maior importancia nos
altimos 15 anos a partir dos estudos de Ward et al. (2002), Carlin et al. (2003), Zatcoff et al.
(2004); Maggio et al. (2006) e Rivera et al. (2011), sendo os trabalhos de Silva-Oliveira et al.

(2008) e Benevides (2011) especificamente sobre E. itajara. Com o0s primeiros trabalhos,

48



surgiram os primeiros marcadores nucleares especificos da subfamilia Epinephelinae, incluindo
das espécies ameacadas pela pesca comercial, dentre elas E. itajara (Zatcoff et al. 2002;
Ramirez et al. 2006; Silva-Oliveira et al. 2012; Seyoum et al. 2013).

No Brasil, como na maior parte do mundo, os grandes meros se encontram sob ameaca,
com populagdes decrescentes, resultado da pressdo pesqueira e da degradacdo do habitat
(Ferreira et al. 2006). A lista da IUCN (International Union for Conservation of Nature)
apresenta E. itajara como uma espécie criticamente ameagada (IUCN 2013). No Brasil, a
Normativa Interministerial 13/2012 publicada pelo Ministério do Meio Ambiente e pelo
Ministério da Pesca e Aquicultura estabelecea proibicao de pesca até 2015.

Ferreira e Maida (1995) destacaram a escassez dos estudos sobre ciclos de vida ou
abundéncia dos meros no Brasil, no entanto, quase duas décadas depois, poucos avangos
cientificos foram produzidos no Brasil e praticamente em quase todo seu limite de distribuicdo
no Atlantico Tropical e Subtropical. Desde a vigéncia da ultima moratéria de proibicdo da pesca
em 2012, os trabalhos cientificos foram vistos como prioridade maxima para contribuir com o
conhecimento e a conservagdo de E. itajara,. Ainda assim, a dindmica populacional de E.
itajara é pouco conhecida e muitos questionamentos ainda ndo foram totalmente solucionados
no que diz respeito a caracterizagdo populacional genética dos meros e a certificagdo do status
de conservagdo destes estoques ao longo da costa brasileira.

O presente estudo verificou a existéncia de estruturacdo populacional genética dos
meros (Epinephelus itajara), para assim determinar se esta espécie pode dispersar por longas
distancias mantendo o fluxo genético entre os grupos populacionais ou se o transporte larval é
limitado. O estudo analisou as hipdteses de populacdo Unica ou subdivisdo na genética
populacional de Epinephelus itajara (meros), indicativos do fluxo e da diversidade genética
entre os estuarios, como forma de avaliar o status de conservacdo da espécie na sua area de

distribuicdo,especialmente na costa do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Coleta de Material

Um total de 218 individuos da espécie E. itajara foi analisado, sendo que as amostras
foram obtidas nas seguintes localidades: Pard (N = 10); Pernambuco (N = 25); Sergipe (N = 14);
Bahia (N = 50); Espirito Santo (N = 114); Santa Catarina (N = 5) (Tabela I).

Amostras da nadadeira caudal de exemplares juvenis capturados foram retiradas pelo
método descrito por Wasko et al. (1993). Os exemplares foram pesados e medidos
(comprimento total e padrdo), sendo em seguida, marcados e soltos na area de captura. A

marcacdo foi efetuada através de etiquetas plasticas especificas numeradas (tags T-anchor). Os
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tecidos para estudo genético foram conservados em alcool PA 95% e posteriormente

armazenados a -20°C.

Tabela I. Nimero de exemplares (N) de Epinephelus itajara (mero) obtidos para cada localidade na costa brasileira.

Estuario N Localidade Coordenadas
Peninsula Bragantina 10 Braganca (PA) 00°58” S —46°42> O
APA Costa dos Corais 25 Tamandaré (PE) 08°41” S —35°06" O
Delta do Rio S&o Francisco 14 Vaza Barris (SE) 11°08* S—-37°10° O
Rio Caravelas 50 Caravelas (BA) 17°43> S —39°16’ O
APA de Conceicédo da Barra 114 Conceigéo da Barra (ES) 18°36° S —39°44’ O
Baia de Babitonga 5 Séo Francisco do Sul (SC) 26°16° S —48°42° O

Extracdo, Amplificacdo e Sequenciamento do DNA

A extracdo do DNA foi realizada pelo protocolo de extracao salina descrito por Aljanabi
e Martinez (1997). A quantificacdo foi realizada em espectofotdmetro Nanodrop2000®. As
amplificacbes dos genes mitocondriais Citocromo b (Cyt b) e a Regido Controle (D-Loop)
foram realizadas utilizando-se 12,5 uL de volume total de reacdo: 1X de buffer da enzima Taq
DNA polimerase (200 mM Tris-HCI pH 8,4; 500 mM KCI); 1,5mM MgCl,; 0,2mM dNTP; 1
unidade da enzima Tag DNA Polimerase (PHT Phoneutria®), 10 ng/uL de DNA e 0,2uM de
primers. Os primers Cyt b foram itaCB F: 5- CTA CAA AAA CCC TAT CAATGA CC-3'e
itaCB R: 5'- GGT GAA GTT GTC TGG GTC-3' (Craig et al. 2009) e os primers D-Loop foram
DLBI1: 5°- AGC RYC GGT CTT GTA ATC CG -3’ ¢ DLB2: 5°- GGY YCA TCT TGA CAT
CTT CAG-3".

O gene Cyt b foi amplificado nas seguintes condi¢des: 94°C por 2 min; 35 ciclos de
denaturacdo a 94°C por 30 s, anelamento a 49°C por 30 s e extensdo a 68°C por 45 s; com
extensdo final de 68°C a 3 minutos. O D-Loop foi amplificado a 95°C por 5 min; 34 ciclos de
denaturacéo a 95°C por 1 min, anelamento a 50°C por 1 min e extensdo a 68°C por 1 min; com
extenséo final de 68°C a 5 minutos.

Os segmentos do DNA foram visualizados em gel de agarose a 1% em TAE 1X (Tris-
Acetato EDTA) com uso de GelGreen (Biotium®) sob transluminador de luz azul.

A reacdo de seqlienciamento (Sanger et al. 1977) foi preparada para volume final de 7
puL com 0,35uL de primer Cyt b ou D-Loop; 1,05 uL de buffer BigDye® Terminator v1.1, v3.1
5X para seqlienciamento e 0,7 uL BigDye® Terminator v3.1 Cycle e 1.0 puL de DNA. O mix
foi colocado no termociclador para PCR de seqlienciamento incubando a 96°C por 2 min
seguindo de 35 ciclos com 96°C de desnaturagdo por 30 s; 54°C de anelamento por 15 s e
extensdo a 60°C por 4 min. A leitura dos fragmentos de DNA sequenciados foi realizada em

sequenciador automatico modelo ABI Prism 3130 (Applied Biosystems).
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Alinhamento
As sequéncias foram organizadas em consensus pelo programa Geneious v.4.8.5
(Drummond et al. 2009) (http://www.geneious.com/). As sequéncias mitocondriais do Cyt b e

Regido Controle (D-Loop) de Epinephelus itajara foram validadas com pesquisa de busca no
GenBank para sequéncias similares disponivel no NCBI website
(http://Awww.ncbi.nih.gov/BLAST). As sequéncias de espécies evolutivamente similares,
Epinephelus fuscoguttatus, E. lanceolatus e E. quinquefasciatus foram adicionadas como grupos
externos. Todas as sequéncias foram alinhadas usando programa  Muscle
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) (Edgar 2004).

Andlises filogenéticas

A composicdo nucleotidica e andlises das distancias genéticas intraespecificas e
interespecificas foram estimadas pelo modelo de Kimura 2-parametros com 10.000 pseudo-
réplicas de bootstrap. As sequéncias de haplétipos dos marcadores Cyt b e D-Loop foram
analisados para reconstrucdo da arvore consenso de relacionamento genético dos haplétipos e os
grupos geograficos utilizando-se o programa Mega v.5.2 (Tamura et al. 2011) pelo método
estatistico de analise probabilistica de méxima verossimilhanga (MV) pelo modelo GTR
(General Time Reversible), com bootstrap de 10.000 pseudo-réplicas (Felsenstein, 1981) e
indicados os indices superiores a 50%.

As analises da taxa de saturacéo e o grafico de dispersdo das transi¢cdes e transversdes
foram gerados no programa DAMBE v. 5215 (Xia 2000; Xia & Xie 2001)
(http://dambe.bio.uottawa.ca/dambe.asp).

Andlise de estruturacédo e diversidade

Foram definidas cinco unidades amostrais: Para, Pernambuco/Sergipe, Bahia, Espirito
Santo e Santa Catarina. Para as analises, amostras das unidades foram agrupadas para cada
localidade pelo programa DnaSP v.5 (Librado & Rozas 2009). Os grupos foram escolhidos
considerando trés aspectos: a localizagdo geografica, as caracteristicas das principais correntes
superficiais da costa brasileira e a geologia costeira.

A diversidade intrapopulacional foi analisada pela estimativa da diversidade genética
(h), probabilidade de dois hapl6tipos diferentes serem escolhidos aleatoriamente (Nei 1987) e a
diversidade nucleotidica (r), probabilidade de dois nucleotideos homoélogos diferentes serem
escolhidos aleatoriamente (Tajima 1983; Nei 1987).

A diferenciacdo genética entre cada grupo foi testada usando o indice Fsr (F-statistics)
(Wright 1951). Para obter esta diferenciacao foi testado em um modelo de estrutura geografica

definida a priori usando uma andlise de variancia molecular (AMOVA) baseada na anélise par a
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par pelo quadrado das distancias Euclidianas entre os haplotipos (Excoffier et al. 1992). As
andlises populacionais foram desenvolvidas usando o programa Arlequin versdo 3.11, sendo a
significancia estatistica de Fst determinada por permutacfes ndo-paramétricas, considerando-se
10000 permutacGes (Excoffier et al. 2005) e usando a significancia pela corregdo de Bonferoni.

Analise Filogeogréfica

A anélise filogenética de Epinephelus itajara da costa brasileira foi baseada nos
relacionamentos genéticos dos haplétipos das sequéncias de Cyt b e D-Loop, juntamente com 0s
grupos externos (Epinephelus fuscoguttatus, E. lanceolatus e E. quinquefasciatus), para
determinar como as populacdes foram relacionadas e avaliar alguma evidéncia de dispersdo
historica e colonizacdo entre as regides.

Para estabelecer a relagdo entre os haplétipos, uma rede de haplé6tipos de E. itajaradas
unidades amostrais foi criada com critério de parciménia estatistica, calculada pelo algoritmo
Median-Joining utilizando o programa Network 4.6.1.2 (www.fluxus-engineering.com)
(Bandelt et al. 1999).

Histéria Demogréafica e Neutralidade

O histérico demografico e as expansdes espaciais das unidades populacionais foram
analisados usando as distribuicdes mismatch dos nucleotideos das diferencas par a par entre 0s
haplétipos pelo programa Arlequin versdo 3.11 (Excoffier et al. 2005). Este tipo de analise
discrimina se uma populacao sofreu rapida expansao populacional (possivelmente depois de um
gargalo) ou se manteve estavel ao longo do tempo (Rogers e Harpending 1992). A significancia
do relacionamento entre o log da divergéncia genética e o log da distancia geogréafica entre as
unidades populacionais foram analisados pelo Teste de Mantel pelo programa BioEstat v.5.3
(Ayres et al. 2007)

A distribuicdo unimodal (como uma curva de Poisson) ocorre se 0 acimulo de novas
mutacGes € maior do que a perda de variagdo através da deriva genética e a distribuicdo
multimodal ocorre se a geragdo de novas mutaces é compensada pela deriva genética aleatoria
(Rogers e Hapending 1992). O indice de Raggedness (rg) (Harpending 1994) e a soma dos
desvios quadrados (SSD) (Schneider e Excoffier 1999) foram aplicados para determinar se
alguma distribuicdo mismatch foi formada a partir de uma populagdo expandida (valores
pequenos) ou populacdo estacionaria (valores altos). Os parametros de expansdo demografica t
(escala de tempo mutacional), 8, e 0; (pardmetro de mutacdo antes e depois da expansao
(Harpending 1994) foram obtidos pelo Arlequin 3.11. O Arlequin também foi usado para testar
a hipotese de neutralidade das mutacdes ao longo do tempo pelos estimadores do teste D de

Tajima e Fs de Fu testados com 10.000 permutacdes (Tajima 1989; Fu 1997).

52



RESULTADOS

Composicao Nucleotidica (Cyt b)

A regido Cyt b do DNA mitocondrial (mtDNA) foi sequienciada em 216 individuos (668
bp) revelando uma diversidade de nove hapl6tipos. Do total de pares de bases (bp) 585 foram
sitios conservados, 83 sitios variaveis e cinco sitios informativos. A frequéncia de nucleotideos
foi de T = 0,238, C = 0,139, A = 0,320 e G = 0,303. Nao foi detectado saturacdo na taxa de
transicdo / transversao (ti/tv).

A distancia genética de Epinephelus itajara entre as unidades populacionais foi de 0,1%
entre as localidades da costa brasileira (Pard, Pernambuco, Sergipe, Bahia, Espirito Santo e
Santa Catarina. A distancia genética entre E. itajara e E. quinquefasciatus variou entre 6.5 a
6,6%, entre E. itajara e E. lanceolatus foi de 13,4% e entre E. lanceolatus e E. quinquefasciatus
foi de 12,4% pela sequéncia do Cyt b (663 bp) do DNA mitocondrial.

O dendograma reconstruido a partir da matriz de haplétipos Cyt b de E. itajara de seis
localidades da costa brasileira (Pard, Pernambuco, Sergipe, Bahia, Espirito Santo e Santa
Catarina) para 0 modelo de Maxima Verossimilhanca é suportado pela inclusdo de duas
espécies evolutivamente similares (E. fuscoguttatus e E. lanceolatus) com alto indice de
bootstrap (100 %) (Figura 1).

Epinephelus itajara foi totalmente separado das espécies E. lanceolatus e E.
guinguefasciatus, analisadas como grupo externo. Nenhum clado geografico foi diferenciado

geneticamente nos grupos populacionais pelo marcador Cyt b em E. itajara (Figura 1).

Composicao Nucleotidica (D-Loop)

A regido controle (D-Loop) do DNA mitocondrial (mt DNA) foi sequenciada em 216
individuos (771 bp) revelando uma diversidade de 44 haplétipos. Do total de pares de bases (bp)
716 foram sitios conservados, 54 sitios variaveis e 41 sitios informativos. A freqliiéncia de
nucleotideos foi de T = 0,366, C = 0,120, A = 0,340 e G = 0,174. N4o foi detectado saturacdo na

taxa de transicao / transversdo (ti/tv).
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Figura 1. Relacionamentos genéticos entre os hapldtipos das sequéncias dos marcadores Cyt b (esquerda) e D-Loop
(direita) das unidades populacionais de meros(Epinephelus itajara) pelo método de Maxima Verossimilhanga. Os
valores suporte de bootstrap (> 50%) sdo mostrados nos internds. Espécies congéneres E. lanceolatus e E.
quinquefasciatus foram usadas para raiz da arvore do marcador Cytb e E. fuscoguttatus e E. lanceolatus para raiz da
arvore do marcador D-Loop. BA: Bahia; ES: Espirito Santo; PA: Pard; PE: Pernambuco; SC: Santa Catarina; SE:

Sergipe.

A distancia genética de Epinephelus itajara entre as unidades populacionais das
localidades variou de 0,3% entre Bahia e Santa Catarina e 1,2% entre o Para e outras trés
localidades; Pernambuco, Bahia e Santa Catarina. A distancia genética entre E. itajara e E.
lanceolatus variou entre 24,1 a 24,2%, entre E. itajara e E. fuscoguttatus variou de 26,4 a
26,7% e entre E. fuscoguttatus e E. lanceolatus foi de 21,9% pela sequéncia da Regido Controle
(D-Loop) (526 bp) do DNA mitocondrial.

O dendograma reconstruido a partir da matriz D-Loop de E. itajara de seis localidades
da costa brasileira (Para, Pernambuco, Sergipe, Bahia, Espirito Santo e Santa Catarina) para o
modelo de Méaxima Verossimilhanca é suportado pela inclusdo de duas espécies evolutivamente

similares (E. fuscoguttatus e E. lanceolatus) por alto indice de bootstrap (99 %). O dendograma
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da matriz D-Loop mostra ainda, um haplétipo da localidade de Pernambuco (PE h40) que esta
suportando todos os demais hapl6tipos de E. itajara identificados nas outras localidades,
indicando uma linhagem historica provavel dos outros haplotipos (Figura 1).

Epinephelus itajara foi totalmente separado das espécies E. fuscoguttatus e E.
lanceolatus, analisadas como grupo externo. Nenhum clado geografico foi diferenciado
geneticamente nos grupos populacionais pelo marcador D-Loop em E. itajara (Figura 1).

Variabilidade Populacional

A diversidade haplotipica do Cyt b foi moderada, sendo observados valores entre
0,2967 + 0,1150 em Pernambuco e 0,6538 + 0,1060 em Sergipe. No entanto, a diversidade
nucleotidica foi extremamente baixa variando entre 0,0004 + 0,0005 em Pernambuco a
0,001348 + 0,001124 em Sergipe (Tabela II)

A diversidade haplotipica do D-Loop foi alta, sendo observados valores entre 0,7000 +
0,2184 em Santa Catarina e 0,9341 + 0,0448 em Sergipe. No entanto, a diversidade nucleotidica
foi baixa variando entre 0,00104 + 0,00103 em Santa Catarina a 0,0068 = 0,0039 em Sergipe
(Tabela 11).

Tabela Il. Diversidades haplotipicas (h) e nucleotidicas (r) intrapopulacionais para Epinephelus itajara pelos
marcadores mitocondriais Cyt b (Citocromo Oxidase) e D-Loop (Regido Controle).

CYTh D-LOOP

Grupos Populacionais Diversidade Diversidade Diversidade Diversidade

Haplotipica (h)

Nucleotidica (r)

Haplotipica (h)

Nucleotidica ()

Bahia 0,4668 + 0,0786 0,000737 +0,000776 0,7282 +0,0617 0,002870 +0,001789
Espirito Santo 0,4018 + 0,0504 0,000646 + 0,000650 0,8898 +0,0187 0,006315 + 0,003437
Paréa 0,5333 +0,1801 0,001135 +0,001025 0,8222 +0,0969 0,004711 + 0,002968
Pernambuco 0,2967 +0,1150 0,000471 + 0,000555 0,9058 +0,0380 0,005132 + 0,002968
Santa Catarina 0,4000 +0,2373 0,000600 + 0,000762 0,7000 +0,2184 0,001045 + 0,001039
Sergipe 0,6538 + 0,1060 0,001348 +0,001124 0,9341 +0,0448 0,006842 + 0,003949

Relacionamento Filogeografico da Populagéo

A estimativa de diferenciacdo genética par a par usando a estatistica F e os valores de p
para o Cyt b foi significativa apenas entre a Bahia e 0 Espirito Santo e entre Para e Espirito
Santo. No entanto, pela anélise do D-Loop houve diferenca significativa do grupo populacional
do Para com os grupos da Bahia, Pernambuco e Santa Catarina. Diferenga significativa também
foi observada entre o grupo populacional da Bahia e todos os outros grupos, exceto Santa
Catarina (Tabela I11).
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Tabela I11. Distancias genéticas das unidades populacionais e valores de p (** = p< 0,01, pela correco de Bonferoni)
para os dados do Fst de Epinephelus itajara na costa brasileira pelos marcadores Cyt b (diagonal esquerda) e D-Loop
(diagonal direita).

Bahia Espirito Santo Para Pernambuco Santa Catarina Sergipe
Bahia 0,07324** 0,63283** 0,06167** -0,04681 0,21175**
Espirito Santo 0,04885** 0,31408 -0,00144 0,01525 -0,00615
Para 0,09655 0,13045** 0,41454** 0,60788** 0,23272
Pernambuco 0,02646 -0,00007 0,05085 -0,00344 -0,00936
Santa Catarina -0,10627 -0,01711 0,00497 -0,01708 0,12197
Sergipe 0,03450 0,06655 0,11680 0,09741 -0,09316

A andlise de varidncia molecular de cinco grupos selecionados previamente (Para,
Pernambuco/Sergipe, Bahia, Espirito Santo e Santa Catarina) para Cyt b e D-Loop indicaram
baixa variancia atribuida as diferencas entre as popula¢des. Os resultados mostram que ndo
houve estruturacdo geografica entre os grupos. Com base nestes resultados e na tabela de
distancias genéticas geradas foi realizada a analise de variancia molecular (AMOVA) com trés
grupos populacionais (1. Para; 2. Bahia; 3. Pernambuco, Sergipe, Espirito Santo e Santa
Catarina) (Tabela IV).

Os marcadores Cyt b e D-Loop ndo indicaram estruturacdo significativa entre 0s
agrupamentos populacionais realizados, no entanto, os valores significativos (Fst) par a par das
localidades observados demonstram maior frequéncia de diferenciacdo genética importante

entre as unidades do Para e da Bahia, com as demais unidades populacionais.

Tabela IV. Anélise da variancia molecular (AMOVA) de Epinephelus itajara para Cyt b e D-Loop do DNA
mitocondrial, com tres grupos populacionais: 1. Para; 2. Bahia; 3. Pernambuco, Sergipe, Espirito Santo e Santa
Catarina.

Marcador Fonte de Variacio df Soma dos Componentes % de indices de Fixacio Valores

Molecular ¢ v Quadrados de Variancia Variacdo & de p

Entre grupos 2 1,695 0,00965 3,81 FCT = 0,03806 0,13277

Cytb Entre populacdes dentro 3 1,051 0,00484 1,91 FSC =0,01983 0,14257
dos grupos

Dentro das populacoes 210 50,202 0,23906 94,29 FST =0,05713 0,00802

Entre grupos 2 40,663 0,38272 15,79 FCT =0,15795 0,19356

D-Loop Entre populacdes dentro 3 7,767 0,02500 1,03 FSC =0,01225 0,31921
dos grupos

Dentro das populacoes 208 419,192 2,01535 83,17 FST =0,16827 0,00000

O relacionamento entre a divergéncia genética e a distancia genética das unidades
populacionais ndo mostrou correlacdo significativa para os marcadores Cyt b (r = 0,1857; p =

0,5076) e D-Loop (r = 0,5131; p = 0,0504), indicando que a distancia geogréfica ndo foi a
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principal causa das divergéncias genéticas entre as localidades analisadas da populacdo de

meros na costa brasileira.

Andlise Filogenética

A rede de haplétipos derivada das sequéncias da regido Cyt b é representada por nove
haplétipos; apenas o hapldtipo 1 (hl: 74,4%) esteve presente em todas as unidades
populacionais. O haplotipo 4 (h4: 10,9%) apenas ndo ocorreu no Para e o haplétipo 5 (h5:
10,0%) ndo esteve presente no Pard e Santa Catarina. O haplétipo 7 (h7: 0,9%) ocorreu apenas
no Para e Pernambuco. Os demais haplo6tipos foram restritos da Bahia (h2: 1,4% e h3: 0,9%),
Paréa (h6: 0,5% e h8: 0,5%) e Sergipe (h9: 0,5%) (Figura 1).

A rede de haplétipos derivada das sequéncias da Regido Controle (D-Loop) é
representada por 44 hapl6tipos, porém ndo houve haplétipo presente em todas as localidades. Os
haplétipos mais freqiientes foram o 2 (h2: 30,2%), 1 (hl: 12,5%), 12 (h12: 11,1%) e o haplétipo
9 (h9: 6,5%). Os hapldtipos restritos para determinada localidade foram representados por 30
haplotipos (68,2%), sendo 18 hapl6tipos raros (43,2%) presentes apenas em um individuo. A
unidade populacional do Espirito Santo apresentou 0 maior nimero de hapl6tipos raros (16
haplotipos), seguido da Bahia e Pard (quatro haplétipos), Pernambuco e Sergipe (trés
haplétipos). A unidade populacional de Santa Catarina ndo apresentou haplétipo exclusivo
(Figura 2).

O grande nuamero de haplétipos restritos reforca a hipétese de diferenciacdo que foi
sugerido pelos indices significativos de estruturacdo (Fst) par a par, entre as localidades,

especialmente entre Para, Bahia e as demais localidades.

Histéria Demogréfica e Neutralidade

Os valores do teste D de Tajima para o Cyt b foram negativos para todas as unidades
populacionais de Epinephelus itajara, exceto do Espirito Santo, mas estatisticamente nao
significativos, indicando excesso de sitios variaveis de nucleotideos raros comparado com o que
se esperaria em um modelo de evolucdo neutra. Os resultados do teste Fs de Fu, baseado na
distribuicdo dos hapldtipos, mostrou valores negativos para todos os grupos exceto o Espirito
Santo e Santa Catarina, indicando excesso de haplotipos raros, além do esperado para
neutralidade. No entanto, a hipdtese de neutralidade ndo pode ser rejeitada para todas as
unidades (p> 0,05), indicando populacdo estavel no tempo; a unidade populacional de
Pernambuco teve a hipdtese de neutralidade significativamente rejeitada (p< 0,05), com valores
negativos indicam excesso de mutacdes raras na populacdo (Tabela V).

Os valores do teste D de Tajima pelo D-Loop foram negativos para todas as unidades

populacionais de Epinephelus itajara, exceto do Pard, mas estatisticamente ndo significativos,
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indicando excesso de sitios varidveis de nucleotideos raros comparado com o que se esperaria
em um modelo de evolugdo neutra. No entanto, a hipdtese de neutralidade foi rejeitada neste
teste para a unidade populacional da Bahia, o que sugere expansdo populacional abrupta no
passado historico. Os resultados do teste Fs de Fu, baseado na distribuicdo dos hapl6tipos,
mostrou valores negativos para todos os grupos exceto o Pard e Santa Catarina, indicando
excesso de haplétipos raros, além do esperado para neutralidade. A hipotese de neutralidade ndo
foi significativamente rejeitada para todas as unidades populacionais (Tabela V).
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Figura 2. Rede de hapldtipos das regides D-Loop e Cyt b do DNA mitocondrial para as distintas unidades
populacionais de Epinephelus itajara na costa brasileira.

As expansdes demogréficas historicas de E. itajara mostraram que a maioria das
unidades populacionais apresentaram distribuicdo multimodal e irregular, revelando que os
grupos estdo em equilibrio ou as populagbes estaveis. Apesar de rejeitar a hipdtese de
neutralidade, pelo teste D de Tajima e Fs de Fu, os pardmetros que indicam expansdo da
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populacdo (Raggedness e SSD) ndo foram estatisticamente significativos para todas as unidades
populacionais pelo Cyt b(Tabela V).

Os parametros populacionais estimados através dos indices Raggedness (rg) e a soma
dos desvios quadrados (SSD) indicam expansdo populacional pelo marcador Cyt b em todas as
unidades populacionais. Pela regido controle (D-Loop) trés unidades populacionais (Espirito
Santo, Pernambuco e Santa Catarina) apresentaram valores significativos, com baixos valores
dos indices. Estes resultados sugerem que os dados desviam do modelo de expanséo esperado.
Os valores significativos de Raggedness e SSD significam que estas unidades populacionais
provavelmente se mantém em equilibrio. A unidade populacional de Pernambuco apresentou
valores significativos para os dois parametros, porém as outras unidades nao indicam um ajuste
com o0 modelo de expansdo populacional pelos dois pardmetros de Raggedness e SSD (Tabela
V).

Tabela V. Epinephelus itajara. Parametros dos modelos de expansdo espacial com as significancias (p < 0,05*; Fu’s
Fs: p< 0,02*) para cada unidade populacional. S: nimero de sitios polimorficos; 6,: tamanho populacional pré-

expansdo; 6.: tamanho populacional pos-expansdo; t: estimativa do tempo de expansdo; SSD: soma dos desvios
quadrados; rg: Indice de Raggedness.

. Espirito
POPULAGCOES Bahia Sant Para Pernambuco Santa Catarina Sergipe
anto

Neutralidade

Tajima’s D -0,96558 0,21120 -1,03446 -1,50407 -0,81650 -0,22667
Fu’s Fs -1,92639 0,48856 -1,46598 -2,44153** 0,09021 -0,74740
Parametros
Cytb S 4 2 3 3 1 3
0o 0,00000 0,00176 0,00000 0,00000 0,00527 0,00000
01 99999,000 99999,000 99999,000 99999,000 99999,000 99999,000
T 1,02930 0,79492 2,32617 3,50000 1,58984 1,58594
SSD 0,00967 0,00692 0,00152 0,00699 0,00722 0,01118
rg 0,15041 0,17076 0,06667 0,24883 0,20000 0,12673
Neutralidade
Tajima’s D -1,99437** -1,08990 0,54560 -1,24668 -0,97256 -0,12260
Fu’s Fs -1,98008 -6,45029 1,47428 -2,16192 0,06069 0,72539
Parametros
D-Loop S 26 38 9 22 3 18
6o 0,11953 8,36016 7,14922 0,93516 1,78418 2,40996
01 99999,000 99999,000 99999,000 99999,000 99999,000 99999,000
T 5,63477 18,11719 80,00000 3,93359 5,03711 11,75781
SSD 0,06387 0,02293 0,11875 0,09517* 0,28163* 0,01932
rg 0,16611 0,05440* 0,26370 0,17874* 1,07000 0,05146

Os parametros de mutacdo antes (6,) da expansdo indicou um rapido crescimento
populacional com grande aumento da populagdo para todas as localidades, como pode ser
sugerido pelos altos valores do parametro de mutagdo ap6s (61) a expansdo nos dois marcadores

mitocondriais (Cyt b e D-Loop).
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DISCUSSAO

Variacdo Genética

A variacdo genética analisada pela diversidade haplotipica (h) e nucleotidica (r) pode
fornecer informacgdes que podem identificar eventos historicos das populacfes da espécie nas
distintas localidades. Os marcadores mitocondriais (Cyt b e D-Loop) mostraram eventos
populacionais distintos, porém complementares. O Cyt b apresentou baixos valores na
diversidade haplotipica e extremamente baixo na diversidade nucleotidica. O D-Loop com
valores da diversidade haplotipica moderada a alta e também baixa diversidade nucleotidica
foram encontradas em todas as populagdes analisadas.

O padréo das diversidades haplotipicas e nucleotidicas encontrados pelo Cyt b sugere
uma populacdo recente ou evento fundador simples com poucas linhagens no DNA
mitocondrial e ja pelo D-Loop indica expansdo populacional rapida e acimulo de mutacGes
apos evento de depressdao populacional por evento de gargalo ou fundador. O répido
crescimento de uma populacdo leva a retencdo de mutagBes novas, principalmente em
sequéncias de DNA mitocondrial (Brown et al. 1979; Grant e Bowen 1998). Esta explicagdo é
consistente com a rede de hapl6tipos em formato de estrela.

A linhagem basal do hapl6tipo de Epinephelus itajara,pelo marcador D-Loop, na
unidade populacional de Pernambuco, pode indicar uma regido de colonizac¢do historica da
espécie no Brasil. A regido nordeste do Brasil poderia realmente ser uma regido de colonizagdo
histdrica através de ancestrais do Indo Pacifico, via Caribe, utilizando as correntes equatoriais
como rotas(Contra Corrente Equatorial e Corrente Equatorial Sul) de oeste para leste, também
utilizadas para dispersdo de outras espécies de peixes tropicais (Muss et al. 2001; Joyeux et al.
2001; Floeter et al. 2008; Rocha et al. 2008) ou mesmo via Oceano indico, através de vortices
mais quentes da Corrente das Agulhas misturando com a fria Corrente de Benguela em periodos
mais quentes do Pleistoceno (Rocha et al. 2005).

No geral, para os dois marcadores, muitos hapl6tipos foram relacionados, sendo
conectados por poucos passos mutacionais (Shields e Gust 1995), embora hajam haplétipos e
pequenos grupos de haplotipos distintos no D-Loop, que estdo separados por varias mutagdes e
podem indicar eventos de colonizacdo independentes.

Os valores da diversidade genética neste estudo para o Cyt b foram similares aqueles
encontrados por Craig et al. (2009) para E. itajara no Brasil, Caribe e Florida, porém foram
menores que a diversidade genética encontrada por Maggio et al. (2006) para E. marginatus no
Mar Mediterraneo. A diversidade genética no D-Loop foi similar aos valores encontrados por
Silva-Oliveira et al. (2008), com excegdo de duas localidades no norte do Brasil (Piaui e Ceara)
com diversidade genética menores que este estudo. No entanto, a diversidade genética no

presente estudo foi distinta aos altos valores de diversidade genética encontrados por Rivera et
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al. (2004) para E. quernus no Havai. Estes dados sugerem que E. itajara tende a apresentar
valores menores de diversidade genética que outras espécies do género.

Os testes da distribuicdo mismatch com valores significativos do teste D de Tajima e o
Fs de Fu foram indicativos de populacdo que sofreu evento de gargalo, seguido de expansdo na
estrutura genética para o grupo populacional de E. itajara no Banco de Abrolhos na Bahia e
Pernambuco. Este cenéario indica um tamanho populacional pequeno e instavel. No entanto, um
aspecto importante para considerar é que atribuir a baixa diversidade genética a eventos
historicos de gargalo ou evento fundador e expansao populacional recente, pode ndo considerar
que alternativamente em algumas populacdes ameacadas, o tamanho populacional efetivo
historico possa ter sido reduzido antes mesmo do evento demografico fundador ou gargalo
(Matocq e Villabranca 2001). No geral, a hip6tese de neutralidade ndo foi descartada para a
maioria dos grupos populacionais com uma distribuicdo mismatch multimodal, indicando
neutralidade ou tamanho populacional em reducdo (Excoffier et al. 1992; Rogers and
Harpending 1992; Rogers et al. 1995).

Os indices dos parametros demograficos (Raggedness e SSD) reforcam a expansao
populacional para as unidades populacionais pelo marcador Cyt b. No entanto, pelo estado
menos conservativo do D-Loop, os indices rg e SSD sugerem que ndo esta ocorrendo expansao
populacional em Pernambuco, assim como também ndo ocorre nas unidades populacionais do
Espirito Santo e Santa Catarina, pelos valores significativos (p< 0,05) de Raggedness (rg) e a
soma dos desvios quadrados (SSD), respectivamente.

As causas para baixa diversidade genética pode ser atribuida ao passado de
sobrexploracdo (McClenachan 2009) e degradacdo do habitat; embora a relacdo de baixa
diversidade com sobrexploracéo seja ainda restrito para algumas espécies e pouco discutido na
literatura (Rodrigues et al. 2008). A selecdo da pesca pelo tamanho dos adultos em algumas
espécies pode induzir uma resposta correlacionada ao tamanho das larvas com conseqiiéncias
negativas para a sobrevivéncia larval, afetando a dinamica populacional da espécie (Johnson et
al. 2011) e a queda acentuada na relacdo machos e fémeas poderia reduzir a variacdo de
haplétipos (Portnoy et al. 2013). No entanto, para Epinephelus itajara, ndo esté claro suficiente
o nivel de impacto na seletividade da pesca de individuos maiores e a interferéncia da pesca na

estrutura populacional dos meros.

Estrutura Populacional
A estatistica F, a AMOVA e a rede de hapl6tipos indicaram moderada estruturacdo
genética nos grupos populacionais de E. itajara em escala interregional, indicando que o fluxo

génico ocorre ao longo da costa e ha compartilhamento de haplétipos entre &reas a longas
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distancias. No entanto, para alguns grupos populacionais ainda ha divergéncias genéticas que
sugerem barreiras para dispersao larval.

Embora os testes da AMOVA néo terem indicado dados signficativos para estruturacdo
dos grupos populacionais nos marcadores mitocondriais, pelo D-Loop, o Para e principalmente
a Bahia apresentaram diferengas significativas nos valores do Fsr indicando que estas
localidades tém sido isoladas por alguma barreira de dispersdo das larvas ou dos adultos. Os
haplotipos compartilhados entre o Para, Bahia e as demais localidades podem representar
disperséo ocasionais entre estas localidades. Provavelmente o nivel de troca genética seja abaixo
do requerido para homogeneizar populagcfes, ou haja uma barreira para o fluxo génico entre
estes grupos populacionais (Aboim et al. 2005).

O grau de diferenciagdo genética das unidades populacionais da Bahia e do Par4 com as
demais unidades pode ser explicado pelos eventos geoldgicos histéricos no periodo Quaternario
(no caso da Bahia) (Angulo et al. 2006) e pelos padrbes de circulacdo das correntes oceanicas
da Corrente Norte do Brasil (no caso do Para) (Fratantoni e Richardson 2006). J& Benevides
(2011), com Cyt b, identificou uma unidade populacional no Rio Grande do Norte sugerindo o
comportamento de filopatria das fémeas de E. itajara, no entanto, ndo identificou diferengas
populacionais significativas nas unidades da Bahia e do Pard, pelo mesmo marcador
mitocondrial. No estudo que desenvolvemos, estas unidades mostraram diferencas significativas
pelo Cyt b e ainda mais marcantes com outras unidades pelo marcador D-Loop.

As areas dos grupos populacionais de E. itajara estdo sob influéncia principal da
Corrente do Brasil que flui na superficie em direcdo sul e a Corrente Norte do Brasil que flui em
direcdo norte. Estas correntes sdo originadas pela bifurcacdo da Corrente Sul Equatorial que flui
de leste para oeste no Atlantico Sul entre as latitudes de 14.5° e 16° S (Stramma e England
1999). Considerando apenas as correntes oceanicas e as distancias geograficas o padrdo de
similaridade e divergéncia entre os grupos populacionais seguiria tendéncia diferente ao
observado, principalmente pela diferenca significativa dos grupos populacionais mais proximos
(Bahia e Espirito Santo) pelos dois marcadores (Figura 3).

A estrutura geografica marcada entre os grupos populacionais da Bahia e o Espirito
Santo (areas muito proximas geograficamente) indicam niveis extremamente baixos de
dispersdo, uma vez que uma pequena quantidade de fluxo génico seria suficiente para evitar
forte diferenca na frequéncia de alelos que causariam variagBes genéticas significativas
observados entre as populagBes (Palumbi 2003).A divergéncia significativa do grupo
populacional da Bahia, principalmente com o grupo populacional do Espirito Santo pode ser
explicada pelos episddios de transgressao e regressdo na zona costeira no Quaternario (Andrade
et al. 2003), que produziram flutuacdes no nivel do mar, especialmente nos ultimos 120.000
anos (Suguio et al. 1985; Bittencourt et al. 2000). Estas oscilages provavelmente dificultaram a

colonizacdo e pode ter funcionado como barreiras de dispersdo de larvas peldgicas no Banco de
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Abrolhos, especialmente na plataforma interna do banco pela formacdo de barreiras
hidrodindmicas e geoldgicas eficientes (Leipe 1999) e reversdo de circulacdo (Teixeira et al.
2013) que podem reter larvas na foz do Rio Caravelas, sul da Bahia. Investigacbes mais
detalhadas da populacdo, usando marcadores genéticos nucleares para detectar a estrutura
genética nos grupos populacionais analisados neste estudo, estdo sendo realizadas para avaliar a

estrutura genética entre os grupos populacionais.
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Figura 3. Circulacdo das principais correntes oceanicas que atuam na regido costeira do Atlantico Tropical Oeste e
Caribe. GS. Corrente do Golfo; NEC. Corrente Equatorial Norte; ECC. Contracorrente Equatorial; NBC. Corrente
Norte do Brasil; SEC. Corrente Equatorial Sul; BC. Corrente do Brasil. Unidades populacionais: 1. Santa Catarina; 2.
Espirito Santo; 3. Bahia; 4 Pernambuco; 5. Sergipe; 6. Rio Grande do Norte; 7. Ceard; 8. Piaui; 9. Para; 10. Belize;
11. Flérida. ITCZ (----) (Area de interferéncia da Zona de Convergéncia Intertropical (Adaptado: Rocha 2003).

Os dados de divergéncia genética significativa entre a Bahia e o Espirito Santo podem
merecer atencdo especial considerando os eventos geoldgicos historicos associados com as
caracteristicas reprodutivas das espécies da subfamilia Epinephelinae. Pesquisas realizadas nos
altimos anos mostrando que espécies do género Epinephelus, (Sadovy et al. 1994; Aguilar-
Perera e Aguilar-Davila 1996); Hyporthodus (Sedberry et al. 2006) e Mycteroperca (Coleman et
al. 2011) formam agregacOes reprodutivas em &reas localizadas na margem da plataforma

continental durante o veréo.
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Se 0 comportamento de agregacdes reprodutivas na margem da plataforma continental
ocorre com E. itajara nos grupos populacionais da Bahia no Banco de Abrolhos, a desova desse
grupo provavelmente acontece distante da costa (> 200km) e o fluxo de dispersdo das larvas
pelagicas devem ser direcionados para o sul pela Corrente do Brasil, contornando o banco. As
areas adjacentes ao norte do Espirito Santo podem receber um nimero reduzido de larvas da
Bahia tendo em vista o forte fluxo da Corrente do Brasil na extremidade sudeste do banco
(Soutelino et al. 2013) e a retencdo de larvas produzido pelo Vértice Vitéria no encontro da
Corrente do Brasil com a Cadeia Vitoria-Trindade (Schmid et al. 1995). Larvas de Serranidae
sdo encontradas abundantemente na area ao longo da margem da plataforma continental do
Banco de Abrolhos com maior freqiiéncia no verdo e aprisionadas no Vortice Vitdria apos a
passagem pelo Canal Vitdria ao sul do banco (Nonaka et al. 2000). Estes resultados reforgam a
hipotese que espécies de Serranideos realizam agregagéo reprodutiva com desova na margem da
plataforma do Banco de Abrolhos sincronizados no verdo (Figura 3).

Desta forma, o movimento larval pode ser forcado pelas principais correntes, ndo
ocorrendo a dispersdo entre populagdes em fluxos de correntes distintos. Os padrdes de desova e
historia de vida larval podem ser desenvolvidos para maximizar a retencdo das larvas para area
do recife de origem (Shulman e Bermingham 1995).

As divergéncias genéticas observadas no DNA mitocondrial de E. itajara em areas
adjacentes em contraposicdo da similaridade em areas muito distantes podem ser consistentes
com a “fragilidade” das barreiras em impedir a dispersdo das larvas. Muitas espécies de peixes
recifais tém alto potencial de deslocamentos a longas distancias oceénicas durante sua fase
larval. Desta forma, dispersfes esporadicas podem retardar os processos de diferenciacdo
genética que conduzem a especiacdo (Avise 2000), o que pode explicar a similaridade do
Espirito Santo com areas muito distantes como a Flérida. Allendorf e Phelps (1981) sugeriram
gue pequenas quantidades do fluxo génico poderiam homogeneizar as populacBes
geneticamente, mesmo amostras geograficas demograficamente descontinuas.

O grupo populacional de Santa Catarina pode ndo exatamente condizer com esta
explicacdo, uma vez que o nimero de amostras desta localidade foi muito pequeno e pode
mascarar uma divergéncia genética que ainda ndo foi detectada. Ainda assim, segundo Castro et
al. (2007) o compartilhamento de haplétipos nos extremos limites geogréaficos da espécie € um
resultado consistente com o potencial para migracdo entre bacias oceanicas que ndo muda
independentemente do tamanho das amostras.

O estudo de filogenia de Craig et al. (2009) encontra estruturacdo genética de E. itajara
na unidade populacional de Belize com a unidade populacional da costa brasileira. As
divergéncias genéticas de peixes recifais da costa brasileira com o Caribe pode ser atribuida a
influencia do fluxo de descarga de sedimentos e &gua doce na foz da bacia do Amazonas e

Orinoco, funcionando como barreira biogeografica para dispersdo dos individuos e larvas
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peldgicas das espécies recifais (Floeter e Gasparini 2000). No entanto, esta barreira nao é
igualmente efetiva para todas as espécies (Rocha 2003, Floeter et al. 2008). Craig et al. (2009)
reconhecem a separacdo das populacbes de E. itajara do Caribe com o Atlantico, porém
justificaram as caracteristicas biolégicas que demonstram a afinidade da espécie com o habitat
costeiro amazbnico. No estudo de Craig et al. (2009), a Floérida e o Brasil foram
significativamente divergentes, no entanto, as amostras do Brasil foram obtidas apenas de
Caravelas (Bahia) e esta localidade, como discutido, esta sobre influéncia historica geoldgica e
oceanografica do Banco de Abrolhos que pode ser uma barreira importante para dispersao
larval. Andlise complementar dos dados de Craig et al. (2009) e este estudo demonstraram
similaridade genética entre unidades populacionais distantes, como Flérida e Espirito Santo, em
contrapartida de divergéncias genéticas entre Espirito Santo e Bahia deste estudo e as unidades
da Flérida e Belize no estudo de Craig et al. (2009).

Benevides (2011) ndo encontra diferenciagdo genética significativa com as amostras de
Belize, Flérida e Bahia como foram registradas nas analises Craig et al. (2009) e do Pard com a
Bahia neste estudo pelo marcador Cyt b. Estas discrepancias nos resultados poderiam talvez
sugerir que os individuos de cada grupo populacional possa diferir geneticamente em uma
escala temporal (Pumitinsee et al. 2009) com linhagens geneticamente distintas no tempo na
mesma localidade; no entanto, a variacdo genética em escala temporal ndo foi ainda testada em
E. itajara para confirmar esta hipdGtese.

O conhecimento da genética populacional de Epinephelus itajara baseado em analises
dos marcadores mitocondriais Cyt b e D-Loop mostra que a espécie apresenta histdria de
colonizagdo recente, provavelmente associada a eventos demograficos que reduziram a
populacdo no passado. As oscilagdes do nivel do mar no periodo Quaternario, especialmente ao
final do Pleistoceno e inicio do Holoceno, podem ter sido eventos importantes para queda na
diversidade genética historica, principalmente nos ecossistemas costeiros rasos. A diversidade
genética é reduzida e mantida por alta freqiiéncia de haplétipos Unicos que reforcam o processo
de colonizacdo recente. Em algumas localidades, os grupos populacionais iniciaram processo de
expansdo populacional espacial e em outros as populacdes se mantiveram em equilibrio,
provavelmente em resposta aos processos ecolégicos, fisicos e climaticos especificos de cada
localidade. Ainda assim, o padrdo geral reflete uma tendéncia a expansédo populacional pela
presenca comum de hapl6tipos raros e poucos eventos mutacionais entre os haplétipos em
ambos 0s marcadores.

Os resultados genéticos mostraram a existéncia de um mosaico de heterogeneidade
espacial marinha que indicam fortes barreiras as trocas demograficas. O entendimento de
implicagdes ecoldgicas de estrutura genética baixa, porém significativa é dificil devido as

inferéncias sobre fluxo génico serem normalmente feitas em escala de tempo evolutivo e ndo no
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periodo de tempo ecoldgico sobre a qual sdo tomadas as principais decisdes de manejo (Palumbi
2003).

A conservacdo dos meros (E. itajara) a longo prazo dependerd dos esforcos para
garantir a estabilidade demogréafica e os eventos de dispersdo e conectividade entre as
populagbes que mantém a variabilidade genética da espécie. Considerando a contribui¢do de
cada localidade para diversidade genética (alta freqiiéncia de haplétipos Gnicos), a conservagdo
da espécie deve envolver um plano de gestdo integrada. A legislacdo de proibi¢do da pesca é
uma medida importante, mas ndo é suficiente. Os planos de gerenciamento devem minimizar a
probabilidade de mudancas na razdo sexual induzidas pela pesca, assim como reduzir ou
eliminar perturbacgdes antrépicas durante as agregacdes de desova e assegurar que a pesca hao
reduza significativamente a variabilidade genética (Rowe e Hutchings 2003). Neste sentido, a
protecéo integral dos habitats marinhos costeiros, contemplando as areas de estabelecimento das

larvas e meros juvenis (manguezal) e areas reprodutivas (recifes costeiros) serd fundamental.
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RESUMO

Conhecida popularmente como mero, a espécie Epinephelus itajara encontra-se criticamente
ameagcada, resultado da pesca ilegal e destrui¢do dos habitas. Filogeneticamente relacionadas a
esta espécie encontram-se garoupas que atualmente sdo intensamente pescadas no Atlantico
Oeste e a espécie irmd E. quinquefasciatus do Pacifico Tropical Leste. Apesar da legislagdo de
proibicdo da pesca do mero em alguns paises, como Brasil e Estados Unidos, a captura ilegal
com a descaracterizacdo morfologica é uma pratica comum que dificulta ou impossibilita a
identificacdo das espécies que acabam por ser comercializadas como se fossem as espécies
comuns de garoupas. A este respeito, técnicas moleculares tém fornecido ferramentas
importantes para 0 monitoramento e fiscalizagdo da pesca e se tornam essenciais na
identificacdo forense de diversas espécies. No presente trabalho desenvolveu-se primers
espécie-especificos, baseados no gene Citocromo ¢ Oxidase | (COl) que aplicados em PCR-
Multiplex possibilitama identificagdo simultanea de nove espécies da subfamilia Epinephelinae:
Epinephelus itajara, E. marginatus, E. morio, E. quinguefasciatus, Hyporthodus flavolimbatus,
H. niveatus, Mycteroperca acutirostris, M. bonaci e M. microlepis. Esta técnica podera servir
para o controle da pesca comercial e a identificacdo precisa do alvo de pesca visando a
conservacao das espécies.

Palavras chaves: Gestdo Pesqueira, Conservacdo, PCR multiplex, Espécie Ameacada, Genética
forense

INTRODUCAO

A supervalorizacdo atual da pesca tem causado a eliminacdo gradual e global de
espécies de grande porte e de alta longevidade nos ecossistemas marinhos, levando a
substituicdo por espécies menores de ciclos de vida curtos, organizados em cadeias tréficas
simplificadas (Pauly et al. 2002). Dentre estas espécies de grande porte, as garoupas
(Epinephelinae), com ocorréncia em ecossistemas recifais de todo o mundo, possuem alto valor
comercial, porém suas caracteristicas bioldgicas de alta longevidade, maturacdo sexual tardia e
agregacdo reprodutiva colocam as espécies vulneraveis a intensa pressdo de pesca (Sadovy e
Eklund 1999; Chiappone et al. 2000; Pauly et al. 2002; Sadovy de Mitcheson et al. 2012).
Entre as garoupas (Epinephelinae), os peixes conhecidos pelo nome popular de Meros

Epinephelus itajara (Lichtenstein 1822) sdo classificados nas listas vermelhas de espécies

72



ameacadas da IUCN como uma espécie “Criticamente Ameagada” com populaces
decrescentes, resultado da pressdo pesqueira e a degradacdo do habitat (IUCN 2013).

A costa brasileira € uma importante (Hotspot) area geografica sob o ponto de vista da
conservacdo de peixes recifais da subfamilia Epinephelinae, incluindo espécies como
Epinephelus itajara (Criticamente Ameacada), E. marginatus (Lowe 1834) (Ameacada),
Hyporthodus flavolimbatus (Poey, 1865) e H. niveatus (Valenciennes, 1828) (Vulneraveis), E.
morio (Valenciennes, 1828) e Mycteroperca bonaci (Poey, 1865) (Quase Ameacada). Espécies
com status menos preocupantes também merecem atencdo como M. microlepis (Goode & Bean,
1879) que apresenta populacdo em declinio e M. acutirostris (Valenciennes, 1828)que é
importante espécie alvo propensa a sobrepesca (Begossi et al. 2012a; 2012b; Sadovy de
Mitcheson et al. 2012; IUCN 2013). Principalmente as espécies E. itajara, E. morio, H.
flavolimbatus, H. niveatus e M. microlepis tém sofrido sérias ameagas como resultado da
sobrepesca, em praticamente toda a costa oeste tropical e subtropical do Atlantico (Coleman
2000; Graham et al. 2009; Coleman & Koenig 2010; Sadovy de Mitcheson et al. 2012).

No Brasil, as bases de dados geradas pelo IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio
Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis) e o0 MPA (Ministério da Pesca e Aquicultura)
apresentam limitagdes para o registro das espécies comerciais da subfamifia Epinephelinae por
ndo discriminar todas as espécies dos géneros Epinephelus e Mycteroperca. Mesmo com a
proibicdo da pesca em 2002, sua captura e comércio véem sendo frequentemente registrados
com médias superiores a 330 toneladas por ano entre os anos de 2003 e 2011. Tais registros tem
sido suficientes para demonstrar uma relevante preocupacéo a respeito do estado de conservacao
dos meros (E. itajara) e do cumprimento das leis de protegdo ambiental em vigéncia no Brasil,
0 acabou desencadeado varias iniciativas voltadas a pesquisa e a protecdo dos meros no pais
(Hostim-Silva et al. 2005).

O direcionamento das questdes de regulacdo da pesca depende diretamente da
identificacdo das espécies capturadas e seus subprodutos. Identificacfes incorretas de espécies
comercializadas tém despertado crescente preocupacdo para Orgdos que apoiam a pesca
sustentavel, uma vez que falsas identificacOes, ainda que de espécies legalmente capturadas,
reduzem a credibilidade do sistema responsavel por combater a pesca e o comercio ilegal de
espécies protegidas (Ogden 2008). Assim, o desenvolvimento de ferramentas préaticas para a
diferenciagdo dos recursos pesqueiros ao seu menor nivel taxonémico assume um papel
fundamental nas estatisticas de pesca, desenvolvimento de planos de manejo, fiscalizagdo e
preservacao de espécies sobre-exploradas e ja ameacgadas (Baker 2008; Ogden 2008; Alacs et al.
2010).

Ferramentas genéticas de identificagcdo molecular tém sido desenvolvidas nos ultimos
anos paragrupos taxondmicos distintos da ictiofauna (Ward et al. 2005; De-Franco et al. 2010,
2012; Hashimoto et al. 2009, 2011; Mendonga et al. 2009; Dalton & Kotze 2011; Rodrigues et
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al. 2011; Ulrich et al. 2013). A técnica de PCR-Multiplex, principalmente utilizando o gene
COl (De-Franco et al. 2010; Mendonga et al. 2009) e outros genes mitocondriais e nucleares
(Shivji et al. 2002; Chapman et al. 2003; Trotta et al. 2005; Hashimoto et al. 2009; Ravago-
Gotanco 2010; Rodrigues et al. 2011) tem se mostrado eficiente como uma ferramenta de baixo
custo, fécil aplicabilidade e boa capacidade de identificacdo de espécies, permitindo melhorar
aspectos de manejo e conservacdo das espécies exploradas pela pesca (Abercrombie et al.
2005).

Dentre os marcadores moleculares de baixa complexidade, os primers de
reconhecimento espécie-especificos podem gerar fragmentos de DNA com varia¢Bes Unicas
para as espécies alvo, podendo ser detectadas em PCR seguida de corrida eletroforética simples.
Assim, a metodologia de PCR-Multiplex associada as caracteristicas evolutivas do gene COI
tem sido reconhecida como um método rapido, seguro e de baixo custo para auxiliar no
desenvolvimento de estatisticas de pesca com dados por espécies, nas agoes de fiscalizacdo das
capturas mesmo sendo de itens ja processados para 0 comércio e no desenvolvimento de a¢des
conservacionista ao nivel global (Mendonca et al. 2009). Recentemente Torres et al. (2013)
utilizando a técnica de PCR-RFLP identificaram com sucesso exemplares de E. itajara, E.
marginatus, E. morio e M. bonaci.

Tendo em vista 0s aspectos relacionados & conservagdo destas espécies, associados as
dificuldades nas identificacfes por meios morfoldgicos, principalmente quando estes peixes sao
apresentados ao comércio ja filetados, o presente estudo teve como objetivo desenvolver um
método de identificacdo baseado nas caracteristicas genéticas do gene mitocondrial Citocromo c
Oxidase I, utilizando a PCR-multiplex, que permite a distin¢do simultanea entre nove espécies

de meros, garoupas e badejos dos géneros Epinephelus, Mycteroperca e Hyporthodus.

MATERIAL E METODOS
As amostras de Epinephelinae coletadas sdo pertencentes a trés géneros e nove espécies;
Epinephelus: E. itajara (N = 8), E. marginatus (N = 6); E. morio (N = 2) e E. quinquefasciatus

(N = 5); Hyporthodus: H. flavolimbatus (N = 1) e H. niveatus (N = 6) e Mycteroperca: M.

1). As identificagdes

acutirostris (N = 2), M. bonaci (N = 4) e M. microlepis (N
morfoldgicas foram realizadas segundo Craig et al. (2012).

Os espécimes foram obtidos em mercados de peixes de diversas localidades da costa
brasileira, tendo sido capturados por embarcacfes que operaram na costa de Santa Catarina,
Espirito Santo, Sul da Bahia e Paraiba. As amostras de E. quinquefasciatus foram obtidas em
peixarias da Nicardgua em Puerto Sandino. Amostras de Epinephelus itajara foram obtidasem
Pernambuco, Sergipe, Bahia, Espirito Santo e Santa Catarina, utilizando artefatos de pesca

tradicional (covo e cerco de pesca) com a retirada de fragmentos da nadadeira caudal por
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método ndo letal. Ap6s a obtencdo das amostras de tecido os exemplares de E. itajara foram
pesados, medidos, marcados e soltos na mesma &rea de captura. Tais procedimentos foram
realizados de acordo com as licencas emitidas pelo Sistema de Autorizagéo e Informagéo em
Biodiversidade — SISBIO/ICMBIO/MMA N°: 25088-7 — Codigo de autenticagdo: 11928433 e
N° 15080-2 — Cddigo de autenticagdo: 84636263. Todas as amostras foram conservadas em
etanol 95% e armazenadas em freezer a -20°C no Laboratério de Vertebrados Aquéticos e no
Laboratorio de Genética e Conservacao Animal do CEUNES/UFES.

Extracdo, Amplificacdo e Sequenciamento do DNA

O DNA gendmico foi extraido utilizando a metodologia descrita por Aljanabi e
Martinez (1997). ReacGes de amplificacdo do gene Citocromo ¢ Oxidase subunidade I (COIl)
foram efetuadas em ciclador térmico de PCR utilizando-se 25ul de solugdo contendo 0,8 mM de
dNTP, 1,5 mM de MgCl2, tampéo de enzima Taq DNA polimerase (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e
KCI 50 mM), 1 unidade de enzima Taqg Polymerase (Invitrogen) e 100 ng de primers, utilizando
os primers universais F1 5“- TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC -3 e RI1 5*-
TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAGAAT CA -3%, descritos por Ward et al. (2005). Cada
ciclo de amplificagdo por PCR consistiu-se basicamente na denaturacdo a 96°C por 30
segundos, hibridacdo a 54°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, com 35
repeticbes. Os segmentos do DNA foram visualizados em gel de agarose em TAE 1X (Tris-
Acetato EDTA) com uso de GelRed (Biotium®) sob transluminador de luz ultravioleta. A
reacdo de PCR para sequenciamento foi preparada para volume final de 7 pL, com 0,35uL de
primer COI (F1 e R1), 1,05 pL de buffer BigDye® Terminator, 0,7 uL BigDye® Terminator
v3.1 Cycle e 1,0 uL de DNA. Emciclador térmica para PCR as amostras foram incubadas a
96°C por 2 min seguindo de 35 ciclos com 96°C de desnaturagdo por 30 s; 54°C de anelamento
por 15 s e extensdo a 60°C por 4 min. As amostras foram precipitadas para limpeza do PCR de
sequenciamento com EDTA (125mM), acetato de sddio (3M) e etanol (100%); lavadas com
etanol 70%, os recipientes secos a 95°C por 8 minutos e guardadas envolvido por papel

aluminio e seqiienciado pelo ABI Prism 3130 (Applied Biosystems).

PCR-Multiplex

A partir da composi¢do nucleotidica do gene COI foram identificados os sitios
polimorficos existentes entre as espécies, quais caracteristicas eram exclusivas de cada uma
delas e entdo, desenhados os primers de reconhecimento espécie-especificos (Tabela 1) que
foram utilizados em combinacdo com os primers F1 e R1 (Ward et al. 2005). Todas as reagdes
de amplificagdo dos fragmentos do gene COI com os primers espécie-especificos foram

realizadas utilizando ciclador térmico de PCR em 25ul de solugdo contendo 0,8 mM de dNTP,

75



1,5 mM de MgCl2, tamp&o de enzima Taq DNA polymerase (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50
mM), 1 unidade de enzima Taq Polymerase (Invitrogen) e 0,5mM de cada primer. Cada ciclo
de amplificacdo por PCR consistiu-se basicamente na denaturacdo a 95°C por 30 segundos,
hibridacdo a 50°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 2 minutos, com 35 repeticdes. Os
segmentos do DNA foram visualizados em gel de agarose em TAE 1X com GelRed
(Biotium®).

Tabelal. Primers espécie-especificos desenvolvidos, tamanho dos fragmentos gerados e nimero de acesso das
sequéncias no GenBank para nove espécies da subfamilia Epinephelinae.

Espécie Codigo Fragmento (bp) Primer GenBank
E. quinquefasciatus Eqi-COl 649 5-TAT TTG GTG CCT GGG CTG GA -3' KF836472
E. morio Emo-COl 544 5-TAATTG TTA CAG CGC ATG CA -3 KF836470
E. itajara Eit-COl 483 5-GGC TTT GGAAATTGACTT G -3' KF836456
H. flavolimbatus Hfl-COI 346 5'-CTG GTACTG GCT GAACAGTT -3 KF836477
M. microlepis Mmi-COl 292 5'- GGG CAT CTG TAG ACT TAACC -3 KF836490
M. bonaci Mbo-COI 238 5- CTA GGG GCA ATT AACTTC -3' KF836486
E. marginatus Ema-COl 151 5-CCGTACTAATTACCGCAGTC-3 KF836464
H. niveatus Hng-COlI 100 5'-CGC CGG TAT TAC AAT GCT ATT G -3' KF836478
M. acutirostris Mac-COl 55 5-TCT TTG ATC CAG CAG GAG GC -3' KF836484
Anélises

As sequéncias foram alinhadas pelo software BioEdit v. 7.0.9.0 (Hall 1999) e o
consenso entre elas foi gerado pelo programa Geneious v. 4.8.5 (Drummond et al. 2009). Os
tdxons da matriz foram analisados para construgdo de dendrogramas de similaridade genética
empregando o programa Mega v. 5.2 (Tamura et al. 2011)pelos métodosde Neighbour-joining
(NJ) utilizando o modelo de Tamura-Nei para célculo de substituicdo de nucleotideos e o
método de anélise probabilistica de maxima verossimilhanca (ML)com o modelo GTR (General
Time Reversible). Os dendrogramas foram testados utilizando o0 método de bootstrap com 1000
pseudoreplicacoes (Felsenstein, 1981) e indicados os indices superiores a 50%. A composi¢do
nucleotidica e andlises das distancias genéticas intraespecificas e interespecificas foram
estimadas pelo modelo de Kimura-2-parametros com 1000 replicacfes de bootstrap. As analises
da taxa de saturacdo e o grafico de dispersdo das transicdes e transversdes foram gerados no
programa DAMBE v. 5.2.15 (Xia 2000; Xia & Xie 2001) (http://dambe. bio. uottawa.
ca/dambe. asp). O valor do R? foi determinado pelo programa Excel 2007 (Microsoft for
Windows).

RESULTADOS
A amplificacdo do gene COI gerou fragmentos com 655bp para todas as espécies
estudadas, sendo a composi¢do nucleotidica de 31% Timina (T), 27,1% Citosina (C), 24,1%

Adenina (A) e 17,8% Guanina (G). Entre as nove espécies foram encontrados 171 sitios
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variaveis, sendo 165 informativos para as analises comparadas. Os valores do coeficiente de
determinac&o para transicdes e transversdes foram respectivamente R = 0,975 e R* = 0,802.

A identificacdo das espécies E. itajara, E. marginatus, E. morio, M. acutirostris, M.
bonaci e M. microlepis utilizando as sequéncias do gene COIl foram confirmadas no banco de
dados do GenBank (http:/blast. ncbi. nlm. nih. gov/Blast. cgi). As espécies E.

quinquefasciatus, H. flavolimbatus e H. niveatus ainda ndo apresentavam sequéncias de
referéncia para o gene COI no GenBank.

Os dendogramas construidos a partir da matriz do COI foram similares para os métodos
de Neighbor-joining e Maximum Likelihood e apresentaram nove grupos especificos que foram
suportados por altos indices de bootstrap (100%) distinguindo cada uma das espécies. De forma
mais inclusiva pode-se destacar trés grandes grupos formados por M. bonaci, M. microlepis, M.
acutirostris e E. marginatus no primeiro agrupamento; H. flavolimbatus e H. niveatus no

segundo grupo e E. morio, E. quinquefasciatus e E. itajara no terceiro agrupamento (Figura 1).
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Figura 1. Dendograma das espécies de peixes comerciais da subfamilia Epinephelinae. Valores a esquerda (NJ)/
direita (ML). As espécies foram separadas com altos indices de suporte e trés clados foram separados: 1)
Mycteroperca bonaci, M. microlepis, M. acutirostris e Epinephelus marginatus; 2) Hyporthodus flavolimbatus e H.
niveatus; 3) E. morio, E. quinquefasciatus e E. itajara.
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A maior e menor distancia genética interespecificas foram observadas entre Epinephelus
morio e Hyporthodus niveatus com 17,9% e entre E. itajara e E. quinquefasciatus com 3,3%
respectivamente. Em geral as espécies congéneres apresentaram divergéncia genética inferiores
a 11%. No entanto, entre as espécies E. itajara e E. morio a divergéncia genética foi de
15,8%, entre E. itajara e E. marginatus foi de 13,3%, entre E. morio e E. quinquefasciatus a
divergéncia genética observada foi de 12,8% (Tabela 2). Dentre as amostras analisadas ndo
foram encontradas diferengas genéticas intraespecificas.

Tabela 2. indices de divergéncia genética (diagonal inferior) e desvio padrdo (diagonal superior) para nove espécies
da subfamilia Epinephelinae pelo modelo de Kimura-2-pardmetros e 1000 replica¢fes de bootstrap.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 E. itajara * 0,015 0,018 0,007 0,017 0,017 0,017 0,016 0,017
2 E. marginatus 0,133 * 0,015 0,015 0,013 0,014 0,013 0,013 0,014
3 E. morio 0,158 0,132 * 0,017 0,017 0,019 0,017 0,017 0,017

4 E. quinquefasciatus 0,033 0,128 0,151 * 0,016 0,017 0,016 0,015 0,016

5 H. flavolimbatus 0,146 0,101 0,166 0,135 * 0,012 0,013 0,014 0,013
6 H. niveatus 0,159 0,112 0,179 0,151 0,084 * 0,016 0,015 0,016
7 M. acutirostris 0,139 0,201 0,153 0,128 0,108 0,138 * 0,012 0,011
8 M. bonaci 0,140 0,105 0,159 0,133 0,117 0,127 0,087 * 0,010
9 M. microlepis 0,150 0,100 0,143 0,136 0,106 0,133 0,071 0,065 *

Com base nas divergéncias genéticas detectadas entre as espécies foi possivel selecionar
as regides do gene COI com maior probabilidade de especificidade de anelamento dos novos
primers. Assim, o conjunto de primers elaborado possibilitou a amplificacdo de fragmentos do
DNA mitocondrial com tamanhos, em pares de bases, diferentes para cada uma das espécies de
Epinephelinae, utilizando em PCR-multiplex os primers espécie-especificos (forward) e os
primers universais forward e reverse em uma mesma reacdo. O tamanho dos fragmentos
produzidos para cada uma das nove espécies é apresentado na Tabela 1.

Os primers espécie-especificos foram inicialmente testados com seu conjunto de
amostras especificas para avaliar sua eficacia em PCR comum. Em seguida, foram testados
com os diferentes grupos de amostras contendo todas as demais espécies para identificar
potenciais amplificagOes incorretas. Em todos os testes obteve-se os resultados esperados com
amplificacbes de fragmentos de tamanhos distintos para cada conjunto de primers, sem a
presenca de falsos positivos (Figura 2).

Os primers espécie-especificos foram inicialmente testados com seu conjunto de
amostras especificas para avaliar sua eficacia em PCR comum. Em seguida, foram testados

com os diferentes grupos de amostras contendo todas as demais espécies para identificar
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potenciais amplificagdes incorretas. Em todos os testes obteve-se 0s resultados esperados
com amplificagdes de fragmentos de tamanhos distintos para cada conjunto de primers, sem
a presenca de falsos positivos (Figura 2).

Mmi Mbo Ema Hnv Mac LY
Coressomp

Figura 2. Resultado da eletroforese em gel em agarose com nove bandas de fragmentos das espécies de garoupas da
subfamilia Epinephelinae e a banda do COI universal com 655 bp. Eqi. Epinephelus quinquefasciatus (644bp), Emo.
E. morio (539 bp), Eit. E. itajara (478 bp), Hfl. Hyporthodus flavolimbatus (341 bp), Mmi. Mycteroperca
microlepis (287 bp), Mbo. M. bonaci (233 bp), Ema. E. marginatus (146 bp), Hnv. H. niveatus (95 bp) e Mac. M.
acutirostris (50 bp). M. Marcador de peso molecular. (Eletroforese: Agarose 1%, 100V, 100mA, 90minutos).

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram uma auséncia de diferenciacdo genética
dentro das espécies para as quais foram analisados mais de um individuo. A forte sobrepesca
que tem atravessado estas espécies e a destruicdo de seus habitats (Dulvy et al. 2003; Giménez-
Hurtado et al. 2005; McClenachan 2009; Begossi et al. 2012; Sadovy de Mitcheson et al.
2012) poderia explicar a auséncia das distancias intraespecificas dentro das nove espécies
analisadas, levando a um gargalo de garrafa genético devido a endogamia entre os individuos
observado nesta baixa distancia intraespecifica. O gargalo genético j& havia sido sugerido por
Gold e Richardson (1998) para Epinephelus morio no Golfo do México e por Maggio et al.
(2006) para E. marginatus no Mediterraneo, provavelmente em decorréncia da sobrepesca. Ja
Koenig et al. (2007) sugerem o mesmo efeito de gargalo de garrafa genético pela restricdo de
habitats de manguezal de qualidade para juvenis de E. itajara.

Por outro lado, uma alta distancia interespecifica foi encontrada dentro do género
Epinephelus com um valor médio de 12,25%, quando comparado com 8,4% e 7,4%
pertencentes aos géneros Hyporthodus e Mycteroperca respectivamente. A menor divergéncia
genética entre E. itajara e E. quinquefasciatus era esperada pela proximidade filogenética
descrita por Craig et al. (2009) separando as populacbGes de E. itajara do Pacifico (E.
quinguefasciatus) e do Atlantico (E. itajara). Estas espécies eram consideradas uma unica

espécie por ndo apresentarem caracteristicas morfoldgicas distintas para separacdo dessas
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populagdes (Heemstra & Handall 1993). No presente estudo encontrou-se para o0 gene COl um
indice de divergéncia similar ao gene 16S (+3%) e menor que Cyt b (x6%) encontrados no
estudo de Craig et al. (2009).

O sinal filogenético do gene COI ndo é suficiente para identificar com exatiddo as
relages taxondmicas de Epinephelus, Hyporthodus e Mycteroperca; no entanto, a formacao dos
clados especificos e géneros foram similares as relagbes filogenéticas descritas por Craig e
Hastings (2007) para a filogenia molecular do grupo Epinephelinae, reforcando a hipétese de
que E. marginatus seja classificada como Mycteroperca marginata.

Nos experimentos de PCR-Multiplex os primers desenvolvidos foram eficientes na
caracterizagdo de distintos padrdes de amplificagdo com tamanhos distintos de bandas apds
corrida eletroforética para as nove espécies de garoupas (Epinephelinae) com aplicagdo
simulténea, possibilitando consideravel economia de tempo e esforgo laboratorial. No Brasil 0s
meros (Epinephelus itajara) estdo sob protecdo legal, sendo sua captura, transporte e
comercializacdo proibidos desde 2002. No entanto, a pesca eventual e seu 0 comércio vem
ocorrendo. Como descrito por De-Franco et al. (2012) em um estudo sobre a pesca ilegal da
raia-viola (Rhinobatos horkelii), os pescadores tém conhecimento a respeito da lei de proibicéo
da pesca de diversas espécies, mas a ineficiéncia dos 6rgdos governamentais nas medidas de
fiscalizag&o e controle provavelmente incentivam a pesca ilegal. Especificamente para a espécie
E. itajara o desenvolvimento de um marcador de identificagdo genética € uma valiosa
ferramenta para fiscalizagdo da pesca e na formulacéo de base segura e confiavel de aplicacdo
da legislagdo contra a pesca, captura e 0 comércio da espécie.

Os resultados de diagndstico e validacdo dos primers espécie-especificos das espécies
da subfamilia Epinephelinae foram eficazes e poderdo servir como ferramentas de uso préatico
para identificacdo das garoupas analisadas principalmente as espécies ameacadas, como a
garoupa (E. marginatus) ou em risco de extin¢do, como o mero (E. itajara). Coleman e Koenig
(2010) destacam que E. morio é uma das espécies mais comuns no Golfo do México e sujeita a
sobrepesca e 0 género Hyporthodus merece atencdo devido a mudanca para pratica de pesca em
profundidade ameacando espécies como H. flavolimbatus, H. nigritus e H. niveatus. A
participacdo conjunta da comunidade, 6rgdos publicos e pesquisadores é importante na protecéo
de espécies ameacadas (Salas et al. 2007), bem como, a aplicacdo de tecnologias, como
ferramentas moleculares na contribuicdo da identificagdo de pontos chaves para direcionar as
metas de conservagdo (Alacs et al. 2010). A genética molecular, com o desenvolvimento de
primers espécie-especificos de espécies comerciais tem fornecido ferramentas de uso pratico e
de baixo custo que podem auxiliar na identificacdo precisa para mecanismos de manejo

sistemético adequado.
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CONCLUSOES GERAIS

A importéncia dos habitats de manguezal para 0s meros juvenis e consequentemente,
para conservacdo da espécie, fica evidente nos principais estudos realizados nos ecossistemas
costeiros. Os meros juvenis sdo frequentemente encontrados nos manguezais em todo seu limite
de distribuicéo tropical no Atléantico oeste, tendo como principal ameaga a degradagéo e perda
dos manguezais pela ocupacdo humana.

Os estudos de Epinephelus itajara juvenis realizados sdo raros, especialmente em areas
tropicais. Muitos aspectos biologicos e ecoldgicos da espécie ainda sdo desconhecidos, no
entanto, a analise conjunta dos dados, enfatizou a relacdo dos habitats de manguezal para 0s
ciclos de vida inicial dos meros e indicou uma forte associagdo do manguezal com as funcfes
vitais dos meros nos primeiros estagios de vida.

A alta abundancia de meros juvenis, com média inferior a outros estuarios, pode ser um
indicativo de habitat com baixa qualidade de sobrevivéncia ou alta influéncia da pesca
predatéria.

Este estudo também forneceu indicios importantes para medidas de protecéo integral e
recuperacao de ambientes costeiros (recifes costeiros e manguezais), controle eficaz da pesca e
pesquisas de longo prazo para identificar habitats relevantes que possam servir de bercarios e
reproducdo dos meros.

O padrdo genético de meros na costa brasileira pelas diversidades haplotipicas e
nucleotidicas, por marcadores mitocondriais (Cyt b e D-Loop), sugere que a populacéo é recente
e em expansao.

O padrao genético das diversidades haplotipicas e nucleotidicas encontrados pelo Cyt b
sugere uma populacdo recente ou evento fundador simples com poucas linhagens no DNA
mitocondrial e ja pelo D-Loop indica expansdo populacional rapida e acimulo de mutacGes
apos evento de depressdo populacional por evento de gargalo ou fundador. O conhecimento da
genética populacional de Epinephelus itajara baseado em analises dos marcadores
mitocondriais Cyt b e D-Loop mostra que a espécie apresenta histéria de colonizacdo recente,
provavelmente associada a eventos demogréaficos que reduziram a populacdo no passado. As
oscilagbes do nivel do mar no periodo Quaternério, especialmente ao final do Pleistoceno e
inicio do Holoceno, podem ter sido eventos importantes para queda na diversidade genética
historica, principalmente nos ecossistemas costeiros rasos. A diversidade genética é reduzida e
mantida por alta freqiéncia de haplo6tipos Unicos que reforgam o processo de colonizagao
recente. Em algumas localidades, os grupos populacionais iniciaram processo de expansédo
populacional espacial e em outros as populagdes se mantiveram em equilibrio, provavelmente
em resposta aos processos ecoldgicos, fisicos e climéaticos especificos de cada localidade. Ainda
assim, o padrdo geral reflete uma tendéncia a expansdo populacional pela presenca comum de

haplotipos raros e poucos eventos mutacionais entre 0s haplotipos em ambos os marcadores. Os
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resultados genéticos mostraram a existéncia de um mosaico de heterogeneidade espacial
marinha que indicam fortes barreiras as trocas demogréaficas.

Os resultados do presente estudo enfatizam a necessidade de medidas de controle e
protecdo dos habitats e da espécie. Neste sentido, o diagnéstico e validagdo dos primers espécie-
especificos das espécies da subfamilia Epinephelinae foram eficazes e poderdo servir como
ferramentas de uso pratico para identificacdo das garoupas analisadas principalmente as
espécies ameacgadas, como a garoupa (E. marginatus) ou em risco de extin¢do, como o mero (E.
itajara). A genética molecular, com o desenvolvimento de primers espécie-especificos de
espécies comerciais tem fornecido ferramentas de uso pratico e de baixo custo que podem
auxiliar na identificacdo precisa para mecanismos de manejo sistematico adequado.

Estes primers poderdo ser técnicas de uso imediato pelo poder publico na fiscalizacdo
da pesca ilegal de meros na costa brasileira como medida para inibir ainda mais a captura de
exemplares pela pesca esportiva e de peguena escala, apesar da proibicdo da pesca em toda
costa brasileira.

A conservacdo dos meros (E. itajara), a longo prazo, dependera dos esforgcos
para garantir a estabilidade demografica e os eventos de dispersao e conectividade entre
as populacbes que mantém a variabilidade genética da espécie. Considerando a
contribuicdo de cada localidade para diversidade genética (alta freqiiéncia de haplotipos
unicos), a conservacdo da espécie deve envolver um plano de gestdo integrada. A
legislacdo de proibicdo da pesca é uma medida importante, mas nao é suficiente. Neste
sentido, a protegdo integral dos habitats marinhos costeiros, contemplando o
estabelecimento das larvas e meros juvenis (manguezal) e areas reprodutivas (recifes
costeiros) sera fundamental. Portanto, A conservacdo de Epinephelus itajara em todo
seu limite de distribuicdo depende de agbGes conjuntas, interdisciplinares, com
envolvimento de varios setores da sociedade e acordos firmados que ultrapassam as

fronteiras politicas nos ambientes costeiros.
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