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Dedico esse trabalho a memdéria de Edward F. Knight,
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RESUMO

A llha da Trindade e o Arquipélago Martin Vaz, localizados a cerca de 1.200 km da costa
central do Brasil, constituem os ambientes recifais mais isolados da provincia biogeografica
brasileira. Essas ilhas abrigam uma riqgueza comparativamente elevada de espécies de peixes
recifais e sua composicao é muito similar a da margem ocidental do Oceano Atlantico. Esse
padrdo tem sido atribuido a presenca de uma série linear de montes submarinos, os quais,
juntamente com as ilhas, compdem a Cadeia Vitdria-Trindade. Hipoteticamente, os montes
seriam utilizados como alpondras, permitindo que espécies de baixa capacidade de
dispersdao colonizassem ambientes adjacentes, sucessivamente, até alcancarem as ilhas,
localizadas no extremo oriental da cordilheira. No presente trabalho, essa hipdtese é
avaliada utilizando uma abordagem filogeografica comparativa. Duas espécies de peixes
recifais foram selecionadas para representarem cenarios distintos de fluxo génico ao longo
da cordilheira. Marcadores moleculares do DNA mitocondrial (sequéncias parciais do gene
Citocromo B e da Regido Controle) e do DNA nuclear (8-12 /oci de microssatélites) foram
combinados para investigar (1) a distribuicdo das linhagens genéticas, (2) a estruturacdo
populacional, (3) a histéria demografica e (4) o fluxo génico histérico e contemporaneo. Na
espécie selecionada para representar um cendrio de elevada capacidade de dispersdo,
Cephalopholis fulva, foram observados pouca estrutura populacional, auséncia de
isolamento por distancia e ampla distribuicdo dos haplotipos. Por outro lado, na espécie que
representa um cenario de capacidade dispersiva limitada, Stegastes pictus, as ilhas estdo
isoladas das demais populacGes durante a maior parte do tempo e, ao longo de toda a
cordilheira, foi detectado que existe isolamento por distancia. Aparentemente, as ilhas ficam
conectadas com o Columbia, o monte submarino mais préximo, apenas durante os maximos
glaciais. Esse monte também pode ter exportado linhagens genéticas para as demais
populagdes em periodos de nivel do mar abaixo do atual, funcionando como uma alpondra
essencial para conectar as ilhas a costa. Durante os mdximos glaciais, quando o nivel do mar
chegou a descer 130 m, a plataforma continental e os topos dos montes submarinos ficaram
emersos, reduzindo a area recifal disponivel e, consequentemente, o tamanho das
populagdes. Em ambas as espécies, foi detectado que o fluxo génico histdrico ocorre de
acordo com o modelo de alpondras, onde a dispersdo larval é restrita as, ou predominante
entre, populagdes adjacentes. Na escala ecoldgica, a populacdo de S. pictus de Trindade é
mantida por auto-recrutamento. Este cendrio indica que os montes submarinos sdo
essenciais para que muitas espécies consigam colonizar Trindade, o que corrobora a
hipétese biogeografica. A biodiversidade da Cadeia Vitdria-Trindade tem sido seriamente
ameacada pela pesca comercial e recreativa e por atividades de mineracdo. Como a
continuidade dos bens e servigos ecossistémicos dependem da manutenc¢do do fluxo génico
mediado pelos montes submarinos em alguns casos e pela conservagao in situ em outros, é
recomendado que sejam tomadas medidas urgentes de gestdo do uso dessa regiao.

Palavras-chave: cordilheira; filogeografia; biogeografia de ilhas; fluxo génico; conservagao.



ABSTRACT

Seamounts of the Vitdéria-Trindade Chain as stepping-stones for reef fishes: Trindade Island
and the Martin Vaz Archipelago, located about 1,200 km from the central coast of Brazil,
constitute the most isolated reef environments of the Brazilian biogeographic province.
These islands harbor a reef fish fauna comparatively rich, and their composition are similar
to that found at the western margin of the Atlantic Ocean. This pattern has been attributed
to the presence of a linear series of seamounts, which, together with the islands, comprise
the Vitdria-Trindade Chain. Hypothetically, the seamounts would be used as stepping-
stones, allowing species with low dispersal ability to colonize adjacent environments,
successively, until they reach the islands, located at the eastern end of the ridge. In the
present work, this hypothesis is evaluated through a comparative phylogeographic
approach. Two species of reef fish were selected to represent different scenarios of gene
flow along the ridge. Molecular markers of the mitochondrial DNA (partial sequences of the
Cytochrome B gene and of the Control Region) and of the nuclear DNA (8—12 microsatellite
loci) were combined to investigate (1) the distribution of the genetic lineages, (2) the
population structure, (3) the demographic history and (4) the historical and contemporary
gene flow. The species selected to represent a scenario of high-dispersion, Cephalopholis
fulva, showed low population structure, absence of isolation by distance and haplotypes
widely distributed. On the other hand, for the species selected to represent a scenario of
limited dispersive ability, Stegastes pictus, the islands are isolated from other populations
most of the time, and throughout the ridge it was found to show a pattern of isolation by
distance. Apparently, the islands were connected with Columbia, the closest seamount, only
during glacial maxima. This seamount also appears to have exported genetic lineages to
other populations during low sea level periods, functioning as an essential stepping-stone to
connect the islands to the coast. During glacial maxima, when the sea level reached 130 m
below present level, the continental shelf and the seamount summits emerged, reducing the
reef area available and hence the size of some populations. In both species, it was found that
historical gene flow occurs according to the stepping-stone model, where larval dispersal is
limited to, or predominantly between, adjacent populations. At ecological times, the
Trindade’s population of S. pictus is maintained by self-recruitment. This scenario shows that
seamounts are essential for many species to colonize Trindade, which corroborates the
biogeographical hypothesis. The biodiversity of the Vitéria-Trindade Chain has been
seriously threatened by commercial and recreational fisheries and mining. As the continuity
of ecosystem goods and services depend upon the maintenance of gene flow mediated by
seamounts in some cases and by in situ conservation in others, it is recommended that
urgent measures to manage the use of this region be taken.

Keywords: ridge; phylogeography; island biogeography; gene flow; conservation.
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INTRODUCAO
Peixes recifais: conceito, ecologia e biogeografia

Os peixes recifais frequentemente sdo vistos como um grupo distinto e facilmente
caracterizavel, porém, sua definicdo tem sido um assunto controverso na literatura cientifica
(e.g., Sale, 1980b; Bellwood, 1996, 1998; Robertson, 1998; Bellwood & Wainwright, 2002).
Devido a auséncia de caracteres taxonOmicos e ecoldgicos diagndsticos (Bellwood &
Wainwright, 2002), conceitos abrangentes como “grupo que inclui qualquer espécie que vive
em ambientes rasos (<100 m), tropicais ou subtropicais, bentonico ou bentopeldagico,
consistentemente associado com substratos rigidos de coral, alga ou rocha ou que ocupe
substratos arenosos adjacentes” tém sido empregados para definir esses organismos
(Floeter et al., 2008). No presente trabalho esta definicdo serd adotada, porém restringida
ao0s peixes 6sseos, 0os quais incluem quase todas as espécies que vivem nos ambientes

recifais (Bellwood & Wainwright, 2002).

Com excecdo das espécies pelagicas que podem cruzar grandes extensdes de mar aberto
(e.g., Daly-Engel et al., 2012), os peixes recifais sdo relativamente sedentdrios quando
adultos (Sale, 1980a). No entanto, todas as espécies desse grupo possuem um estagio larval,
o qual exibe uma fase de dispersao peldgica na maioria delas (Robertson, 1973; Leis, 1991,
Victor, 1991; Bernardi, 2011). Essa fase dispersiva é essencial para a colonizagdo de novos
habitats e para a manutencdo das popula¢gdes, uma vez que os adultos vivem em um
ambiente fragmentado e imprevisivel (Sale, 1978, 1980a; Barlow, 1981; Doherty et al., 1985;
Leis & McCormick, 2002).

Os peixes recifais exibem dois tipos basicos de desova, a peldgica, onde os gametas sao
liberados diretamente na coluna d’agua, e a demersal, onde os ovos ficam aderidos ao
substrato (Thresher, 1991), recebendo niveis variados de cuidado parental até o momento
da eclosdo (Barlow, 1981; Gross & Sargent, 1985)1. Outra caracteristica presente em
algumas espécies, a qual pode facilitar a colonizagdo de novas areas e aumentar a

conectividade genética entre populacdes geograficamente distantes, é a capacidade de

1 ~ . e . . . .

Algumas excecdes incluem as familias Opistognathidae e Apogonidae, nas quais os machos guardam os ovos
na boca até o momento de eclosdo, e as familias Balistidae, Monacanthidae, Ostraciidae e Tetraodontidae,
onde os ovos sdo depositados em substratos arenosos, mas ndo ha cuidado parental.
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utilizar objetos flutuantes como abrigo apdés a metamorfose da larva ainda no ambiente
pelagico (“rafting”), o que provavelmente reduz o risco de predacdo (Jokiel, 1990; Luiz et al.,

2012).

A duracdo do estagio larval pelagico dos peixes recifais pode variar entre cerca de 8 e 120
dias (Victor, 1986; Wellington & Victor, 1989; Victor, 1991), sugerindo que o potencial de
dispersdo varia consideravelmente entre as espécies. Dessa forma, o tempo que a larva
passa no ambiente peldgico tem sido utilizado como indicador do potencial de dispersdo das
espécies. No entanto, apesar de ainda ser um assunto em debate, diversos trabalhos tém
demonstrado que existe pouca ou nenhuma correlacdo entre a duracdo do estagio larval
peldgico e a area de distribuicdo das espécies (Victor & Wellington, 2000; Lester et al., 2007;
Luiz et al., 2012; Mora et al., 2012) ou entre essa e a estrutura genética das populacbes (Bay

et al., 2006; Bradbury et al., 2008; Weersing & Toonen, 2009; Riginos et al., 2011).

A dimensdo da dispersdo larval tem importantes implicagGes para a persisténcia e resiliéncia
das populacdes em ambientes recifais, bem como para o sucesso das medidas de protecdo
desse ecossistema (Swearer et al., 2002; Palumbi, 2003; Treml et al., 2008; Botsford et al.,
2009; Sale et al., 2010). Até recentemente, estimativas diretas do deslocamento das larvas
desde seu local de origem até seu destino final eram escassas. No entanto, varias técnicas
foram desenvolvidas nas ultimas décadas e houve um aumento consideravel no esforgo para
avaliar a dispersdo larval em organismos recifais (Jones et al., 2009). Os principais métodos
utilizados incluem andlise da composicdao microquimica de otoélitos (Swearer et al., 1999),
marcagao em massa de larvas (Jones et al., 1999; Jones et al., 2005; Almany et al., 2007),
anadlises genéticas de parentesco e de atribuicdao de origem (Jones et al., 2005; Planes et al.,
2009; Saenz-Agudelo et al., 2009, 2011) e modelagem matematica da dispersdo larval

através das correntes marinhas (Cowen et al., 2006; Werner et al., 2007; Treml et al., 2008).

O potencial dispersivo das larvas e a escassez de barreiras biogeograficas no ambiente
marinho sustentavam a ideia de que as populagdes de peixes recifais sdo conectadas na
escala demografica, ou seja, compartilham o mesmo pool de larvas (Leis, 1991; Sale, 1991;
Caley et al., 1996; Roberts, 1997). Porém, essa visao foi desafiada apds ser observado que
populagdes locais de peixes recifais podem ser mantidas através de auto-recrutamento,
guando as larvas ficam retidas na populacdo natal ao invés de dispersarem (Jones et al.,
1999; Swearer et al., 1999), o que foi corroborado em diversos trabalhos subsequentes (e.g.,
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Cowen et al., 2000; Taylor & Hellberg, 2003; Cowen et al., 2003; Paris & Cowen, 2004; Jones
et al., 2005; Almany et al., 2007; Saenz-Agudelo et al., 2009).

Apesar de seu pequeno tamanho, as larvas de muitos peixes recifais ndo sao transportadas
como particulas passivas (i.e., plancton) durante todo o periodo dispersivo; elas podem
influenciar seu deslocamento, seja por natacdo ativa contra o fluxo (Leis et al., 1996;
Stobutzki, 1998; Fisher et al., 2000; Leis & Carson-Ewart, 2002; Leis & Carson-Ewart, 2003;
Fisher, 2005; Genin et al., 2005) ou por deslocamento vertical (Paris & Cowen, 2004;
Huebert et al., 2010). Uma vez que as larvas de muitas espécies podem identificar a
localizacdo de um habitat apropriado para recrutamento através de sinais visuais, quimicos e
mecanicos (Stobutzki & Bellwood, 1998; Atema et al., 2002; Kingsford et al., 2002; Lecchini
et al., 2005a; Lecchini et al., 2005b; Wright et al., 2005; Gerlach et al., 2007; Munday et al.,
2009; Simpson et al., 2010), o desenvolvimento ontogenético da habilidade de influenciar
seu deslocamento tem importantes implicacGes para a conectividade entre as populagdes
(Sponaugle & Cowen, 1996; Armsworth, 2000; Fisher et al., 2000; Paris & Cowen, 2004;
Cowen et al., 2006; Leis, 2007).

A descoberta da magnitude da retencdo larval em peixes recifais foi particularmente
importante para explicar a persisténcia, nas escalas evolutiva e ecoldgica, de espécies
endémicas de ilhas oceanicas isoladas (Robertson, 2001). Essa mudanga de paradigma levou
a um intenso debate a respeito da dimensdo em que as popula¢des de peixes recifais sao
abertas (i.e., dependem do aporte de larvas de outras populagbes para manter a
estabilidade demografica) ou fechadas (i.e., autossustentdveis) (Cowen et al., 2000; Mora &
Sale, 2002; Swearer et al., 2002; Eble et al., 2011). Considerando que os peixes recifais
exibem uma enorme diversidade de histdrias de vida e variam consideravelmente em seu
potencial de dispersao, cada populagdo estara representada dentro de um continuo que vai
desde completamente aberta até completamente fechada, o que depende também do seu
isolamento geografico e da presenca de correntes marinhas que possam promover a

dispersdao (Cowen & Sponaugle, 2009).
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Edificios vulcanicos como alpondras no ambiente marinho

A dispers3o através de alpondras® tem um papel central na teoria de biogeografia de ilhas de
MacArthur & Wilson (1967), a qual prediz que o numero de espécies presentes em ilhas [ou
gualquer habitat fragmentado] é diretamente proporcional ao seu tamanho e inversamente
proporcional ao seu isolamento, em funcdo do equilibrio existente entre as taxas de
colonizacdo e extingdo. Estudos empiricos demostraram que a diversidade de peixes recifais
nos ambientes insulares do Caribe é consideravelmente maior nas ilhas com maior area
recifal e diminui de acordo com o isolamento dessas, corroborando a teoria de biogeografia
de ilhas para esse grupo (Sandin et al., 2008). Gilpin (1980) estendeu a teoria proposta por
MacArthur e Wilson para avaliar a importancia de ilhas intermedidrias para a colonizacdo de
ilhas mais distantes, concluindo que uma cadeia linear de alpondras aumenta a taxa de

colonizacdo mais do que uma Unica alpondra central com a mesma area total.

Além das ilhas ocednicas, que sdo formadas por edificios vulcanicos ou fragmentos
continentais emersos, estima-se que existem aproximadamente 25 mil montes submarinos
distribuidos nas bacias oceanicas, dos quais cerca de oito mil se estendem por mais de 1 km
acima do assoalho marinho (Kim & Wessel, 2011). Os montes submarinos, definidos como
vulcOes submersos, extintos ou ativos, com altura superior a 100 m, coletivamente ocupam
uma area do tamanho da Europa (Wessel et al., 2010; Kvile et al., 2014), sendo considerados
como um bioma distinto dos demais ambientes marinhos (Etnoyer et al., 2010). Assim como
as ilhas, os montes submarinos representam habitats fragmentados em meio ao oceano
profundo, podendo facilitar a dispersao de espécies ao longo de extensas areas oceanicas

(Hubbs, 1959; Wilson & Kaufmann, 1987).

Até o momento, poucos estudos testaram diretamente a atuacdao de montes submarinos
arranjados linearmente (i.e., cordilheiras) como alpondras para a dispersdao de espécies a
partir de dreas que podem atuar como fonte de propagulos (Rowden et al., 2010; Hart &

Pearson, 2011). Um dos fatores limitantes para a realizacdo de estudos empiricos é a

? Traduc3o literdria para o termo em inglés stepping-stones, que designa uma passagem feita de pedras para
permitir uma pessoa de cruzar, passo-a-passo, um riacho ou lago. Esse termo é utilizado em biogeografia para
descrever o processo de colonizagdo de habitats fragmentados, onde a espécie pode passar de um fragmento
apenas para outro adjacente. Em genética de populagbes, esse termo representa um modelo de estrutura
populacional onde o fluxo génico é restrito as popula¢des adjacentes.
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escassez de dados adequados, uma vez que apenas 0,4—4 % dos montes submarinos foram
diretamente amostrados para propdsitos cientificos (Kvile et al., 2014). Recentemente, Cho
& Shank (2010) encontraram evidéncias de dispersdo por alpondras em cadeias de montes
submarinos, sendo detectado isolamento por distancia em duas espécies de ofiuroides ao
longo de cordilheiras submarinas no Atlantico Norte, com fluxo génico histdrico
unidirecional. Na Cadeia Vitéria-Trindade, O’Hara et al. (2010) observaram que a distancia
da costa é um dos principais previsores da composicdo das assembleias de invertebrados e
algas e que, para algas, existe um gradiente de substituicdo de espécies (diversidade beta) a

partir da plataforma continental.

Segundo a teoria de biogeografia de ilhas, a taxa de colonizacdo de uma ilha diminui a
medida que o numero de espécies residentes aumenta, uma vez que algumas espécies
possuem maior capacidade de dispersdo que outras e tendem a ser os primeiros
colonizadores (MacArthur & Wilson, 1963). Isso implica que quanto maior for a capacidade
de dispersdo da uma espécie, maior serd a taxa de migracdo e, consequentemente, a
conectividade genética entre as populacdes insulares. Dessa forma, a dispersdo entre
ambientes fragmentados também pode ser analisada a nivel intraespecifico. Dois modelos
basicos de conectividade entre popula¢des foram propostos: o modelo de “ilhas” de Wright
(1943) e 0o modelo de “alpondras” de Kimura (1953). No modelo de ilhas, a populagao total é
assumida por estar dividida em populagbes locais (i.e., subpopulagdes) ocupando habitats
discretos. Dentro de cada subpopulagdo, os individuos se reproduzem ao acaso, exceto por
uma certa proporg¢ao de imigrantes vindo aleatoriamente de outras subpopulagées. Ja no
modelo de alpondras, o qual assume a presenca de isolamento por distancia, as migracdes

nao sdo aleatdrias e ocorrem somente entre popula¢des adjacentes.

Uso de marcadores moleculares em estudos evolutivos e ecolégicos

A origem da elevada diversidade de peixes observada nos ambientes recifais tem sido
investigada ha varias décadas com base em registros fdésseis, na distribuicdo atual das

espécies e nas relagdes filogenéticas entre elas (Bellwood & Wainwright, 2002). No entanto,
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com o surgimento da filogeografia® (Avise et al., 1987; Avise, 1998), padrdes intraespecificos
com maior resolucdo espacial e temporal, tém ajudado a solucionar debates antigos — como,
por exemplo, se os hotspots de biodiversidade marinha sdo centros de especiacdo,
acumulagdo ou sobreposicdo de espécies (Rocha et al., 2008; Bowen et al., 2013; Bowen et
al., 2014) — e a reavaliar os limites entre as provincias biogeograficas marinhas (Barber et al.,

2000; Briggs & Bowen, 2012).

No contexto filogeografico, o DNA mitocondrial (mtDNA) tem sido o marcador molecular
mais utilizado em estudos com animais (Avise, 1998; Beheregaray, 2008). O grande interesse
por essa molécula estd associado a caracteristicas como genoma compacto, facil
amplificacdo dos marcadores, elevada taxa de mutacdo, heranca clonal (todo o genoma é
transferido como um unico locus, sem recombinacdo) e uniparental (geralmente materna),
além de ser seletivamente neutro e ter taxa evolutiva constante (Avise et al., 1987). No
entanto, muitos exemplos de heranca ndo-clonal (heteroplasmia e recombinacdo), desvio da
neutralidade e variacdo na taxa de evolugcdo no mtDNA tém sido observados (Ballard &
Whitlock, 2004; Antunes & Ramos, 2005; Hurst & lJiggins, 2005; Meiklejohn et al., 2007;
Galtier et al., 2009).

Os marcadores moleculares do DNA nuclear (nDNA) diferem dos marcadores do mtDNA em
seu modo de transmissdo entre as geragdes, taxa de mutagdo, presenga de recombinagao,
tamanho efetivo populacional, nimero de cépias por célula e nivel de ploidia (Freeland et
al., 2011). Essas caracteristicas intrinsecas de cada genoma fazem com que as informacgdes
das histdrias evolutivas das espécies e das populagdes sejam, de certa forma, diferentes
guanto a resolugdo espacial e temporal e, algumas vezes, discordantes (e.g., Eytan &
Hellberg, 2010; Haney et al., 2010; Sequeira et al., 2011; DiBattista et al., 2012; Teske et al.,
2014). Dessa forma, o uso simultaneo de marcadores de diferentes genomas é essencial
para avaliar se os padrdes observados representam, de fato, a histéria evolutiva da espécie

e/ou populagdo, considerando-se as propriedades inerentes a cada um.

Entre os marcadores moleculares do nDNA, um dos mais utilizados atualmente em estudos

populacionais s3do os microssatélites, também conhecidos como sequéncias simples

3 SUNPNT . . . . . o] . . o . -~
Disciplina que estuda os principios e processos, principalmente histéricos, responsaveis pela distribuicdo atual
das linhagens genéticas dentro das espécies ou entre espécies proximas.
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repetidas ou repeticGes curtas em tandem (Guichoux et al., 2011). Esses marcadores sdo
constituidos por repeticdes que variam de dois a seis nucleotideos, cuja mutacdo é causada,
principalmente, pelo mau pareamento das fitas de DNA durante sua duplicacdo (Goldstein &
Schl6tterer, 1999). Essas mutacdes podem levar ao aumento ou a diminuicdo do nimero de
repeticdes e, consequentemente, do tamanho dos alelos. Os microssatélites tém sido
utilizados para responder a questOes ecoldgicas e evolutivas relacionadas a origem de
individuos, ao numero de popula¢cdes, ao tamanho populacional efetivo, a histdria
demogrifica e ao fluxo génico (Selkoe & Toonen, 2006). A eficiéncia dos microssatélites para
resolver esses problemas estd relacionada ao elevado polimorfismo presente em populagdes
naturais, por serem codominantes e por estarem amplamente distribuidos ao longo do
genoma, sendo que varios loci independentes podem ser eficientemente combinados

durante o processo de genotipagem (Goldstein & Schlétterer, 1999).

Peixes recifais da llha da Trindade

A llha da Trindade e o Arquipélago Martin Vaz, localizados a cerca de 1.200 km da costa
central do Brasil, constituem os ambientes recifais mais isolados da provincia biogeografica
brasileira. Apesar dos primeiros levantamentos da ictiofauna de Trindade terem sido
realizados no inicio do século 20 (Murray, 1902; Nichols & Murphy, 1914; Miranda-Ribeiro,
1919), somente a partir de 1995, com o uso de mergulho livre e auténomo, foi possivel
realizar o primeiro inventdrio abrangente das espécies de peixes recifais encontradas nessa
ilha (Gasparini & Floeter, 2001), o que permitiu inclui-la em comparac¢des biogeograficas.
Uma das primeiras conclusdes a respeito da biogeografia de peixes recifais de Trindade foi
qgue a riqueza de espécies é comparativamente elevada, apesar de seu isolamento
geografico, e que sua composicao é muito similar a da margem ocidental do Oceano
Atlantico (Floeter & Gasparini, 2000). Esse padrao tem sido atribuido a presenca de uma
série linear de montes submarinos, os quais, juntamente com as ilhas de Trindade e Martin

Vaz, compdem a Cadeia Vitéria-Trindade.

Pelo menos 10 montes da Cadeia Vitéria-Trindade, separados um do outro por distancias
relativamente curtas (~30-190 km), alcangcam profundidades relativamente rasas (~50—80

m), podendo suportar populacdes de peixes recifais. Hipoteticamente, os montes atuariam
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como alpondras, permitindo que espécies com baixa capacidade de dispersdo colonizassem
ambientes adjacentes, sucessivamente, até alcancarem as ilhas que estdo localizadas no
extremo oriental da cordilheira (Floeter & Gasparini, 2000; Gasparini & Floeter, 2001; Rocha
& Rosa, 2001; Joyeux et al., 2001; Rocha, 2003). Estudos realizados com outros grupos
taxonémicos, como ofiuroides (Guille & Albuquerque, 1990), gastropodes (Leal & Bouchet,
1991), poliquetas (Paiva, 2006) e algas (O’Hara et al., 2010), também sugerem que a
dispersdo ao longo da Cadeia Vitdria-Trindade ocorre principalmente entre ambientes

adjacentes.

A presenca de um numero elevado de espécies com baixa capacidade de dispersdo em
Trindade (Gasparini & Floeter, 2001; Pinheiro et al., 2009; Pereira-Filho et al., 2011a; Simon
et al., 2013b), representa uma forte evidéncia de que os montes submarinos da cordilheira
facilitam a colonizacdo dessa ilha. Se esses montes sdo utilizados como alpondras pela fauna
recifal de forma continua na escala evolutiva, é esperado que haja, além da elevada riqueza
de espécies, um nivel de endemismo relativamente baixo em Trindade e Martin Vaz. Isso
aconteceria porque, apos a colonizacdo das ilhas, a presenca de fluxo génico com as demais
populacBes dificultaria a ocorréncia de especiacdo alopatrica (Rocha & Bowen, 2008). Esse
padrdo foi argumentado por Floeter et al. (2008), dado que Trindade apresentava um nivel
intermedidrio de endemismo, quando comparada a outras ilhas oceanicas do Atlantico. No
entanto, pesquisas recentes demonstraram que, apesar de Trindade abrigar um ndimero
ainda maior de espécies do que o reportado anteriormente, seu nivel de endemismo (9,6 %)
é similar ao observado no Arquipélago de S3o Pedro e Sao Paulo (9,3 %), o qual ndo esta
associado a nenhuma cadeia de montes submarinos e possui praticamente a mesma
distancia do continente (Simon et al., 2013b). Dessa forma, a eficiéncia dos montes
submarinos em permitir a chegada de migrantes em Trindade parece ser descontinua na
escala evolutiva e, provavelmente, varia entre as espécies de acordo com sua histéria de

vida.

Analisando aspectos ecolédgicos da comunidade de peixes presente nas pogas-de-maré de
Trindade, Macieira et al. (2014) observaram que 48 % do numero total de individuos nesse
ambiente sdo representados por quatro espécies endémicas de Trindade e Martin Vaz. Visto
gue essas espécies estdo restritas a zona entre-marés ou a profundidades inferiores a 20 m,

a eficiéncia dos montes submarinos enquanto alpondras deve oscilar entre periodos glaciais
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e interglaciais (Macieira et al., 2014), o que ja havia sido sugerido anteriormente, tanto para
peixes (Gasparini & Floeter, 2001; Simon et al., 2013b) quanto para invertebrados (Guille &
Albuquerque, 1990). Aparentemente, espécies com baixa capacidade de dispersdo e
restritas a ambientes rasos colonizaram os montes submarinos durante os maximos glaciais
pleistocénicos, quando o nivel do mar chegou a descer 130 m em relacdo ao atual (Lambeck

et al., 2002), expondo diversos montes submarinos da Cadeia Vitéria-Trindade.

Muitas populacdes que se estabeleceram nos edificios vulcanicos emersos da Cadeia Vitdria-
Trindade durante os maximos glaciais provavelmente foram extintas com a subida do nivel
do mar, interrompendo o fluxo génico entre as ilhas e o continente e permitindo a
ocorréncia de especiacdo alopatrica (Simon et al., 2013b; Macieira et al., 2014). No entanto,
nos ultimos 800 mil anos, o nivel do mar variou drasticamente em ciclos de
aproximadamente 100 mil anos, além de variagdes menores com ciclos mais curtos (~23 e
~41 mil anos) durante os periodos interglaciais (Lambeck et al., 2002; Elderfield et al., 2012).
Essas oscilacbes ofereceram diversas oportunidades para que linhagens que evoluiram
isoladamente durante os periodos interglaciais entrassem em contato. Nesse caso, o fluxo
génico intermitente dificultaria a ocorréncia de especiacdo alopatrica, indicando que
processos de especiacdo ecoldgica e/ou parapatrica podem ter sido importantes (Rocha &

Bowen, 2008).

Apesar das fortes evidéncias biogeograficas da atuagdo dos montes submarinos da Cadeia
Vitéria-Trindade como alpondras para a colonizag¢ao das ilhas por peixes recifais, o que foi
sugerido ha mais de uma década, a deficiéncia de dados para os montes ndo permitiu que
essa hipotese fosse testada até recentemente. Informagdes a respeito da ictiofauna recifal
dos montes estavam restritas aos resultados do cruzeiro MD-55, realizado em parceria entre
o Muséum National d’Histoire Nuterelle de Paris e a Universidade Santa Ursula do Rio de
Janeiro (Séret & Andreata, 1992; Andreata & Séret, 1995), e do Programa de Avaliacdo
Sustentdvel de Recursos Vivos na Zona Econdmica Exclusiva Brasileira (REVIZEE) (Martins et
al., 2005b, 2007). Na expedicdo MD-55 foram registradas somente 32 espécies em
profundidades inferiores a 100 m, sendo que a maioria foi capturada em apenas um dos seis
montes explorados (Andreata & Séret, 1995). As amostragens no ambito do REVIZEE foram

realizadas utilizando métodos seletivos de pesca (espinhel de fundo) e somente 34 espécies
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de peixes recifais foram capturadas em profundidades entre 50 e 100 m em toda a costa

central do Brasil (Martins et al., 2007).

Entre 2009 e 2011, trés expedicdes foram realizadas na Cadeia Vitéria-Trindade, nas quais
foram utilizados mergulho autonomo e veiculos operados remotamente para elaborar um
inventario das espécies de peixes através de filmagens, coletas e observacdes em
profundidade féticas (17-40 m) e mesoféticas (40-120 m)*. Essas exploracdes permitiram,
pela primeira vez, avaliar a distribuicdo dos peixes recifais ao longo dessa cordilheira
(Mazzei, 2013). Apesar de nao ter sido encontrado um padrao de diminuigdo da riqueza da
costa em direcdo as ilhas, foi detectada correlacdo entre a substituicdo de espécies e a
distancia geografica, o que sugere que a dispersdo ao longo da cordilheira ocorre
principalmente entre populacdes adjacentes. No entanto, as maiores taxas de substituicdo
de espécies foram observadas entre a plataforma continental e os montes submarinos e
entre estes e as ilhas, demonstrando que diferengas ecoldgicas entre os ambientes podem
ser mais importantes do que a distancia geografica para a estruturacdo da comunidade.
Outra descoberta a partir desses levantamentos foi que seis das 11 espécies consideradas

endémicas das ilhas® também estdo presentes nos montes submarinos.

A hipdtese de que os montes submarinos sdao importantes para a colonizacdo das ilhas da
Cadeia Vitéria-Trindade tem fortes implicagbes para o entendimento dos eventos
biogeograficos que deram origem a fauna recifal no Oceano Atlantico (ver Floeter et al.,
2008) e para o direcionamento das estratégias de conserva¢dao necessarias para garantir a
manutenc¢do dos processos evolutivos e ecolédgicos. Além dos impactos antrdpicos causados

pela pesca comercial (Pinheiro et al., 2010b) e recreativa®, frequentemente s3o observados

*Inclui a expedicio que subsidiou o presente trabalho, coordenada pelo Prof. Jean-Christophe Joyeux
(Universidade Federal do Espirito Santo), além de outras duas realizadas sob coordenacdo do Prof. Gilberto M.
Amado-Filho (Jardim Botanico do Rio de Janeiro) e do Prof. Rodrigo L. Moura (Universidade Federal do Rio de
Janeiro).

> Uma espécie n3o-descrita do género Opistognathus, considerada endémica de Trindade em Simon et dl.
(2013b), foi coletada posteriormente no Arquipélago de Fernando de Noronha por Hudson T. Pinheiro (CIUFES
2394).

® Dois trabalhos est3o sendo preparados sobre o impacto da pesca recreativa (linha e anzol e caga submarina)
realizada pelo contingente da Marinha do Brasil que ocupa a llha da Trindade. Em um deles (H. T. Pinheiro e J.-
C. Joyeux. The role of recreational fishermen in the remotion of target reef species: an analysis of catch and
selection in recreational hook-and-line and spear fisheries in coastal and oceanic rocky reefs in tropical Brazil),
a propor¢do das espécies capturadas é comparada com a abundancia relativa delas no ambiente, para avaliar
se a preferéncia dos pescadores por determinadas espécies (principalmente predadores de topo) pode estar
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eventos de mortandade de peixes recifais em massa na llha da Trindade (Pinheiro et al.,
2010a; obs. pess.). Isto indica que a chegada regular de imigrantes oriundos dos montes
submarinos pode ser importante para a resiliéncia das populacdes insulares. No entanto, a
integridade dos ecossistemas presentes nos topos dos montes submarinos esta sendo
ameacada ndo so6 pela pesca comercial (Martins et al., 2007), como também pela exploracao
de algas calcdrias para sua utilizacdo como fertilizantes agricolas (Vasconcelos, 2012), sendo

urgente a adoc¢do de medidas de manejo e conservacao dessa regiao.

No presente trabalho, a distribuicdo das linhagens genéticas, a estruturacdo populacional, a
historia demografica e o fluxo génico histérico e contemporaneo foram investigados em
duas espécies de peixes recifais ao longo da Cadeia Vitéria-Trindade, utilizando marcadores
moleculares do mtDNA (sequéncias parciais do gene Citocromo B e da Regido Controle) e do
NDNA (8-12 Joci de microssatélites). As espécies selecionadas possuem histérias de vida
contrastantes, as quais implicam em diferentes potenciais de dispersdo. Modelos
coalescentes de fluxo génico sdo comparados para testar a hipétese de que em espécies
com “baixa” capacidade de dispersdo a conectividade é restrita a populacdes adjacentes
(modelo de alpondras), enquanto espécies com “elevada” capacidade de dispersao
conseguem manter o fluxo génico entre populacdes geograficamente distantes, sem
necessariamente utilizar populagées intermedidrias (modelo de ilhas). As diferencas
observadas entre as espécies sdao discutidas com base nos processos climaticos e
oceanograficos, histéricos e contemporaneos, que possivelmente afetaram ou afetam as
populagdes na plataforma continental, nos montes submarinos e nas ilhas oceanicas. Os
resultados sao utilizados para compreender os padrdes biogeograficos observados na Cadeia
Vitéria-Trindade e para direcionar as estratégias de conserva¢ao que devem ser adotadas na

regiao.

alterando a estrutura da comunidade. No segundo trabalho (H. C. Guabiroba Jr. A pesca recreativa na llha da
Trindade. Trabalho de Conclusdo de Curso. Departamento de Oceanografia, Universidade Federal do Espirito
Santo), a captura por unidade de esforgo e abundancia relativa das espécies alvo sdo comparadas entre areas
ao redor de Trindade onde a atividade é mais e menos intensa, com o objetivo de determinar o impacto da
pesca sobre a estrutura da comunidade.
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OBIJETIVOS
Objetivo geral

Investigar a importancia dos montes submarinos da Cadeia Vitéria-Trindade para a origem e
manutencdo dos processos evolutivos e ecoldgicos observados em peixes recifais na llha da
Trindade e no Arquipélago Martin Vaz, utilizando marcadores moleculares dos genomas

mitocondrial e nuclear.

Objetivos especificos

e Avaliar a distribuicdo geografica da diversidade genética de duas espécies de peixes
recifais com diferentes histdrias de vida ao longo da Cadeia Vitdria-Trindade e inferir
0s provaveis processos e eventos que deram origem aos padrdes observados;

e Avaliar a influéncia das oscilagdes climaticas pleistocénicas na histéria demografica e
evolutiva das populagdes;

e Analisar os padrdes de estruturacdo populacional dessas espécies e investigar a
presenca de possiveis barreiras ao fluxo génico entre as populagoes;

e |dentificar o modelo de fluxo génico histérico que melhor se adequa aos dados
empiricos e quais popula¢des sdao importantes para a manutengao da conectividade
ao longo da Cadeia Vitéria-Trindade;

e Avaliar a taxa de auto-recrutamento das populagdes da llha da Trindade e identificar

a origem dos imigrantes.
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MATERIAL E METODOS
Area de estudo

A Cadeia Vitéria-Trindade (Figura 1) é constituida por uma série linear de edificios vulcanicos
presentes na margem oeste do Oceano Atlantico. Essa cordilheira se inicia no sopé
continental, em frente ao estado do Espirito Santo, e se estende perpendicularmente a costa
ao longo de 1.000 km, entre os paralelos 20°S e 21°S. A formac3o da Cadeia Vitdria-Trindade
teve inicio ha cerca de 43,5 milhGes de anos (Ma) (Ferrari & Riccomini, 1999) e ocorreu no
sentido oeste-leste, a medida que uma zona de fratura na placa tecténica Sul-Americana
passava sobre um hotspot ou pluma mantélica, enquanto a Africa e a América do Sul se
separavam (Morgan, 1983; Gibson et al., 1995; Gibson et al., 1997; Almeida, 2006). Em seu
extremo leste, estdo localizadas a Ilha da Trindade e o Arquipélago Martin Vaz, os quais
representam a por¢do mais jovem e, atualmente, os Unicos pontos emersos da cordilheira. A
Cadeia Vitéria-Trindade é constituida por cerca de 30 edificios vulcanicos, 17 dos quais se
estendem por mais de 2.500 m acima do assoalho ocednico. A frequéncia de edificios
vulcanicos e a elevacdo do sopé destes sdo mais expressivas na porcdo mais antiga da
cadeia, indicando que o magmatismo e o tectonismo foram mais intensos no periodo inicial
de formacdo da cordilheira. Com base em sua morfologia, foi proposto recentemente que o
Monte Submarino Vitéria e o Banco Besnard, as formag¢des mais proximas da plataforma
continental, poderiam ser fragmentos da crosta continental desintegrados durante o
processo de rifteamento que separou a América do Sul e a Africa e ndo o resultado direto do

extravasamento de magma através da zona de fratura (Motoki et al., 2012).

Datacbes diretas realizadas em duas amostras de rochas vulcanicas obtidas no Monte
Submarino Jaseur, que ocupa uma posi¢ao central entre os montes da cadeia, indicam que
esse edificio vulcanico foi formado ha cerca de 30 Ma (Skolotnev et al., 2011). Com base na
idade do Arquipélago dos Abrolhos e na taxa de espalhamento do assoalho oceanico, a idade
do Monte Submarino Columbia, o ultimo edificio vulcanico antes das ilhas, foi estimada em
cerca de 10 Ma (Fodor & Hanan, 2000). Em Trindade, a atividade magmadtica teve inicio por
volta de 3,4 Ma atras, ainda no Plioceno, e se estendeu até o Holoceno (Ferrari & Riccomini,
1999), enquanto Martin Vaz, o ultimo edificio vulcanico da cordilheira, foi formado no

Pleistoceno Médio, ha aproximadamente 0,73 Ma (Cordani, 1970).
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Figura 1: Perfil topografico da Cadeia Vitéria-Trindade’. Os dois edificios vulcanicos mais afastados da
costa, llha da Trindade e Arquipélago Martin Vaz, representam os Unicos pontos emersos da
cordilheira atualmente. A localizagdo dessa cordilheira na costa do Brasil é indicada no retangulo em
detalhe.

A porgdao mais costeira da Cadeia Vitéria-Trindade é banhada pela Corrente do Brasil, a qual
é originada pela bifurcacdo do ramo sul da Corrente Sul Equatorial, entre os paralelos 14°S e
16°S (Stramma & England, 1999; Rodrigues et al., 2007). Essa corrente de superficie, que
possui aproximadamente 200 m de espessura na regido, flui para sul ao longo da quebra de
plataforma e, ao passar pela cadeia, é subdividida em trés ramos, confinados entre a
plataforma continental e os montes submarinos mais préoximos da costa, os quais se
reorganizam a aproximadamente 23°S em um fluxo bem definido (Evans et al., 1983; Evans

& Signorini, 1985) (Figura 2). Nos edificios vulcanicos mais afastados da costa ndo existem

7 Confeccionado a partir de dados de altimetria por satélite extraidos do Global Predicted Bathymetry v17.1
(Smith & Sandwell, 1997). David T. Sandwell, Walter H. F. Smith, and Joseph J. Becker. The Regents of the
University of California. All Rights Reserved.
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correntes superficiais definidas (Peterson & Stramma, 1991; Stramma & England, 1999),
sendo que a circulacdo pode ser influenciada por correntes de curta duracdo dirigidas pelo

vento, ondas internas e correntes de maré residuais.

[m/s]

Latitude
Latitude

-4 -40 =39 -38 <87 -36 -35 -34
Longitude

Longitude

Figura 2: Padrao de circulagdo da Corrente do Brasil na regido da Cadeia Vitdria-Trindade. Um
esquema da circulacdo média é representado a esquerda. A velocidade média da corrente, obtida a
partir de 5 anos de simulacdo numérica (2004 a 2009), é mostrada a direita. Reproduzido de
Pimentel (2012) com autoriza¢do da autora.

A interacdo da Corrente do Brasil com a complexa topografia da regido entre a Plataforma
dos Abrolhos e a Cadeia Vitéria-Trindade leva a formag¢dao de meandros ciclonicos e
anticiclonicos que podem dar origem, entre outros, ao chamado Vértice de Vitéria (Schmid
et al., 1995). Esse vortice é responsdvel pelo bombeamento de massas d'agua ricas em
nutrientes do talude para a plataforma continental, contribuindo para um aumento local da
produtividade primaria (Campos et al., 1995; Gaeta et al., 1999). Apds formado, o Vértice de
Vitéria pode permanecer estaciondrio por cerca de dois meses no embaiamento presente ao
sul de Abrolhos, sendo absorvido pela Corrente do Brasil, ou se deslocar para norte e
atravessar a Cadeia Vitéria-Trindade (Schmid et al., 1995; Campos, 2006; Arruda et al.,

2013).

Apesar da Corrente do Brasil estar restrita a por¢do costeira da cordilheira, a presenca de

vortices ao norte e ao sul torna a circulacao superficial nessa regido bastante complexa
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(Schmid et al., 1995; Campos, 2006; Soutelino et al., 2011; Soutelino et al., 2013; Arruda et
al., 2013). Com base em modelagem numérica e na analise das trajetdrias de boias de
deriva, Pimentel (2012) descreveu sete diferentes padrdes de escoamento da Corrente do
Brasil ao passar pela Cadeia Vitdria-Trindade, mostrando que a circulacdo nessa regido é
bastante varidvel no tempo e no espaco. A presenca de boias de deriva sendo deslocadas ao
longo da cordilheira (Pimentel, 2012) indica que a dispersdo passiva de propagulos entre os

montes submarinos é possivel.

Os topos aplainados da maioria dos montes submarinos da Cadeia Vitéria-Trindade
encontram-se, atualmente, em torno de 50 m de profundidade. O principal habitat
observado na cordilheira é composto por bancos de rodolitos que cobrem grande parte dos
topos dos montes (Pereira-Filho et al., 2011b) e da plataforma de Trindade e Martin Vaz
(Pereira-Filho et al., 2011a). Esse ambiente também é amplamente distribuido na regido
costeira adjacente (Plataforma dos Abrolhos e costa centro-sul do Espirito Santo),
representando um dos maiores depdsitos de carbonato de cdlcio do mundo (Amado-Filho et
al., 2007; Villas-Boas et al., 2009; Dias & Villaca, 2012; Amado-Filho et al., 2012).
Recentemente foram descobertas estruturas recifais complexas, compostas por algas
calcarias incrustantes, corais escleractineos e hidrocorais, no Monte Submarino Vitéria e no
Banco Davis, as quais atingem pelo menos 35 e 17 m da superficie, respectivamente
(Pinheiro et al., no prelo-a), e suportam as Unicas popula¢des de espécie de peixes recifais
restritas a ambientes rasos ao longo de toda a parte submersa da cordilheira (Pinheiro et al.,
no prelo-b). Abaixo da camada superficial viva de algas calcdrias (rodolitos e estruturas
recifais), a plataforma carbonatica dos topos dos montes submarinos pode chegar a 300 m

de espessura (Skolotnev et al., 2010).

As localidades de coleta constituem habitats fragmentados, sendo que os edificios
vulcanicos estdao separados por profundidades entre 2.000 m e 5.000 m e as localidades na
plataforma continental estdao mais de 300 km distantes uma da outra e separadas por uma
larga area de sedimentos inconsolidados em profundidades inferiores a 50 m, depositados
pela pluma do Rio Doce (Bourguignon, 2013). Como o fluxo génico em peixes recifais entre
as localidades ocorre através da dispersdao de larvas, o termo populacdo ao longo do
trabalho serd utilizado como significado de “grupo de organismos da mesma espécie que

ocupam determinado espaco em determinado tempo”. Ou seja, a menos que especificado, o
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termo populacado fard referéncia aos individuos de determinada localidade de amostragem,
independente da existéncia de fluxo génico entre elas (uma revisdo sobre conceitos de

populacdo pode ser vista em Waples & Gaggiotti, 2006).

Descri¢cdo das espécies-modelo

Antes da expedicao realizada nos montes submarinos, as informagdes sobre sua ictiofauna
eram incipientes e obtidas através de métodos seletivos de amostragem (Séret & Andreata,
1992; Andreata & Séret, 1995; Martins et al., 2005b, 2007). Dessa forma, a escolha das
espécies para a realizacdo do presente trabalho foi realizada in situ, apds ser verificado quais
estavam presentes e eram abundantes no primeiro monte visitado, considerando o

conhecimento prévio sobre a ictiofauna da plataforma continental e de Trindade.

Duas espécies de peixes recifais, Cephalopholis fulva (Linnaeus, 1758) (Perciformes:
Epinephelidae) e Stegastes pictus (Castelnau, 1855) (Perciformes: Pomacentridae), foram
selecionadas como modelos para representar diferentes cenarios de conectividade ao longo
da Cadeia Vitoria-Trindade. As duas espécies possuem ampla distribuicdo batimétrica, sendo
que C. fulva foi registrada em profundidades de até 150 m (Heemstra & Randall, 1993;
Freitas et al., 2011), e S. pictus, registrada anteriormente em profundidades de até 70 m
(Rocha et al., 2000; Feitoza et al., 2005), foi encontrada a 84 m no Monte Submarino

Columbia no presente estudo.

As duas espécies diferem em varias caracteristicas que podem influenciar seu potencial de
dispersao. Enquanto C. fulva ocorre em todo o Atlantico Oeste (Heemstra & Randall, 1993) e
possui tamanho corporal maximo de 43 cm (Araujo & Martins, 2006), S. pictus é endémico
da provincia brasileira (apenas um individuo foi registrado fora dessa provincia, no extremo
sudeste do Caribe; Rocha, 2002) e possui tamanho corporal maximo de 10 cm (obs. pess.).
Essas duas caracteristicas — maior distribuicdo latitudinal e maior tamanho corporal — estao
associadas a uma larga tolerancia ambiental e foram identificadas como importantes
atributos para prever o potencial de espécies de peixes recifais de cruzarem as duas
barreiras biogeograficas presentes no Oceano Atlantico, a Barreira Meso-Atlantica,
caracterizada pela larga faixa de oceano aberto que separa a América do Sul e a Africa, e a

Pluma Amazonas/Orinoco, caracterizada pela intensa descarga de dgua doce e sedimentos
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na costa nordeste da América do Sul (Luiz et al., 2012). Espécies de maior tamanho corporal,
por crescerem mais rapido quando jovens (Buesa, 1987; Legendre & Albaret, 1991), também
estdo menos suscetiveis a predacdo apés o recrutamento (Sogard, 1997), o que pode
influenciar a capacidade de colonizacdo de novas areas e, consequentemente, a area de

distribuicao de peixes recifais (Luiz et al., 2013).

As duas espécies ainda possuem diferencas marcantes em seu modo de reproducdo.
Cephalopholis fulva é um hermafrodita protoginico (Smith, 1965) que possui desovas
multiplas ao longo do ano (Freitas et al., 2011). Os machos sdo territoriais e mantém haréns,
desovando periodicamente com cada uma das fémeas, as quais possuem fecundidade média
de 165.000 6vulos (Thompson & Munro, 1978). Nessa espécie, os gametas sdo liberados na
coluna d’agua (desova pelagica), onde ocorre a fecundacdo externa. Por outro lado, pouco
se sabe a respeito da biologia reprodutiva de S. pictus. Com base nas caracteristicas comuns
do género (Allen, 1991) e em estudos com Stegastes partitus (Poey, 1868) (e.g., Robertson et
al.,, 1988; Knapp & Kovach, 1991; Knapp, 1993), sua provével espécie-irm3a®, além de
observacgdes pessoais, é possivel inferir que S. pictus se reproduz em par, as fémeas colocam
os Ovulos aderidos ao substrato (desova demersal) e os machos os fecundam, sendo
responsdveis por defender o ninho até o momento da eclosdo dos ovos (Figura 3). A
reprodug¢do ocorre ao longo de todo o ano, com ciclo circalunar, e cada fémea pode

depositar cerca de 10.000 évulos por evento reprodutivog.

A duragdo da fase larval peldgica em C. fulva é de cerca de 40 dias e em S. pictus é de cerca
de 30 dias™®. Além disso, em C. fulva a dispersao através das correntes marinhas pode iniciar
logo apds a fecundagado, ainda como ovo, enquanto em S. pictus a dispersao ocorre somente
apos a eclosdo. Essa diferenca tem importantes implicagdes para o potencial de dispersao da
espécie, pois o desenvolvimento precoce da habilidade da larva de influenciar seu
posicionamento na coluna d’agua durante a fase pelagica pode facilitar a retencdo desta na

populacdo natal (Sponaugle & Cowen, 1996; Paris & Cowen, 2004; Cowen et al., 2006).

® pelo menos um individuo de cada populacdo foi sequenciado para o marcador Citocromo Oxidase C
subunidade | (COI) e uma andlise filogenética foi realizada com todas as sequéncia de Stegastes desse
marcador disponiveis no GenBank, indicando que S. partitus é a espécie mais proxima.

° Esse nimero foi estimado a partir da foto de um ninho de S. pictus (Figura 3). No entanto, como em S.
partitus, é possivel que cada ninho possua a postura de diferentes fémeas.

1% comunicacdo pessoal de Benjamin C. Victor (dados n3o-publicados).
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Com base nas diferencas expostas acima, C. fulva foi selecionada para representar um
cenario relativo de “elevada” capacidade de dispersdao enquanto S. pictus foi selecionada

para representar um cenario relativo de “baixa” capacidade de dispersao.

Figura 3: Macho de Stegastes pictus guardando um ninho (ambos em destaque) com

aproximadamente 10.000 ovos. Foto tirada na Ilha Escalvada (Guarapari, Espirito Santo) por J.-C.
Joyeux.

Procedimento de campo

Os topos da maioria dos montes da Cadeia Vitoria-Trindade possuem profundidades médias
entre 50 m e 80 m. Portanto, para a realizacdo das amostragens do presente trabalho, foi
necessario o uso de mergulho técnico, utilizando misturas gasosas (Trimix e Nitrox) e
equipamentos de circuito aberto e fechado (rebreathers) (ver discussdo sobre a importancia
do uso de técnicas avancadas de mergulho para acessar a biodiversidade recifal em

profundidades mesoféticas em Pyle, 2000).

30



As espécies selecionadas foram amostradas em nove localidades (Tabela 1; Figura 4),
incluindo cinco montes submarinos (Monte Submarino Vitéria, Banco Jaseur Leste 1 Banco
Davis, Banco Dogaressa e Monte Submarino Columbia; todos serdo referidos apenas por
“montes” a seguir) e duas ilhas (llha da Trindade e Arquipélago Martin Vaz) da Cadeia
Vitéria-Trindade. Para avaliar a possivel fonte de propdgulos para a cordilheira, também
foram amostradas duas dreas na plataforma continental adjacentes a cordilheira, uma
imediatamente ao norte (Plataforma dos Abrolhos) e outra imediatamente ao sul (costa

centro-sul do estado do Espirito Santo).

Tabela 1: Resumo das principais caracteristicas das localidades de amostragem (area total, distancia
da plataforma continental e isolamento do ambiente recifal mais préoximo, medidos a partir da
isdbata de 120 m, e profundidade de amostragem) e nimero de individuos adultos de cada espécie
(Cephalopholis fulva e Stegastes pictus) coletados em cada local.

Localidade Area (km?) lezt:a:gfr:: Isolamento  Profundidade N N
(km) (km) (m) C. fulva S. pictus

Plataforma dos Abrolhos - - - 10-100 30 26
Espirito Santo - - - 5-70 27 39
Monte Vitéria 1184 120 50 45-55 37 31
Monte Jaseur Leste 99 300 40 55 10 30
Monte Davis 1002 350 45 18-50 28 22
Monte Dogaressa 80,5 480 100 65 6 10
Monte Columbia 36,5 660 175 84 2 2
Ilha da Trindade 85 910 50 5-40 46 40
Arquipélago Martin Vaz 24 960 50 10-30 27 14

As amostragens nos montes foram realizadas em abril de 2011, durante uma expedicdo de
18 dias de duragdo™. As coletas nas ilhas foram realizadas no ambito do Programa de
Pesquisas Cientificas na Ilha da Trindade (PROTRINDADE), gerenciado pela Secretaria da

Comissdo Interministerial para os Recursos do Mar (SECIRM) e com apoio logistico da

" Foram adotados os nomes oficiais dos montes segundo o GEBCO — Sub-Committee on Undersea Feature
Names (disponivel em http://www.gebco.net/data_and products/undersea feature names/). O Banco Jaseur
Leste é a Unica excecdo, pois estd listado como Banco Columbia. O nome oficial ndo foi utilizado para evitar
confusdo com outro monte de mesmo nome (Monte Submarino Columbia).

2 Um video sobre a expedi¢io realizada na Cadeia Vitéria-Trindade pelo Laboratério de Ictiologia da
Universidade Federal do Espirito Santo esta disponivel em https://www.youtube.com/watch?v=0Fopli2ZLOM.
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Marinha do Brasil. Em Trindade, as coletas foram realizadas entre julho e agosto de 2011 e
em Martin Vaz em janeiro de 2012. Na costa, as coletas foram realizadas em diversas
expedicoes entre 2010 e 2013. Nessas amostragens foram capturados individuos adultos e
subadultos (esses serdo referidos apenas como adultos em seguida) de cada espécie.
Posteriormente, foram realizadas duas expedicbes a Trindade para a coleta de recrutas
(individuos recém assentados no ambiente recifal, apds o final da fase larval pelagica), sendo
uma entre janeiro e fevereiro e outra entre julho e agosto de 2012. As coletas foram
realizadas principalmente através de mergulho auténomo, utilizando pucds e arbaletes, em
profundidades entre 5 e 84 m. Imediatamente apds a coleta, os peixes foram anestesiados
com dose letal de quinaldina (Ross & Ross, 2008) e preservados em alcool etilico 92,8 %.
Parte das amostras de C. fulva dos montes submarinos foi obtida através de pesca com anzol
durante a expedicdo e as amostras dessa espécie de Abrolhos foram adquiridas de barcos de

pesca que operam no sul desta regido.
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Figura 4: Localizacdo das areas de amostragem. (1) Plataforma dos Abrolhos, (2) costa centro-sul do
estado do Espirito Santo, (3) monte Vitéria, (4) monte Jaseur Leste, (5) monte Davis, (6) monte
Dogaressa, (7) monte Columbia, (8) Ilha da Trindade e (9) Arquipélago Martin Vaz.

No total, mais de 200 individuos adultos de cada espécie foram coletados (Tabela 1). O
numero de individuos amostrados de cada espécie em cada populacao variou entre dois e
46, com uma média de 24. As populacdes com menor nimero de amostras, para ambas as

espécies, foram os montes Dogaressa e Columbia, devido a dificuldade técnica associada a
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realizacdo de mergulhos em profundidades elevadas (os ambientes mais rasos encontrados
nesses locais se encontram a 65 m e 84 m, respectivamente) e em locais remotos (esses
montes estdo localizados a ~600 km e ~800 km da costa, respectivamente). Também foram
obtidas poucas amostras de C. fulva no monte Jaseur Leste (n = 10) e de S. pictus no
Arquipélago Martin Vaz (n = 14) devido a limitagdes logisticas. Além dos individuos adultos,

foram capturados cerca de 170 recrutas de C. fulva e 140 de S. pictus em Trindade.

Extracdo do DNA e amplificacao dos marcadores moleculares

O DNA total dos individuos capturados foi extraido utilizando o kit Wizard Genomic
Purification (Promega Corp., Madison, WI, USA), seguindo o protocolo do fabricante. Para
verificar a qualidade do DNA, os extratos foram corados com GelRed (Biotium, Hayward, CA,
USA), submetidos a eletroforese em gel de agarose 1 % e visualizados sob luz ultravioleta. A
guantificacdo do DNA foi realizada por compara¢do com o marcador de peso molecular Low

DNA Mass Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

No presente trabalho foram utilizados marcadores moleculares do mtDNA [sequéncias
parciais do gene Citocromo B (CitB) e da Regido Controle (RC)] e do nDNA (12 loci de
microssatélites). O gene CitB codifica uma proteina que participa da cadeia de transporte de
elétrons e a RC, apesar de ndo ser codificante, esta envolvida no inicio da replicagdo do
mtDNA. Esses marcadores foram selecionados por apresentarem elevado polimorfismo e
por fornecerem evidéncias independentes (mtDNA vs. nDNA) sobre a histéria evolutiva das

populagdes.

Os marcadores mitocondriais foram sequenciados somente nos individuos adultos. Para o
CitB, foram utilizados os iniciadores FishCytB e TrucCytB (Sevilla et al., 2007) e para a RC
foram utilizados os iniciadores A (Lee et al., 1995) e H1 (Santa Brigida et al., 2007). As
reacdes de PCR foram realizadas utilizando 10-100 ng de DNA, 1,25 ul de tampao (10X PCR
buffer), 2,5 pmoles de cada dNTP, 25 pmoles de MgCl,, 2,5 pmoles de cada iniciador e 0,5
unidade de Taq polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), em um volume total de 12,5 pl.
O perfil térmico das reacdes de PCR consistiu em um periodo inicial de desnaturacdao a 94 °C
por 5 min, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 s, hibridizacdo a uma

temperatura especifica (60 °C e 51 °C para o CitB, 52 °C e 55 °C para a RC, C. fulva e S. pictus,

33



respectivamente) por 1 min e extensdo a 72 °C por 2 min, com um periodo final de extensdo
a 72 °C por 7 min. Os produtos de PCR foram corados com GelRed, submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1 % e visualizados sob luz ultravioleta. As amostras que
amplificaram foram purificadas com ExoSAP-IT (USB, Cleveland, OH, USA) e sequenciadas
usando o kit BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), através de
eletroforese capilar no sequenciador automatico 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Inicialmente, os fragmentos foram sequenciados somente no sentido
direto. No entanto, as sequéncias que apresentaram picos ambiguos foram re-sequenciadas

no sentido direto e/ou sequenciadas no sentido reverso.

Tanto os individuos adultos quanto os recrutas foram genotipados com os marcadores
microssatélites, sendo utilizados 12 /oci em cada espécie. Em C. fulva, foram utilizados os
marcadores Cfu21, Cfu23, Cfu52, Cfu57, RH_CA 002, RH_CA 004 (di-nucleotideos), Cfu69,
Cfu70 (tri-nucleotideos), Cfu72, Cfu75, Cfu92 e RH_GATA 034 (tetra-nucleotideos). Esses
marcadores foram desenvolvidos especificamente para essa espécie (iniciais Cfu) ou
desenvolvidos para Epinephelus guttatus (Linnaeus, 1758) (RH) e caracterizados em C. fulva
por Renshaw et al. (2010). Para S. pictus, oito marcadores desenvolvidos especificamente
para esse trabalho (Spi03, Spi29, Spi43, Spi45, Spi49, Spi50, Spi53 e Spi60; todos di-
nucleotideos) e quatro desenvolvidos para S. partitus [SpGGA7 (Thiessen & Heath, 2007),
SpAAC33, SpAAC42 (tri-nucleotideos) e SpGATA4O0 (tetra-nucleotideo) (Williams et al., 2003)]

e caracterizados em S. pictus foram selecionados (Apéndice I).

As reagOes de PCR para os microssatélites foram realizadas utilizando 1-10 ng de DNA, 1 pl
de tampado (10X PCR buffer), 2 pmoles de cada dNTP, 10-20 pmoles de MgCl,, 2 pmoles de
cada iniciador e 0,5 unidade de Taqg polimerase, em um volume total de 10 ul. Os perfis
térmicos consistiram em um periodo inicial de desnaturagao a 95 °C por 4 min, seguido por
35 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 1 min, hibridizacdo a uma temperatura especifica (48-
60 °C para C. fulva e 60 °C para S. pictus) por 30 s e extensdo a 72 °C por 1 min, com um
periodo final de extensao a 72 °C por 20 min. Os iniciadores forward foram marcados com as
fluorescéncias 6-FAM, VIC, NED ou PET (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Para cada
espécie, os produtos de PCR marcados com fluorescéncias distintas foram agrupados,

adicionados ao padrao de peso molecular GeneScan 600 LIZ (Applied Biosystems, Foster City,
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CA, USA) e os tamanho dos fragmentos amplificados foram determinados através de

eletroforese capilar no sequenciador automatico 3500 Genetic Analyser.

Preparagao dos bancos de dados

Os cromatogramas das sequéncias dos marcadores mitocondriais foram analisados
visualmente no programa Geneious 6 (Kearse et al., 2012) e as sequéncias foram alinhadas
nesse mesmo software usando o algoritmo MAFFT (Katoh & Standley, 2013). Apds o
alinhamento e a remocdo das porc¢des terminais das sequéncias com baixa qualidade, os
bancos de dados do CitB tiveram tamanhos de 784 e 654 pares de base (pb) (C. fulva e S.

pictus, respectivamente) e os bancos de dados da RC tiveram tamanhos de 851 e 843 pb.

Os alelos dos marcadores microssatélites foram identificados manualmente no programa
GeneMapper (Applied Biosystems). Como alguns marcadores apresentaram padrdo de
migracdo dos fragmentos diferente do esperado pelo tamanho da repeticdo, ndo foi possivel
arredondar o tamanho exato dos fragmentos para o nimero inteiro mais proximo. O desvio
no padrdo esperado de migracao dos fragmentos pode ser ocasionado pela composicdo das
sequéncias (Rosenblum et al.,, 1997) ou pela fluorescéncia utilizada para marcagcdao dos
iniciadores (Wenz et al., 1998). Para corrigir esse desvio e tornar o processo de classificacao
(scoring) mais preciso, os dados brutos dos tamanhos dos fragmentos foram importados no
programa TANDEM (Matschiner & Salzburger, 2009), onde os tamanhos dos alelos foram
transformados utilizando uma fung¢do poténcia antes de ser realizado o arredondamento. Os
painéis de referéncia gerados no TANDEM foram importados no GeneMapper e os dados
foram reanalisados utilizando uma rotina automatica. Em seguida, cada gendtipo foi
inspecionado visualmente duas vezes, de forma a certificar que os alelos foram identificados

corretamente.

Os dados de cada microssatélite foram analisados no programa MICRO-CHECKER (van
Oosterhout et al., 2004), onde foi verificada a presenca de erros de genotipagem causados
por alelos nulos (falha na amplificacdo de um ou mais alelos durante a PCR devido a
presenca de mutacdes na regido de hibridizacdo dos iniciadores), dominancia de alelos
curtos (quando fragmentos grandes ndo amplificam com a mesma eficiéncia que os

pequenos e ndo sdo identificados) e stuttering (mutacdes in vitro causadas pelo
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escorregamento da polimerase durante a PCR, gerando falsos alelos que diferem do alelo
verdadeiro por multiplos da unidade de repeticdo). O programa foi rodado com 1.000
simulacdes de Monte Carlo, utilizando um intervalo de confianca de 95 %. Os dados da
populacdo do Columbia ndo foram analisados devido ao pequeno nimero de amostras (n =
2). Para C. fulva, apenas para o locus Cfu72 foi detectada possivel presenca de alelos nulos,
mas somente na populagao de Martin Vaz. Dessa forma, todos os 12 loci foram utilizados
nas analises seguintes. Em S. pictus, o locus Spi29 apresentou alelos que diferiam em apenas
uma base ao longo de toda a faixa de variacdo do marcador, possivelmente devido a
presenca de insercdes ou delecbes dentro do microssatélite ou na regido flanqueadora, e foi
descartado de todas as analises. Outros trés loci (SpAAC33, SpGATA40 e Spi53)
apresentaram possivel presenca de alelos nulos em vdrias populacdes (sete, oito e quatro

populacbes das oito avaliadas, respectivamente) e foram removidos das analises seguintes.

Os loci mantidos apds a etapa anterior foram avaliados quanto ao Equilibrio de Hardy—
Weinberg (EHW) e Desequilibrio de Ligacdo (DL) no programa Arlequin 3.5 (Excoffier &
Lischer, 2010), considerando um nivel de significancia de 0,05. Para o teste de EHW foram
percorridos 1.000.000 passos na Cadeia de Markov, dos quais 100.000 foram registrados.
Para o teste de DL foram realizadas 10.000 permuta¢Ges. Ambas as analises foram feitas
para cada populagdo individualmente. Com exce¢do do locus Spid9 (S. pictus), que
apresentou desvio no EHW em trés popula¢des, nenhum loci apresentou desvio no EHW ou
DL com outro locus em mais de duas populagdes. Dessa forma, todos os loci foram utilizados

nas analises seguintes.

Diversidade genética

Para os marcadores mitocondriais, o numero total de hapldtipos, a diversidade haplotipica e
a diversidade nucleotidica, analisados no programa DnaSP v5 (Librado & Rozas, 2009), além
do numero de haplétipos privados (observados em apenas uma populagdo), foram utilizados
como indicativos da diversidade genética das populagbes. Para os marcadores
microssatélites, o nimero de alelos, o numero efetivo de alelos, o nimero de alelos
privados, o indice de informacdo de Shannon, a heterozigosidade observada e a

heterozigosidade esperada foram utilizados como indicativos da diversidade genética das
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populacdes. Essas analises foram realizadas no programa GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse,

2012).

Genealogia dos haplétipos mitocondriais

As relacdes filogenéticas entre os haplétipos dos marcadores mitocondriais foram
reconstruidas utilizando o método de maxima verossimilhanga, através do programa PhyML
3.1 (Guindon & Gascuel, 2003; Guindon et al., 2010). O modelo de evolugcdo que melhor se
adequa a cada banco de dados foi selecionado através do programa jModelTest 2 (Darriba et
al., 2012), utilizando o critério de informacdo de Akaike. A topologia da arvore filogenética
de maxima verossimilhanca foi utilizada para reconstruir as relagdes genealdgicas entre os
haplétipos, através do método de Salzburger et al. (2011), implementado no programa

. 1
Haploviewer®.

As estimativas do tempo de divergéncia, a partir do ancestral comum mais recente, entre os
haplogrupos observados nas genealogias dos haplétipos mitocondriais foram realizadas
utilizando uma abordagem bayesiana coalescente implementada no programa Beast v1.7
(Drummond et al., 2012). Para o CitB foi utilizado um reldgio molecular estrito com taxa de
mutac¢ado de 2 % por milhdo de anos, o qual é o valor médio assumido para peixes (Bowen et
al., 2001; Bowen et al., 2006b; Bowen et al., 2006a; Lessios, 2008; Reece et al., 2010; Gaither
et al., 2011). Para a RC, as idades dos eventos cladogénicos observados no CitB foram
utilizadas para calcular a taxa de mutag¢ao desse marcador, assumindo heranga clonal e
relégio molecular estrito, e para estimar a idade dos demais eventos cladogénicos. As
simulagdes foram rodadas por 100.000.000 geragdes, com amostragem a cada 1.000
geracbes, sendo que 10 % foram descartadas como burn-in. A convergéncia das
probabilidades posteriores foi checada no programa Tracer v1.5 (Rambaut & Drummond,

2009).

Bo Gregory B. Ewing. Disponivel em http://www.cibiv.at/~%20greg/haploviewer.
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Analises populacionais

Em todas as andlises populacionais, foram incluidas apenas as populacdes com nuimero de
individuos amostrados superior a 20. Dessa forma, as populacdes de C. fulva dos montes
Jaseur Leste, Dogaressa e Columbia e de S. pictus de Abrolhos (somente para os marcadores
mitocondriais), dos montes Dogaressa e Columbia e de Martin Vaz foram ndo foram
utilizadas. A correcdo de Bonferroni para comparacdes multiplas foi aplicada em todas as

analises, onde a significancia (a = 0,05) foi dividida pelo niumero de testes dentro da andlise.

Historia demogrdfica das populagdes

A historia demografica de cada populacdo e de cada haplogrupo observado nas genealogias
dos marcadores mitocondriais foi inferida a partir da analise da distribuicdo do numero de
sitios nucleotidicos polimorficos entre pares de individuos presentes dentro da amostra
(distribuicdo mismatch). Populacbes que passaram por expansao demografica recente
apresentam distribuicdo mismatch em forma de onda (curva suave e unimodal), onde a
posicdo da moda representa o tempo decorrido desde a expansdo, enquanto populagées em
equilibrio apresentam distribuicdo mismatch irregular ou multimodal (Rogers & Harpending,

1992).

As distribuicdes mismatch observadas foram comparadas com as simuladas para modelos de
expansdo demografica pura (Schneider & Excoffier, 1999) e de expansao espacial (Excoffier,
2004). A soma dos desvios quadrados entre os valores observados e simulados (SDQ;
Schneider & Excoffier, 1999) e o indice de raggedness (Ragged; Harpending, 1994) foram
utilizados para testar a hipétese nula de expansdo populacional recente. As significancias dos
testes de expansdo populacional foram calculadas utilizando o método de bootstrap

paramétrico de Schneider & Excoffier (1999), através de 10.000 replicagdes.

O parametro 1 (estimativa do tempo decorrido desde a expansdo, em unidades mutacionais)
e seu intervalo de confianga (95 %) foram calculados através do método generalizado nao-
linear dos quadrados minimos (Schneider & Excoffier, 1999). Essas analises foram realizadas
no programa Arlequin 3.5. A férmula t = 2ut, onde t é o tempo em unidades mutacionais, U
é a taxa de mutacdo por nucleotideo por geracdao e t é o tempo em nimero de geragdes

(Rogers & Harpending, 1992), foi utilizada para calcular a idade do evento de expansdo. O
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tempo de geracdo (idade em que metade dos individuos ja se reproduziu pela primeira vez)
de C. fulva é estimado em dois anos (Araujo & Martins, 2006; Freitas et al., 2011) e o de S.
pictus é estimado em um ano (Wilson & Meekan, 2002). As mesmas taxas de mutacao
utilizadas para calcular a idade dos eventos cladogénicos foram utilizadas para calcular a

idade dos eventos de expansao.

Os testes de neutralidade seletiva D de Tajima (1989) e Fs de Fu (1997) foram utilizados para
verificar se os marcadores moleculares desviam do modelo de evolucdo neutra (Kimura,
1968). Esses testes assumem que a populacdo é panmitica e tem histdria demografica
estavel, que ndo ha recombinacdo e que as mutacdes sdo seletivamente neutras. Resultados
negativos e significativos de D e Fs podem indicar presenca de selecao purificadora, efeito
carona, selecdo background ou expansao populacional recente. Por outro lado, resultados
positivos e significativos podem indicar presenca de selecdo balanceadora, subdivisdo
populacional ou gargalo populacional recente. As significancias dos testes de neutralidade
foram calculadas através de 10.000 simulagdes, utilizando um algoritmo de coalescéncia

adaptado de Hudson (1990) e implementado no programa Arlequin 3.5.

Estrutura populacional

A diferenciagdo genética par-a-par foi avaliada a partir do indice de fixacao (Fst) (Wright,
1951) e o particionamento hierarquico da diversidade genética (entre grupos de populagdes,
entre popula¢des dentro dos grupos e entre individuos dentro das populagdes) foi avaliado
através da analise da variancia molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992), utilizando tanto os
marcadores mitocondriais quanto os microssatélites (somente individuos adultos). Na
AMOVA foram testados diferentes cendrios, onde as populagdes foram reunidas em trés ou
dois grupos. No primeiro cenario as populagdes foram agrupadas em plataforma
continental, montes e ilhas. No segundo cendrio foi testado o particionamento da
diversidade em dois grupos, um contendo as populagdes da plataforma continental e o
outro as popula¢cdes dos montes e das ilhas. Nos demais cenarios, os montes foram
agrupados sequencialmente com as popula¢des da plataforma continental, comegando pelo
mais préximo (Vitdria), enquanto os demais foram mantidos com as populacdes das ilhas.

Dessa forma, no ultimo cendrio as populacdes da plataforma continental e dos montes
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foram mantidas em um grupo e as populacdes das ilhas em outro. Tanto os testes de
estruturacdo par-a-par quanto as anadlises de variancia foram realizados no programa

Arlequin 3.5, onde a significancia foi testada através de 10.000 permutagdes.

Andlises de correlacdo entre matrizes de distancia genética e distancia geografica, realizadas
através do teste de Mantel implementado no programa Isolation By Distance Web Service
v3.23 (Jensen et al.,, 2005), foram utilizadas para avaliar a presenca de isolamento por
distancia entre as populacdes, onde a significancia foi testada através de 10.000
permutacoes. Os indices de fixacdo par-a-par (Fsy) obtidos para cada marcador foram
utilizados como medidas de distancia genética entre as populacdes e a distancia geografica
entre os pontos de amostragem foi calculada considerando-se a curvatura do globo

terrestre. Valores negativos de Fsr foram considerados como igual a zero.

Os dados dos marcadores microssatélites de todos os individuos genotipados foram
utilizados para inferir a estrutura genética das popula¢cées sem levar em consideracdo a
informacdo do local de coleta. Para isso foi utilizada a analise de agrupamento
implementada no programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000), onde foi selecionado o
modelo de ancestralidade “sem mistura” (no admixture) com frequéncias alélicas
correlacionadas entre as populacdes. Foram realizadas 10 corridas para cada valor de K
(numero de grupos), o qual variou de um a cinco. Cada corrida consistiu em 1.100.000
passos na Cadeia de Markov, sendo que os 100.000 primeiros passos foram descartados
como burn-in. A definigdo do numero de grupos mais provavel foi realizada utilizando o
método de Evanno et al. (2005), implementado no programa Structure Harvester (Earl &
vonHoldt, 2012). Nessa andlise, os recrutas coletados em Trindade em dois periodos
distintos (verdo e inverno de 2012) foram inseridos para tentar atribuir sua origem

(residentes ou migrantes) e avaliar o fluxo génico na escala ecoldgica.

Fluxo génico

O fluxo génico entre as populagdes amostradas ao longo da Cadeia Vitdria-Trindade e regido
costeira adjacente foi analisado no programa Migrate (Beerli & Felsenstein, 2001; Beerli,
2006). Essa analise foi utilizada para avaliar como ocorre a dispersado larval e identificar as

populagdes que contribuem significativamente para a manutencdo da conectividade entre
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as ilhas e o continente. Seis modelos coalescentes de fluxo génico histérico foram
comparados através de inferéncia bayesiana, seguindo o protocolo de Beerli & Palczewski
(2010). Os modelos testados foram baseados em dois modelos basicos de fluxo génico entre
populagdes (ou subpopulacdes), o modelo de ilhas de Wright (1943) e o modelo de

alpondras de Kimura (1953).

No primeiro modelo (“ilhas”), foi permitido que houvesse fluxo génico bidirecional entre
todas as populacdes. No segundo modelo (“alpondras bidimensional”), foi permitido que
houvesse fluxo génico bidirecional entre todas as populacdes adjacentes (Figura 5A). Nesse
caso, como as populacées de Abrolhos, do Espirito Santo e do monte Vitdria estdo
distribuidas de forma triangular, foi permitido que houvesse migracdo entre todas elas. A
partir do monte Vitdria, as populacoes estdo distribuidas de forma linear e cada populagdo
pode receber e enviar migrantes apenas com a populacdo anterior e a populacdo seguinte.
No terceiro modelo (“alpondras unidimensional”), o modelo anterior foi modificado de
forma a impedir o fluxo génico entre as popula¢bes de Abrolhos e do monte Vitéria, uma vez
gue a Corrente do Brasil apresenta um fluxo bem definido entre essas popula¢des e pode
representar uma importante barreira a dispersao de larvas (Figura 5B). No quarto modelo
(“sumidouro”), o modelo anterior foi modificado de forma a permitir apenas fluxo génico
unidirecional entre as popula¢des adjacentes (Figura 5C); nesse modelo, a populagdo de
Abrolhos atuaria apenas como fonte de propdgulos e as ilhas como sumidouro. No quinto
modelo (“alpondras/barreira”), o modelo “alpondras unidimensional” foi modificado,
impedindo o fluxo génico entre as ilhas e as demais populagdes (Figura 5D). No sexto e
ultimo modelo (“panmixia”), todas as populagdes foram agrupadas, considerando que cada
individuo da populagdo total pode se acasalar com qualquer outro individuo,

aleatoriamente, ao longo das geragdes.

As distribuicdes a priori dos parametros a serem estimados pelo programa (tamanho efetivo
populacional e taxa de migracdao) foram otimizadas para o modelo mais complexo (com fluxo
génico entre todas as populagdes), de forma a aproximar a convergéncia das probabilidades
posteriores, e utilizadas em todos os modelos. Os modelos foram rodados utilizando quatro
cadeias longas, com temperaturas de 1, 1,5, 3 e 1.000.000. Em cada corrida, 500.000 valores
foram amostrados e 10.000 deles foram descartados como burn-in. A probabilidade

marginal de cada modelo foi obtida usando o método de integracdao termodindmica, com
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aproximacdo pela curva de Bézier (Beerli & Palczewski, 2010). Nesse método, as
distribuicdes a priori dos parametros estimados nao influencia o ordenamento e a escolha
do melhor modelo. As diferencas para-a-par do logaritmo natural das probabilidades
marginais de cada modelo foram utilizadas para obter os fatores de Bayes e os modelos

foram ranqueados conforme sugerido em Kass & Raftery (1995).
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Figura 5: Modelos de fluxo génico testados no programa Migrate: (A) modelo “alpondras
bidimensional”; (B) modelo “alpondras unidimensional”; (C) modelo “sumidouro”; e (D) modelo
“alpondras/barreira”. No modelo “ilhas”, ndo mostrado na figura, foi permitido fluxo génico entre
todas as populagGes. (1) Plataforma dos Abrolhos, (2) costa centro-sul do estado do Espirito Santo,
(3) monte Vitéria, (4) monte Jaseur Leste, (5) monte Davis, (6) llha da Trindade e (7) Arquipélago
Martin Vaz. A populagdo do monte Jaseur Leste de Cephalopholis fulva e a populacdo de Martin Vaz
de Stegastes pictus ndo foram incluidas devido ao pequeno nimero de amostras (n < 20).
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RESULTADOS
Diversidade genética
Marcadores mitocondriais

Para o CitB foram obtidas 205 sequéncias para C. fulva e 193 para S. pictus e para a RC foram
obtidas 204 sequéncias para C. fulva e 196 para S. pictus (Tabela 2). O nimero médio de
individuos analisados por populacdo para o CitB foi de 23 (2—42; minimo- maximo) em C.
fulva e 21 (2-35) em S. pictus e para a RC foi de 23 (2-42) em C. fulva e 22 (2-40) em S.
pictus. Os indices de diversidade calculados para as populacées dos montes Dogaressa e
Columbia em ambas as espécies e para o monte Jaseur Leste em C. fulva sdo apresentados
na Tabela 2 mas ndo serdo comparados com as demais populagcbes, devido ao pequeno

numero de amostras (n < 10).

Em C. fulva foram observados 49 sitios polimorficos no CitB, com uma taxa de
transicdo/transversdo igual a 5,8. Apenas quatro mutacdes sdo ndo-sindbnimas e cada uma
destas definem um haplétipo observado em um individuo. Na RC de C. fulva foram
observados 189 sitios polimdrficos, com uma taxa de transicdo/transversdo igual a 6,6. Ja em
S. pictus, foram observados apenas 19 sitios polimdrficos no CitB, todos sendo transicoes.
Apenas uma muta¢do é nao-sinbnima, a qual define um haplétipo observado em um
individuo. Na RC de S. pictus foram observados 119 sitios polimérficos, com uma taxa de

transicdo/transversao igual a 17,9.

Em geral, a diversidade haplotipica para o marcador CitB foi elevada em C. fulva e baixa em
S. pictus (Hd = 0,86 e 0,40, respectivamente; Tabela 2). A populacdo de C. fulva de Abrolhos
apresentou diversidade haplotipica nesse marcador (Hd = 0,76) menor do que as demais
populagdes (Hd = 0,87—-0,90), com somente oito hapldtipos observados em 30 individuos.
Em S. pictus foi observado apenas um hapldétipo na populagao de Abrolhos em 17 individuos
analisados. Entre as demais populacdes desta espécie, a do monte Vitdria apresentou baixa
diversidade haplotipica (Hd = 0,06) e as de Trindade (Hd = 0,59) e Martin Vaz (Hd = 0,51)

apresentaram elevada diversidade haplotipica, comparativamente.

Para a RC, a diversidade haplotipica foi similar entre C. fulva e S. pictus (Hd = 1 e 0,97,
respectivamente; Tabela 2). Ao contrario do observado no CitB, a diversidade haplotipica foi

similar entre todas as populacdes de C. fulva. Em S. pictus a diversidade haplotipica no
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monte Vitéria (Hd = 0,90) e no monte Davis (Hd = 0,93) foi menor do que nas demais

populacdes (Hd = 0,96—-0,99). Em C. fulva, praticamente cada individuo apresentou um

haplétipo distinto (196 hapldtipos em 204 individuos) para a RC, mas em S. pictus alguns

haplétipos sdao compartilhados entre individuos da mesma e de diferentes populagdes (137

haplétipos em 196 individuos; Tabela 2).

Tabela 2: Diversidade genética observada em dois marcadores mitocondriais (Citocromo B e Regido
Controle) nas populagdes de Cephalopholis fulva e Stegastes pictus ao longo da Cadeia Vitéria-
Trindade e regido costeira adjacente. Os indices totais para cada espécie e marcador, agrupando

todas as populagbes, sdo apresentados ao final. N = niumero de individuos analisados; H = nimero

total de hapldtipos; Hp = numero de haplétipos privados; Hd = diversidade haplotipica; Pi =

diversidade nucleotidica.

Citocromo B

Regido Controle

Cephalopholis fulva Stegastes pictus

N H Hp Hd Pi N H Hp Hd Pi

Abrolhos 30 8 1 0,756 0,0014 17 1 0 0 0
Espirito Santo 27 16 7 0,912 0,0024 34 6 4 0,276 0,0004
Vitoria 33 17 11 0,877 0,0023 31 2 1 0,065 0,0001
Jaseur Leste 10 7 2 0,911 0,0022 30 3 2 0,131 0,0002
Davis 28 14 6 0,870 0,0021 21 4 1 0,271 0,0004
Dogaressa 6 4 0 0,867 0,0015 10 3 1 0,378 0,0006
Columbia 2 2 1 1,000 0,0013 2 2 0 1,000 0,0076
Trindade 42 20 10 0,901 0,0025 35 6 3 0,595 0,0027
Martin Vaz 27 13 5 0,892 0,0022 13 2 0 0,513 0,0031
Total 205 56 - 0,859 0,0021 193 17 - 0,403 0,0021
Abrolhos 30 30 29 1,000 0,0141 13 11 6 0,962 0,0037
Espirito Santo 27 27 24 1,000 0,0127 34 28 20 0,963 0,0045
Vitoria 32 32 31 1,000 0,0151 31 22 18 0,903 0,0037
Jaseur Leste 10 10 10 1,000 0,0155 30 27 23 0,986 0,0052
Davis 28 28 26 1,000 0,0140 22 17 11 0,935 0,0039
Dogaressa 6 5 1,000 0,0173 10 8 0,933 0,0030
Columbia 2 0 1,000 0,0118 2 2 1,000  0,0203
Trindade 42 41 37 0,999 0,0144 40 31 26 0,979 0,0125
Martin Vaz 27 26 26 0,997 0,0140 14 13 9 0,989 0,0153
Total 204 196 - 1,000 0,0142 196 137 - 0,970  0,0103

Em C. fulva, dos oito haplétipos de CitB observados em Abrolhos, seis sdao compartilhados

com a populacdo do Espirito Santo e com as populagdes da cordilheira e um hapldtipo é

compartilhado somente com a cordilheira (Figura 6). Na populacdo do Espirito Santo, dos 16
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haplétipos observados, trés ocorrem na cordilheira e estdo ausentes em Abrolhos (Figura 6).
Para a RC, a populacdo de C. fulva de Abrolhos compartilha um haplétipo com a cordilheira e
a populacdo do Espirito Santo compartilha trés, mas essas duas populacdes da plataforma
continental ndo compartilham nenhum haplétipo (Figura 7). Em S. pictus, apenas um
haplétipo foi observado para o CitB na populacdo de Abrolhos, o qual estd presente em
todas as populacdes amostradas (Figura 8). No Espirito Santo, seis haplétipos foram
observados para esse marcador, sendo que apenas um, além do compartilhado com
Abrolhos, estd presente na cordilheira (Figura 8). Para a RC, dos 12 haplétipos presentes em
Abrolhos, quatro foram observados no Espirito Santo e trés na cordilheira, incluindo um que
ndo esta presente no Espirito Santo (Figura 9). Dos 30 haplétipos encontrados no Espirito
Santo, quatro sdo compartilhados com a cordilheira e ndo estdo presentes em Abrolhos

(Figura 9).

Para ambos os marcadores a diversidade nucleotidica (Pi) geral foi similar entre as duas
espécies (Tabela 2), sendo que em C. fulva os valores foram similares entre todas as
populacdes. No entanto, em S. pictus, os valores relativamente elevados foram suportados
principalmente pelas populacbes de Trindade e Martin Vaz, as quais apresentaram

diversidade nucleotidica superior as demais populacges.

Marcadores microssatélites

Para os marcadores microssatélites foram genotipados 213 individuos adultos de C. fulva e
209 de S. pictus (Tabela 3). O nimero médio por locus de individuos analisados para cada
populagao foi de 24 (2—46; maximo-minimo) em C. fulva e 23 (2-40) em S. pictus. Os indices
de diversidade calculados para as populagdes dos montes Dogaressa e Columbia em ambas
as espécies, para o monte Jaseur Leste em C. fulva e para Martin Vaz em S. pictus sao
apresentados na Tabela 3 mas ndo serdo comparados com as demais popula¢des, devido ao

pequeno numero de amostras (n < 10).
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Tabela 3: Diversidade genética observada em marcadores microssatélites [média (minimo-maximo) por locus] nas populagdes de Cephalopholis fulva (12
loci) e Stegastes pictus (8 loci) ao longo da Cadeia Vitéria-Trindade e regido costeira adjacente. N = numero de individuos analisados; Na = nimero de alelos
observados; Ne = nimero efetivo de alelos; Np = nimero de alelos privados; | = indice de Shannon; Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade
esperada.

N Na Ne Np | Ho He
Abrolhos 30 (29-30) 11 (5-23) 6,1(1,5-17,3) 0,167 (0-1) 1,84 (0,70-2,97) 0,766 (0,367-0,933) 0,743 (0,322-0,942)
Espirito Santo 27 (26-27) 11 (6-20) 6,0 (1,9-13,8) 0,417 (0-2) 1,87 (0,98-2,81) 0,786 (0,556-0,963) 0,764 (0,475-0,927)
S Vitéria 37 (34-37) 13 (5-32) 6,8 (2,3-21,9) 0,833 (0-3) 1,92 (1,07-3,26) 0,761 (0,541-0,973) 0,769 (0,566-0,954)
S, Jaseur Leste 10 (10-10) 8 (3-17) 5,9 (1,7-15,4) 0,083 (0-1) 1,76 (0,83-2,79) 0,808 (0,500-1,000) 0,753 (0,415-0,935)
§ Davis 28 (27-28) 11 (6-26) 6,1(2,1-19,4) 0,583 (0-2) 1,88 (1,15-3,10) 0,758 (0,536-0,964) 0,767 (0,513-0,948)
§ Dogaressa 6 (6-6) 6 (3-11) 4,3(1,7-10,3) 0 1,48 (0,84-2,37) 0,806 (0,500-1,000) 0,707 (0,417-0,903)
% Columbia 2(2-2) 3 (2-4) 2,7 (1,6-4,0) 0 0,98 (0,56-1,39) 0,792 (0,500-1,000) 0,583 (0,375-0,750)
] Trindade 46 (45-46) 13 (6-27) 6,4 (1,8-17,3) 0,333 (0-1) 1,92 (0,93-3,04) 0,763 (0,457-0,978) 0,765 (0,444-0,942)
Martin Vaz 26 (21-27) 11 (5-25) 6,6 (1,7-18,0) 0,417 (0-1) 1,92 (0,85-3,04) 0,777 (0,444-1,000) 0,770 (0,423-0,944)
Total 211 (205-213) 17 (9-35) 7,0 (1,9-22,0) - 2,01 (1,00-3,25) 0,771 (0,502-0,962) 0,774 (0,472-0,954)
Abrolhos 26 (25-26) 8 (4-12) 4,1(1,8-7,6) 0,125 (0-1) 1,53 (0,78-2,18) 0,689 (0,346-0,885) 0,696 (0,439-0,869)
Espirito Santo 39 (39-39) 9 (5-15) 4,4 (1,8-8,5) 0,375 (0-2) 1,62 (0,84-2,35) 0,699 (0,359-0,923) 0,709 (0,443-0,882)
- Vitéria 29 (29-30) 9 (5-15) 4,4 (1,9-8,1) 0,750 (0-3) 1,59 (0,91-2,32) 0,719 (0,517-0,967) 0,710 (0,487-0,876)
§ Jaseur Leste 30 (29-30) 8 (3-14) 4,5 (1,9-9,6) 0,250 (0-1) 1,57 (0,85-2,39) 0,699 (0,433-0,933) 0,713 (0,474-0,896)
?)‘ Davis 22 (21-22) 8 (4-14) 4,3 (1,9-10,0) 0,250 (0-2) 1,54 (0,86-2,45) 0,674 (0,318-0,909) 0,699 (0,462-0,900)
§ Dogaressa 10 (10-10) 5(2-7) 3,8(1,3-5,7) 0 1,37 (0,42-1,82) 0,713 (0,300-1,000) 0,677 (0,255-0,825)
§ Columbia 2(2-2) 3(1-4) 2,7 (1,0-4,0) 0 0,92 (0,00-1,39) 0,750 (0,000-1,000) 0,531 (0,000-0,750)
” Trindade 40 (40-40) 8 (5-16) 4,4(1,8-9,1) 0,125 (0-1) 1,57 (0,89-2,39) 0,706 (0,475-0,825) 0,708 (0,433-0,890)
Martin Vaz 10 (10-10) 6 (3-9) 3,9 (1,7-6,7) 0 1,49 (0,69-2,04) 0,700 (0,500-0,900) 0,696 (0,395-0,850)
Total 208 (206-209) 13 (5-21) 4,7 (1,9-10,0) - 1,67 (0,89-2,51) 0,701 (0,428-0,851) 0,718 (0,463-0,900)
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Em todos os indices de diversidade genética utilizados para os microssatélites, com excecao
do numero de alelos privados, foram observados valores mais elevados em C. fulva do que
em S. pictus (Tabela 3). Para C. fulva e S. pictus, respectivamente, o nimero médio de alelos
por locus foi de 17 e 13; o numero efetivo de alelos foi de 7,0 e 4,7, o que corresponde a
menos de 50 % do numero total de alelos; o indice de informacdo de Shannon foi de 2,01 e
1,67; a heterozigosidade observada foi de 0,77 e 0,70; e a heterozigosidade esperada foi de
0,77 e 0,72. Para ambas as espécies, as diferencas em todos os indices de diversidade
genética, exceto numero de alelos privados (coeficiente de variacdo, CV = 0,50 para C. fulva
e 0,75 para S. pictus), foram pequenas entre as populag¢des (CV = 0,01-0,07 para C. fulva e
0,01-0,08 para S. pictus).

Os numeros minimo e maximo de alelos privados por locus foram idénticos entre as espécies
dentro de cada populacdo, apesar de terem sido utilizados quantidades diferentes de
marcadores. No entanto, nas populacGes de Trindade e do Davis o0 nimero médio foi maior
em C. fulva (Tabela 3). Em ambas as espécies, o nimero médio de alelos privados foi maior
na populacdo do monte Vitéria. Em C. fulva o menor valor médio de alelos privados foi
observado em Abrolhos e em S. pictus tanto Abrolhos quanto Trindade apresentaram
numero médio de alelos privados menor do que as demais populacdes. Diferencas elevadas
foram observadas entre os loci para todos os indices de diversidade, em fungdo da grande

variabilidade em seu polimorfismo (Tabela 3; Apéndice Il).

Genealogia dos haplétipos mitocondriais

Ndo foi observado nenhum indicio de estruturacdo populacional nas genealogias dos
haplétipos mitocondriais de C. fulva, indicando que existe fluxo génico, pelo menos na escala
evolutiva, entre todas as populagdes amostradas ao longo da Cadeia Vitéria-Trindade e
regido costeira adjacente. Para o CitB (Figura 6), foi observado que os haplétipos com maior
frequéncia estdo presentes em todas as populagdes exceto a do Columbia, onde apenas dois
espécimes foram amostrados. Todos os ramos da genealogia da RC contém hapldtipos
presentes em praticamente todas as populagdes, sugerindo que as populagdes

compartilham a mesma histéria evolutiva (Figura 7).
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A genealogia do CitB de S. pictus esta dividida em dois haplogrupos (Figura 8). O haplogrupo
I, presente em todas as populagdes amostradas, inclui o haplétipo ancestral (inferido por sua
posicdo central na genealogia, maior distribuicdo geogréfica, elevada frequéncia nas
populacbes e maior numero de haplétipos derivados; Posada & Crandall, 2001) e 11
haplétipos que diferem deste por apenas uma mutacdo. O haplogrupo Il é composto por um
haplétipo central, de maior frequéncia, e quatro hapldtipos que diferem deste por apenas
uma mutacdo. O haplogrupo |l estd presente somente nas ilhas e no monte Columbia e
difere do haplétipo ancestral por quatro mutacdes fixadas, as quais estdo ausentes no

haplogrupo I.

Para o calculo do tempo de divergéncia a partir do ancestral comum mais recente em S.
pictus, a arvore filogenética do CitB foi enraizada utilizando as espécies Stegastes pelicieri
Allen & Emery, 1985 (GenBank JF458268) e Stegastes flavilatus (Gill, 1862) (GenBank
JQ729314) como grupos externos™®. Os resultados confirmam que o haplogrupo | é o mais
basal e indicam que o tempo de divergéncia a partir do ancestral comum mais recente para

o haplogrupo Il é de 149 mil anos (intervalo de confianca 95 %: 49-261 mil anos).

A genealogia da RC em S. pictus mostra um cendrio mais complexo do que para o CitB, tendo
sido observados trés haplogrupos (Figura 9). O haplogrupo | esta presente nas populagdes
desde a costa até o monte Dogaressa e ausente, portanto, nas populagdes do monte
Columbia e das ilhas. O haplogrupo Il estd presente em todas as popula¢gdes amostradas,
desde a costa até as ilhas, e o haplogrupo Il foi observado somente no monte Columbia e
nas ilhas. Todos os individuos que possuem os haplétipos de CitB pertencentes ao
haplogrupo | estdo incluidos nos haplogrupos | e Il da RC e os individuos que possuem os
haplétipos de CitB pertencentes ao haplogrupo Il estdo incluidos no haplogrupo Ill da RC. A
maioria dos individuos que fazem parte do haplogrupo | de CitB estdo incluidos no
haplogrupo | da RC, o qual contém o hapldétipo ancestral (inferido por sua posicdo central na
genealogia, maior distribuicdo geografica e maior numero de hapldtipos derivados), o que

indica que o haplogrupo | da RC é o mais basal.

14 o] . P o . N . .
Essas espécies apresentaram maior similaridade com S. pictus entre todas as sequéncias de Citocromo B
disponiveis no GenBank.
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T[] Abrolhos
| [l Espirito Santo
[ ] vitéria
Jaseur
B Davis
[ ] Dogaressa
' [ Columbia
[l Trindade
| [ Martin Vaz

costa

montes

ilhas

Figura 6: Genealogia dos haplétipos de Citocromo B de Cephalopholis fulva amostrados ao longo da Cadeia Vitéria-Trindade e regido costeira adjacente.
Cada circulo representa um hapldtipo distinto, o didmetro representa sua frequéncia (escala nao-linear) e as cores indicam as populacées onde foi
observado. A linha que conecta dois haplétipos representa uma mutacdo e cada ponto sobre a linha representa uma mutacdo adicional.

49



T[] Abrolhos
| [l Espirito Santo
[ ] vitéria
] Jaseur
[l Davis
[ ] Dogaressa
| [l Columbia
B Trindade
| [ Martin Vaz

costa

montes

ilhas

Figura 7: Genealogia dos hapldtipos da Regido Controle de Cephalopholis fulva amostrados ao longo
da Cadeia Vitéria-Trindade e regido costeira adjacente. Cada circulo representa um hapldtipo
distinto, o diametro representa sua frequéncia (escala ndo-linear) e as cores indicam as populagdes
onde foi observado. A linha que conecta dois hapldtipos representa uma mutacdo e cada ponto
sobre a linha representa uma mutag¢do adicional.

Os haplogrupos Il e lll da RC de S. pictus compartilham trés mutacGes que os separam do
haplogrupo |. Outra mutagdo, constituida por um indel que aparece em varias posi¢coes
diferentes na genealogia do haplogrupo I, estd fixada apenas no haplogrupo Ill. Das trés
mutagles compartilhadas pelos haplogrupos Il e lll, uma ndo estd presente nos trés
haplétipos do haplogrupo Il mais préximos do haplogrupo | (um encontrado no monte Davis,
outro encontrado no monte Dogaressa e outro encontrado em Trindade e Martin Vaz); outra
nao estd presente em um haplétipo terminal do haplogrupo Il (encontrado no monte
Vitéria); e outra ndo esta presente em dois haplétipos do haplogrupo Il (encontrados em

Martin Vaz) e em um hapldtipo do haplogrupo Il (encontrado em Trindade).

O haplogrupo Il estad separado dos haplogrupos | e Il por 13 mutagdes. No entanto, apenas
duas mutagdes estdo presentes em todos os haplétipos do haplogrupo Ill e em nenhum
haplétipo dos haplogrupos | e Il. Cinco mutagdes presentes em todos os hapldétipos do
haplogrupo lll estdo presentes em alguns individuos (de um a trés) do haplogrupo II, uma
mutacdo estd presente em um individuo do haplogrupo | e em dois do haplogrupo Il e uma

mutacdo estd presente em um individuo do haplogrupo I. No haplogrupo Ill, uma mutagao
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ndo esta presente no ramo mais préximo ao haplogrupo Il, e trés mutacdes apresentam o

estado ancestral em alguns haplétipos terminais.

T[] Abrolhos
| [l Espirito Santo
[ ] vitéria
Jaseur
B Davis
[ ] Dogaressa
| [ Columbia
[l Trindade
| I Martin Vaz

costa

montes

ilhas

Figura 8: Genealogia dos hapldtipos de Citocromo B de Stegastes pictus amostrados ao longo da
Cadeia Vitdria-Trindade e regido costeira adjacente. Cada circulo representa um haplétipo distinto, o
diametro representa sua frequéncia (escala ndo-linear) e as cores indicam as popula¢des onde foi
observado. A linha que conecta dois haplétipos representa uma mutagdo e cada ponto sobre a linha
representa uma mutacdo adicional. A genealogia esta dividida em dois haplogrupos.
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Figura 9: Genealogia dos hapldtipos da Regido Controle de Stegastes pictus amostrados ao longo da Cadeia Vitdria-Trindade e regido costeira adjacente.
Cada circulo representa um hapldtipo distinto, o diametro representa sua frequéncia (escala nao-linear) e as cores indicam as popula¢ées onde foi
observado. A linha que conecta dois hapldtipos representa uma mutac¢do e cada ponto sobre a linha representa uma mutacdo adicional. A genealogia esta
dividida em trés haplogrupos. O poligono pontilhado (II.I) dentro do haplogrupo Il indica uma linhagem presente nos montes submarinos (exceto no
Dogaressa e no Columbia) e na plataforma continental.
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O tempo médio de divergéncia a partir do ancestral comum mais recente do haplogrupo Il
do CitB, estimado por ter ocorrido hd 149 mil anos, foi utilizado para calibrar a taxa de
mutacdo da RC (10,8 % por milhdo de anos), uma vez que esse evento cladogénico também
separa o haplogrupo Il dos haplogrupos | e Il desse marcador. Nessa analise, a arvore
filogenética foi enraizada pelo haplétipo ancestral. Os resultados indicam que os
haplogrupos Il e lll da RC compartilham um ancestral comum mais recente que surgiu ha 262
mil anos (intervalo de confianca 95 %: 90—450 mil anos). Dentro do haplogrupo I, existe uma
linhagem (lI.I; Figura 9) que esta presente nos montes submarinos (exceto no Dogaressa e no
Columbia) e na plataforma continental, cuja origem foi estimada por ter ocorrido ha 119 mil
anos (intervalo de confianca 95 %: 36-215 anos). Além dessa linhagem, outros quatro
haplétipos presentes nos montes Davis, Dogaressa e Columbia estdo presentes no
haplogrupo Il. Os demais haplétipos desse haplogrupo foram observados em Trindade e

Martin Vaz.

Historia demografica das populagdes

As distribuicGes mismatch de todas as populagdes de C. fulva e do conjunto total de dados
(visto que a genealogia ndo apresenta haplogrupos diferenciados), tanto para o CitB quanto
para a RC do mtDNA, possuem curvas suaves e unimodais, tipicas de populagdes que
passaram por expansao demografica recente (Apéndice Ill). Para a RC, as populagdes do
Espirito Santo e de Martin Vaz, assim como o conjunto total de dados, se adequam melhor
ao modelo de expansdo espacial do que ao modelo de expansdo demografica pura. Para as
demais populagdes e para todos os conjuntos de dados do CitB, as curvas das frequéncias
das diferencas par-a-par se adequam tanto ao modelo de expansdo demografica pura

guanto ao modelo de expansao espacial.

Os testes SDQ e Ragged para cada populagdo e para o conjunto total de dados de C. fulva
indicam que a hipdtese nula de expansao recente ndo pode ser rejeitada em ambos modelos
e marcadores (Tabela 4). Os resultados dos testes de neutralidade seletiva Fs de Fu foram
negativos e significativos para todos os conjuntos de dados de C. fulva, exceto para o CitB na

populacdo de Abrolhos (Tabela 5). No entanto, o teste D de Tajima ndo rejeitou a hipdtese
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nula de neutralidade seletiva para o CitB nas popula¢gdes de Abrolhos, Davis, Trindade e

Martin Vaz e para a RC a hipdtese nula sé ndo foi rejeitada para o conjunto total de dados.

Em seu conjunto, as andlises da distribuicdo mismatch, os testes SDQ e Ragged e os testes de
neutralidade indicam que todas as populacdes de C. fulva na Cadeia Vitéria-Trindade
passaram por expansdo demografica pura e/ou espacial no passado recente. Como n3o foi
observado nenhum evento cladogénico em C. fulva que permitisse calcular a taxa de
mutacdo da RC a partir dos dados empiricos, foi utilizada a taxa de 9,7 % por milhdo de anos
(Lessios, 2008), calculada a partir do tempo de divergéncia entre Rypticus bicolor
Valenciennes, 1846 e Rypticus saponaceus (Bloch & Schneider, 1801), espécies-irmas
separadas pelo fechamento final do Istmo do Panama e que pertencem a mesma familia que
C. fulva. As estimativas da idade do evento de expansdo de cada populacdo a partir das
analises de distribuicdo mismatch foram praticamente idénticas em ambos os modelos,
tendo ocorrido entre 20 e 33 mil anos atrds para o CitB (28 mil anos para o conjunto total de
dados) e entre 30 e 42 mil anos atras para a RC (34 mil anos para o conjunto total de dados)

(Tabela 4).

Em S. pictus, as distribuicGes mismatch observadas para o CitB estdo de acordo com o
esperado tanto para populagdes que passaram por expansao demografica pura quanto
espacial, exceto para a populagao de Trindade, que apresentou duas modas (Apéndice IlI).
Essa populagdo possui haplétipos dos dois haplogrupos observados na genealogia desse
marcador e, portanto, a moda de maior diferenca par-a-par representa as comparagdes
entre os individuos que estdao em haplogrupos distintos e ndo o resultado de um passado
demografico estavel. Nas analises realizadas para os haplogrupos foi possivel observar que
ambos possuem o padrdo esperado de populagdes que passaram por expansao (Apéndice
[11). Para a RC foi observado que todas as popula¢Ges apresentam individuos com haplétipos
pertencentes a dois dos trés haplogrupos observados na genealogia do marcador. Nao
obstante, as populacdes de todos os montes e a populagdo de Trindade apresentaram
distribuicdo mismatch bimodal e a populacdo do Espirito Santo apresentou distribuicao
aproximadamente unimodal, porém com uma longa cauda em direc¢do as classes de maiores
diferencas par-a-par. Como resultado, as distribuicdes observadas das diferencas par-a-par

nao se adequam bem aos valores simulados para uma populagdo que passou por expansao.
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Tabela 4: Resultados das andlises da distribuicdo mismatch para os modelos de expansao
demografica pura e de expansdo espacial realizadas em dois marcadores mitocondriais (Citocromo B
e Regido Controle) nas populacbes de Cephalopholis fulva ao longo da Cadeia Vitéria-Trindade e
regido costeira adjacente. T = idade do evento de expansdo em milhares de anos (I.C. = intervalo de
confianca); SDQ = soma dos desvios quadrados; Ragged = indice raggedness; p = probabilidade do
teste.

T(95%I.C.) sbQ p Ragged p

Expansdo demografica pura

Abrolhos 19,96 (4,15-34,20) 0,013 0,184 0,128 0,087
o Espirito Santo 31,14 (17,19-46,75) 0,008 0,258 0,090 0,137
g Vitdria 30,71 (18,88-44,83) 0,003 0,496 0,063 0,319
g Davis 28,24 (13,30-42,97) 0,007 0,340 0,085 0,182
2 Trindade 32,86 (19,93-45,93) 0,004 0,326 0,065 0,202
© Martin Vaz 29,46 (15,42-46,89) 0,009 0,238 0,093 0,146
Total 28,27 (23,79-34,20) 0,004 0,036 0,072 0,014
Abrolhos 37,26 (26,01-47,98) 0,004 0,478 0,007 0,761
% Espirito Santo 29,90 (23,42-34,89) 0,008 0,136 0,005 0,963
s Vitéria 41,48 (30,46—-47,55) 0,002 0,581 0,008 0,443
§ Davis 32,89 (26,44-41,90) 0,002 0,628 0,008 0,575
e Trindade 37,38 (27,87-47,58) 0,001 0,960 0,003 0,949
& Martin Vaz 33,38 (25,36-38,28) 0,007 0,127 0,010 0,407
Total 33,89 (27,64-36,26) 0,007 0,014 0,003 0,992
Expansao espacial

Abrolhos 19,96 (6,31-31,71) 0,013 0,100 0,128 0,091
o Espirito Santo 31,12 (13,25-44,64) 0,008 0,203 0,090 0,135
g Vitoria 30,64 (13,15-43,05) 0,003 0,409 0,063 0,307
g Davis 28,24 (11,58-40,35) 0,007 0,274 0,085 0,205
2 Trindade 32,83 (15,43-43,38) 0,004 0,220 0,065 0,195
© Martin Vaz 29,43 (11,19-42,41) 0,009 0,176 0,093 0,142
Total 28,25 (17,86-32,53) 0,004 0,009 0,072 0,009
Abrolhos 33,58 (26,34-43,82) 0,004 0,206 0,007 0,621
Q£ Espirito Santo 29,90 (22,56-39,24) 0,002 0,757 0,005 0,938

o
= Vitoria 39,86 (30,82-47,18) 0,002 0,506 0,008 0,424
§ Davis 32,91 (25,10-41,44) 0,002 0,526 0,008 0,534
e Trindade 35,22 (28,15-44,82) 0,001 0,792 0,003 0,921
& Martin Vaz 33,52 (25,65—-42,52) 0,004 0,415 0,010 0,446
Total 33,91 (29,10-41,02) 0 0,207 0,002 0,800
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Tabela 5: Resultados dos testes de neutralidade seletiva D de Tajima e Fs de Fu realizados em dois
marcadores mitocondriais (Citocromo B e Regido Controle) nas populagdes de Cephalopholis fulva e
Stegastes pictus ao longo da Cadeia Vitdria-Trindade e regido costeira adjacente.

Citocromo B Regidao Controle
D p Fs p D p Fs p
Cephalopholis fulva
Abrolhos -0,71 0,290 -3,41 0,009 -1,47 0,046 -21,73 o*
Espirito Santo -1,88 0,007* -13,51 o* -1,57 0,036 -19,68 o*
Vitéria -2,08 0,003* -14,10 o* -1,70 0,032 -22,78 o*
Davis -1,52 0,030 -10,43 o* -1,54 0,044 -19,38 o*
Trindade -1,82 0,015 -16,92 o* -1,39 0,053 -24,43 o*
Martin Vaz -1,07 0,143 -8,55 o* -1,44 0,065 -14,73 o*
Total -2,36 o* -27,69 o* -1,97 0,002* -23,98 0,001*
Stegastes pictus
Espirito Santo -2,01 0,002* -5,79 o* -2,32 o* -25,59 o*
Vitoria -1,14 0,125 -1,24 0,053 -2,12 0,005* -19,24 o*
Jaseur Leste -1,51 0,031 -2,35 0,004* -2,05 0,011 -25,30 o*
Davis -1,73 0,029 -2,82 0,001* -2,01 0,004* -14,02 o*
Trindade -0,24 0.466 0,27 0,608 -0,57 0,330 -13,10 0,001*
HG-I -2,25 o* -21,50 o* -2,69 o* -26,27 o*
HG-II -1,48 0,050 -3,03 o* -1,66 0,030 -24,75 o*
HG-III - - - - -1,23 0,100 -14,53 o*

* Estatisticamente significante ap6és a aplicacdo da corre¢do de Bonferroni.

— Para o CitB em S. pictus foi observado apenas dois haplogrupos.

No entanto, quando a analise é realizada para os haplogrupos, as distribuicdes mismatch
observadas se aproximam dos valores simulados para os modelos de expansdao demografica

pura e espacial, principalmente nos haplogrupos | e Il (Apéndice IIl).

Em S. pictus, o teste SDQ rejeitou a hipdétese nula de expansdao demografica pura somente
para o CitB na populacdo de Trindade (Tabela 6). No modelo de expansao espacial, tanto o
teste SDQ quanto o teste Ragged nado rejeitaram a hipdtese nula em nenhuma populacdo ou
haplogrupo (Tabela 6). O teste D de Tajima rejeitou a hipétese nula de evolugdo neutra para
todos os conjuntos de dados de S. pictus, exceto para a populagao do Espirito Santo e para o
haplogrupo | e o teste Fs rejeitou a hipdtese nula apenas para a populacdo de Trindade. Para
a RC, o teste D de Tajima rejeitou a hipdtese nula de evolugdo neutra para as populagdes do

Jaseur Leste e de Trindade e para os haplogrupos Il e lll e o teste Fs ndo rejeitou a hipdtese
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Tabela 6: Resultados das andlises da distribuicido mismatch para os modelos de expansao

demografica pura e de expansdo espacial realizadas em dois marcadores mitocondriais (Citocromo B

e Regido Controle) nas populacdes de Stegastes pictus ao longo da Cadeia Vitdria-Trindade e regido

costeira adjacente. T = idade do evento de expansdo em milhares de anos (I.C. = intervalo de

confianca); SDQ = soma dos desvios quadrados; Ragged = indice raggedness; p = probabilidade do

teste.
T(95%I.C.) sbQ p Ragged p
Expansdo demografica pura
Espirito Santo 114,68 (14,26-133,79) 0,005 0,419 0,275 0,578
o Vitdria 114,68 (12,77-114,68) 0 0,207 0,763 0,862
g Jaseur Leste 114,68 (16,44-114,68) 0 0,345 0,564 0,716
g Davis 114,68 (9,10-114,68) 0,005 0,456 0,281 0,568
2 Trindade 0(0-19,72) 0,485 0* 0,201 0,991
© HG-I 114,68 (13,72-133,79) <0,001 0,377 0,502 0,658
HG-II 18,35 (1,64-37,46) 0,004 0,395 0,180 0,409
Espirito Santo 16,05 (10,28-20,94) 0,034 0,012 0,016 0,972
Vitéria 10,30 (3,43-39,43) 0,006 0,465 0,025 0,521
% Jaseur Leste 10,84 (6,22-15,60) 0,111 0,004 0,033 0,792
§ Davis 10,99 (3,03—46,83) 0,004 0,740 0,016 0,835
e Trindade 21,32 (1,54-148,09) 0,007 0,606 0,005 0,959
;8;,? HG-I 17,94 (15,01-20,72) 0,002 0,157 0,033 0,123
HG-II 31,77 (17,48-66,15) 0,002 0,798 0,006 0,933
HG-III 40,37 (20,54-57,35) 0,006 0,546 0,012 0,732
Expansao espacial

Espirito Santo 12,69 (2,56—44,95) 0,001 0,373 0,275 0,564
o Vitdria 6,84 (0-30,01) 0 0,178 0,763 0,832
g Jaseur Leste 3,71 (0-65,10) 0 0,375 0,564 0,693
g Davis 12,46 (1,91-54,93) 0,001 0,471 0,281 0,610
2 Trindade 154,20 (3,82-3356,77) 0,056 0,191 0,201 0,541
© HG-I 4,28 (2,06-30,62) <0,001 0,325 0,502 0,720
HG-II 17,62 (3,94-48,01) 0,004 0,154 0,180 0,429
Espirito Santo 16,00 (8,60—31,35) 0,002 0,569 0,016 0,678
o Vitdria 10,26 (3,93-28,78) 0,006 0,430 0,025 0,507
g Jaseur Leste 10,83 (3,79-45,59) 0,022 0,105 0,033 0,187
§ Davis 11,00 (3,29-35,44) 0,004 0,708 0,016 0,865
o) Trindade 16,72 (5,40-142,23) 0,008 0,720 0,005 0,981
0 HG-I 17,94 (11,90-20,31) 0,002 0,104 0,033 0,110
= HG-II 28,27 (16,51-49,87) 0,002 0,632 0,006 0,915
HG-III 33,06 (19,95-49,16) 0,011 0,199 0,012 0,841

* Estatisticamente significante apds a aplicacdo da corre¢do de Bonferroni.
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nula em nenhum caso (Tabela 5). Considerando que a populacdo de Trindade para o CitB e
todas as populacdes para a RC possuem haplétipos de haplogrupos distintos, os resultados
das analises de mismatch e dos testes de neutralidade por populacdo sdo inconclusivos,

dado que a premissa de panmixia ndo é respeitada.

Em seu conjunto, as andlises da distribuicdo mismatch, os testes SDQ e Ragged e os testes de
neutralidade apresentam evidéncias de expansdo demografica pura e/ou espacial recente
apenas para os haplogrupos. As estimativas da idade do evento de expansdo a partir das
analises de distribuicdo mismatch para o CitB foram de 115 mil anos no modelo de expansao
demogréfica e 4 mil anos no modelo de expansdo espacial, para o haplogrupo |, e de
aproximadamente 18 mil anos sob ambos os modelos para o haplogrupo Il. Para a RC, a
idade do evento de expansdo para o haplogrupo | foi similar em ambos os modelos, em
torno de 18 mil anos. Para os haplogrupos Il e lll, as estimativas foram maiores no modelo
de expansdao demogrifica (32 e 40 mil anos, respectivamente), do que no modelo de

expansdo espacial (18 e 28 mil anos, respectivamente) (Tabela 6).

Estrutura populacional

Em C. fulva, nenhum teste de Fst par-a-par realizado com os marcadores mitocondriais ou
com os microssatélites apresentou valor significativo (Tabela 7). As analises de variancia
molecular, tanto para os marcadores mitocondriais quanto para os microssatélites, mostram
que praticamente 100 % da variagao genética é encontrada dentro das populagdes e nao
entre os grupos ou entre as popula¢des dentro dos grupos (Tabela 8). Os testes de Mantel
também ndo detectaram presenca de isolamento por distancia em nenhum marcador (CitB:

R®=0,139, p = 0,132; RC: R® = 0,221, p = 0,064; microssatélites: R = 0,029, p = 0,259).

Em S. pictus, os testes par-a-par com os marcadores mitocondriais mostraram que a
populacdo de Trindade difere de todas as demais populagdes (Tabela 9), com indices
elevados de estruturacdo. No entanto, as analises realizadas com os marcadores
microssatélites mostram que a populacdao de Trindade difere apenas das popula¢des do
Espirito Santo e do monte Vitéria (Tabela 9), com baixos indices de estruturacao,
comparados aos marcadores mitocondriais. Dentre os cendrios testados por AMOVA com os

marcadores mitocondriais (Tabela 10), o que apresentou o melhor particionamento da
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diversidade genética foi o de dois grupos, um englobando as populacdes do Espirito Santo e
de todos os montes e o outro contendo apenas a populacdo de Trindade, tanto para o CitB
(pcr = 0,81) quanto para a RC (dpcr = 0,60). Porém, em ambos casos, os testes de
estruturacdo ndo foram significativos. As andlises realizadas com os marcadores
microssatélites mostram que praticamente 100 % da variacdo genética é encontrada dentro
das populac¢des e ndo entre os grupos ou entre as populacdes dentro dos grupos (Tabela 10).
Os testes de Mantel revelaram que ha correlacdo significativa entre distancia genética e
distancia geografica para a RC (R* = 0,606, p = 0,036) e para os microssatélites (R* = 0,456, p
=0,022), mas nao para o CitB (R2 =0,598, p = 0,058).

Tabela 7: indices de estruturacdo (Fs;) par-a-par para os marcadores mitocondriais e para os
marcadores microssatélites (12 /oci) entre populagGes de Cephalopholis fulva ao longo da Cadeia
Vitéria-Trindade e regido costeira adjacente.

Citocromo B Abrolhos Espirito Santo Vitdria Davis Trindade Martin Vaz
Abrolhos 0
Espirito Santo -0,0195 0
Vitoria -0,0161 -0,0057 0
Davis -0,0135 -0,0053 -0,0170 0
Trindade -0,0040 0,0046 -0,0135 -0,0149 0
Martin Vaz -0,0017 -0,0008 -0,0102 -0,0102 -0,0135 0
Regido Controle Abrolhos Espirito Santo Vitdria Davis Trindade Martin Vaz
Abrolhos 0
Espirito Santo -0,0007 0
Vitoria -0,0073 -0,0009 0
Davis -0,0104 -0,0054 -0,0020 0
Trindade 0,0090 -0,0030 0,0045 -0,0013 0
Martin Vaz 0,0015 -0,0035 0,0064 -0,0068 -0,0026 0
Microssatélites Abrolhos Espirito Santo Vitdria Davis Trindade Martin Vaz
Abrolhos 0
Espirito Santo -0,0021 0
Vitoria 0,0070 -0,0005 0
Davis 0,0006 -0,0040 -0,0031 0
Trindade 0,0019 -0,0008 0,0013 -0,0029 0
Martin Vaz 0,0058 0,0012 0,0042 0,0012 0,0006 0
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Tabela 8: Analise de variancia molecular (AMOVA) das popula¢des de Cephalopholis fulva ao longo da
Cadeia Vitéria-Trindade e regido costeira adjacente realizada com marcadores mitocondriais
(Citocromo B e Regido Controle) e microssatélites (12 /oci). Para cada agrupamento, a porcentagem
da variacdo entre grupos, entre populacdes do mesmo grupo e entre individuos da mesma
populacdo, assim como os respectivos indices de fixacdo e suas probabilidades sdo indicados. % =
porcentagem de variacdo contida dentro de cada nivel hierdrquico; d¢r, dsc € dsr = indices de fixacao;
p = probabilidade.

Entre populagbes

Entre grupos
grup dentro dos grupos

Dentro das populagdes

% bcr p % bsc p % bst p
Citocromo B
(AB+ES) (VI+DA) (TR+MV) 0,88 0,009 0,069 -1,64 -0,017 0,996 100,76 -0,008 0,928
(AB+ES) (VI+DA+TR+MV) 0,99 0,010 0,064 -1,44 -0,015 0,996 100,45 -0,004 0,920
(AB+ES+VI) (DA+TR+MV) 0,63 0,006 0,099 -1,32 -0,013 0,986 100,68 -0,007 0,927
(AB+ES+VI+DA) (TR+MV) 0,68 0,007 0,133 -1,32 -0,013 0,977 100,63 -0,006 0,926
(AB+ES+VI+DA+TR+MV) - - - -0,94 - - 100,94 -0,009 0,925
Regido Controle
(AB+ES) (VI+DA) (TR+MV) 0,13 0,001 0,466 -0,19 -0,002 0,628 100,07 -0,001 0,572
(AB+ES) (VI+DA+TR+MV) -0,19 -0,002 0,807 0,01 <0,001 0,475 100,19 -0,002 0,574
(AB+ES+VI) (DA+TR+MV) 0,38 0,004 0,198 -0,32 -0,003 0,778 99,94 0,579 0,579
(AB+ES+VI+DA) (TR+MV) 0,56 0,006 0,135 -0,41 -0,004 0,839 99,85 0,002 0,573
(AB+ES+VI+DA+TR+MV) - - - -0,09 - - 100,09 -0,001 0,574
Microssatélites
(AB+ES) (VI+DA) (TR+MV) 0,41 0,004 0,066 -0,50 -0,005 1 100,10 -0,001 0,928
(AB+ES) (VI+DA+TR+MV) 0,31 0,003 0,067 -0,33 -0,003 0,996 100,02 -0,001 0,926
(AB+ES+VI) (DA+TR+MV) 0,07 0,001 0,403 -0,22  -0,002 0,950 100,15 -0,001 0,927
(AB+ES+VI+DA) (TR+MV) 0,15 0,001 0,205 -0,26  -0,003 0,977 100,11 -0,001 0,928
(AB+ES+VI+DA+TR+MV) - - - -0,18 - - 100,18 -0,002 0,930

AB = Abrolhos, ES = Espirito Santo, VI = Vitéria, DA = Davis, TR = Trindade e MV = Martin Vaz.

As andlises de agrupamento realizadas com os marcadores microssatélites no programa
Structure ndo puderam diferenciar as populagdes sem utilizar a informacdo dos locais de
coleta durante o processo de inferéncia. Embora o método de Evanno et al. (2005) indique k
= 2 como o numero mais provavel de grupos, todas as populacdes apresentaram
probabilidades similares de pertencer a um ou outro grupo. Dessa forma, as anadlises foram
repetidas utilizando os locais de coleta como informacao inicial nos modelos. Para ambas as
espécies, o numero de grupos mais provavel foi identificado como sendo igual a dois. No
entanto, para C. fulva todas as populacdes apresentaram probabilidade > 0,69 de pertencer

ao mesmo grupo (Figura 10). Em S. pictus, as popula¢bes do Dogaressa, do Columbia e de
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Trindade (incluindo todos os recrutas) apresentaram probabilidades > 0,80 de pertenceram
ao mesmo grupo, com a populacdo de Martin Vaz apresentando maior probabilidade (p =
0,60) de pertencer ao mesmo grupo que Trindade, e as populacdes do Vitéria (p = 0,85) e do
Davis (p = 0,64) apresentando maior probabilidade de pertencerem ao outro grupo. As
demais populacdes (Abrolhos, Espirito Santo e Jaseur Leste) apresentaram a mesma
probabilidade (0,50 < p < 0,60) de pertencer a qualquer um dos grupos (Figura 10). Esses
resultados discordam parcialmente dos obtidos através da genealogia dos marcadores
mitocondriais, onde a populacdo do Dogaressa estd agrupada junto com as populacoes da
costa e dos montes presentes entre elas, enquanto Martin Vaz se agrupa com as populagdes

de Trindade e do monte Columbia.

Tabela 9: indices de estruturacdo (Fs;) par-a-par para os marcadores mitocondriais e para os
marcadores microssatélites (8 loci) entre populagdes de Stegastes pictus ao longo da Cadeia Vitdria-
Trindade e regido costeira adjacente.

Citocromo B Abrolhos Espirito Santo Vitdria Jaseur Leste Davis Trindade
Abrolhos
Espirito Santo 0
Vitdria -0,0018 0
Jaseur Leste -0,0015 0,0004 0
Davis -0,0100 0,0112 0,0057 0
Trindade 0,6923* 0,7070* 0,6973* 0,6565* 0
Regido Controle Abrolhos Espirito Santo Vitdria Jaseur Leste Davis Trindade
Abrolhos
Espirito Santo 0
Vitdria -0,0018 0
Jaseur Leste 0,0035 -0,0114 0
Davis -0,0002 -0,0076 -0,0114 0
Trindade 0,5290* 0,5417* 0,5082* 0,5124* 0
Microssatélites Abrolhos Espirito Santo Vitdria Jaseur Leste Davis Trindade
Abrolhos 0
Espirito Santo 0.0013 0
Vitdria 0.0033 0.0018 0
Jaseur Leste -0.0007 0.0008 0.0002 0
Davis 0.0055 0.0015 -0.0049 -0.0067 0
Trindade 0.0009 0.0110%* 0.0090* 0.0052 0.0026 0

* Estatisticamente significante apds a aplicacdo da corre¢do de Bonferroni.
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Tabela 10: Andlise de variancia molecular (AMOVA) das populacdes de Stegastes pictus ao longo da
Cadeia Vitéria-Trindade e regido costeira adjacente realizada com marcadores mitocondriais
(Citobromo B e Regido Controle) e microssatélites (8 loci). Para cada agrupamento, a porcentagem da
variacdo entre grupos, entre populacées do mesmo grupo e entre individuos da mesma populacgao,
assim como os respectivos indices de fixacdo e suas probabilidades sdo indicados. % = porcentagem
de variacdo contida dentro de cada nivel hierarquico; ¢cr, dsc € dsr = indices de fixacdo; p =
probabilidade.

Entre as populagdes

Dentro das populagdes
dentro dos grupos populag

Entre grupos

% bcr p % bsc p % bst p
Citocromo B
(ES) (VI+JA+DA) (TR) 72,19 0,720 0,403 -0,74 -0,027 0,106 28,55 0,714 0
(ES) (VI+JA+DA+TR) -50,00 -0,500 0,598 105,62 0,704 0 44,38 0,556 0
(ES+VI) (JA+DA+TR) -498 -0,050 0,495 69,66 0,664 0 35,32 0,647 0
(ES+VI+JA) (DA+TR) 33,51 0,335 0,101 36,62 0,551 0 29,87 0,701 0
(ES+VI+JA+DA) (TR) 81,34 0,813 0,205 -0,45 -0,024 0,493 19,10 0,809 0
(ES+VI+JA+DA+TR) - - - 65,34 - - 34,66 0,653 0
Regido Controle
(ES) (VI+JA+DA) (TR) 4835 0,483 0,404 -0,89 -0,017 0,834 52,53 0,475 0
(ES) (VI+JA+DA+TR) -26,81 -0,268 0,800 58,54 0,462 0 68,26 0,317 0
(ES+VI) (JA+DA+TR) -0,68 -0,007 0,504 41,34 0411 0 59,34 0,407 0
(ES+VI+JA) (DA+TR) 21,98 0,220 0,102 24,00 0,308 0 54,02 0,460 0
(ES+VI+JA+DA) (TR) 59,71 0,597 0,198 -0,48 -0,012 0,634 40,77 0,592 0
(ES+VI+JA+DA+TR) - - - 40,81 - - 59,19 0,408 0
Microssatélites
(AB+ES) (VI+JA+DA) (TR) 0,60 0,006 0,030 -0,21 -0,002 0,803 99,61 0,004 0,134
(AB+ES) (VI+JA+DA+TR) 0,18 0,002 0,266 0,16 0,002 0,269 99,66 0,003 0,125
(AB+ES+VI) (JA+DA+TR) 0,19 0,002 0,399 0,14 0,001 0,290 99,66 0,003 0,119
(AB+ES+VI+JA) (DA+TR) 0,26 0,003 0,127 0,12 0,001 0,321 99,62 0,004 0,125
(AB+ES+VI+JA+DA) (TR) 0,62 0,006 0,166 0,01 <0,001 0,529 99,37 0,006 0,122
(AB+ES+VI+JA+DA+TR) - - - 0,26 - - 99,74 0,003 0,122

AB = Abrolhos, ES = Espirito Santo, VI = Vitdria, JA = Jaseur Leste, DA = Davis e TR = Trindade.

Fluxo génico

Entre os seis modelos de fluxo génico testados, o que obteve maior suporte foi o “alpondras
unidimensional”, em ambas as espécies (Tabela 11). O segundo modelo mais provdvel em

II’

ambas as espécies foi o “alpondras bidimensional”, indicando que pode haver fluxo génico
direto entre Abrolhos e o monte Vitdria, mas que esse ocorre principalmente através da
populagdo do Espirito Santo. Em C. fulva, o terceiro modelo no ranque foi o “sumidouro”,

indicando que o fluxo, embora bidirecional, pode ser mais intenso do continente em direcao
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as ilhas do que no sentido contrario. Em S. pictus o terceiro modelo mais provavel foi o
“panmixia”, o que significa que os modelos mais complexos ndao explicam melhor a

distribuicdo das frequéncias alélicas nas populagoes.
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Figura 10: Probabilidade de atribui¢do individual para k = 2 em C. fulva (gréfico superior) e em S.
pictus (grafico inferior) ao longo da Cadeia Vitéria-Trindade e regido costeira adjacente, a partir da
andlise implementada no programa Structure com os gendtipos de microssatélites. Cada barra
representa um individuo e a probabilidade dele pertencer a um ou outro grupo (eixo y) é identificada
pela cor. Barras pretas separam as populagdes: AB = Abrolhos, ES = Espirito Santo, VI = Vitdria, JA =
Jaseur Leste, DA = Davis, DO = Dogaressa, CO = Columbia, TR = Trindade e MV = Martin Vaz.
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Tabela 11: Comparacdo dos diferentes modelos de fluxo génico em Cephalopholis fulva e Stegastes
pictus ao longo da Cadeia Vitdria-Trindade e regido costeira adjacente. A probabilidade marginal
[Bézier In(mL)] e o logaritmo natural do fator de Bayes de cada modelo sdo apresentados.

Modelo Bézier In(mL) In Fator de Bayes Ranque
S “alpondras unidimensional” -407576,9 0 1
s
E “alpondras bidimensional” -444798,5 -37222 2
% “sumidouro” -505107,3 -97530 3
fg“ “ilhas” -628095,3 -220518 4
‘?.; “alpondras/barreira” -854365,7 -446789 5
© “panmixia” -888477,0 -480900 6
“alpondras unidimensional” -28136,4 0 1
§ “alpondras bidimensional” -46046,7 -17910 2
§ “panmixia” -67869,6 -39733 3
% “ilhas” -144796,0 -116660 4
§ “sumidouro” -161453,0 -133317 5
“alpondras/barreira” -233690,5 -205554 6
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DISCUSSAO

O objetivo central do presente trabalho foi tentar identificar o caminho percorrido pelos
peixes recifais para a colonizagdao da llha da Trindade e do Arquipélago Martin Vaz,
localizados no extremo oriental da Cadeia Vitéria-Trindade. Serd que os montes submarinos
dessa cordilheira sdo utilizados como alpondras, ou as espécies conseguem realizar
migracOes de longa distancia desde a costa até as ilhas? Apds a colonizacdo, por que
algumas populagdes continuam idénticas aos seus colonizadores, enquanto outras
acumulam diferencas fenotipicas ao ponto de serem descritas como espécies endémicas?
Como esses processos foram afetados pelas variacdes eustaticas do nivel do mar associadas
as glaciacoes pleistocénicas? Como advertido por Theodosius Dobzhansky (1964), “nada faz
sentido em biologia exceto a luz da evolugdo”. A isso se pode acrescentar que, nos
ambientes recifais, nada faz sentido em evolugdo exceto a luz da circulagdo, uma vez que as
correntes sdo o principal vetor para a dispersdo de organismos recifais entre ambientes

fragmentados espalhados nos oceanos.

Uma vez que a Cadeia Vitoria-Trindade é relativamente antiga (~40—0,7 Ma) e a dispersao
larval em peixes recifais é considerada elevada, se espera que a maioria das espécies tenha
tido tempo suficiente para colonizar os ambientes disponiveis. A auséncia de determinada
espécie em um local especifico deve estar relacionada mais a limitagdes ecoldgicas do que a
limitagOes dispersivas. Dessa forma, a distribui¢cdo atual da fauna oferece pouca informacgao
sobre a trajetdria utilizada para a colonizagdo das ilhas (Mazzei, 2013). No entanto, dentro
de cada populagao estabelecida, constantemente surgem mutagdes no DNA dos individuos e
a distribuicdo e frequéncia das diferentes linhagens genéticas podem indicar como as
populagdes se conectam através da dispersdao larval. No presente trabalho, foram
selecionadas duas espécies de peixes recifais como modelos para investigar a histéria desses
organismos na Cadeia Vitdria-Trindade, utilizando marcadores do DNA mitocondrial (CitB e
RC) e do DNA nuclear (microssatélites). Assume-se que essas espécies representam cenarios
distintos de utilizacdo dos montes submarinos para a coloniza¢do das ilhas, um envolvendo
“elevada” capacidade de dispersdao (C. fulva) e outro envolvendo potencial dispersivo

“limitado” (S. pictus).
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Padrées de distribuicao da diversidade genética

O primeiro passo para compreender como os peixes recifais dispersam ao longo da Cadeia
Vitéria-Trindade é olhar para os padroes de distribuicdo da diversidade genética, o que pode
indicar quais populagbes sdo mais antigas, quais estdo isoladas, quais possuem maior
tamanho efetivo e passado demografico estdvel e quais sdo fontes de propagulos para
outras populacdes. A ictiofauna de Trindade e das demais ilhas ocednicas ao largo da costa
do Brasil apresenta grande afinidade com a da margem ocidental do Oceano Atlantico, o que
tem justificado sua inclusdo como postos avancados empobrecidos (dado o menor nimero
de espécies) da provincia biogeografica brasileira (Briggs, 1974; Edwards & Lubbock, 1983;
Briggs, 1995; Floeter & Gasparini, 2000; Floeter et al., 2001; Rocha, 2003; Feitoza et al.,
2003; Floeter et al., 2008). Como as duas espécies analisadas estdo restritas a margem
ocidental do Atlantico, a fonte de propdagulos para a colonizacdo da cordilheira

provavelmente foi, ou ainda é, a plataforma continental adjacente.

Duas areas na plataforma continental foram amostradas no presente trabalho, uma
imediatamente ao norte (Plataforma dos Abrolhos) e outra imediatamente ao sul (costa
centro-sul do Espirito Santo) da cordilheira. Os ambientes recifais rasos dessas duas regices
sdo separados pela pluma do Rio Doce, a qual tem um aporte elevado de nutrientes e
sedimentos na plataforma continental interna (Patchineelam & Smoak, 1999), fazendo que
as areas com profundidades inferiores a 50 m nas imediagdes da foz desse rio sejam
caracterizadas por extensos depdsitos de lama e areia e pela auséncia de ambientes recifais
(Bourguignon, 2013). Dessa forma, a conectividade entre essas duas regides deve ser
mantida exclusivamente pelo transporte direto de larvas, para espécies restritas aos
ambientes rasos, ou através de recifes intermedidrios presentes na plataforma externa

(entre 50 e 70 m; obs. pess.) ou na quebra de plataforma (Olavo et al., 2011).

Agrupando as duas espécies e os dois marcadores mitocondriais, as populacdes de Abrolhos
e do Espirito Santo compartilham 11 haplétipos, nove dos quais também estdo presentes na
cordilheira. Enquanto a populagdao de Abrolhos compartilha apenas trés haplétipos com a
cordilheira que ndo estao presentes na do Espirito Santo, esta possui 11 haplétipos que nao
estdo presentes em Abrolhos mas se encontram na cordilheira. Esse padrdo sugere que o
Espirito Santo é a principal fonte de propagulos para a colonizagdo e posterior manutencao
do fluxo génico entre a cordilheira e a plataforma continental e que entre as duas
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populagdes costeiras a dispersdo de propagulos é maior de Abrolhos para o Espirito Santo do
gue no sentido contrdrio. Esse cendrio estd de acordo com a circulacdo oceanica atual
(Figura 2), visto que a Corrente do Brasil apresenta fluxo estreito e bem definido antes da
Cadeia Vitéria-Trindade e fluxo trifurcado, marcado por meandros e vértices, imediatamente
apos os montes submarinos (Pimentel, 2012). No Caribe, a presenca de uma corrente
marinha entre popula¢Ges separadas por poucos quildbmetros tem sido identificada como
importante barreira para o fluxo génico e para a dispersdao de espécies de peixes recifais
(Colin, 2003; Dennis et al., 2005; Taylor & Hellberg, 2006; Colin, 2010), o que pode acontecer
entre Abrolhos e a cordilheira. Além disso, como a Corrente do Brasil flui paralelamente a
costa de norte para sul, o transporte de propdgulos deve ser mais intenso de Abrolhos para
o Espirito Santo do que no sentido inverso. No entanto, a circulagdo oceanica no Atlantico
foi bastante influenciada pelas varia¢cGes climaticas do Quaternario (Seidov et al., 1996;
Seidov & Haupt, 1997; Peeters et al., 2004; Barker et al., 2009; Denton et al., 2010; Beal et
al., 2011), e o fluxo da Corrente do Brasil na regido da Cadeia Vitéria-Trindade pode ter sido

distinto no passado.

Com excecdo do numero de alelos privados para os marcadores microssatélites, em todos os
indices de diversidade genética analisados, tanto do mtDNA quando do nDNA, C. fulva
apresentou valores mais elevados do que S. pictus. Esse padrao indica que a espécie de
elevada capacidade de dispersdo, assumindo que ambas estdo em equilibrio mutagao-
deriva, possui maior tamanho populacional efetivo histérico (Frankham, 1996; Hauser et al.,
2002; Bazin et al., 2006; Hare et al., 2011). Embora o tamanho populacional atual (censo) de
populagdes naturais possa ser muito discrepante do tamanho populacional efetivo histérico
(Avise et al., 1988), as abundancias das duas espécies em Trindade e Martin Vaz hoje sao
muito distintas, com a densidade de C. fulva (0,232 individuo m, em média) sendo cerca de
80 vezes maior do que a de S. pictus (0,003 individuo m™) em profundidades de até 45 m™.
Assumindo que a proporcao de habitat disponivel (i.e., capacidade de suporte do ambiente)
permaneceu constante entre as espécies ao longo do tempo, é plausivel que elas tenham

tamanho populacional historicamente contrastantes. Como C. fulva possui maior potencial

!> Esses valores foram calculados a partir da analise de 834 censos visuais de 20 x 2 m (ver metodologia de
amostragem em Simon et al., 2013a) realizados em Trindade e Martin Vaz entre 2007 e 2013 (dados ndo-
publicados), em profundidades de 5 a 45 m.
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dispersivo, maior fecundidade e maior tamanho populacional atual, a probabilidade de

ocorrer eventos de dispersao entre duas populacdes é maior nessa espécie.

Em S. pictus, as populagdes das ilhas apresentaram diversidade haplotipica e/ou nucleotidica
nos marcadores mitocondriais muito superiores as demais popula¢des. Esse resultado é
determinado, principalmente, pelo contato secundario de linhagens (e.g., Bay et al., 2004),
as quais colonizaram as ilhas em momentos distintos. Além disso, as populacdes insulares
provavelmente tiveram passado demografico mais estdvel, comparado as demais

populacbes. A importancia de cada um desses processos sera discutida nas se¢des seguintes.

Historia evolutiva das populagées

As genealogias dos marcadores mitocondriais indicam que espécies de elevada capacidade
de dispersdo podem apresentar histérias evolutivas na Cadeia Vitdria-Trindade muito
distintas daquelas de menor capacidade dispersiva. Em C. fulva, tanto o CitB quanto a RC
mostram que existe conectividade ao longo de toda a cordilheira, pelo menos na escala
evolutiva. J& em S. pictus, as populagées do monte Columbia, da Ilha da Trindade e do
Arquipélago Martin Vaz, os trés edificios vulcanicos da cordilheira mais afastados da costa,
compartilham uma histéria evolutiva que é distinta daquela observada nas demais
populagdes, com eventos de colonizagao, isolamento e dispersdo, provavelmente associados

as variagOes do nivel do mar no Pleistoceno.

Na genealogia do CitB em S. pictus foram observados dois haplogrupos, um presente em
todas as popula¢des (haplogrupo I) e outro presente somente nos trés edificios vulcanicos
mais isolados (haplogrupo Il). O haplogrupo | é o mais basal e contém o haplétipo ancestral.
A origem do haplogrupo Il foi estimada em cerca de 149 mil anos, coincidente com o
penultimo maximo glacial (~145-165 mil anos atras; Bard et al., 1990; Lambeck et al., 2002;
Kukla et al., 2002). A presenca do haplétipo ancestral nos trés edificios vulcanicos mais
isolados pode ser devida a separagdo incompleta das linhagens (retencdo de polimorfismo
ancestral) ou a migracao recente. Essa questdo é resolvida na genealogia da RC, em funcdo
de sua maior taxa evolutiva. Os individuos dos trés ultimos edificios vulcanicos que possuem
o hapldtipo ancestral de CitB, assim como alguns individuos das demais popula¢des, estdo

incluidos dentro de outra linhagem da RC (haplogrupo Il), a qual é basal ao haplogrupo que

68



foi originado na penultima glaciacdo (haplogrupo Ill). O haplogrupo Il da RC, por sua vez,
inclui todos os individuos do haplogrupo Il do CitB, e sua origem foi assumida por ter
ocorrido ha 149 mil anos. Esse evento cladogénico foi utilizado para calibrar a taxa de
mutacdo da RC e calcular a separacdo entre o haplogrupo | e os haplogrupos Il e lll. A
divergéncia, a partir do ancestral comum mais recente, dos haplogrupos Il e lll, juntos, foi
estimada por ter ocorrido ha 262 mil anos, coincidente com o antepenultimo maximo glacial
(~250-270 mil anos atras; Imbrie et al., 1993; Lambeck et al., 2002). As datacdes das
separacOes das linhagens apresentaram intervalos de confianca bastante elevados devido,
principalmente, ao processo de amostragem por coalescéncia. No entanto, a diferenca entre
as idades médias dos dois principais eventos cladogénicos (~¥100 mil anos) coincide com o
ciclo dos maximos glaciais no Pleistoceno médio (Lambeck et al., 2002) e permite fazer

algumas inferéncias.

Dentro do haplogrupo Il existe uma linhagem (Il.l na Figura 9) que sé ndo esta presente nos
qguatro edificios vulcanicos mais afastados da costa. A origem dessa linhagem foi estimada
por ter ocorrido ha 119 mil anos, entre os estagios isotépicos marinhos 5e e 5d do ultimo
interglacial, quando o nivel do mar chegou a descer entre 50 e 70 m abaixo do atual
(Lambeck et al., 2002; Kukla et al., 2002). Além da linhagem II.I, o haplogrupo Il possui
haplétipos presentes no Davis, no Dogaressa, no Columbia, em Trindade e em Martin Vaz. As
trés populagdes mais isoladas, por sua vez, possuem praticamente metade dos individuos
analisados no haplogrupo Il e a outra metade no haplogrupo Ill, o que sugere que a origem

desses dois haplogrupos esta associada a essas localidades.

O cenario descrito acima indica que os ambientes mais isolados da Cadeia Vitéria-Trindade
recebem e enviam migrantes de S. pictus somente durante periodos de nivel do mar abaixo
do atual. Isso era esperado apenas para espécies restritas a ambientes rasos, como as
endémicas das ilhas, uma vez que as populagdes que se estabelecem nos montes durante os
periodos glaciais sdo extintas com a subida do nivel do mar nos periodos interglaciais
(Macieira et al., 2014). Observando apenas a genealogia da RC de S. pictus, ndo é possivel
apontar com precisao o local de origem dos haplogrupos Il e lll, mas é evidente que eles
surgiram em locais diferentes e ficaram isolados durante todo um periodo interglacial. O
Columbia, monte mais afastado da costa, estd localizado a 190 km do monte Dogaressa e a

260 km de Trindade. Trindade e Martin Vaz, por sua vez, estdo separadas por apenas 50 km.
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Portanto, sem o Columbia as ilhas estariam isoladas do ambiente recifal mais préximo

(Dogaressa) por pelo menos 450 km.

O fato de as trés populacdes da Cadeia Vitéria-Trindade mais distantes da costa estarem
isoladas das demais sugere que durante os periodos interglaciais S. pictus ndo consegue
realizar dispersdo de longa distancia. Portanto, o Columbia, devido a sua posicao geogréfica,
pode ser uma alpondra importante para que espécies de baixa capacidade de dispersao
cheguem as ilhas. Esse monte foi a localidade amostrada com maior profundidade minima (>
80 m) e apenas dois individuos foram coletados, ndo sendo possivel determinar exatamente
seu papel na colonizacdo das ilhas. No entanto, existe uma série de evidéncias que apontam
o Columbia como sendo essencial para que S. pictus tenha conseguido ocupar todos os

edificios vulcanicos da Cadeia Vitdria-Trindade.

Em primeiro lugar, o simples fato de os dois individuos coletados no Columbia pertencerem
a haplogrupos distintos, os quais incluem todos os haplétipos das populagGes insulares,
evidencia que essa populacdo fica conectada as ilhas em alguns momentos especificos. A
divergéncia, a partir do ancestral comum mais recente, dos haplogrupos Il e Il (aqui e em
seguida, os haplogrupos citados, a menos que especificado, sdo referentes aqueles da RC)
teve inicio durante o antependultimo e o penultimo maximos glaciais, respectivamente, e
essas linhagens provavelmente ficaram isoladas durante o ultimo interglacial. Durante os
maximos glaciais, o nivel do mar chegou a ficar 130 m abaixo do atual (Lambeck et al., 2002),
e, portanto, variagGes oceanograficas (i.e., padrdo de circulagdo) e/ou populacionais (e.g.,
demografia) na escala evolutiva associadas ao rebaixamento do nivel do mar devem ter sido
importantes para os eventos de dispersdo. Apds o surgimento do haplogrupo Ill, o
haplogrupo Il também colonizou os demais montes da Cadeia Vitdria-Trindade, dando
origem a uma linhagem que estda presente desde o Davis até a costa (linhagem Il.1). A origem
da linhagem II.I foi estimada por ter ocorrido em um periodo onde o nivel do mar chegou a
descer entre 50 e 70 m e o Columbia apresentou profundidades entre 30 e 10 m. Os
haplétipos do haplogrupo Il presentes no Dogaressa e no Davis que ndao fazem parte da
linhagem Il.I podem ter origem mais recente, provavelmente entre os estagios isotdpicos
marinhos 5a e 4 (~75 mil anos atrds), quando o nivel do mar desceu entre 55 e 75 m, ou no
ultimo maximo glacial (~¥30—19 mil anos atras), quando o nivel do mar desceu cerca de 130 m

(Lambeck et al., 2002).
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Diante das evidéncias genealdgicas, geograficas e ambientais apresentadas, a hipétese mais

plausivel é que o Columbia seja a principal alpondra para que S. pictus tenha conseguido

colonizar as ilhas em dois periodos glaciais distintos. Além disso, o Columbia pode ter

exportado a linhagem originada nessa localidade para os demais montes submarinos da

cadeia Vitoria-Trindade, a qual se expandiu até a costa, e foi colonizado pela linhagem que

aparentemente surgiu nas ilhas. A seguir é apresentada uma hipotese sobre a histéria

evolutiva dessas populagdes, a qual pode ser dividida em cinco etapas:

Antepenultimo maximo glacial (~¥270-250 mil anos atras): O Columbia é colonizado
(~262 mil anos atras), provavelmente a partir do Dogaressa, 0 monte submarino mais
proximo;

Penultimo interglacial (~250-165 mil anos atras): Os individuos que colonizaram o
Columbia no maximo glacial anterior ficam isolados durante esse interglacial e dao
origem a uma linhagem endémica (haplogrupo Il);

Penultimo maximo glacial (~¥165-145 mil anos atras): A linhagem que evoluiu
isoladamente no Columbia no interglacial anterior (haplogrupo Il) coloniza as ilhas
(~149 mil anos atras);

Ultimo interglacial (~145-30 mil anos atras): Os individuos que colonizaram as ilhas
no maximo glacial anterior ficam isolados durante esse interglacial e ddo origem a
uma linhagem endémica (haplogrupo Ill); o haplogrupo Il coloniza os demais montes
submarinos da cordilheira a partir do Columbia durante um periodo glacial curto,
entre os estdgios isotdpicos marinhos 5e e 5d (~119 mil anos atrds); provavelmente
ocorre um novo evento de colonizagdo do Dogaressa e do Davis a partir do Columbia
em um outro periodo glacial curto, entre os estagios 5a e 4 (~75 mil anos atras);
Ultimo maximo glacial (~30-19 mil anos atras): As linhagens que evoluiram
isoladamente no Columbia (haplogrupo Il) e nas ilhas (haplogrupo Ill), no interglacial
anterior, dispersam e entram em contato secundario, passando a ocupar os trés
ultimos montes da Cadeia Vitéria-Trindade em simpatria; a linhagem que colonizou o
Dogaressa a partir do Columbia, hd ~119 mil anos (linhagem 1Il.1), se expande
geograficamente, passando a ocupar os demais montes e a costa (esse evento, em
particular, ndo necessariamente foi restrito ao maximo glacial, podendo ter ocorrido

continuamente desde sua dispersdao do Columbia); os haplétipos do Dogaressa e do
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Davis, pertencentes ao haplogrupo Il e que ndo fazem parte da linhagem Il.I, podem
ter colonizado esses montes nesse periodo e ndo no ultimo interglacial, visto que

esses ainda ndo deram origem a linhagens amplamente distribuidas.

Essa sequéncia de acontecimentos explicariam apenas o padrdo observado atualmente com
os dados obtidos. Outros eventos ou cendrios poderiam ser recuperados com uma melhor
amostragem, principalmente nos montes Columbia e Dogaressa. Além disso, alguns eventos
podem ter ocorrido sem deixar descentes, uma vez que as populacdes devem ter passado
por diversos gargalos durantes os maximos glaciais, quando o rebaixamento do nivel do mar
exp06s os topos dos montes submarinos e a plataforma continental, reduzindo a area recifal
disponivel. Embora seja pouco provavel, a distribuicdo atual dos haplétipos pode ser o
resultado ndo de suas origens, mas de extingbes locais a partir de um conjunto

relativamente homogéneo, devido a estocasticidade do processo coalescente.

Com base na distribuicdo e frequéncia dos haplétipos, na presenca de mutacgdes fixadas nos
haplogrupos Il e lll, na presenca do haplétipo ancestral nos haplogrupos | da RC e do CitB e
na identificacdo do haplogrupo | do CitB como sendo o mais basal, é possivel afirmar que na
genealogia da RC o haplogrupo | também é o mais basal e deu origem ao haplogrupo Il. Este,
por sua vez, deu origem ao haplogrupo Ill. No entanto, se o haplogrupo Il é cerca de 100 mil
anos mais antigo que o haplogrupo lll, porque ele acumulou um nimero de mutagdes menor
que o haplogrupo IlI? Esta questdo é muito complexa, pois deve envolver diferentes forgas

evolutivas atuando simultaneamente.

A RC frequentemente é assumida como sendo seletivamente neutra, uma vez que esse
marcador ndo é codificante. No entanto, a presenca de blocos conservados dentro dessa
regido indica que algumas mutac¢des podem ser deletérias e sdo eliminadas, embora ndo se
conhega exemplos de selegdo positiva atuando diretamente sobre a RC. Mesmo para o CitB,
gue codifica uma proteina envolvida na cadeia de transporte de elétrons, apenas uma
mutacdo ndo-sindnima foi observada, a qual esta presente em apenas um individuo. Porém,
como o DNA mitocondrial é composto por uma Unica molécula circular, a presenca de
haplétipos com diferentes valores adaptativos em outras regides podem afetar os
marcadores utilizados através de efeito carona. A presenca de selecao direta ou indireta nao

pode ser avaliada para os marcadores mitocondriais, uma vez que ndo é possivel isolar os
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efeitos da instabilidade demografica sobre a evolucdo das populacdes através dos testes

utilizados.

Os haplogrupos Il e 11l provavelmente foram fundados por poucos individuos, uma vez que a
conectividade entre as ultimas populaces da Cadeia Vitéria-Trindade é bastante limitada e
todos os hapldétipos de cada haplogrupo compartilham um ancestral comum. A
disponibilidade de nicho, por outro lado, é um fator limitante para o crescimento da
populacdo apds a colonizacdo, o que, por sua vez, deve ter influenciado o papel da deriva
genética. A interacdo entre efeito fundador e deriva genética provavelmente teve um papel
importante na evolucdo dessas linhagens. Apesar dos haplogrupos Il e lll estarem presentes
praticamente no mesmo numero de individuos (38 e 37, respectivamente), o nimero de
haplétipos do haplogrupo Il (33) é maior que o do haplogrupo Il (26). Além disso, o
haplogrupo Il é o Unico que esta presente em todas as populagcdes amostradas. Sua maior
distribuicdo geografica e diversidade implicam em um maior tamanho populacional efetivo,
o0 que é conhecido por reduzir os efeitos da deriva genética, quando comparado ao
haplogrupo que surgiu nas ilhas. No entanto, ndo é possivel distinguir a importancia relativa

de cada uma dessas forgas evolutivas e essa permanece como uma questdo aberta.

Assumindo que o haplogrupo Il surgiu no Columbia e que esse monte foi a fonte para que
essa linhagem colonizasse as ilhas e os demais montes, porque essa alpondra sé funciona
durante os periodos glaciais, se a populagdao consegue manter-se durante os interglaciais?

Porque esse padrao nao foi observado em C. fulva?

Uma possibilidade é que o tamanho da populagdo do Columbia fique muito reduzido
durante periodos de nivel do mar préximo ao atual, fazendo com que a quantidade de larvas
produzida seja pequena para que ocorra eventos de dispersdao para outras localidades. Os
individuos coletados no Columbia a 84 m representam um aumento na profundidade de
ocorréncia dessa espécie, cujo maximo reportado anteriormente era de 70 m (Rocha et al.,
2000; Feitoza et al., 2005). Dessa forma, é possivel que a populacdo atualmente esteja no
limite de tolerancia da espécie, suportando apenas baixas densidades. Caso o Columbia
apresente condi¢cdes mais favoraveis a essa espécie (e.g., profundidade) durante os periodos
glaciais, é possivel que a populacdo cresca demograficamente e o numero de larvas
disponiveis para dispersdao aumente de forma consideravel. Todos os eventos de dispersao
em S. pictus envolvendo o Columbia parecem ter ocorrido em periodos de nivel do mar
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baixo, durante os maximos glaciais ou durante as pequenas glaciacdes que ocorreram
durante o ultimo interglacial. Esse padrao indica que, se o tamanho da populac¢do flutua com
as variacoes do nivel do mar, a quantidade de larvas produzidas pode determinar o sucesso
dos eventos de dispersdo. No entanto, como o haplogrupo Il possui muitos hapldtipos
presentes nas ilhas, os quais devem ter chegado |d somente no ultimo maximo glacial, o
Columbia parece ter mantido uma elevada diversidade, indicando que essa populagdo nao
passou por gargalos populacionais severos recentemente. Por outro lado, as reducgdes
populacionais que afetam a dispersao e a diversidade genética ndo necessariamente sdo de

magnitudes semelhantes.

Ja em C. fulva, cuja profundidade maxima de ocorréncia é de 150 m (Freitas et al., 2011), a
populacdo do Columbia pode ter passado por gargalos populacionais durante os maximos
glaciais, quando esse monte ficou emerso e a darea recifal foi reduzida, diminuindo a
dispersdo. Como a duracdo dos maximos glaciais é relativamente curta (~10—s0 mil anos),
comparada a duragdo dos interglaciais (~100 mil anos; Lambeck et al., 2002), provaveis

cenarios de isolamento ndo durariam tempo suficiente para causarem eventos cladogénicos.

Uma segunda possibilidade é que a circulagdo na regido tenha sido afetada pelas variacdes
do nivel do mar ou por outros processos associados, o que pode ter facilitado a dispersao
durante as regressdes marinhas. Embora o padrao de circulagdo superficial na regido
durante as glaciagGes seja desconhecido, existem evidéncias de que a Corrente do Brasil foi
intensificada durante as pequenas eras do gelo (Dryas) que ocorreram no atual interglacial
(Arz et al., 1999). Essas alteragdes na velocidade de escoamento das correntes superficiais
estdo associadas a rompimentos na circulagdo termohalina. Se a mesma resposta na
velocidade da Corrente do Brasil tiver acontecido durante os maximos glaciais, quando a
circulagdo termohalina foi modificada drasticamente (Kukla et al., 2002; Denton et al., 2010;
Elderfield et al., 2012), é possivel que o padrdo de circulacdo na regido da Cadeia Vitoria-
Trindade tenha sido muito distinto do atual. Embora n3do seja possivel saber como teria sido
a circulagao superficial durante periodos de nivel do mar baixo, um desvio na Corrente do
Brasil em direcdo a Trindade (ao invés de atravessar a cordilheira e seguir préximo a quebra
de plataforma), ou a presenca de vértices sendo deslocados nesse sentido por longas
distancias, explicariam a colonizacdo do Columbia e das ilhas durante os periodos glaciais. A

taxa de migracdo na escala evolutiva em espécies de elevada capacidade de dispersao, como
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C. fulva, aparentemente ndo seriam afetadas por essas variacdes do padrao de circulacao,

uma vez que todas as populacdes se mantém conectadas durante os interglaciais.

Historia demografica das populagdes

Desde o surgimento da llha da Trindade, ha aproximadamente 3,4 Ma (Ferrari & Riccomini,
1999), o planeta tem passado por ciclos de resfriamento e aquecimento (Lambeck et al.,
2002). Essas oscilagdes climaticas deixaram uma marca profunda no DNA de numerosas
espécies de grupos taxondmicos distintos, tanto no ambiente terrestre quanto marinho, e
levaram muitas outras a extincdo (Hewitt, 2000). No ambiente marinho tropical, as principais
consequéncias dessas mudancas climaticas foram as variagdes eustdticas do nivel do mar,
gue chegaram a amplitudes de 130 m (Lambeck et al., 2002). Durante os maximos glaciais,
plataformas continentais, atdis e muitos montes submarinos ficaram emersos, reduzindo
drasticamente a area recifal e, consequentemente, o tamanho das populacées, além de
causar eventos vicariantes intermitentes. Como resultado, as taxas de especiacdo e extin¢cdo
local e global foram bastante intensas no Pleistoceno (Paulay, 1990; Vermeij, 1991, 1993;
Budd, 2000; Dynesius & Jansson, 2000; Bellwood & Wainwright, 2002; Paulay & Meyer,
2002; Domingues et al., 2005; Johnson et al., 2007; O'Dea et al., 2007; Crandall et al., 2008;
Leray et al., 2010; Gaither et al., 2011; Cowman & Bellwood, 2013).

A reduc¢do do nivel do mar durante os maximos glaciais pleistocénicos, quando a maior parte
dos edificios vulcanicos da Cadeia Vitéria-Trindade ficaram emersos, ofereceu a
oportunidade de colonizacdo da cordilheira para espécies que vivem restritas a ambientes
rasos (Macieira et al., 2014). Porém, para espécies que no atual nivel do mar possuem
populagdes estabelecidas nos topos dos montes submarinos e na plataforma continental, as
glaciagcdes promoveram uma reducao significativa da area recifal disponivel (Figura 11). Com
a subida do nivel do mar apds o ultimo maximo glacial, essas areas puderam ser ocupadas

novamente, levando a uma expansao populacional.

A genealogia do CitB em ambas as espécies e do haplogrupo | da RC em S. pictus possuem
topologia em formato de estrela, tipico de popula¢des que passaram por gargalo seguido de
expansao (Slatkin & Hudson, 1991; Marjoram & Donnelly, 1994; Galtier et al., 2000; Depaulis

et al., 2003). As andlises da distribuicdo mismatch para ambos os marcadores confirmam
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que todas as populacGes e/ou haplogrupos das duas espécies passaram por expansdo
demografica pura e/ou espacial no passado recente. Nas ilhas, no entanto, a drea recifal ndo
foi tdo alterada com a descida no nivel do mar quanto os montes submarinos e a plataforma
continental, uma vez que seus topos ficaram constantemente emersos e apenas o talude e a
estreita plataforma desses edificios vulcanicos estdo disponiveis para espécies marinhas. Os
haplogrupos Il e lll de S. pictus, os quais estdo amplamente distribuidos nas ilhas, nao
possuem topologia em formato de estrela, indicando que essas populacdes ndo passaram

por gargalo populacional severo recentemente.

Padroes semelhantes foram observados entre espécies de peixes recifais que ocupam
exclusivamente as lagunas de atdis e espécies que ocupam o talude desses ambientes
(Fauvelot et al., 2003; Ludt et al., 2012). Para aquelas restritas as lagunas, a descida do nivel
do mar causou uma reducdo drastica de seu habitat, e as populacdes provavelmente ficaram
limitadas a pequenas pocgas-de-maré e reentrancias costeiras. Porém, para as espécies que
ocupam o talude, a area recifal praticamente ndo foi alterada e sua historia demografica é
relativamente estavel. No primeiro caso, a reducdo populacional levou a uma diminuicdo
severa da diversidade genética em algumas espécies (Fauvelot et al., 2003), mas ndo em

outras (Ludt et al., 2012).

As estimativas médias do tempo decorrido desde o evento de expansao em C. fulva variam
entre 20 e 33 mil anos para o CitB e entre 30 e 41 mil anos para a RC. Como ambos os
marcadores fazem parte de uma molécula que é transmitida de forma clonal, o tempo de
expansdo necessariamente deve ser o mesmo, o que indica que a taxa de mutagao adotada
para a RC é muito conservativa. Em S. pictus, as estimativas realizadas para o CitB foram
muito discrepantes entre os haplogrupos e modelos de expansdo (0 a 155 mil anos), em
funcdo do pequeno numero de hapldétipos e, consequentemente, da pouca quantidade de
informacao contida nesse marcador. Para a RC, as estimativas médias do tempo de expansao
variaram entre 17 e 18 mil anos para o haplogrupo |, entre 18 e 32 mil anos para o
haplogrupo Il e entre 28 e 41 mil anos para o haplogrupo Ill. Considerando o erro associado
a essas estimativas e que as taxas evolutivas utilizadas foram baseadas em calibragdes
realizadas em outras espécies, é plausivel que as populagcdes tenham passado por expansao

apos o fim do ultimo maximo glacial, que ocorreu ha aproximadamente 19 mil anos, visto
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que a subida do nivel do mar foi muito rapida no atual interglacial (Fairbanks, 1989; Lambeck

et al., 2002; Siddall et al., 2003; Clark et al., 2004; Denton et al., 2010).

Abrolhos e o monte Vitéria possuem as maiores areas rasas (<120 m) na plataforma
continental e na Cadeia Vitéria-Trindade, respectivamente, entre todas as localidades
amostradas. Assumindo que a proporcdo de drea adequada para cada espécie é igual entre
as localidades, essas duas areas devem abrigar as maiores populacdes atualmente, bem
como nos periodos interglaciais anteriores. Embora a drea recifal rasa durante as glaciacbes
também seja maior nas localidades de maior perimetro, a reducdo da area disponivel para as
populacbes foi, proporcionalmente, maior, o que pode explicar a perda mais severa de

diversidade genética (Fauvelot et al., 2003).

Duas excec0es sdao observadas em relacdo ao padrdo descrito acima. O monte Davis, edificio
vulcanico com a segunda maior area entre as localidades amostradas na Cadeia Vitéria-
Trindade, e a costa centro-sul do Espirito Santo, que possui area rasa maior que a de todos
os montes e ilhas individualmente, possuem diversidade genética relativamente elevada.
Apds uma populacdo perder diversidade genética em funcdo de um gargalo, essa pode ser
reposta pelo processo lento de mutacdo ou através de imigracdo (Hare et al.,, 2011).
Provavelmente a reducdo populacional que causou a perda de diversidade em Abrolhos e no
Vitéria ocorreu no ultimo maximo glacial e, portanto, ainda ndo houve tempo suficiente para
que a diversidade fosse reposta por mutacao. Dessa forma, é possivel que tanto Abrolhos e
o Vitdria, quanto o Espirito Santo e o Davis tenham perdido diversidade com magnitudes
similares, mas as duas ultimas popula¢des podem ter recuperado a diversidade através de
fluxo génico de areas que atuaram como refugio durante os maximos glaciais. A proximidade
de ambientes recifais estaveis durante os periodos histdricos de perda de habitat explica 62
% da variagdo na riqueza de espécies de peixes recifais em nivel global (Pellissier et al.,
2014). De fato, logo ao sul do Espirito Santo é observado que o talude superior possui baixa
declividade, disponibilizando maior area rasa durante as glacia¢des (Figura 11), a qual pode

ter atuado como refugio.
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Figura 11: Mapa da costa central do Brasil, incluindo toda a Cadeia Vitéria-Trindade, mostrando a quantidade de ambientes rasos (0-120 m; area em

vermelho) disponivel atualmente (A) e durante periodos de nivel do mar 120 m abaixo do atual (B). Em cinza esta representada a area emersa. O perfil

batimétrico longitudinal da cordilheira é mostrado abaixo de cada gréfico, indicando o respectivo nivel do mar (m).
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Estrutura populacional

As duas espécies analisadas possuem diferentes padrdoes de estruturacdo populacional.
Como esperado, a espécie de elevada capacidade de dispersdo, C. fulva, ndo apresentou
estruturacdo genética nem isolamento por distancia, indicando que todas as populac¢des
compartilham o mesmo pool génico. Além do maior fluxo génico, outro fator que pode estar
relacionado a auséncia de estruturacdo populacional em C. fulva é o maior tamanho
populacional efetivo, como indicado pelos elevados niveis de diversidade genética. Sob o
mesmo regime de fluxo génico, popula¢cdes maiores tenderdo a se diferenciar mais
lentamente, visto que os efeitos da deriva genética sdo atenuados. No entanto, na espécie
de baixa capacidade de dispersdo, S. pictus, indices significantes de estruturacdo foram
observados entre a populacdo mais isolada analisada, Trindade, e as demais populacdes.
Esse isolamento deixou marcas profundas na genealogia da espécie, o que ndo foi observado
em C. fulva. Dessa forma, mesmo que a inércia evolutiva causada pelo elevado tamanho
populacional efetivo influencie a auséncia de estruturacdo em C. fulva, o maior fluxo génico
nessa espécie é responsavel pela manutencdo da coesividade evolutiva ao longo de toda a

Cadeia Vitéria-Trindade.

Quando detectada, a presenca de isolamento por distancia é usada como indicio de que a
dispersao ocorre de acordo com o modelo de alpondras, ou seja, que o fluxo génico é
restrito as (Kimura & Weiss, 1964), ou predominante entre (Gold et al., 2001), populagées
adjacentes, assumindo que estas estdo em equilibrio migragao-deriva (Slatkin, 1993). No
entanto, populagdes que apresentam maior fluxo génico tendem a alcangar esse equilibrio
rapidamente, enquanto populagdes isoladas demoram mais tempo (Hellberg, 2009). Além
disso, se a evolucdo da populagdo é dominada por fluxo génico e a deriva genética possui
papel secunddrio ou insignificante, o pool génico pode ser rapidamente homogeneizado,
mesmo sob o modelo de alpondras, impedindo a deteccdao de isolamento por distancia.
Dessa forma, a auséncia de estruturacdo genética entre as popula¢des de C. fulva indica
apenas que existe fluxo génico entre elas, mas nao permite avaliar qual modelo de migracao

essa espécie segue.

Na espécie de baixa capacidade de dispersdo, S. pictus, foi detectado presenca de
isolamento por distancia. No entanto, para os marcadores mitocondriais, esse resultado é
determinado apenas pelo isolamento de Trindade, uma vez que as demais popula¢des nao
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apresentaram indices de estruturacdo significantes e a populacdo do Espirito Santo
apresentou valores negativos de Fst em todas as comparagdes par-a-par com os montes,
independente da distancia. Sem considerar Trindade, as demais popula¢cdes mostram padrao
semelhante a C. fulva e o desequilibrio entre migracdo e deriva também pode ter impedido a
deteccdo de isolamento por distancia nessa regido. Como discutido anteriormente, as
populacbes das ilhas devem evoluir isoladamente durante os periodos de nivel do mar
elevado e ficarem conectadas ao Columbia durante periodos de nivel do mar baixo. Esse
monte também fica conectado aos demais montes da Cadeia Vitdria-Trindade durante as
glaciacbes, atuando como uma importante alpondra na escala evolutiva. Apesar da
populacdo de Trindade ter apresentado valores significantes de Fst para os marcadores
microssatélites apenas com as populacdes do Espirito Santo e do Vitdria, a presenca de
isolamento por distancia indica que o fluxo génico nessa espécie ocorre de acordo com o

modelo de alpondras.

A anadlise de agrupamento realizada com os marcadores microssatélites mostra que, em S.
pictus, existe uma certa discordancia entre os marcadores mitocondriais e nucleares. O
numero mais provavel de grupos foi identificado como sendo igual a dois. Utilizando p 2 0,6
como critério de agrupamento, um grupo inclui as populacdes do Vitéria e do Davis e o
outro grupo inclui as populagdes do Dogaressa, do Columbia e das ilhas. As demais
populagdes apresentaram probabilidades semelhantes de pertencerem aos dois grupos. Na
genealogia da RC a populagdo do Dogaressa possui nove haplétipos no haplogrupo | e
apenas um no haplogrupo Il, indicando que essa populagdo é mais conectada com a costa e
com os montes intermedidrios do que com as ilhas e o Columbia. A linhagem II.I da RC, que
colonizou os demais montes e a costa a partir do Columbia durante o ultimo interglacial, ndo
possui nenhum haplétipo presente no Dogaressa. No entanto, o Unico hapldtipo do
Dogaressa incluido no haplogrupo Il representa, possivelmente, um evento de dispersao

mais recente a partir do Columbia.

Visto que foi detectado isolamento por distancia em S. pictus, o Dogaressa provavelmente é
a primeira populacdao a receber migrantes do Columbia durante os eventos de dispersao
ocorridos nos periodos de nivel do mar baixo. Desconsiderando-se o Dogaressa e Abrolhos,
para as quais foram obtidas poucas sequéncias da RC (10 e 13, respectivamente), é

observado uma diminuicdo gradual, do Columbia em direcdo a costa, na porcentagem de
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individuos contendo haplotipos do haplogrupo Il (18 %, 17 %, 13 % e 6 %; Davis, Jaseur Leste,
Vitdria e Espirito Santo, respectivamente). Esse padrdo sugere que a auséncia da linhagem
Il.I no Dogaressa pode ser um artefato de amostragem ou que essa foi perdida por deriva
genética ao longo da histéria evolutiva da populacdo. Esse monte provavelmente recebeu
outros migrantes do Columbia no passado, os quais teriam se reproduzido com os individuos
residentes, explicando seu agrupamento, para os marcadores nucleares, junto com as
populacdes mais afastadas da costa. Nesse cendrio, o Dogaressa seria importante para que
as linhagens genéticas presentes no Columbia colonizem as demais populacdes em direcdo a

costa, permitindo a funcionamento do mecanismo de feedback evolutivo.

Padroes de migracdo

A hipdtese a priori deste trabalho era que em espécies com “baixa” capacidade de dispersao
a conectividade é restrita as populacdes adjacentes (modelo de alpondras; Kimura, 1953),
enguanto espécies com “elevada” capacidade de dispersdao conseguiriam manter fluxo
génico entre populagcdes geograficamente distantes, sem necessariamente utilizar
populacbes intermediarias (modelo de ilhas; Wright, 1943). Em sua esséncia, o modelo de
alpondras é uma adaptagdo para populagbes fragmentadas do modelo de isolamento por
distancia de Wright (1943), o qual foi desenvolvido para espécies com distribuicdo continua
em uma ampla drea. Tanto no modelo de alpondras quando no modelo de isolamento por
distancia, a drea ocupada pela espécie é mais extensa do que a distancia tipica de migragao
e, portanto, individuos que vivem préximos sdao mais relacionados do que individuos que

vivem distantes (Kimura & Weiss, 1964).

A presenga de isolamento por distancia, tanto para populagdes continuas quanto para
populagdes fragmentadas, frequentemente é inferida através da correlagdo entre distancia
genética e distancia geografica. Além de considerar que as populacdes estdo em equilibrio
migracdo-deriva, o que pode ser afetado por variagdes demograficas, as estimativas de fluxo
génico deduzidas a partir de indices de fixacdo (Fst) assumem que as populagdes tém o
mesmo tamanho efetivo e que a taxa de migracdo é simétrica entre elas. No entanto,
mesmo no ambiente marinho, onde o fluxo génico entre as popula¢des é considerado

elevado, quando comparado ao ambiente terrestre, essas premissas frequentemente sao
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violadas (Kinlan & Gaines, 2003; Weersing & Toonen, 2009). Dessa forma, a presenca de
isolamento por distancia, apesar de ser um indicio de dispersdao por alpondras, ndo é

suficiente para definir o padrdo de migracdo apresentado por determinada espécie.

Avancos recentes nas técnicas de amostragem de genealogias com base na teoria de
coalescéncia tém permitido separar as estimativas de fluxo génico de outros parametros,
como tamanho populacional efetivo, através de simulacdes de modelos explicitos (Kuhner,
2009). Além de fornecer estimativas simultaneas do tamanho efetivo e das taxas de
migragao bidirecionais (Beerli & Felsenstein, 2001), métodos que utilizam probabilidades
marginais obtidas através de inferéncia bayesiana possibilitam comparar e ordenar
diferentes modelos de estrutura populacional e, consequentemente, estimar o fluxo génico
dentro de um contexto mais realistico (Beerli & Palczewski, 2010). Com o auxilio dessas
novas abordagens, tém sido encontradas evidéncias robustas de que o fluxo génico pode
ocorrer de acordo com o modelo de alpondras em cadeias de montes submarinos (Cho &
Shank, 2010) e ao longo de ilhas e atdis (Crandall et al., 2012), bem como exemplos de

dispersdo de longa distancia sem o auxilio de ilhas intermediarias (Leese et al., 2010).

SimulagOGes numeéricas sugerem que a conectividade demografica entre populacbes de
peixes recifais é limitada a distancias de apenas 10 a 150 km (Palumbi, 2003; Cowen et al.,
2006), o que indica que a maioria das populagdes fragmentadas sdo mantidas por auto-
recrutamento e que o modelo de conectividade por alpondras é o mais provavel de ser
observado nos organismos recifais. No entanto, exemplos de dispersdo de longa distancia
sdo observados no ambiente marinho, com espécies podendo manter populagdes

panmiticas ao longo de dreas com mais de 10.000 km de extensao (Eble et al., 2011).

Visto que as duas espécies analisadas no presente trabalho foram registradas em todos os
edificios vulcanicos da Cadeia Vitdria-Trindade amostrados até o momento (Mazzei, 2013),
mantendo populagdes em profundidade superiores a 80 m, poderia ser esperado que,
independente do modelo de migracao, ambas apresentassem fluxo génico constante ao
longo do tempo. No entanto, como discutido anteriormente, é provavel que S. pictus consiga
manter a conectividade entre os ambientes mais isolados somente durante periodos de nivel
do mar baixo, o que pode ocorrer devido a mudangas no padrdo de circulagdo superficial.
Embora os processos responsaveis por esse padrao ainda ndao sejam conhecidos e possam
ser influenciados por fatores ecolégicos intrinsecos a espécie analisada, esse resultado tem
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importantes implicagdes para o entendimento dos mecanismos evolutivos envolvidos na

manutencdo das populacdes na llha da Trindade e no Arquipélago Martin Vaz.

Ao contrdrio do que era esperado, foi identificado que, tanto para espécies de elevada
capacidade de dispersdo quanto para espécies com capacidade dispersiva limitada, o
modelo de fluxo génico que melhor explica a distribuicdo das frequéncias alélicas, entre os

III

modelos avaliados, é o de “alpondras unidimensional”. Nesse modelo, existe fluxo génico
bidirecional entre todas as populacdes adjacentes, exceto entre Abrolhos e o monte Vitdria,
indicando que a Corrente do Brasil restringe o fluxo génico direto entre Abrolhos e a
cordilheira. Em ambas as espécies, o segundo modelo mais provavel é o de “alpondras
bidimensional”, onde existe fluxo entre Abrolhos e o monte Vitéria. Esse resultado indica
gue, embora possa ocorrer fluxo génico direto entre essas populaces, esse é restrito e
ocorre principalmente utilizando a populacdo do Espirito Santo como alpondra. O mesmo
padrdo é sugerido pelo compartilhamento de hapldtipos, ja que a populacdo do Espirito
Santo possui um numero maior de hapldtipos presentes na cordilheira e ausente em

Abrolhos do que Abrolhos possui em comum com a cordilheira e ausente no Espirito Santo.

Para populagdes fragmentadas, a presenca de isolamento por distancia ndo implica,
necessariamente, que a conectividade é restrita as populacdes adjacentes, apenas que o
fluxo génico diminui a medida que a distancia geografica entre as populagées aumenta.
Entre os modelos de fluxo génico explicitos comparados nao foi incluido um que
representasse um cendrio mais proximo ao de isolamento por distancia, onde, por exemplo,
fosse permitido fluxo génico entre populagbes que estdo préximas, mas nao
necessariamente adjacentes. Porém, em ambos os casos, é possivel afirmar que o fluxo
génico ocorre principalmente entre populagdes relativamente préximas e que os montes
submarinos sdo utilizados como alpondras para a manuten¢dao da conectividade entre as
ilhas e a costa. Em C. fulva, o terceiro modelo mais provavel foi o “sumidouro”, o que indica
qgue o fluxo génico é mais intenso da costa em dire¢do as ilhas do que no sentido inverso.
Isso implica que a manutencao do tamanho populacional na costa é importante para o

equilibrio ecoldgico e evolutivo ao longo de toda a Cadeia Vitéria-Trindade.

As genealogias dos marcadores mitocondriais de S. pictus sugerem que as populacdes das
ilhas foram conectadas a do Columbia em apenas dois momentos, provavelmente durante
os ultimos maximos glaciais. O primeiro evento de colonizacdo deve ter envolvido um
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pequeno numero de individuos oriundos do Columbia, uma vez que todos os haplétipos do
haplogrupo Ill da RC possuem um ancestral em comum. Porém, no segundo evento, um
numero maior de migrantes pode ter chegado as ilhas, ja que foram encontrados muitos
haplétipos que provavelmente surgiram no Columbia. Visto que esse evento deve ter
ocorrido no ultimo maximo glacial, ndo houve tempo suficiente para que todos os hapldtipos
observados nas ilhas tenham surgido por mutacdo apds a colonizacdo. Como o Columbia ndo
foi incluido nos modelos de migracdo, poderia ser esperado que o modelo mais provavel
para a espécie de baixa capacidade de dispersdo fosse o “alpondras/barreira”, onde ndo
existe fluxo génico entre as ilhas e as outras populacdes. No entanto, esse modelo foi o
menos provavel entre todos os analisados. Como a linhagem do Columbia colonizou nao
somente as ilhas mas também os demais montes da Cadeia Vitéria-Trindade em pelo menos
dois momentos distintos, é possivel que esses eventos de migracdo tenham sido
responsaveis pela identificacdo do modelo com fluxo génico entre Trindade e o monte Davis

como o mais provavel, visto que o modelo trata de migracdo histérica e ndo contemporanea.

Os gendtipos dos recrutas de ambas as espécies foram incluidos junto com os dos individuos
adultos de Trindade nas andlises de agrupamento. Para C. fulva, como nao foi identificada
estruturacdo das populagOes, ndo é possivel avaliar a origem dos recrutas. Ja para S. pictus,
todos os recrutas foram identificados como pertencentes ao mesmo grupo que estdo
incluidos os quatro edificios vulcanicos mais afastados da costa. Assumindo que a
conectividade entre as ilhas e o Columbia sé ocorreu em dois momentos distintos, a origem
dos recrutas provavelmente esta associada as ilhas. Isso implica que, na escala demografica,
as populagdes insulares de espécies de baixa capacidade de dispersdo sdo sustentadas

exclusivamente por auto-recrutamento.

Apesar de ambas as espécies terem apresentado o mesmo modelo de dispersado, é esperado
gue a taxa de migracdao entre as populacdes adjacentes seja maior em C. fulva. Dada a
densidade dessas espécies em Trindade atualmente e, considerando que C. fulva apresenta
uma razdo sexual de 1:6 (Freitas et al., 2011) e as fémeas possuem fecundidade média de
165.000 évulos (Thompson & Munro, 1978), enquanto S. pictus possui uma razdo sexual de
1:0,8 (dados obtidos de S. partitus; Aguilar et al., 2007; Samhouri, 2009) e as fémeas
possuem fecundidade de aproximadamente 10.000 6vulos (obs. pess.), é possivel que a cada

evento reprodutivo o nimero de propagulos liberados na coluna d’agua por C. fulva seja
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cerca de 2.000 vezes maior do que a quantidade liberada por S. pictus. Essa estimativa pode
ser influenciada pela proporcdo de individuos sexualmente maduros, pela frequéncia de
reproducdo de cada individuo e por variacdes no sucesso reprodutivo individual, os quais
ndo foram considerados. No entanto, a diferenca de varias ordens de grandeza significa que,
simplesmente ao acaso, a probabilidade de uma larva sair de uma populacdo e recrutar em
outra é muito maior em C. fulva. Como resultado é esperado que, mesmo que as espécies de
elevada capacidade de dispersdo migrem de acordo com o modelo de alpondras, o fluxo
génico seja maior nessas do que nas espécies de capacidade dispersiva limitada, podendo

influenciar processos demograficos.

As oscilacbes demograficas associadas as variagdes do nivel do mar devem ter sido
importantes ndo somente para as populacdes, individualmente, mas também para a
conectividade entre elas. Enquanto as localidades mais isoladas foram colonizadas por S.
pictus apenas durante os periodos de nivel do mar baixo, nas demais populacdes dessa
espécie e em todas as de C. fulva, provavelmente a dispersdo larval foi reduzida nesses
momentos, uma vez que elas passaram por gargalos quando os montes submarinos ficaram

emersos, reduzindo a quantidade de larvas disponiveis para dispersao.

Além da quantidade de larvas, o comportamento dessas também pode influenciar a
probabilidade de dispersdo, porém de forma nao aleatdria. Para ambas as espécies, nao
foram encontradas informagdes sobre o estagio larval pelagico na literatura. No entanto, S.
partitus, a espécie irma de S. pictus, é relativamente bem estudada. O fato dos ovos serem
aderentes nas espécies do género Stegastes significa que, nessa fase, quando o transporte é
completamente passivo nas espécies com desova peldgica, ndo ha dispersdao em S. pictus.
Cerca de cinco dias apds a eclosdo, S. partitus pode realizar migracdes verticais na coluna
d’agua, quando a presenca de estratificacdo das correntes permite que em camadas mais
profundas a larva fique retida proxima a populacdo natal (Paris & Cowen, 2004). Como ja
identificado para inumeras espécies de peixes recifais, é possivel que as larvas de S. partitus
(assim como as de S. pictus) consigam detectar a localizacdo da populacdo natal através de
sinais visuais, quimicos e/ou mecanicos (Stobutzki & Bellwood, 1998; Atema et al., 2002;
Kingsford et al., 2002; Lecchini et al., 2005a; Lecchini et al.,, 2005b; Wright et al., 2005;
Gerlach et al., 2007; Munday et al., 2009; Simpson et al., 2010), podendo influenciar sua

retengao.
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Além da quantidade de larvas produzidas e do seu comportamento, a retencdo dessas na
populacdo natal depende da interagdo entre a circulacdo e a topografia do ambiente recifal.
Pelo simples fato das ilhas ultrapassarem a superficie, se estendendo por toda a coluna
d’agua, seu efeito sobre as correntes serd diferente daquele promovido pelos montes
submarinos, cujos topos estdo abaixo do nivel do mar (Brechner Owens & Hogg, 1980;
Wolanski et al., 1984; Freeland, 1994; Wolanski et al., 1996; Eriksen, 1998). Além disso,
montes submarinos podem se tornar ilhas quando, nos periodos glaciais, o nivel do mar
abaixa. Portanto, populacdes de uma mesma espécie ocupando habitats distintos estarao
sujeitas a diferentes regimes fisicos, bem como uma mesma populacdo enfrentara diferentes
condicGes oceanograficas ao longo do tempo. No entanto, tanto nas ilhas quanto nos
montes submarinos, processos hidrodinamicos, como efeito ilha (island wakes), vortices e
células fechadas de recirculacdo tém sido identificados como mecanismos que promovem ou
facilitam a retencdo larval (Wolanski & Hamner, 1988; Dower et al., 1992; Boehlert &
Mundy, 1993; Parker & Tunnicliffe, 1994; Mullineaux & Mills, 1997; Swearer et al., 1999).
Dessa forma, a retencdo das larvas de determinada espécie na populacdo natal dependerd
de como essas conseguem combinar seu comportamento com o sistema fisico na qual vivem

(Cowen, 2002).

Com excecgao das coletas temporais de recrutas em Trindade, as quais permitiram identificar
que em S. pictus as populagdes insulares sao mantidas por auto-recrutamento, as demais
anadlises de migracao foram restritas a escala evolutiva. Nessas analises foi identificado que
as populagdes enviam e recebem migrantes apenas, ou principalmente, entre populagdes
adjacentes e que, portanto, os montes submarinos sdo determinantes para manter a
conectividade entre as ilhas e a costa. A magnitude da conectividade ainda esta sendo
analisada, mas espera-se que seja maior em C. fulva do que em S. pictus. A conectividade na
escala demografica poderd ser analisada futuramente através da coleta de mais individuos
ou, alternativamente, através do uso de um maior numero de loci de microssatélites ou de
sequenciamento a nivel genémico (Bowen et al., 2014). Além disso, o avanco na elaboracao

de modelos de circulagdo oceanica e dos trabalhos empiricos e tedricos da distribuicao de
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larvas ao longo da Cadeia Vitéria-Trindade, que estdo em andamento™®, permitirdo avaliar o

padrdo de conectividade atual e direcionar as estratégias de conservacao.

De padroes filogeograficos a padroes biogeograficos

Com o surgimento da filogeografia e o avanco nas técnicas genéticas, o estudo da
biogeografia tem passado por uma importante revolucdo. No ambiente marinho, o Triangulo
de Corais, no Indo-Pacifico, e o Caribe, no Atlantico, sdo reconhecidos como hotspots de
biodiversidade (areas com elevada riqueza de espécies e endemismo), principalmente em
relacdo aos recifes de coral e ecossistemas associados (e.g., manguezais e pradarias de
gramineas). Diversas hipdteses alternativas foram sugeridas para explicar esse padrdo. No
modelo de centro de acumulacdo, o elevado nimero de espécies é explicado por processos
de especiacdo que ocorrem nos ambientes periféricos, com subsequente colonizacdo das
areas centrais. No modelo de centro de sobreposicdo, a elevada riqueza no Triangulo de
Corais é explicada pela sobreposicdo de faunas distintas (e.g., Oceano indico e Oceano
Pacifico). Ja no modelo de centro de especiacdo ou centro de origem, as regides centrais sdo
consideradas geradoras e exportadoras de espécies para os ambientes periféricos, os quais
atuariam como cemitérios evolutivos. Estudos intra-especificos, no entanto, tém mostrado
que os centros de biodiversidade atuam tanto como dareas de exportagdo quanto de
acumulagao de espécies (Rocha et al., 2008; Bowen et al., 2013; Bowen et al., 2014). Os
ambientes periféricos, por sua vez, ndo devem ser considerados cemitérios evolutivos, visto
que esses exportam linhagens originadas in situ por vicariancia e especiacdo parapatrica
e/ou ecoldgica para as areas reconhecidas como fonte de propagulos, o que tem sido

chamado de feedback evolutivo (Bowen et al., 2013).

No presente trabalho, o mecanismo de feedback evolutivo foi observado na espécie de baixa
capacidade de dispersdo, onde os ambientes mais periféricos (monte Columbia, Trindade e
Martin Vaz) da periferia do Oceano Atlantico (provincia biogeografica brasileira) recebem,
geram e exportam biodiversidade para a plataforma continental. Os montes submarinos da

Cadeia Vitdria-Trindade atuam como alpondras obrigatdrias para que esse mecanismo

'® Dissertacdo de mestrado em Biologia Animal (UFES) de Luana B. Stocco (Dispersdo de larvas de peixes recifais
ao longo da Cadeia Vitéria— Trindade), em andamento.
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funcione. Como o haplogrupo Il da RC provavelmente chegou ao Columbia no ultimo
maximo glacial, é possivel que, durante uma nova glaciacdo, ele colonize o Dogaressa e
depois se expanda para as demais populacdes em direcdo a costa, contribuindo para o

aumento da diversidade genética nessas populagdes.

Das 11 espécies endémicas da Cadeia Vitdéria-Trindade, cinco estdo presentes somente nas
ilhas e seis foram encontradas recentemente nos montes submarinos, com um gradiente de
diminuicdo em direcdo a costa (Figura 12). Esse padrdao é semelhante a distribuicdo da
linhagem II.I da RC de S. pictus, cuja porcentagem nas popula¢des diminui em direcdo a
costa. As espécies restritas as ilhas vivem apenas em ambientes rasos e provavelmente
ocuparam os montes durante as glaciacGes, sendo extintas com a subida do nivel do mar. As
demais também podem ter surgido nas ilhas e colonizado os montes posteriormente ou
passado por especiacdo ecoldgica em funcdo de uma adaptacdo local aos ambientes
oceanicos, a qual impediria sua presenca na costa. Os processos de especiacdo envolvidos na
formac3o das espécies endémicas estio sendo investigados®’, mas certamente serdo melhor
entendidos com base nos padroes filogeograficos apresentados nesse trabalho, onde foi

observado que a capacidade de dispersdo influencia os processos evolutivos.
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Figura 12: Distribuicdo das espécies endémicas da Cadeia Vitéria-Trindade. MS = montes submarinos
agrupados por proximidade. MS-1: Vitdria, Eclaireur e Almirante Saldanha; MS-2: Jaseur, Jaseur Leste
e Davis; MS-3: Dogaressa e Columbia. As espécies estdo separadas de acordo com sua profundidade
maxima de ocorréncia em raso (<20 m) e profundo (>20 m). Adaptado de Mazzei (2013).

7 Tese de doutorado em Ecology and Evolutionary Biology (University of California Santa Cruz) de Hudson T.
Pinheiro (Vitéria-Trindade Chain as a natural laboratory for reef fish evolutionary studies), em andamento.
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Espécies de maior tamanho corporal tendem a apresentar maior distribuicdo geografica [e
menor estruturacdo genética], o que tem sido explicado pela maior tolerancia ambiental e
menor taxa de predacdo nos estagios iniciais (Luiz et al.,, 2013). No entanto, individuos
maiores também tendem a apresentar maior fecundidade (Birkeland & Dayton, 2005), o que
ainda ndo foi considerado nos trabalhos que avaliaram as caracteristicas dos estagios
adultos e larvais que influenciam o tamanho da area de ocorréncia dos peixes recifais. No
presente trabalho foi detectado que C. fulva, espécie de maior distribuicdo latitudinal,
tamanho corporal e fecundidade, consegue manter a coesividade populacional ao longo de
toda a area estudada. Embora ndo seja possivel isolar os fatores responsaveis por sua maior
capacidade de dispersao, é possivel que a fecundidade tenha grande influéncia sobre a
conectividade entre as populagcbes. Dessa forma, a escassez de informacdes a respeito da
biologia reprodutiva da maioria das espécies parece ser um fator limitante para o melhor
entendimento de como os ambientes recifais conseguem manter uma diversidade de

espécies de peixes tdo elevada.

O fato de que os peixes recifais exibem uma enorme diversidade de histérias de vida, tanto
durante seu estagio adulto quanto durante a fase larval pelagica, implica que a evolucdo
desse grupo permitiu que mecanismos que favorecam ndao somente a retengao larval como
também sua dispersdao fossem selecionados (Jablonski, 2008). Para espécies com baixa
fecundidade, a dispersdao pode ser vista como uma armadilha evolutiva, uma vez que a
probabilidade de todas as larvas deixarem a populagdo natal e nao encontrarem um habitat
apropriado em tempo habil é elevada. Nessas espécies, mecanismos que favorecam a
retencdo larval podem ter sido selecionados. J& em espécies com elevada fecundidade, a
maior producdo larval permite que, mesmo enfrentando grande mortalidade durante a fase
pelagica, as larvas consigam ndo somente colonizar novas dreas como também manter
meta-populagcdes que sobrevivam a condi¢cdes ndo-favoraveis geograficamente
heterogéneas. No primeiro caso, as espécies estardo mais propensas a especiacdo, mas
também possuirdo maior risco de extin¢dao devido a eventos estocasticos locais. No segundo
caso, tanto a probabilidade de especiacdo quanto a probabilidade de extingdo serdo
menores. Esses dois mecanismos evolutivos devem estar em equilibrio e o balango entre
eles pode manter o nimero de espécies dentro de cada estratégia dispersiva constante na

escala geoldgica.
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Além da diversidade especifica, a diversidade intraespecifica também pode ser influenciada
pela fecundidade. No presente trabalho, a espécie de baixa fecundidade, S. pictus, apresenta
diferentes linhagens, as quais surgem por isolamento nos ambientes mais afastados da
costa, enquanto a espécie de baixa fecundidade apresenta uma uUnica linhagem amplamente
distribuida, o que sugere que os processos microevolutivos possam ser influenciados pela
guantidade de larvas disponiveis para dispersdao. No entanto, é necessario avaliar um maior
numero de espécies para saber se esse padrdo pode ser extrapolado para a comunidade ou

se representam casos isolados.

Implica¢Ges para a conservagao

Em 1880, ao visitar a llha da Trindade, Edward F. Knight e a tripulacdo do iate Falcon ficaram
espantados com a piscosidade das dguas dessa ilha. Em seu relato da expedicdo de 20 meses
pela América do Sul (Knight, 1887), o capitdo Knight fez a seguinte observacdo a respeito de

Trindade:

“Eu sabia que o mar ao redor de qualquer ilha deserta raramente visitada pelo homem e
muito distante de qualquer continente tem sempre peixes em abundancia, mas eu ndo
tinha ideia de que alguma parte do oceano pudesse fervilhar de vida de uma forma tao

maravilhosa como é o caso ao redor dessa ilha”.

Dando prosseguimento a narrativa, ele descreve uma pescaria realizada ao fundearem em

Trindade:

“E ele imediatamente langou suas linhas, e antes mesmo que o anzol tocasse a agua,
centenas de peixes vieram ao seu encontro, e a Unica habilidade de pescador exigida [...]
era a de recolher a linha rapidamente, antes que a presa capturada fosse devorada por
seus irmdos canibais... Mas agora os tubardes, percebendo a agitacdo incomum e a
grande aglomeracdo de peixes menores que se reuniu em torno de nés, vieram verificar
0 que estava acontecendo. Havia cerca de trinta desses monstros feios nadando em
nossa volta ao mesmo tempo. Os outros peixes dispersaram quando eles se
aproximaram, sé os muito gananciosos permaneceram. Os tubardes estragaram um
pouco a nossa pescaria em Trindade, mas ndo muito, pois havia o suficiente para todos.

O que nds desaprovamos, principalmente, foi o habito deles de morder alguns peixes de
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nossos anzois antes que pudéssemos trazé-los a bordo; mas os tubardes foram fisgados

varios vezes em consequéncia desta pratica de ma vizinhanga...”.

O capitdo Knight ndo foi o Unico a descrever a abundancia de peixes ao redor de Trindade
em tempos ndao muito remotos. O Prof. Bruno Lobo, do Museu Nacional do Rio de Janeiro,
fez uma descricdo detalhada da fauna de peixes da llha da Trindade (Lobo, 1919). Segundo
ele, as duas espécies mais abundantes naquela época eram Melichthys niger (Bloch, 1786) e
Epinephelus adscensionis (Osbeck, 1765). Como ainda observado nos dias de hoje, M. niger,
espécie sem interesse pesqueiro, existia em numero assombroso, cercando as embarcacdes
aos milhares. O Prof. Lobo relatou também que as garoupas [provavelmente Mycteroperca
venenosa (Linnaeus, 1758) e Mycteroperca interstitialis (Poey, 1860)] ocorriam em grande
numero, algumas de dimensbes exageradas e chegando a pesar mais de 40 kg. Como Knight,
ele conta que naquela época, era comum os peixes fisgados serem atacados por tubardes, os
guais eram numerosos mesmo na arrebentacdo, “deixando aos pescadores a cabeca do

III

peixe ou uma linha sem anzol”. Por fim, ele descreveu uma situacdo que hoje é inimaginavel,
tanto em Trindade quanto em qualquer outro local da costa brasileira: “Nas

anfractuosidades maiores, as garoupas ficam aprisionadas e podem ser mortas a pau”.

Esses relatos descrevem um ambiente marinho ainda pristino, tal como deviam ser as ilhas
oceanicas tropicais antes da chegada do homem (Jackson, 2001). Atualmente, a fauna de
peixes da llha da Trindade jd encontra-se bastante diferente daquele estado primitivo,
repleto de predadores de grande porte. As atividades pesqueiras comercial e recreativa
provavelmente tém levado os grandes peixes a um declinio populacional severo (Pinheiro et
al., 2010b; H. T. Pinheiro & J.-C. Joyeux, H. C. Guabiroba, dados nao-publicados), sendo rara
a ocorréncia de tubarGes e garoupas nas aguas rasas de Trindade atualmente (Pinheiro et
al., 2011; obs. pess.). Como predadores de topo, esses peixes controlam a abundancia de
suas presas e o funcionamento do ecossistema como um todo. Seu declinio provavelmente
nao se deu sem causar grandes modificacdes na cadeia alimentar do ambiente marinho de
Trindade. Apesar dos registros histdricos apontarem para um declinio notavel de algumas
espécies, Trindade ainda apresenta uma grande densidade de peixes recifais, sendo
considerada um dos locais com maior biomassa na costa do Brasil, incluindo espécies macro-
carnivoras alvos da pesca (Pinheiro et al., 2011). Sendo assim, é possivel que o equilibrio

ecoldgico possa ser restaurado se medidas de protecao forem tomadas urgentemente.

91



Por possuir extensos bancos de rodolitos, a Cadeia Vitéria-Trindade foi alvo de exploracao
mineral de carbonato de célcio recentemente (Vasconcelos, 2012)*. Este carbonato é
proveniente do metabolismo de algas coralindceas, as quais representam os principais
formadores do ambiente recifal na regido (Gasparini & Floeter, 2001; Pereira-Filho et al.,
2011a; Pereira-Filho et al., 2011b). Outra potencial ameaca a manutencao da biodiversidade
é a exploracdo das jazidas de minérios de ferro e manganés (e.g., Scott, 2007; Hein et al.,
2010), encontrados em concrecdes a elevadas profundidades nas encostas das montanhas
submarinas da Cadeia Vitdria-Trindade (Bazilevskaya & Skolotnev, 2011). Embora os
impactos da mineragdo em montes submarinos sejam incertos devido a escassez de estudos
sobre essa atividade (Clark et al., 2010), a perda de habitat pode ter fortes consequéncias
para as populacdoes desses ambientes (Clark et al.,, 2012), as quais sdo relativamente

pequenas e isoladas.

Nos montes submarinos da Cadeia Vitéria-Trindade, assim como na Plataforma dos
Abrolhos, foi notado que o tamanho dos peixes recifais de grande porte explorados
comercialmente é menor do que em outras regides, provavelmente devido ao efeito seletivo
da pesca (Martins et al., 2007). A eliminacdo dos individuos de grande porte pode ter
afetado a conectividade entre as populacbes, uma vez que a fecundidade [e,
consequentemente, o output larval] tende a aumentar com o tamanho corporal (Birkeland &
Dayton, 2005). Em Abrolhos, a redugao no tamanho das espécies alvo da pesca é atribuido
ao maior esforgo de captura, uma vez que, por ser uma regido costeira, estd mais acessivel a
maior parte da frota (Costa et al., 2005; Martins et al., 2005b). No entanto, o esfor¢co de
pesca é comparativamente menor nos montes submarinos e a redugao do tamanho médio
das espécies exploradas pode ter sido causado por um impacto agudo no passado (Martins

et al., 2007).

A Zona Econ6mica Exclusiva (ZEE) do Brasil abrange uma faixa de 370 km ao longo da costa e

ao redor de Trindade e das demais ilhas oceanicas. Dessa forma, a regido central da Cadeia

¥ Duas licengas foram emitidas pelo Departamento Nacional de Produ¢do Mineral (processos 896.029/2008 e
896.030/2008) em nome da empresa TWB Mineracdo S.A (CNPJ 09.098.686/0001-70), permitindo que essa
dragasse nddulos e sedimentos carbonaticos no monte Davis para obtencdo de fosfato, a ser utilizado como
fertilizando agricola. As licengas foram canceladas apds dois anos de exploracdo, devido ao fato de esse monte
estar localizado em aguas internacionais, ferindo o tratado da Convencdo das Nag¢des Unidas sobre o Direito do
Mar, do qual o Brasil é signatario.
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Vitéria-Trindade, na qual estdo incluidos os montes Jaseur Leste, Davis e Dogaressa,
atualmente encontra-se em daguas internacionais. Essa regido esta sendo requisitada pelo
governo brasileiro junto a Organizacdo das Na¢des Unidas (ONU) para ser incorporada a sua
ZEE. Ao mesmo tempo que isso permitira ao Brasil estabelecer unidades de conservagao e
adotar medidas de gestdo do patrimoénio natural, exploracdes dos recursos bioldgicos e

minerais poderdo intensificar as ameacas a conservacao.

A biodiversidade da regido da Cadeia Vitéria-Trindade encontra-se em risco, sendo urgente a
necessidade de implementacdo de medidas de gestdo, manejo e conservacao dos recursos
naturais da regido, buscando conciliar as atividades econdmicas com a manutencdo dos bens
e servicos ecossistémicos (Moberg & Folke, 1999; Moberg & Ronnback, 2003; Limburg,
2009). A Cadeia Vitdria-Trindade é considerada pelo Ministério do Meio Ambiente como
area de prioridade extremamente alta para a conservacdo, sendo previstas como acdes o
ordenamento pesqueiro e a criacdo de um mosaico de unidades de conservacdo (MMA,
2007). Além disso, a Cadeia Vitdria-Trindade e a Plataforma dos Abrolhos foram
reconhecidos recentemente pela Conferéncia das Partes da Convencgdo sobre Diversidade
Bioldgica (CDB), realizada em outubro de 2012 na india, como &reas marinhas
ecologicamente ou biologicamente significantes. Foram atribuidas a essa regido alta
relevancia nos critérios “singularidade ou raridade”, “importancia especial para as fases de
vida de espécies”, “importancia para espécies e/ou habitats ameacados, em perigo ou em
declinio”, “vulnerabilidade, fragilidade, sensibilidade ou recuperagdo lenta” e “diversidade

bioldgica” e de relevancia média nos critérios “produtividade biolégica” e “naturalidade”.

Enquanto parte da Cadeia Vitéria-Trindade ndo estiver sob jurisdicao brasileira, é essencial
gue os 6rgdaos ambientais busquem adotar medidas de manejo cabiveis. Uma vez que a
exploracdo pesqueira é realizada principalmente por barcos de médio porte da regido
costeira adjacente (Martins et al., 2005a), o manejo pode ser realizado através do controle
das licengas de pesca e do Programa Nacional de Rastreamento de Embarcagdes Pesqueiras
por Satélite (PREPS), que visa acompanhar as embarcacdes e verificar se essas estdo atuando
fora das areas licenciadas. Atualmente, o Colegiado Mar da Reserva da Biosfera da Mata
Atlantica, juntamente com diversas instituicdes, vem trabalhando na criacdo da primeira
Reserva da Biosfera marinha do Brasil (Reserva da Biosfera Abrolhos-Trindade), cuja area

proposta se estende desde a regido costeira que engloba o Banco dos Abrolhos e a costa
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centro-sul do Espirito Santo, até a llha da Trindade e o Arquipélago Martin Vaz, incluindo
todos os montes submarinos da Cadeia Vitdria-Trindade. Essa proposta é extremamente
relevante, uma vez que essas “reservas’ possuem reconhecimento internacional e

constituem excelentes ferramentas de gestdao do patriménio natural.

A efetiva conservacdo da Cadeia Vitéria-Trindade sé serd alcancada através da
implementacdo de unidades de conservacdo de protecdo integral idealmente espacadas, de
forma a preservar os processos evolutivos e ecolégicos, garantidos pela dispersdo de larvas
entre as populacdes, e os varios niveis de diversidade (genética, especifica e ecossistémica)
presentes em cada local (Hyrenbach et al., 2000; Kritzer & Sale, 2004; Mora et al., 2006;
Treml et al., 2008; Botsford et al., 2009; Almany et al., 2009; Christie et al., 2010; Aburto-
Oropeza et al., 2011; Harrison et al., 2012; Buston & D'Aloia, 2013; Edgar et al., 2014). No
presente trabalho foi identificado que as populacbes de espécies com capacidade de
dispersdao limitada de Trindade e Martin Vaz podem estar isoladas e ser mantidas
exclusivamente por auto-recrutamento (ou seja, pelas larvas produzidas nas ilhas). Dessa
forma, a retencdo larval permite a persisténcia dessas populacGes nas escalas evolutiva e
ecoldgica e sua conservacdo in situ é a Unica estratégia possivel para garantir a manutencdo
da biodiversidade e o equilibrio ecoldgico do ecossistema. Na escala evolutiva, o monte
Columbia é essencial para que essas espécies consigam chegar as ilhas bem como para
garantir que a diversidade gerada |3 seja exportada para as demais popula¢bes, aumentado
a diversidade na escala regional. Esse monte também deve ser importante para que muitas
espécies consigam manter a conectividade com a ilha atualmente, visto que ele esta
posicionado estrategicamente, sendo necessdria a implementacdo de medidas de

conservagao.

Os montes Davis e Vitdria, por sua vez, por apresentarem estruturas recifais complexas que
atingem profundidades rasas (Pinheiro et al., no prelo-a), abrigam populacGes de espécies
gue ndo estdo presentes nos demais montes (Pinheiro et al., no prelo-b). Além disso, esses
dois montes possuem as maiores areas de topo (cerca de 10 vezes maiores que os demais) e
foram identificados como importantes alpondras para a manutencdo da conectividade entre
a costa e as ilhas, tanto para espécies de baixa capacidade de dispersdo quanto para
espécies com potencial dispersivo elevado. A plataforma centro-sul do Espirito Santo,

identificada como a principal fonte de propagulos para a Cadeia Vitdria-Trindade,
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atualmente encontra-se sob a ameaca de implantacdo de dezenas de portos e estaleiros. Por
outro lado, propostas consolidadas de criacdo de unidades de conservacdo nessa regiao,
como o Parque Nacional Marinho Arquipélago Sul Capixaba, estdo sendo ignoradas pelo
governo ha vdrios anos. Recentemente, a costa do Espirito Santo foi considerada um dos
guatro hotspots de peixes recifais ao longo da costa brasileira, apresentando elevados niveis
de endemismo, espécies ameacadas e espécies alvo da pesca e o menor nivel de protecdo de

todos (Vila-Nova et al., 2014).

Diante do exposto acima, fica evidente que Trindade e Martin Vaz e os montes Columbia,
Davis e Vitdria, assim como a regido costeira do estado do Espirito Santo, necessitam de
protecdo, garantindo a conservacdo da biodiversidade em todos os niveis. A criacdo de
unidades de protecdo integral nesses locais, aliada a implementacdo de uma unidade de uso
sustentavel ou de uma Reserva da Biosfera englobando toda a regido e formando um
mosaico, é necessaria para garantir a recuperagdo dos estoques pesqueiros e o

ordenamento das atividades econOmicas.
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APENDICE |

Uma biblioteca enriquecida com microssatélites foi construida para Stegastes pictus usando
um protocolo adaptado de Billotte et al. (1999). O DNA gen6mico de um individuo foi
extraido utilizando o kit Wizard Genomic Purification (Promega Corp., Madison, WI, USA) e a
guantificacdo do DNA foi realizada por comparacdo com o marcador de peso molecular Low
DNA Mass Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Aproximadamente 250 ng de DNA foi
completamente digerido com a enzima de restricdo Afal (10 U/ul) (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). Os fragmentos foram ligados aos adaptadores Rsa21 (5’-CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-
3’) e Rsa25 (5'-TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA-3’), usando a enzima T4 DNA ligase, e
amplificados através de PCR com o iniciador Rsa21 (10 uM) em uma reacdo de 50 pl. O perfil
térmico da reacdo de PCR consistiu em um periodo inicial de desnaturacdo a 94 °C por 4
min, seguido por 20 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 s, hibridizacdo a 60 °C por 1 min e

extensdo a 72 °C por 1 min, com um periodo final de extensdo a 72 °C por 8 min.

Os fragmentos de DNA amplificados (~200-1.200 pb) foram enriquecidos com
microssatélites dinucleotideos através de hibridizacdo com coquetéis de sondas
oligonucleotidicas [(CT)s e (GT)g] biotiniladas na extremidade 5 e capturadas através de
microesferas magnéticas revestidas de estreptavidina (Promega Corporation, Madison, WI,
USA). Fragmentos enriquecidos foram novamente amplificados através de PCR com o
iniciador Rsa21 (10 uM), ligados ao vetor pGEM-T Easy (Promega Corporation) e
transformados em células competentes de Escherichia coli XL1-Blue (Stratagene, La Jolla, CA,
USA). Sessenta clones foram isolados utilizando o gene B-galactosidase e sequenciados nos
sentidos direto e reverso usando o kit BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA), no sequenciador automdtico 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

As extremidades das sequéncias com baixa qualidade foram removidos. As sequéncias direta
e reversa foram alinhadas e trimadas e foi realizado o contig no software Cap3 Assembly
(Lars Smits and Biomatters Ltd.). As sequéncias foram escaneadas quanto a presenca de
repeticGes em tandem utilizando o software Phobos Tandem Repeat Finder (Christoph
Mayer, ndo-publicado). Em 35 clones foram encontradas sequéncias do tipo microssatélites

com pelo menos 6 repeticdes di-nucleotideas nao-interrompidas e foi possivel desenhar
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iniciadores nas regides flanqueadoras. Para isso, foi utilizado o programa Primer3, onde foi
permitido diferenca de no mdaximo 3 °C na temperatura de desnaturacdo dos iniciadores,
conteudo GC entre 40 e 60 % e tamanho dos fragmentos entre 100 e 300 pb (Rozen &
Skaletsky, 2000). Adicionalmente, seis marcadores desenvolvidos para S. partitus foram
caracterizados em S. pictus. Os iniciadores foram testados através de PCR, utilizando 30
individuos coletados no mesmo local. Aqueles que amplificaram em todos os individuos
foram avaliados quanto ao polimorfismo através de eletroforese em gel de acrilamida 6 %.
Ao final, oito marcadores desenvolvidos para S. pictus (Spi03, Spi29, Spi43, Spi45, Spid9,
Spi50, Spi53 e Spi60) (Tabela Al) e quatro desenvolvidos para S. partitus [SpGGA7 (Thiessen
& Heath, 2007), SpAAC33, SpAACA42 (tri-nucleotideos) e SpGATA40 (tetra-nucleotideo)
(Williams et al., 2003)] foram selecionados, com base no sucesso de amplificacdo e no nivel

de polimorfismo, para serem usados na genotipagem.

Tabela Al: Marcadores microssatélites desenvolvidos para Stegastes pictus. Os valores de tamanho
dos alelos representam os resultados de 30 individuos coletados na mesma populagdo, os quais
foram utilizados nos testes de amplificagdao e polimorfismo.

Loci Sequéncia dos iniciadores (5’-3’) Tipo de repeticdo ~ Tamanho dos alelos (pb)

SPI103 F AACTCGTAGCTTCACACCGG (TG)s 93-101
R TCATTAAAATGTGCCTCGGTGC

SPI129 F ACTAAGTTTGTCTATGTGCCTT (GT)1s 180-236
R GCGAAGGTCCCATCTGATC

SP143 F AGTAGCTCGCCTCAACTAACG (AC)q 90-110
R CTCGAGTGCCACAGCTCC

SP145 F GTTCTTCTTTCGCGGTGGTG (AC)o 92-118
R CCCGGAGATGTTGGTGTCTG

SP149 F TGCGGTTGGATGAAACAGGT (CA), 128-146
R CAGGTCTGCTCAGTTTCCGT

SPI150 F CAAAGATGCTACATCACC (CA)11 162-178
R CTGATTACCAGGCAATGATT

SPI53 F AGAGCAGCTCAGAGTGCTTG (TG)s(CG)1(TG)1s 212-316
R GGCGCTAACACTGTAAGGGT

SP160 F GAGCGATGCAGGGACAAAGA (AC)s 159-195
R CTCTCTGAGCTGGAGGGCTA
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APENDICE Il

Diversidade genética observada em marcadores microssatélites nas populacées de
Cephalopholis fulva (12 loci) ao longo da Cadeia Vitdria-Trindade. N = numero de individuos
analisados; Na = numero de alelos observados; Ne = numero efetivo de alelos; Np = nimero
de alelos privados; | = indice de Shannon; Ho = heterozigosidade observada; He =

heterozigosidade esperada.

Populagao Locus N Na Ne Np | Ho He

Abrolhos RH_034 30 12 6,9 0 2,12 0,833 0,856
Cfu23 30 9 2,8 0 1,48 0,7 0,644

Cfu70 30 5 3,2 0 1,32 0,767 0,689

Cfu75 30 15 7,9 0 2,31 0,867 0,873
RH_004 30 6 2,3 0 1,19 0,567 0,564

Cfu69 30 5 1,5 0 0,7 0,367 0,322

Cfu72 30 13 7,7 0 2,26 0,933 0,869
Cfu92 29 8 34 0 1,59 0,828 0,704

RH_002 30 23 17,3 1 2,97 0,933 0,942

Cfu2l 30 19 11,5 0 2,7 0,9 0,913

Cfu52 30 11 4 1 1,78 0,733 0,751
Cfus7 30 7 4,7 0 1,68 0,767 0,786
Espirito Santo RH_034 27 13 7,4 0 2,21 0,889 0,866
Cfu23 27 8 3,6 1 1,55 0,741 0,719

Cfu70 27 8 3 1 1,37 0,852 0,67

Cfu75 27 14 8,9 1 2,35 0,926 0,888
RH_004 27 6 3,2 0 1,42 0,667 0,686

Cfu69 27 6 1,9 0 0,98 0,556 0,475

Cfu72 26 13 9 0 2,37 0,808 0,889
Cfu92 27 7 2,7 0 1,4 0,667 0,634

RH_002 27 20 13,8 0 2,81 0,963 0,927

Cfu2l 27 15 10,7 0 2,51 0,926 0,907
Cfu52 27 12 39 2 1,77 0,667 0,744

Cfus7 27 8 4,3 0 1,65 0,778 0,769

Vitoria RH_034 37 15 71 1 2,23 0,811 0,86
Cfu23 37 10 3,7 0 1,6 0,676 0,73

Cfu70 36 7 3,2 1 1,38 0,694 0,69

Cfu75 34 15 10,3 2 2,47 0,912 0,903

RH_004 37 8 2,4 2 1,29 0,568 0,591
Cfu69 37 5 2,3 1 1,07 0,541 0,566

Cfu72 37 14 8,2 0 2,33 0,892 0,878

Cfu92 36 8 2,8 0 1,44 0,583 0,64
RH_002 37 32 21,9 3 3,26 0,919 0,954

Cfu2l 37 19 11,1 0 2,66 0,973 0,91
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Populagdo Locus N Na Ne Np | Ho He
Cfu52 37 11 3,8 0 1,7 0,811 0,739
Cfu57 37 7 4,4 0 1,63 0,757 0,771
Jaseur Leste RH_034 10 10 8,7 1 2,22 1 0,885
Cfu23 10 5,6 0 1,86 0,8 0,82
Cfu70 10 3,1 0 13 0,8 0,68
Cfu75 10 11 9,1 0 2,3 0,8 0,89
RH_004 10 4 1,7 0 0,83 0,5 0,415
Cfu69 10 3 21 0 0,89 0,6 0,515
Cfu72 10 10 8 0 2,18 1 0,875
Cfu92 10 7 2,9 0 1,44 0,8 0,655
RH_002 10 17 15,4 0 2,79 1 0,935
Cfu21 10 9 6,5 0 2,01 0,9 0,845
Cfu52 10 4 0 1,73 0,7 0,75
Cfu57 10 6 4,3 0 1,57 0,8 0,765
Davis RH_034 27 14 7,3 2 2,21 0,889 0,862
Cfu23 28 11 4 0 1,74 0,75 0,753
Cfu70 28 6 34 0 1,37 0,536 0,707
Cfu75 28 11 7,2 0 2,16 0,75 0,861
RH_004 28 2,5 0 1,27 0,571 0,592
Cfu69 28 21 2 1,15 0,607 0,513
Cfu72 27 15 7,8 1 2,33 0,852 0,872
Cfu92 28 7 34 0 1,52 0,714 0,707
RH_002 28 26 19,4 2 31 0,964 0,948
Cfu21 27 15 7,6 0 2,37 0,889 0,868
Cfu52 28 10 4,4 0 1,79 0,786 0,775
Cfu57 28 7 4 0 1,56 0,786 0,752
Dogaressa RH_034 6 5 3 0 1,31 0,667 0,667
Cfu23 6 4 2,7 0 1,13 0,5 0,625
Cfu70 6 3 2,9 0 1,08 0,833 0,653
Cfu75 6 6 4,5 0 1,63 0,833 0,778
RH_004 6 5 3,1 0 1,36 0,833 0,681
Cfu69 6 4 1,7 0 0,84 0,5 0,417
Cfu72 6 6 4,8 0 1,68 1 0,792
Cfu92 6 6 4,8 0 1,68 1 0,792
RH_002 6 10 8 0 2,21 1 0,875
Cfu21 6 11 10,3 0 2,37 1 0,903
Cfu52 6 4 24 0 1,08 0,667 0,583
Cfu57 6 5 3,6 0 1,42 0,833 0,722
Columbia RH_034 2 3 2,7 0 1,04 0,5 0,625
Cfu23 2 2 1,6 0 0,56 0,5 0,375
Cfu70 2 2 2 0 0,69 1 0,5
Cfu75 2 2 1,6 0 0,56 0,5 0,375
RH_004 2 2 1,6 0 0,56 0,5 0,375
Cfu69 2 3 2,7 0 1,04 1 0,625
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Populagdo Locus N Na Ne Np | Ho He
Cfu72 2 3 2,7 0 1,04 0,5 0,625
Cfu92 2 3 2,7 0 1,04 1 0,625

RH_002 2 4 4 0 1,39 1 0,75
Cfu21 2 4 4 0 1,39 1 0,75
Cfu52 2 3 2,7 0 1,04 1 0,625
Cfu57 2 4 4 0 1,39 1 0,75

Trindade RH_034 45 15 7,4 1 2,25 0,911 0,865
Cfu23 46 14 45 1 1,87 0,761 0,78
Cfu70 46 8 3,8 0 1,55 0,696 0,737
Cfu75 46 17 7,6 0 2,29 0,848 0,868

RH_004 46 2,3 0 1,26 0,587 0,572
Cfu69 46 1,8 0 0,93 0,457 0,444
Cfu72 46 12 7,3 0 2,15 0,848 0,864
Cfu92 46 8 2,8 0 14 0,565 0,637

RH_002 46 27 17,3 0 3,04 0,978 0,942
Cfu21 46 19 12,4 1 2,67 0,957 0,92
Cfu52 46 13 4,3 0 1,88 0,761 0,768
Cfu57 46 8 4,5 1 1,7 0,783 0,78

Martin Vaz RH_034 27 13 7,8 1 2,25 0,963 0,872
Cfu23 27 12 51 1 191 0,741 0,802
Cfu70 27 6 31 1 1,31 0,704 0,676
Cfu75 27 14 7,6 1 2,26 0,889 0,868

RH_004 27 2,7 0 13 0,704 0,624
Cfu69 27 1,7 0 0,85 0,444 0,423
Cfu72 22 11 6,9 0 2,1 0,636 0,855
Cfu92 21 8 2,6 0 1,42 0,619 0,618

RH_002 27 25 18 0 3,04 1 0,944
Cfu21 27 18 12,9 0 2,72 0,926 0,922
Cfu52 27 12 6,3 1 2,12 0,852 0,841
Cfus7 27 8 4,9 0 1,76 0,852 0,795
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Diversidade genética observada em marcadores microssatélites nas populacées de Stegastes
pictus (8 loci) ao longo da Cadeia Vitéria-Trindade. N = numero de individuos analisados; Na

= numero de alelos observados; Ne = niumero efetivo de alelos; Np = niumero de alelos

privados; | = indice de Shannon; Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade
esperada.
Populagdo Locus N Na Ne Np | Ho He
Abrolhos SpGGA7 26 4 1,8 0 0,78 0,423 0,439
Spi50 26 8 2,7 1 1,29 0,654 0,626
Spi03 26 5 2 0 0,93 0,346 0,49
Spi49 26 7 4,4 0 1,62 0,846 0,775
SpAAC42 25 12 7,6 0 2,18 0,76 0,869
Spi60 25 10 4,6 0 1,77 0,76 0,784
Spi45 25 8 4,4 0 1,74 0,84 0,771
Spi43 26 10 5,4 0 1,94 0,885 0,814
Espirito Santo  SpGGA7 39 5 1,8 0 0,84 0,359 0,443
Spi50 39 7 2,3 0 1,17 0,615 0,562
Spi03 39 6 2,4 0 1,13 0,564 0,586
Spi49 39 7 4,9 0 1,7 0,718 0,794
SpAAC42 39 15 8,5 0 2,35 0,872 0,882
Spi60 39 13 4,9 2 1,95 0,769 0,797
Spi45 39 11 4,8 0 1,83 0,769 0,793
Spi43 39 12 5,5 1 1,97 0,923 0,819
Vitoria SpGGA7 29 5 1,9 0 0,91 0,517 0,487
Spi50 29 6 2,2 0 1,07 0,517 0,555
Spi03 30 5 2,3 0 1,01 0,633 0,563
Spi49 30 7 4 0 1,54 0,633 0,75
SpAAC42 30 15 8,1 1 2,32 0,967 0,876
Spi60 29 13 5,4 3 2,02 0,862 0,814
Spi45 30 11 6,7 2 2,08 0,867 0,85
Spi43 29 9 4,6 0 1,77 0,759 0,782
Jaseur SpGGA7 30 3 2,3 0 0,97 0,5 0,573
Spi50 30 6 2,4 0 1,16 0,533 0,581
Spi03 30 4 1,9 0 0,85 0,433 0,474
Spi49 30 6 4,3 0 1,58 0,8 0,768
SpAAC42 30 14 9,6 0 2,39 0,933 0,896
Spi60 29 9 4,9 0 1,84 0,828 0,796
Spi45 29 10 5,6 1 1,93 0,862 0,822
Spi43 30 11 5 1 1,87 0,7 0,799
Davis SpGGA7 22 4 1,9 0 0,86 0,318 0,462
Spi50 21 5 2,6 0 1,13 0,667 0,615
Spi03 22 6 2,1 0 1,03 0,5 0,529
Spi49 22 7 3,5 0 1,47 0,773 0,717
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Populagdo Locus N Na Ne Np | Ho He
SpAAC42 22 14 10 0 2,45 0,864 0,9
Spi60 22 11 49 2 1,95 0,773 0,798
Spi45 22 6 4,5 0 1,62 0,591 0,78
Spi43 22 8 49 0 1,76 0,909 0,794
Dogaressa SpGGA7 10 2 1,3 0 0,42 0,3 0,255
Spi50 10 4 2,6 0 1,11 0,7 0,61
Spi03 10 4 2,4 0 1,01 0,8 0,585
Spi49 10 6 4,8 0 1,66 0,8 0,79
SpAAC42 10 5 41 0 1,48 0,6 0,755
Spi60 10 7 5,7 0 1,82 0,8 0,825
Spi45 10 7 4,7 0 1,71 0,7 0,785
Spi43 10 7 53 0 1,78 1 0,81
Columbia SpGGA7 2 1 1 0 0 0 0
Spi50 2 3 2,7 0 1,04 1 0,625
Spi03 2 2 1,6 0 0,56 0,5 0,375
Spi49 2 4 4 0 1,39 1 0,75
SpAAC42 2 4 4 0 1,39 1 0,75
Spi60 2 2 1,6 0 0,56 0,5 0,375
Spi45 2 4 4 0 1,39 1 0,75
Spi43 2 3 2,7 0 1,04 1 0,625
Trindade SpGGA7 40 5 1,8 0 0,89 0,475 0,433
Spi50 40 7 3,2 0 1,37 0,75 0,687
Spi03 40 6 2 0 0,99 0,525 0,512
Spi49 40 7 3,9 0 1,53 0,75 0,746
SpAAC42 40 16 9,1 0 2,39 0,825 0,89
Spi60 40 11 4,9 0 1,87 0,8 0,798
Spi45 40 9 5,2 1 1,81 0,725 0,808
Spi43 40 7 4,7 0 1,73 0,8 0,787
Martin Vaz SpGGA7 10 3 1,7 0 0,69 0,5 0,395
Spi50 10 7 2,9 0 1,44 0,8 0,655
Spi03 10 4 2,3 0 1,03 0,7 0,565
Spi49 10 5 3,6 0 1,38 0,5 0,725
SpAAC42 10 9 6,7 0 2,04 0,7 0,85
Spi60 10 7 4,8 0 1,71 0,8 0,79
Spi45 10 7 5 0 1,74 0,7 0,8
Spi43 10 9 4,7 0 1,86 0,9 0,785
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APENDICE Il

Analises da distribuicdo mismatch. As barras representam as frequéncias das diferencas par-a-par
observadas, a linha continua representa os valores simulados para o modelo de expansdo
demografica pura e alinha pontilhada representa os valores simulados para o modelo de expansao

espacial.
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