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RESUMO

Os cavalos marinhos sdo peixes altamente ameagados de extingdo no mundo inteiro. Entre as causas
apontadas para o declinio de suas populac@es esta a pesca indiscriminada sobre organismos néo alvos,
0 bycatch. Mais de 95% dos cavalos-marinhos presentes no comércio internacional sdo oriundos deste
tipo de pesca. Considerando o alto impacto desta agdo antrdpica sobre H. patatagonicus, o
conhecimento da diversidade genética e da estruturacdo populacional em regifes de intensa atividade
pesqueira pode auxiliar na tomada de medidas conservacionistas. Aqui avaliamos estas informacdes
para a distribui¢do da espécie, com um maior foco para a analise de animais capturados por bycatch ao
longo da costa do Rio de Janeiro, onde a atividade pesqueira é intensa. As informacdes genéticas
foram obtidas por dados mitocondriais, a partir do sequenciamento parcial de 652 pb do gene
citocromo oxidase subunidade I (COI) e pelo genoma nuclear, a partir de quatro primers de Inter
Simple Sequence Repeat (ISSR). As 30 sequéncias de COI aqui obtidas para as amostras do RJ foram
analisadas conjuntamente com as depositadas no GenBank para individuos do Rio Grande do Sul (RS)
e da Argentina (AR), revelando maior distancia genética para as amostras do RJ em relacdo as outras
duas populacdes. Na analise interpopulacional as amostras do RJ também foram as que apresentaram
maior diversidade. A analise de similaridade por Neighbor-joining e 0 modelo do nimero de Kimura 2
parametros e o Baps separou em grupos monofiléticos as populages do RJ daquelas do RS e da AR.
A anélise molecular da variancia (AMOVA) também demonstrou alta estruturagdo populacional
(Fst=48.68), separando igualmente as amostras. Os dados de ISSR revelaram 74 loci, todos
polimoérficos para os 60 individuos analisados. A distancia genética intrapopulacional foi menor para
os individuos dos grupos Macaé e Joatinga até Ilha Grande, e maior para as amostras de Ilha Rasa até
Ilha de Santana. A andlise de similaridade por Neighbor-joining, 0 modelo do nimero de diferencas,
juntamente com teste de Evanno e andlise Baysiana feitos através do Structure, definiu padrdes
genéticos distintos. A AMOVA revelou alta estruturagdo populacional para a espécie estudada (Fst =
34.33). A diferenciacdo genética de H. patagonicus ao longo da costa do Rio de Janeiro reflete a
importancia dos estudos genéticos realizados ndo s6 em escala macro, como também microrregional,
denotando a importancia deste tipo de analise como forma de subsidiar acfes corretas de manejo
voltadas a conservacdo de espécies que se encontram em perigo de extingdo. Essa alta estruturacdo
populacional e a alta diversidade genética das amostras do RJ sustentam a importancia de conservacao
dos cavalos-marinhos desta localidade sob o ponto de vista evolutivo, revelando a singularidade do

patrimoénio genético ali observado.

Palavras chaves: citocromo oxidase, estruturacdo populacional, ISSR.



ABSTRACT

Seahorses are highly endangered fish worldwide. Among the causes pointed in decline of populations
is indiscriminate fishing on non-target organisms, the bycatch. More 95% of seahorses present in
international trade come from this type of fishing. Considering the high impact this anthropic action
on H. patatagonicus, the knowledge of genetic diversity and the population structure in regions of
intense fishing activity can help to take conservation measures. Here we evaluate this information for
part of the species distribution, especially with analysis of animals captured by bycatch along the coast
of Rio de Janeiro, where fishing activity is intense. The genetic information has been accessed by
mitochondrial data from partial sequencing of 652 bp cytochrome oxidase gene subunit I (COI) and
the nuclear genome, from four primers Inter Simple Sequence Repeat (ISSR). The 30 COI sequences
obtained here for the samples RJ were analyzed together with GenBank database for individuals of
Rio Grande do Sul (RS) and Argentina (AR) showing increased genetic distance for the samples of RJ
in relation to the other two populations. In interpopulational analysis, the RJ samples were also the
ones with the highest diversity. The analysis of similarity by Neighbor-joining and the model of the
number of Kimura 2 parameters and the Baps separated into groups monophyletic the populations of
RJ of those of RS and RA. Molecular analysis of variance (AMOVA) also showed high population
structure (Fst = 48.68), also separating the samples. The ISSR data revealed 74 loci, all polymorphic
for the 60 individuals analyzed. The intrapopulation genetic distance was smaller for the individuals of
the Macaé and Joatinga groups up to Ilha Grande, and higher for the samples from llha Rasa to
Santana Island. The similarity analysis by Neighbor-joining, the model number of differences together
with Evanno test and Bayesian analysis made through Structure, defined distinct genetic patterns,
almost separating them into monophyletic groups. AMOVA revealed a high population structure for
the species studied (Fst = 34.33). Genetic differentiation H. patagonicus along the coast of Rio de
Janeiro reflects the importance of genetic studies not only in macro scale, as well as in micro-regional,
reflecting the importance of this type of analysis as a way to support correct management actions
aimed at conservation species that are in danger of extinction. This population structure and the high
genetic diversity of RJ samples support the importance of conservation of the seahorses of this locality

from an evolutionary point of view, revealing the uniqueness there genetic patrimony observed.

Keywords: cytochrome oxidase, population structuring, ISSR.
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INTRODUCAO GERAL

Os oceanos ocupam 70% da superficie do planeta, sendo o maior espaco de volume
habitavel do mundo e abrigando grande parte de sua biodiversidade. Sdo responsaveis, entre
outras fungdes, por influenciar o clima, gerar 70% do oxigénio atmosférico e absorver a maior
parte do diéxido de carbono do planeta (Vié et al., 2009). A notével riqueza dos oceanos tem
sido fortemente ameacada por impactos antropicos, o que tem levado, nos ultimos anos, ao
crescimento do nimero de espécies marinhas que ja desapareceram ou que Se encontram
ameacadas de extincdo (Hughes; Ehrlich, 1997; Ceballos; Ehrlich, 2002; IUCN, 2010,
Barnosky et al., 2011).

Alguns autores apontam que 0s humanos estdo causando a sexta extin¢cdo em massa do
planeta (Dirzo; Raven, 2003; Barnosky et al., 2011). Ac¢bGes como a pesca excessiva,
mudancas climaticas, introducdo de espécies invasoras, desenvolvimento urbano costeiro,
fragmentacdo e destruicdo de habitats tem sido citadas como as responsaveis pela reducéo da
biodiversidade, sendo esta uma perda irreversivel (Roberts; Hawkins, 1999).

Para muitas espécies marinhas, a mortalidade excessiva por capturas acidentais
(bycatch) durante atividades de pesca nédo seletiva (Figura 1), esta entre as principais ameacas
por acdes antropicas (Vincent et al., 2011; Silveira et al. 2018). Em muitas regifes ao redor
do mundo, a conservacdo da biodiversidade nos mares estd ocorrendo sem dados espécie-
especificos, que sdo essenciais para solidificar acdes de conservacionistas efetivas. Proteger
nossos oceanos e evitar o rapido declinio da biodiversidade nesses ecossistemas é um dos

maiores desafios para conservacdo (Vié et al. 2009).

VEE &
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Figura 1. Cavalos-marinhos capiurad br rede de pescanéo seletiva (bycatch).

Fonte: Adaptado de projectseahorse.org

Os cavalos-marinhos sdo peixes que sofrem uma grande ameaca de extingdo. Das 41

espéecies conhecidas, quase 25% estdo listadas com algum grau de perigo de extingéo,
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segundo a Red List of Threatened Species da International Union for Conservation of Nature
(IUCN 2016). Desde 2004 todas as espécies deste grupo de peixes foram adicionadas ao
apéndice Il da CITES (Convention on International Trade in Endangered Species of Wild
Fauna and Flora). As trés espécies de cavalos-marinhos que ocorrem na costa do Brasil,
Hippocampus patagonicus, H. erectus e H. reidi (Silveira et al., 2014), estdo classificadas
como vulneraveis a extingdo pelo Ministério do Meio Ambiente deste pais (MMA, 2014).

Os cavalos-marinhos pertencem a ordem dos Gasterosteiformes (Foster; Vicente 2004)
e a familia Syngnathidae, a qual também inclui os dragbes-marinhos, peixes cachimbo e
cavalos-cachimbo pigmeus (Mobley et al., 2011; Wilson; Orr 2011). Todos os cavalos-
marinhos sdo membros do género Hippocampus (Rafinesque 1810). Este é o Unico género de
singnatideos em que os machos apresentam uma bolsa incubadora totalmente fechada (Figura
2), na qual as fémeas depositam seus ovos, sendo 0s machos responsaveis por fertiliza-los,
nutri-los e regular o ambiente gestacional (Silveira, 2001; Laurie et al., 2016). Cada macho
aceita ovocitos de apenas uma fémea em cada ciclo reprodutivo. Esse comportamento pode
durar desde um a varios ciclos, resultando em uma monogamia variavel (Foster; Vincent,
2004).

Figura 2. Representagéo da vista lateral do cavalo-marinho macho e fémea.
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Fonte: Adaptado de Lourie et al. (2004).

Todos apresentam uma mesma estrutura morfoldgica funcional, com cabeca que
lembra a de um equino, posicionada em angulo reto em relacdo ao corpo; olhos independentes
um do outro; focinho longo tubular, sem dentes, utilizado para sucgdo de presas; aparelho
digestivo sem um estdbmago diferenciado (Stoskopf, 1993). A pele ndo apresenta escamas e é

esticada sobre uma série de placas 0sseas visiveis, formando anéis ao redor do tronco e cauda;
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sendo estd preénsil (Van Wassenbergh et al., 2011). Cavalos-marinhos ndo possuem
nadadeiras pélvicas e caudais, mantendo apenas uma nadadeira dorsal propulsora, duas
barbatanas peitorais, utilizadas para estabilizacdo e direcdo e uma barbatana anal reduzida
(Foster; Vincent, 2004).

Os cavalos-marinhos se distribuem entre as latitudes de 50°N e 50°S (Laurie et al.,
2004), em aguas marinhas costeiras, tropicais e temperadas (Foster; Vicente, 2004). Algumas
espécies vivem em estuarios onde experimentam salinidade flutuante (Whitfield, 1995). A
maioria das espécies sdo encontradas em profundidade maxima de 30 m, enquanto poucas
vivem em profundidades maiores. Um exemplo € Hippocampus kelloggi relatado em 90 m de
profundidade nas aguas da Malasia (Choo; Liew, 2003) e H. patagonicus capturado a 80 m de
profundidade no estado do Rio de Janeiro (Rosana Silveira, dados nao publicados). Espécies
de regides temperadas e tropicais vivem principalmente entre gramineas ou bancos de algas e
ecossistemas de manguezal (Foster; Vicente, 2004; Silveira, 2011). Nos tropicos encontram-
se em areas de substrato inconsolidado, onde esponjas e ascidias sdo abundantes (Lourie et
al., 1999).

Os cavalos marinhos utilizam sua ampla variacdo cromatica (Guimaraes, 1999) para se
esconder de predadores e capturar suas presas, permanecendo imoéveis e mudando de cor para
combinar com o meio, podendo desenvolver filamentos longos na pele, para mimetizar
melhor o ambiente (Lourie et al., 1999; Silveira, 2005; Rosa et al., 2007). A curto prazo,
alteracbes de cor também podem ocorrer durante o acasalamento e outras interacfes
intraespecificas (Foster; Vincent, 2004; Silveira, 2009).

Quanto a alimentacdo, sdo predadores sedentarios e consomem suas presas por sucgao
(Silveira, 2005). Se alimentam na coluna d’agua, esperando até que a presa se aproxime do
focinho, adaptado para uma rapida ingestdo de agua (Foster; Vincent 2004). A independéncia
dos olhos contribui neste processo, maximizando sua area de monitoramento no ambiente
(Ocken, 1994). Séo carnivoros e podem ingerir qualquer organismo pequeno o suficiente para
caber em seu focinho, principalmente pequenos crustaceos como anfipodas e outros
invertebrados (Teixeira; Musick 2001; Pereira et al.,, 2018). Exibem comportamento
bentbnico quando adultos, apresentando baixa mobilidade e costumam se ancorar em
vegetacOes e substratos com sua cauda (Rosa et al., 2007).

Populacdes de cavalos-marinhos apresentam distribuicdo esparsa quando juvenis, visto
que sdo arrastados pelas correntes marinhas (Foster; Vincent, 2004). Ndo demonstram
qualquer tipo de defesa territorial, como mostram a maioria dos peixes com pequenos limites

territoriais (Grant, 1997). No entanto, nem todos os cavalos-marinhos possuem pequenos
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limites territoriais. A maioria das espécies estudadas fazem movimentos diarios limitados,
porém os adultos de algumas espécies fazem migracdes sazonais para aguas mais profundas
nos meses de inverno (Foster; Vincent, 2004). Os jovens sdo mais propensos a se dispersarem
do que adultos, algumas espécies sdao claramente planctdnicas imediatamente apds o
nascimento. O mecanismo de dispersdo juvenil por meios passivos é pouco conhecido, mas
pode explicar o fluxo génico entre as populagdes (Foster; Vincent, 2004; Luzzato et al.,
2013).

A expectativa de vida para os cavalos-marinhos varia de cerca de 1 a 5 anos
dependendo da espécie (Foster; Vincent, 2004). Cavalos-marinhos sub adultos e adultos
possuem poucos predadores naturais, devido a sua capacidade de camuflagem e placas dsseas
que limitam a predacdo por animais pequenos (Lourie et al., 1999). No entanto, ja foram
encontrados nos estdmagos de grandes peixes pelagicos (Wilson; Beckett, 1970), tartarugas-
marinhas (Burke et al., 1993), pinguins e outras aves aquaticas (Kuiter, 2000). A mortalidade
por predacdo é provavelmente maior em juvenis por serem altamente vulneraveis a peixes
planctivoros e piscivoros (Foster; Vincent, 2004).

Além destas caracteristicas, as pressdes antropicas representam sérios desafios para a
perpetuacdo de diversas espécies de cavalos-marinhos. Dentre estas, a pesca nao seletiva
(bycatch), é uma das praticas que mais contribui para o decréscimo populacional destes peixes
em muitas localidades. Estima-se que mais de 95% dos cavalos-marinhos presentes no
comércio internacional sejam oriundos do bycatch (Vincent et al., 2011). No Brasil, o estado
do Rio de Janeiro, com uma zona costeira de 640 km de extensdo, € um dos principais portos
pesqueiros do pais onde se tem ocorréncia do bycatch (Begot & Vianna 2014). Estudos
prévios nesta regido tém sugerido diminui¢do populacional dos cavalos-marinhos (Ferreira &
Silveira 2015; Vidon & Silveira 2015), sendo esta uma regido altamente importante para
estudos conservacionistas com estes peixes.

Hippocampus patagonicus, o cavalo-marinho do focinho curto, se distribui desde o
Rio de Janeiro, Brasil até a Argentina (Piacentino & Luzzatto, 2004; Silveira et al., 2014).

Embora pouco se saiba sobre este cavalo-marinho, um estudo recente sobre habitos
alimentares afirma que é um predador versatil, com capacidade de consumir uma grande
variedade de itens de presas (Pereira et al. 2018). Como visto para outras espécies de cavalos-
marinhos (Woods 2002; Kuiter 2003), H. patagonicus agarra os substratos com sua cauda
durante periodos de forte correnteza, aproveitando-se do potencial de movimento da maré na

movimentacdo de potenciais presas. Nestas condi¢cbes extremas, desenvolve um
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comportamento oportunista, aproveitando o ambiente natural onde organismos vulneraveis
séo abundantes (Storero, Gonzalez 2008).

Conhecer a espécie, sua ecologia e historia de vida € importante no desenvolvimento
de estratégias de conservacdo ao longo da costa brasileira, uma vez que a densidade de
cavalos-marinhos é baixa e suas populacdes se distribuem em manchas (Foster; Vincent,
2004). Compreender a distribui¢do das espécies na costa pode fornecer informacdes Uteis para
conservacao das espécies de cavalos-marinhos no Brasil.

No Brasil H. patagonicus tem sido apontada como uma das mais afetadas pelo bycatch
em monitoramentos realizados no sul do pais (Silveira et al., 2018). Esta espécie esta
classificada como ameacada de extingdo na categoria vulnerdvel pela legislacdo brasileira
(MMA, 2014), seguindo os critérios da IUCN. As espécies ameacadas de extin¢cdo muitas
vezes necessitam de intervencdes diretas que assegurem a sua sobrevivéncia.

Em vista dos problemas de conservacdo enfrentados pelos cavalos-marinhos, o
conhecimento da diversidade genética e da estruturacdo populacional pode contribuir para a
preservacdo destes organismos tdo ameacados. Descobrir a abundancia, dinamica de dispersao
e recrutamento podem ajudar a prever os padrées demograficos (Luo et al., 2015), para
entender os padrGes de comportamento, interacdes ecoldgicas que afetam os cavalos-
marinhos como concorrentes, presas, predadores; e o fluxo de genes que podem se conectar e
sustentar as populacGes, gerando subsidios para acfes corretas de manejo (Frankham et al.,
2008).

Dessa maneira, parametros genéticos podem oferecer precisdo na tomada de decisbes
acerca da conservacdo (Desalle; Amato, 2004), uma vez que a diversidade genética é
fundamental para garantir a sobrevivéncia das espécies (Frankham, 1996).

Os marcadores utilizados para avaliar a diversidade genética e a estruturagcdo de
populagdes podem utilizar informagdes nucleares e/ou mitocondriais. Dentro do primeiro
grupo, a metodologia de Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) tem sido utilizada em estudos
conservacionistas (Jin; Li, 2007; Garayalde et al., 2011; Liu et al., 2013; Domingos et al.,
2014; Zheng et al., 2015), incluindo cavalos-marinhos (Montes et al., 2018; Sanna et al.,
2008). Trata-se de uma metodologia fundamentada no anelamento de oligonucleotideos
iniciadores dentro de regides de microssatélites e amplificacdo, pela técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), das regifes entre 0s microssatélites. Entre as vantagens da
metodologia de ISSR esta a alta taxa de replicabilidade dos fragmentos amplificados para um
mesmo individuo e a possibilidade de analisar a variabilidade total do genoma sem a

necessidade do conhecimento prévio do mesmo (Bornet e Blanchard, 2001).
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Dentre os marcadores mitocondriais as informagdes do gene Citocromo Oxidase
subunidade | (COI) tém sido uma das mais empregadas em estudos voltados a biologia da
conservacao, incluindo estudos com cavalos-marinhos (Singh et al., 2011; Luzzatto et al.,
2012; Silveira et al., 2014; Cancdo et al., 2014; Chen et al., 2018;). A evolucéo deste gene é
suficientemente rapida para permitir ndo s6 a diferenciacdo de espécies proximas, mas
também de grupos filogeogréficos dentro de uma Unica espécie (Wares & Cunningham 2001).

A partir do cenario aqui descrito que salienta os graves problemas conservacionistas
enfrentados pelos cavalos-marinhos, especialmente pela pratica da pesca nao seletiva, o
presente estudo se propOe a avaliar, a partir de marcadores de informacgdes mitocondriais e
nucleares, a diversidade genética e a estruturacdo populacional de H. patagonicus.

HIPOTESE

Neste projeto serdo testadas as hipdteses de que: a) as populacdes H. patagonicus do litoral do
Brasil apresentam baixa diversidade genética devido ao seu status de conservacdo e b) alta
estruturacdo genetica, ocasionada pela auséncia de movimentacdo de individuos ao longo de
diferentes zonas geogréaficas.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o potencial evolutivo e a estruturacdo populacional de H. patagonicus ao longo do

litoral do Brasil.
Objetivos Especificos
- Mensurar o numero de haplétipos e a distancia genética (inter e intrapopulacional) de H.

patagonicus.

- Determinar o grau de organizagédo da diversidade genética na espécie estudada.



16

REFERENCIAS

International Union for Conservation of Nature. 2016. http://www.iucnredlist.org/ acesso em:
14 de julho de 2018.

BRASIL. Ministério do Meio Ambiente. Portaria N°445, de 17 dezembro de 2014. Diario
Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 7 de dez. 2014.

BARNOSKY, A. D. et al. Has the Earth/'s sixth mass extinction already arrived? Nature, v.
471, n. 7336, p. 51-57, 2011.

BORNET, B.; BRANCHARD, M. Nonanchored inter simple sequence repeat (ISSR)
markers: reproducible and specific tools for genome fingerprinting. Plant Molecular Biology
Reporter, v. 19, n. 1, p. 209-215, 2001.

CANCAO, H.; MABUCHI, K. Sequéncia completa do genoma mitocondrial do cavalo-
marinho espinhoso Hippocampus histrix (Gasterosteiformes: Syngnathidae). 2014

CARDOSO, M. L.V. Diversidade genética do cavalo-marinho Hippocampus reidi no
litoral do nordeste do Brasil. 2016. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em Saiude Humana e Meio

Ambiente) - Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Vitdria de Santo Antéo.

CHEN, M. et al. O genoma mitocondrial completo do Hippocampus hippocampus Linneaeus
1758 (Syngnathiformes: Syngnathidae) e suas implicacBes filogenéticas. Conservation
Genetics Resources, v. 10, n. 4, p. 783-787, 2018.

DESALLE, R.; AMATO, G. The expansion of conservation genetics. Nature Reviews
Genetics, v. 5,n. 9, p. 702-712, 2004.

DIAS, T. L.; ROSA, I. L.; BAUM, J. K. Threatened fishes of the world: Hippocampus
erectus Perry, 1810 (Syngnathidae). Environmental Biology of Fishes, v. 65, n. 3, p. 326-
326, 2002.


http://www.iucnredlist.org/

17

DOMINGOS, T. J. et al. Genetic and morphological diversity of Moenkhausia oligolepis
(Characiformes: Characidae) populations in the tributaries of the Araguaia River, Brazil:
implications for taxonomy and conservation. Genetics and molecular research: GMR, v.
13,n. 3, p. 7979, 2014.

FOSTER, S. J.; VINCENT, A. C. J. Life history and ecology of seahorses: implications for

conservation and management. Journal of fish biology, v. 65, n. 1, p. 1-61, 2004.

FRANKHAM, R.;BRISCOE, D. A.;BALLOU, J.D. Introducdo a genética da
conservacao. Washington: Cambridge University Press, 2002.

FRANKHAM, R.; BALLOU, J. D.; BRISCOE, D. A. Fundamentos de genética da
conservacdo. Ribeirdo Preto: Sociedade Brasileira de Genética, 2008. 259 p.

FROESE, R.; PAULY, D. Fishbase, 2015. Disponivel em: www.fishbase.org. Acesso em:
junho 2017.

GARAYALDE, A. F. et al. Wild sunflower diversity in Argentina revealed by ISSR and SSR
markers: an approach for conservation and breeding programmes. Annals of Applied
Biology, v. 158, n. 3, p. 305-317, 2011.

HEDRICK, P. W. Conservation genetics: where are we now? Trends in Ecology &
Evolution, v. 16, n. 11, p. 629-636, 2001.

HEBERT, P.D.N.; CYWINSKA, A.; BALL, S.L., DEWAARD, J. R. Biological
identifications through DNA barcodes. Proceedings of the Royal Society B: Biological
Sciences, v. 270, n. 1, p. 313-321, 2003.

JIN, ZEXIN.; LI, JUNMIN. Genetic differentiation in endangered Heptacodium miconioides
Rehd. based on ISSR polymorphism and implications for its conservation. Forest ecology
and management, v. 245, n. 1, p. 130-136, 2007.



18

LIU, J. et al. Genetic diversity of the critically endangered Thuja sutchuenensis revealed by
ISSR markers and the implications for conservation. International journal of molecular
sciences, v. 14, n. 7, p. 14860-14871, 2013.

KUITER, R. H. Revision of the Australian seahorses of the genus Hippocampus
(Syngnathiformes: Syngnathidae) with descriptions of nine new species. Records-Australian
Museum, v. 53, n. 3, p. 293-340, 2001.

LOURIE, S. A. et al. A guide to the identification of seahorses. Project Seahorses and
traffic North America. Washington: University of British Columbia and World Wildlife
Fund, 2004. 114 p.

LOURIE, S. A. et al. Seahorses: an identification guide to the world's species and their

conservation. Project Seahorse, 1999. 2014 p.

LUZZATTO, D. C. et al. A presenca do cavalo-marinho Hippocampus patagonicus no mar
argentino com base na sequéncia de DNA mitocondrial do citocromo b / Presenca de
I'nippocampe Hippocampus patagonicus en mer d'Argentine demontree par sequencage du
cytochrome b. Cybium, International Journal of Icthyology, v. 36, n. 2, p. 329-334, 2012.

LUZZATTO, D.C.; ESTALLES, M.L.; ASTARLOA, J.M.D. Rafting seahorses: the presence
of juvenile Hippocampus patagonicus in floating debris. Journal of Fish Biology, v. 83, n. 3,
p. 677-681, 2013.

MONTES, M. A. et al. Diversidade genética e estrutura populacional do cavalo-marinho
Hippocampus reidi  (Syngnathidae) no nordeste do Brasil: uma abordagem
conservacionista. Conservagao Aquatica: Ecossistemas Marinhos e de Agua Doce, v. 28,
n. 5, p. 1114-1122, 2018.

PEREIRA, L.; SILVEIRA, R.; ABILHOA, V. Feeding habits of the seahorse Hippocampus
patagonicus (Actinopterygii: Syngnathiformes: Syngnathidae) on the southern coast of Brazil.
Acta Ichthyologica et Piscatoria, v.48, n. 1, p.267 - 271, 2018.



19

ROSA, I. L,; DIAS, T. L.; BAUM, J. K. Threatened fishes of the world: Hippocampus reidi
Ginsburg, 1933 (Syngnathidae). Environmental Biology of Fishes, v. 64, n. 4, p. 378- 378,
2002.

SANNA, Daria et al. Regido de controle do mtDNA e anélise de D-HPLC: um método para
avaliar o sistema de acasalamento em Syngnathidae (Teleostei). Biologia Marinha, v. 153, n.
3, p. 269-275, 2008.

SILVEIRA, R. B. et al.Records of bycatch of Hippocampus patagonicus (Pisces:
Syngnathidae) in commercial fishing in southern Brazil. Revista Latino-Americana de
Pesquisas Aquaticas , v. 46, n. 4, p. 744-755, 2018.

SILVEIRA, R. B. Dinamica populacional do cavalo-marinho Hippocampus reidi no
manguezal de Maracaipe, Ipojuca, Pernambuco, Brasil. 2005. 111 f. Tese (Doutorado em
Zoologia) - Pontifica Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, PUCRS.

SILVEIRA, R. B. Comportamento reprodutivo e desenvolvimento inicial de Hippocampus
reidi. p. 115-122, 2000.

SILVEIRA, R. B.; FONTOURA, N. F. Fecundity and fertility of the longsnout seahorse,
Hippocampus reidi (Teleostei: Syngnathidae), in tropical Brazil. Revista Brasileira de
Biociéncias, v. 8, n. 4, p. 362- 367, 2010.

SILVEIRA, R.B. Cavalos-marinhos e os fatores que afetam seu atual estado de conservacao.
Aquarium, v. 31, n. 1, p.15-17, 2001.

SILVEIRA, R. B. Registros de cavalos-marinhos (Syngnathidae: Hippocampus) ao longo da
costa brasileira. Oecologia Australis. v.15, n. 1, p.316 - 325, 2011.

SILVEIRA, R. B. Alguns aspectos da reproducéo e desenvolvimento de cavalos marinhos.
Embriologia. 2° ed. Porto Alegre: Artes Médicas Sul, 2001.



20

SILVEIRA, R. B. Sobre o comportamento sexual do cavalo-marinho Hippocampus reidi
Ginsburg, 1933 (Pisces: Synganthidae) em laboratério. Biociéncias, v.17, n. 1, p.20 - 32,
2009.

SILVEIRA, R. B. et al. Evidéncias morfolégicas e moleculares para a ocorréncia de trés
espécies de Hippocampus (Teleostei: Syngnathidae) no Brasil. Zootaxa, v. 3861, n. 4, p. 317-
332, 2014.

SINGH, K. V. et al. Identificacdo molecular e relacdo filogenética de cavalos-marinhos,
Hippocampus kuda (Bleeker 1852) usando sequéncias mitocondriais do gene 16S rRNA e

COI das costas leste e oeste da India. 2011

THE INTERNATIONAL UNION FOR CONSERVATION OF NATURE. Red List of
Threatened Species. 2017. Disponivel em: www.iucnredlist.org. Acesso em: 25 junho 2017.

TOBE, S. S.; KITCHENER, A. C.; LINACRE, A. M. T. Reconstructing Mammalian
Phylogenies: A Detailed Comparison of the Cytochrome b and Cytochrome Oxidase Subunit
I Mitochondrial Genes. Plos One, v. 5, n. 11, e14156, 2010.

VIE, J. C.; HILTON T C.; STUART, S. N. (Ed.). Wildlife in a Changing World — An
Analysis of the 2008 IUCN Red List of Threatened Species. Gland: The International
Union for Conservation of Nature. 2009. 157 p.

ZHENG, W. H. et al. Conservation and population genetic diversity of Curcuma wenyujin
(Zingiberaceae), a multifunctional medicinal herb. Genetics and Molecular Research, v. 14,
n. 3, p. 10422 -10432, 2015.


http://www.google.com/url?q=http%3A%2F%2Fwww.iucnredlist.org&sa=D&sntz=1&usg=AFQjCNFNyD9nJGVkL7gZlFK4BDor8Z4n8g

21

ARTIGO

Diversidade genética e estrutura populacional do cavalo-marinho
Hippocampus patagonicus (Piacentino & Luzatto, 2004): uma perspectiva

conservacionista

Trabalho a ser submetido para a revista Aquatic Conservation: Marine and Freshwater

Ecosystems Qualis A2 em Biodiversidade.
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INTRODUCAO

O elevado nivel de perturbagdes antrépicas nos ecossistemas naturais representa um
dos maiores desafios para a conservacdo da biodiversidade (Rodrigues et al., 2004). No
ambiente marinho estima-se que aproximadamente 4% das espécies de peixes apresente
algum grau de perigo de extincéo (Vié et al., 2009). Os impactos generalizados das atividades
humanas nos oceanos causam declinios acentuados na diversidade e na abundancia de
espécies (Butchart et al., 2010). Uma das ameacas mais urgentes aos estoques de peixes do
mundo é a pesca comercial, especialmente a que resulta na captura indiscriminada sobre
organismos ndo alvos, referida como bycatch. Os dados de pesca revelam que o bycatch
representa mais de 40% das capturas marinhas anuais no mundo e quase 60% das ocorridas
no Brasil (Davies et al., 2009).

Os cavalos-marinhos fazem parte do bycatch da pesca de emalhe de fundo ou
superficie e esta tem sido uma das praticas que mais tem ameacado a existéncia de suas
espéecies (Silveira et al., 2015). Alguns autores alertam que mais de 95% dos cavalos-
marinhos presentes no comércio internacional sdo oriundos do bycatch (Vincent et al., 2011),
além desta ameaga os cavalos marinhos apresentam caracteristicas biol6gicas que os tornam
especialmente vulneraveis aos distarbios antropicos (Foster & Vincent, 2004; Lourie et al.,
2004; Cardoso 2016). No Brasil ocorrem trés espécies destes peixes: Hippocampus erectus,
H. reidi, e H. patagonicus (Silveira et al., 2014), todas classificadas como vulneraveis a
extincdo pelo Ministério do Meio Ambiente deste pais (MMA 2014). Destas, H. patagonicus
também esté classificada como vulnervel na lista vermelha da IUCN (Wei et al., 2017).

O Rio de Janeiro, com uma zona costeira de 640 km de extensdo, & um dos principais
portos pesqueiros do Brasil onde se pratica pesca ndo seletiva, principalmente a pesca de
arrasto (Begot & Vianna 2014). Estudos na regido tem apontado diminui¢do populacional dos
cavalos-marinhos, com mudancas anuais acentuadas (Ferreira & Silveira 2015). Estudos nesta
regido tem sugerido diminuicdo populacional dos cavalos-marinhos (Ferreira & Silveira
2015). Dados de monitoramentos de embarcacOes realizadas no litoral sul do Brasil, onde
também é praticado a pesca de arrasto, estimam que mais de 8.000 cavalos-marinhos sdo
capturados anualmente por este tipo de pesca, destacando-se em abundancia H. patagonicus
(Silveira et al., 2018). Esta espécie, também conhecida como cavalo-marinho de focinho
curto, se distribui desde o Rio de Janeiro, Brasil até a Argentina (Piacentino & Luzzatto,
2004; Silveira et al., 2014).
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Diante dos problemas de conservacdo enfrentados pelos cavalos-marinhos,
especialmente por H. patagonicus, torna-se fundamental obter informagfes que auxiliem em
acOes corretas de manejo visando a conservacdo desta espécie. Nesta perspectiva a analise da
diversidade genética e da estruturacdo populacional permite avaliar o potencial evolutivo da
espécie e gerar informacdes relevantes para estratégias de manejo e conservagdo (Frankham et
al., 2008). No presente artigo avaliamos essas informacg0es para H. patagonicus ao longo de
sua distribuicdo e, de forma especial, em diferentes pontos geograficos do litoral do Rio de

Janeiro a partir de dados mitocondriais e nucleares.

MATERIAIS E METODOS

Areas de coleta

Amostras de H. patagonicus foram obtidas a partir do bycatch da pesca de arrasto de
camaréo, ao longo do litoral do estado do Rio de Janeiro, Brasil. As amostras foram coletadas
nos seguintes pontos: 1) ao longo da costa de Macaé, 2) desde a costa de Ilha de Santana até
Ilha Rasa, 3) no litoral de Joatinga até Baia de Ilha Grande (Figura 1). De cada individuo foi

retirada uma porc¢do da nadadeira dorsal e fixada em alcool absoluto para extracdo de DNA.

Macaé

" Ilha de Santana

o)
’L\(’

Ilha Rasa ?s\r'b
Joatinga O

Baia da Ilha Grande

Figura 1. No canto superior esquerdo mapa da América do Sul (em verde) com destaque (em
vermelho) para o litoral do estado do Rio de Janeiro, Brasil. Esta regido aparece ampliada
com indicacdo dos locais onde foram obtidas amostras genéticas de Hippocampus

patagonicus.
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Andlise genética

A extracdo de DNA das amostras foi realizada atraves de uma adaptacéo do método de
fenol/cloroférmio, segundo o protocolo descrito por Sambrook e Russel (2001).

O DNA mitocondrial foi acessado a partir do sequenciamento parcial de 652 pares de
bases do gene Citocromo Oxidase subunidade | (COI) de 30 individuos coletados na Baia de
Ilha Grande, Rio de Janeiro. Os primers usados para a amplificacdo foram FishF1, FishR1,
descritos por Ward et al (2005). As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume
final de 40ul, 23,5u1 de H20, 8ul de Buffer (MgCl. + tampdo), 2l de dNTPs, 2ul de primer F,
2ul de primer R, 0,5ul de Tag DNA polimerase (Macrogem kit®) e 2ul de DNA genémico
por amostra. Um controle negativo, sem DNA, foi utilizado em cada reacao para certificar a
auséncia de contaminacao.

As condicdes de amplificagdo foram: desnaturagdo inicial a 95°C por 5 minutos,
seguido de 40 repeticbes a 94°C por 1 minuto para desnaturacdo, 50°C por 1 minuto para
anelamento dos primers e 72°C por 1 minuto de extensdo e finalizadas com um ciclo de
extensdo final a 72°C por 5 minutos. Os fragmentos de DNA amplificados foram preparados
em uma mistura com 3uL do produto de PCR, 1uL de GelRed 10.000X (Biotium, Hayward,
CA, USA) e 1uL de tampéo de carregamento azul de bromofenol a 0,25% e separados por
elefrofose em gel de agarose a uma concentragdo de 3% em tampédo TBE 0,5X. As condigdes
da eletroforese foram 100V, 110mA e 100W constantes por lhora. Os geis obtidos foram
fotografados sob luz ultravioleta. Os tamanhos dos fragmentos de DNA foram estimados por
100 bp DNA Ladder (Invitrogen®).

Os produtos amplificados foram enviados para purificacdo e sequenciamento na
empresa Macrogen, na Coreia. As sequéncias de COI foram editadas e alinhadas utilizando o
programa BioEdit, versdo 7.0.5.2 (Hall 1999). As sequencias obtidas foram comparadas com
as depositadas no GenBank para H. patagonicus pertencentes individuos do Rio Grande do
Sul (Brasil) e da Provincia de Rio Negro (Argentina).

O DNA nuclear foi acessado utilizando a metodologia de ISSR, para o qual foram
avaliados 60 individuos do litoral do Rio de Janeiro. Quatro primers, (AC)sAT, (CA)sGC,
(CA)sAG e (AGC)4T, foram selecionados de um total de 20, por produzirem alto nimero de
fragmentos de DNA polimorficos, facilmente identificaveis e por apresentarem repetitividade
de resultados em um mesmo individuo.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) usando os primers de ISSR selecionados,

foram realizadas em um volume total de 20ul, contendo 20 ng do DNA molde, 0,25 uM de
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cada desoxirribonucleotideo (dNTP), 200 nM de primer, 2,5 ul de tampéo de PCR 10X, 1
mM de MgClz,1 unidade Taq DNA polimerase (Macrogem Kit®) e &gua destilada. Um
controle negativo, sem DNA, foi utilizado em cada reacdo para certificar a auséncia de
contaminacéo.

As condicOes de amplificagdo foram: desnaturagéo inicial a 94°C por 4 minutos, 40
ciclos de 1 minuto a 94°C para desnaturacéo, 50°C por 1 minuto para anelamento dos primers
e 72°C por 2 minutos de extensdo, finalizando com um ciclo de extensdo a 72°C por 5
minutos.

Os fragmentos de DNA que foram amplificados receberam a adigdo do corante
GelRed (Biotium, Hayward, CA, USA) e do tampé&o de carregamento azul de bromofenol a
25% e foram separados em eletroforese em gel de agarose a 3% em tampdo TBE 0,5X
corridos a 90 V, 100 mA e 110 W constantes por 2h30 min. Os géis foram fotografados sob
luz ultravioleta. Os tamanhos dos fragmentos de DNA foram estimados por 100 bp DNA
Ladder (Invitrogen®). Um terco das amostras foi amplificado em duplicata para assegurar a
confiabilidade e a reprodutibilidade do padrao de bandas. Apenas os fragmentos de DNA que
mostraram amplificacdo consistente foram considerados.

A partir da andlise dos fragmentos de DNA amplificados nos géis de ISSR foram
criadas tabelas binéarias de presenca e auséncia (Microsoft Office 2007).

Para os dados mitocondriais e nucleares foi realizada a analise da varidncia molecular
(AMOVA) no programa Arlequin versdo 3.5 (Excoffier e Lischer 2010), originando matrizes
de distancia entre e dentro os grupos geograficos amostrados. Calculos de distancias genéticas
e dendogramas foram construidos com o programa Mega 6 (Tamura et al., 2013).

Em relacdo aos dados gerados pelas matrizes de ISSR, o programa Structure 2.3, que
avalia a estrutura genética utilizando a analise Bayesiana, foi utilizado para estimar o nimero
mais provavel de populagdes (Pritchard et al., 2000). O programa foi corrido com cinco
cadeias independentes para cada valor de K de 1 a 10, com 108 replicacdes, sendo descartadas
as primeiras 10* geracbes. Os modelos de auséncia de mistura e frequéncias alélicas
independentes foram utilizados nesta analise. O numero mais provavel de populac@es foi
estimado pelo teste de Evanno, de acordo com os valores do modelo (AK), com base na
segunda ordem de taxa de mudanca, em relacdo a K, com a fungdo de verossimilhanca
(Evanno et al., 2005).

Para determinar a estruturacdo espacial das informagdes genéticas obtidas com COI
foi utilizado o software Bayesian Analysis of Population Structure (BAPS verséo 6.0,

Corander et al. 2008; Cheng et al. 2013). O nimero de grupos variou entre 1 e 40 com 10
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réplicas para cada nimero de grupo, 10.000 interacdes realizadas com o método de simulacao
de Monte Carlo via Cadeias de Markove 10% de burn-in.

RESULTADOS

Analises de COI

Foram analisadas 40 sequéncias parciais de 652 pares de bases do gene COI, sendo 30

de amostras de H. patagonicus do Rio de Janeiro, obtidas neste estudo e 10 de sequencias
depositadas no GenBank (quatro do estado do Rio Grande do Sul, Brasil e seis da provincia
de Rio Negro, Argentina).

Foram obtidos 22 haplotipos, mostrando uma alta diversidade haplotidica (0,853) e
baixa diversidade nucleotidica (0,00796)

A distancia genética interpopulacional mostrou alta diferenciacdo para os individuos
de H. patagonicus procedentes da costa do Rio de Janeiro e baixa diferenciacdo entre 0s
individuos desta espécie procedentes do litoral do Rio Grande do Sul e da Argentina (Tabela
1)

Tabela 1. Distancia genética em Hippocampus patagonicus medida a partir da sequéncia
parcial do gene mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade 1. A distancia genética foi
calculada com o0 modelo de Kimura 2 parametros. Nas celulas com fundo cinza esta indicada a

distancia intragrupos e nas células com fundo branco a distancia intergrupos.

Rio de Janeiro Rio Grande do Sul Argentina
Rio de Janeiro 0,0073 0,012 0,012
Rio Grande do Sul 0,0023 0,002
Argentina 0,0018

A andlise de similaridade pelo algoritmo de Neighbor-joining e 0 modelo de Kimura 2
pardmetros separou em dois grupos monofiléticos as amostras de H. patagonicus procedentes
da costa do Rio de Janeiro daquelas do Rio Grande do Sul e da Argentina (Figura 2a). A rede

de haplétipos mostrou a mesma configuracéo (Figura 2b)
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A analise de BAPS revelou diferenciacdo genética entre as amostras de H.

patagonicus procedentes da costa da Argentina e do Rio Grande do Sul daquelas coletadas no

litoral do Rio de Janeiro (Figura 3).
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Figura 2a. Arvore de Neighbor-Joining para Hippocampus patagonicus, construida usando o

modelo de Kimura 2 pardmetros para individuos coletados na costa dos estados do Rio de

Janeiro e do Rio Grande do Sul (Brasil) e da Argentina.
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Figura 2b: rede de haplétipos Hippocampus patagonicus obtida pelo sequenciamento de 650
pares de bases do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade 1. Fundo Verde para os
hapl6tipos de Rio de Janeiro, fundo vermelho para os de Argentina e Rio grande do Sul.
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Figura 3. Estrutura populacional de Hippocampus patagonicus obtida pelo sequenciamento
de 650 pares de bases do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade 1 realizada com
analise bayesiana. A) Perfil genético obtido pelo BAPS. B) Distribuicdo geografica dos perfis
genéticos. RJ = Rio de Janeiro, Brasil, RS= Rio Grande do Sul, Brasil, ARG = Rio Negro,
Argentina.
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A partir dos dados de distancia genética da arvore Neighbour Joining e dos resultados
da analise de BAPS foi realiza a AMOVA, a fim de quantificar a diferenca genética entre o
grupo formado pelas amostras da Argentina e do Rio Grande do Sul em relacdo ao do grupo

do Rio de Janeiro. Foi observado alta estruturacéo entre os dois grupos (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise da variancia molecular para Hippocampus patagonicus do Rio de Janeiro,
Rio Grande do Sul e Argentina, usando sequéncias parciais de 652 pares de bases do gene

mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade 1. GL= graus de liberdade.

Soma dos Componente Porcentagem

Agrupamento Fonte de variagéo GL o o
quadrados davariancia de variagao

Dois grupos
Entre populactes 1 37117 2.02728 48.68
Dentro das populagdes 37 79.083 2.13739 51.32

O teste de Tajima apresentou um valor de - 1.46931, sendo néo significativo. Ja o teste de Fu

foi de - 3.39830, sendo significativo. Mostrando assim sinais de expanséo.

Andlises de ISSR

Os resultados combinados dos quatro primers de ISSR utilizados permitiram a
identificacdo de 74 loci entre 100 e 1.500 pares de bases, sendo todos polimoérficos nos 60
individuos de H. patagonicus analisados (Tabela 3). Somente dois individuos apresentaram a
mesma combinacgdo para 0s quatro primers, sendo um procedente da costa de Macaé e outro
proveniente da captura pela rede de arrasto passada desde a costa de Joatinga até Baia de Ilha

Grande.

Tabela 3. Amostras geograficas, numero de individuos (N) e nimero de bandas
polimorficas para os quatro primers de ISSR investigados para Hippocampus patagonicus

procedentes de diferentes localidades do litoral do Rio de Janeiro, Brasil.

Amostras geograficas N Bandas polimérficas
Costa de Macaé 20 50
Da costa de Ilha Rasa até Ilha de Santana 20 66

Da costa de Joatinga até Baia de Ilha Grande 20 43




30

A distancia genética intragrupos para as amostras do Rio de Janeiro, utilizando o
namero médio de diferencas, apresentou valores similares, o que também foi verificado em

relacdo a comparacao intergrupos (Tabela 4).

Tabela 4. Distancia genética em Hippocampus patagonicus do litoral do Rio de Janeiro,
Brasil, medida com quatro primers de ISSR. A distancia genética foi calculada como a média
do namero de diferencas par a par. Nas células com fundo cinza esta indicada a distancia

intrapopulacional e nas células com fundo branco a distancia interpopulacional.

Da costa de Joatinga
- ) De costa de Ilha Rasa o
Amostras geograficas Costa de Macae ] até Baia de Ilha
até llha de Santana

Grande
Costa de Macaé 15,77 26,95 23,83
Da costa de Ilha Rasa
15,77 26,56
até llha de Santana
Da costa de Joatinga
13,70

até Baia de Ilha Grande

A andlise de similaridade pelo algoritmo de Neighbor-joining e o0 modelo do numero
de diferencas separou em grupos quase monofiléticos de acordo com a origem geogréafica as

amostras da costa do Rio de Janeiro (Figura 4).
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Figura 4. Arvore de Neighbor-Joining para Hippocampus patagonicus, construida usando o
modelo numero de diferencas para individuos coletados em diferentes regies geograficas do
Rio de Janeiro. MA= amostras de Macaé, RS= amostras desde llha Rasa até a Ilha de Santana

e GJ= amostras de Baia de Ilha Grande e Joatinga.

Os resultados obtidos usando 0 STRUCTURE revelaram que o0 nimero mais provavel
de grupos genéticos, inferido pelo teste de Evanno, foi K=3 (Figura 5A). Esta analise definiu
padrdes genéticos distintos para as amostras de H. patagonicus procedentes das diferentes

localidades geograficas investigadas (Figura 5B).
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Figura 5. Teste de Evanno e analise Baysiana realizada no STRUCTURE. (A) valores de AK
para determinar o numero ideal de grupos populacionais para as amostras de H. patagonicus
coletadas ao longo da costa do Rio de Janeiro usando quatro primers de ISSR. (B) Anélise
Bayesiana de 60 individuos de H. patagonicus para 0 modelo com K=3. Cada barra vertical
representa um individuo. O comprimento de cada segmento colorido indica a proporcao de
um individuo atribuido a um grupo genético: 1-20 individuos capturados na costa de Macaé;
21-40 individuos procedentes da costa de Ilha Rasa até llha de Santana e 41-60 individuos
coletados desde a costa de Joatinga até Baia de Ilha Grande

A andlise de AMOVA revelou alta estruturacdo populacional para a espécie estudada

(Fst = 34.33), separando as amostras das diferentes areas geograficas analisadas (Tabela 5).

Tabela 5. Andlise da variancia molecular para 60 individuos de Hippocampus patagonicus
coletados ao longo em trés areas geograficas na costa do Rio de Janeiro, Brasil: 1) costa de
Macae, 2) desde a costa de Ilha de Santana até Ilha Rasa e 3) desde o litoral de Joatinga até

Baia de Ilha Grande, usando quatro primers de ISSR. GL= graus de liberdade
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o Soma dos Componente Porcentagem
Agrupamento Fonte de variagéo GL o o
quadrados da variancia de variagao

Trés grupos
Entre populagdes 2 190.696 4.41960 34.33
Dentro das populagtes 56 473.439 8.45428 65.67

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Neste trabalho observamos que H. patagonicus apresentou alta diversidade genética e
estruturacdo macro e microrregional. Também verificamos que as amostras da costa do Rio de
Janeiro apresentaram alta diversidade genética. Uma vez que esta espécie é classificada como
vulnerdvel a extincdo pela IUCN, sendo cavalos-marinhos que enfrentam problemas de
diminuigdo populacional (Wei et al 2019), seria esperado que esta situagdo estivesse
acompanhada por individuos com baixa diversidade genética (Frankham et al 2010). Deste
modo, os resultados aqui obtidos sdo satisfatorios do ponto de vista da genética da
conservacao, pois revelam o potencial evolutivo de H. patagonicus e assinalam que esta é
uma espécie promissora para que estratégias de manejo sejam aplicadas na sua recuperacdo
ecologica.

A alta diversidade genética observada para o gene mitocondrial Citocromo oxidase
subunidade 1 encontrada neste estudo € comparavel com a registrada para H. fuscus da costa
da Arabia e do Mar vermelho e H. reidi procedente dos Estados Unidos (Wang et al., 2019),
bem como para H. zosterae também dos Estados Unidos (Fedrizzi et al., 2015) e para H.
guttulatus coletados na costa europeia (Woodall et al., 2015).

Os altos valores de diversidade genética aqui obtidos pela analise de ISSR para H.
patagonicus foram semelhantes aos encontrados, com o0 mesmo marcador, para amostras de
H. reidi da costa atlantica do norte do Brasil (Montes et al., 2018)

A separacdo genética das amostras de H. patagonicus provenientes da provincia de
Rio Negro na Argentina e do Rio Grande do Sul, Brasil daquela do Rio de Janeiro pode ser
explicada pelas correntes marinhas. A Corrente Sul Equatorial (CSE) ao se aproximar do
talude continental préxima a latitude 15°S bifurca-se em duas correntes de sentidos opostos,
sendo que o sentido sul forma a Corrente do Brasil (CB) que margeia o continente até
encontrar com a Corrente das Malvinas (CM). No Atlantico Sul forma-se um giro subtropical
(GS) anticiclonico que se estende entre as coordenadas 23°S (RJ, Brasil)) e 43°S (Chubut,

Argentina) limitado pela CSE ao norte, pela CB a oeste, pela Corrente Sul Atlantica (CSA) ao
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sul e Corrente de Benguela (CBg) ao leste (Stramma & England, 1999). As amostras de H.
patagonicus da Argentina, Uruguai e do Rio Grande do Sul estdo conectadas pela corrente das
Malvinas (CM), cujo limite norte de influéncia ainda é desconhecido mas que, certamente,
conduz os individuos até o giro subtropical, possibilitando a dispersdo de colonizadores até o
estado do Rio de Janeiro (Silveira et al. 2018). As amostras de H. patagonicus do Rio de
Janeiro estariam influenciadas pela CB que ao margear o continente afasta-se da costa no
sentido anti-horario (forca de Coriolis) buscando o mar aberto (Lira et al. 2010), evitando
assim que os individuos encontrem a popula¢do mais ao sul (sujeita ao GS) e limitando o
fluxo genético.

Para outras espécies de Hippocampus estudos, baseados em dados genéticos, também
tem indicado que as correntes marinhas seriam as responsaveis pela estruturacdo
populacional. Este é o caso de H. erectus na costa Atlantica dos Estados Unidos, para a qual
as correntes do Golfo e do Labrador, tém sido apontadas como possiveis ocasionadoras da
estruturacdo populacional (Boehm et al., 2015). As correntes marinhas também explicariam as
semelhancas e diferencas observadas entre populagdes de H. zosterae investigadas
geneticamente na costa dos Estados Unidos (Fedrizzi et al., 2015). Da mesma forma, a
estrutura genética encontrada para H. guttulatus também poderia ser explicada pelas correntes
marinhas observadas ao longo da costa da Europa (Woodall et al., 2015).

A separacdo genética observada pela andlise de ISSR para os individuos procedentes
da costa do Rio de Janeiro pode ser explicada pela baixa mobilidade dos cavalos-marinhos
(Foster and Vincent 2004; Qin et al. 2017), o que justificaria essa estruturacdo microrregional.

Os dados de COIl e ISSR mostram em consonancia que os individuos de H.
patagonicus da costa Atlantica do Rio de Janeiro apresentam alta variabilidade genética. Esta
espécie tem sido observada em alta abundancia como bycatch durante a pesca de arrasto do
camardo na costa deste estado (Silveira Rosana, comunicacao pessoal). Tal situacdo nos leva
a supor que nesta area geografica a especie apresenta alta densidade populacional, o que
poderia explicar a elevada diversidade genética encontrada neste local (Frankham, 1996).

Este trabalho analisou populagdes de H. patagonicus do norte, centro e sul ao longo da
area reconhecida para a distribuicdo da espécie. As andlises realizadas identificaram alta
diversidade genética e estruturacdo populacional, duas informacdes de alta importancia para o
manejo conservacionista desta espécie considerada vulneravel para a extingdo. Também
encontramos alta diversidade genética para as amostras procedentes da costa do Rio de
Janeiro, local que representa o limite norte da distribuicdo geogréfica de H. patagonicus. Este

resultado indica a importancia desta regido para a conservacao desta espécie. A diferenciagédo
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genética de H. patagonicus ao longo da costa do Rio de Janeiro reflete a importancia dos
estudos genéticos realizados ndo s6 em escala macro, como também microrregional,
denotando a importancia deste tipo de analise como forma de subsidiar acdes corretas de

manejo voltadas a conservacao de espécies que se encontram em perigo de extingéo
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