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RESUMO 

 

Os cavalos marinhos são peixes altamente ameaçados de extinção no mundo inteiro. Entre as causas 

apontadas para o declínio de suas populações está a pesca indiscriminada sobre organismos não alvos, 

o bycatch. Mais de 95% dos cavalos-marinhos presentes no comércio internacional são oriundos deste 

tipo de pesca. Considerando o alto impacto desta ação antrópica sobre H. patatagonicus, o 

conhecimento da diversidade genética e da estruturação populacional em regiões de intensa atividade 

pesqueira pode auxiliar na tomada de medidas conservacionistas. Aqui avaliamos estas informações 

para a distribuição da espécie, com um maior foco para a análise de animais capturados por bycatch ao 

longo da costa do Rio de Janeiro, onde a atividade pesqueira é intensa. As informações 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 sequências de COI aqui obtidas para as amostras do RJ foram 

analisadas conjuntamente com as depositadas no GenBank para indivíduos do Rio Grande do Sul (RS) 

e da Argentina (AR), revelando maior distância genética para as amostras do RJ em relação as outras 

duas populações. Na análise interpopulacional as amostras do RJ também foram as que apresentaram 

maior diversidade. A análise de similaridade por Neighbor-joining e o modelo do número de Kimura 2 

parâmetros e o Baps separou em grupos monofiléticos as populações do RJ daquelas do RS e da AR. 

A análise molecular da variância (AMOVA) também demonstrou alta estruturação populacional 

(Fst=48.68), separando igualmente as amostras.  Os dados de ISSR revelaram 74 loci, todos 

polimórficos para os 60 indivíduos analisados. A distância genética intrapopulacional foi menor para 

os indivíduos dos grupos Macaé e Joatinga até Ilha Grande, e maior para as amostras de Ilha Rasa até 

Ilha de Santana. A análise de similaridade por Neighbor-joining, o modelo do número de diferenças, 

juntamente com teste de Evanno e análise Baysiana feitos através do Structure, definiu padrões 

genéticos distintos. A AMOVA revelou alta estruturação populacional para a espécie estudada (Fst = 

34.33). A diferenciação genética de H. patagonicus ao longo da costa do Rio de Janeiro reflete a 

importância dos estudos genéticos realizados não só em escala macro, como também microrregional, 

denotando a importância deste tipo de análise como forma de subsidiar ações corretas de manejo 

voltadas a conservação de espécies que se encontram em perigo de extinção. Essa alta estruturação 

populacional e a alta diversidade genética das amostras do RJ sustentam a importância de conservação 

dos cavalos-marinhos desta localidade sob o ponto de vista evolutivo, revelando a singularidade do 

patrimônio genético ali observado.   

 

 Palavras chaves: citocromo oxidase, estruturação populacional, ISSR.                
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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 Ilha 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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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Os oceanos ocupam 70% da superfície do planeta, sendo o maior espaço de volume 

habitável do mundo e abrigando grande parte de sua biodiversidade. São responsáveis, entre 

outras funções, por influenciar o clima, gerar 70% do oxigênio atmosférico e absorver a maior 

parte do dióxido de carbono do planeta (Vié et al., 2009).  A notável riqueza dos oceanos tem 

sido fortemente ameaçada por impactos antrópicos, o que tem levado, nos últimos anos, ao 

crescimento do número de espécies marinhas que já desapareceram ou que se encontram 

ameaçadas de extinção (Hughes; Ehrlich, 1997; Ceballos; Ehrlich, 2002; IUCN, 2010, 

Barnosky et al., 2011).  

Alguns autores apontam que os humanos estão causando a sexta extinção em massa do 

planeta (Dirzo; Raven, 2003; Barnosky et al., 2011). Ações como a pesca excessiva, 

mudanças climáticas, introdução de espécies invasoras, desenvolvimento urbano costeiro, 

fragmentação e destruição de hábitats tem sido citadas como as responsáveis pela redução da 

biodiversidade, sendo esta uma perda irreversível (Roberts; Hawkins, 1999).  

Para muitas espécies marinhas, a mortalidade excessiva por capturas acidentais 

(bycatch) durante atividades de pesca não seletiva (Figura 1), está entre as principais ameaças 

por ações antrópicas (Vincent et al., 2011; Silveira et al. 2018).  Em muitas regiões ao redor 

do mundo, a conservação da biodiversidade nos mares está ocorrendo sem dados espécie-

específicos, que são essenciais para solidificar ações de conservacionistas efetivas. Proteger 

nossos oceanos e evitar o rápido declínio da biodiversidade nesses ecossistemas é um dos 

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

Figura 1. Cavalos-marinhos capturado por rede de pesca não seletiva (bycatch). 

                                               Fonte: Adaptado de projectseahorse.org 

Os cavalos-marinhos são peixes que sofrem uma grande ameaça de extinção.  Das 41 

espécies conhecidas, quase 25% estão listadas com algum grau de perigo de extinção, 
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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 

apêndice II da CITES (Convention on International Trade in Endangered Species of Wild 

Fauna and Flora). As três espécies de cavalos-marinhos que ocorrem na costa do Brasil, 

Hippocampus patagonicus, H. erectus e H. reidi (Silveira et al., 2014), estão classificadas 

como vulneráveis à extinção pelo Ministério do Meio Ambiente deste país (MMA, 2014). 

Os cavalos-marinhos pertencem a ordem dos Gasterosteiformes (Foster; Vicente 2004) 

e a família Syngnathidae, a qual também inclui os dragões-marinhos, peixes cachimbo e 

cavalos-cachimbo pigmeus (Mobley et al., 2011; Wilson; Orr 2011). Todos os cavalos-

marinhos são membros do gênero Hippocampus (Rafinesque 1810). Este é o único gênero de 

singnatídeos em que os machos apresentam uma bolsa incubadora totalmente fechada (Figura 

2), na qual as fêmeas depositam seus ovos, sendo os machos responsáveis por fertilizá-los, 

nutri-los e regular o ambiente gestacional (Silveira, 2001; Laurie et al., 2016). Cada macho 

aceita ovócitos de apenas uma fêmea em cada ciclo reprodutivo. Esse comportamento pode 

durar desde um a vários ciclos, resultando em uma monogamia variável (Foster; Vincent, 

2004). 

 

Figura 2. Representação da vista lateral do cavalo-marinho macho e fêmea. 

                 Fonte: Adaptado de Lourie et al. (2004). 

 Todos apresentam uma mesma estrutura morfológica funcional, com cabeça que 

lembra a de um equino, posicionada em angulo reto em relação ao corpo; olhos independentes 

um do outro; focinho longo tubular, sem dentes, utilizado para sucção de presas; aparelho 

digestivo sem um estômago diferenciado (Stoskopf, 1993). A pele não apresenta escamas e é 

esticada sobre uma série de placas ósseas visíveis, formando anéis ao redor do tronco e cauda; 
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sendo está preênsil (Van Wassenbergh et al., 2011). Cavalos-marinhos não possuem 

nadadeiras pélvicas e caudais, mantendo apenas uma nadadeira dorsal propulsora, duas 

barbatanas peitorais, utilizadas para estabilização e direção 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 águas marinhas costeiras, tropicais e temperadas (Foster; Vicente, 2004). Algumas 

espécies vivem em estuários onde experimentam salinidade flutuante (Whitfield, 1995). A 

maioria das espécies são encontradas em profundidade máxima de 30 m, enquanto poucas 

vivem em profundidades maiores. Um exemplo é Hippocampus kelloggi relatado em 90 m de 

profundidade nas águas da Malásia (Choo; Liew, 2003) e H. patagonicus capturado a 80 m de 

profundidade no estado do Rio de Janeiro (Rosana Silveira, dados não publicados). Espécies 

de regiões temperadas e tropicais vivem principalmente entre gramíneas ou bancos de algas e 

ecossistemas de manguezal (Foster; Vicente, 2004; Silveira, 2011). Nos trópicos encontram-

se em áreas de substrato inconsolidado, onde esponjas e ascídias são abundantes (Lourie et 

al., 1999). 

Os cavalos marinhos utilizam sua ampla variação cromática (Guimarães, 1999) para se 

esconder de predadores e capturar suas presas, permanecendo imóveis 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, 

alterações de cor também podem ocorrer durante o acasalamento e outras interações 

intraespecíficas (Foster; Vincent, 2004; Silveira, 2009). 

Quanto a alimentação, são predadores sedentários e consomem suas presas por sucção 

(Silveira, 2005). Se alimentam na coluna d’água, esperando até que a presa se aproxime do 

focinho, adaptado para uma rápida ingestão de água (Foster; Vincent 2004). A independência 

dos olhos contribui neste processo, maximizando sua área de monitoramento no ambiente 

(Ocken, 1994). São carnívoros e podem ingerir qualquer organismo pequeno o suficiente para 

caber em seu focinho, principalmente pequenos crustáceos como anfípodas e outros 

invertebrados (Teixeira; Musick 2001; Pereira et al., 2018). Exibem comportamento 

bentônico quando adultos, apresentando baixa mobilidade e costumam se ancorar em 

vegetações e substratos com sua cauda (Rosa et al., 2007). 

Populações de cavalos-marinhos apresentam distribuição esparsa quando juvenis, visto 

que são arrastados pelas correntes marinhas (Foster; Vincent, 2004). Não 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 diários limitados, 

porém os adultos de algumas espécies fazem migrações sazonais para águas mais profundas 

nos meses de inverno (Foster; Vincent, 2004). Os jovens são mais propensos a se dispersarem 

do que adultos, algumas espécies são claramente planctônicas imediatamente após o 

nascimento. O mecanismo de dispersão juvenil por meios passivos é pouco conhecido, mas 

pode explicar o fluxo gênico entre as populações (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 à sua capacidade de camuflagem e placas ósseas 

que limitam a predação por animais pequenos (Lourie et al., 1999). No entanto, já foram 

encontrados nos estômagos de grandes peixes pelágicos (Wilson; Beckett, 1970), tartarugas-

marinhas (Burke et al., 1993), pinguins e outras aves aquáticas (Kuiter, 2000). A mortalidade 

por predação é provavelmente maior em juvenis por serem altamente vulneráveis a peixes 

planctívoros e piscívoros (Foster; Vincent, 2004). 

Além destas características, as pressões antrópicas representam sérios desafios para a 

perpetuação de diversas espécies de cavalos-marinhos. Dentre estas, a pesca não seletiva 

(bycatch), é uma das práticas 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 extensão, é um dos principais portos 

pesqueiros do país onde se tem ocorrência do bycatch (Begot & Vianna 2014). Estudos 

prévios nesta região têm sugerido diminuição populacional dos cavalos-marinhos (Ferreira & 

Silveira 2015; Vidon & Silveira 2015), sendo esta uma região 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 hábitos 

alimentares afirma que é um predador versátil, 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 períodos de forte correnteza, aproveitando-se do potencial de movimento da maré na 

movimentação de potenciais presas. Nestas condições extremas, desenvolve um 
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comportamento oportunista, aproveitando o ambiente natural onde organismos vulneráveis 

são abundantes (Storero, Gonzalez 2008).   

Conhecer a espécie, sua ecologia e história de vida é importante no desenvolvimento 

de estratégias de conservação ao longo da costa brasileira, uma vez que a densidade de 

cavalos-marinhos é baixa e suas populações se distribuem em manchas (Foster; Vincent, 

2004). Compreender a distribuição das espécies na costa pode fornecer informações úteis para 

conservação 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 país (Silveira et al., 2018). Esta espécie está 

classificada como ameaçada de extinção na categoria vulnerável pela legislação brasileira 

(MMA, 2014), seguindo os critérios da IUCN. As espécies ameaçadas de extinção muitas 

vezes necessitam de intervenções diretas que assegurem a sua sobrevivência.  

Em vista dos problemas de conservação enfrentados pelos cavalos-marinhos, o 

conhecimento da diversidade genética e da estruturação populacional pode contribuir para a 

preservação destes organismos tão ameaçados. Descobrir a abundância, dinâmica de dispersão 

e recrutamento podem ajudar a prever os padrões demográficos (Luo et al., 2015), para 

entender os padrões de comportamento, interações ecológicas que afetam os cavalos-

marinhos como concorrentes, presas, predadores; e o fluxo de genes que podem se conectar e 

sustentar as populações, gerando subsídios para ações corretas de manejo (Frankham et al., 

2008).  

Dessa maneira, parâmetros genéticos podem oferecer precisão na tomada de decisões 

acerca da conservação (Desalle; Amato, 2004), uma vez que a diversidade genética é 

fundamental para garantir a sobrevivência das espécies (Frankham, 1996). 

Os marcadores utilizados para avaliar a diversidade genética e a estruturação de 

populações podem utilizar informações 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 oligonucleotídeos 

iniciadores dentro de regiões de microssatélites e amplificação, pela técnica de Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR), das regiões entre os microssatélites. Entre as vantagens da 

metodologia de ISSR está a alta taxa de replicabilidade dos fragmentos amplificados para um 

mesmo indivíduo 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 informações do gene Citocromo Oxidase 

subunidade I (COI) têm sido uma das mais empregadas em estudos voltados a biologia da 

conservação, incluindo estudos com cavalos-marinhos (Singh et al., 2011; Luzzatto et al., 

2012; Silveira et al., 2014; Canção et al., 2014; Chen et al., 2018;). A evolução deste gene é 

suficientemente rápida para permitir não só a diferenciação de espécies próximas, mas 

também de grupos filogeográficos dentro de uma única espécie (Wares & Cunningham 2001).  

A partir do cenário aqui descrito que salienta os graves problemas conservacionistas 

enfrentados pelos cavalos-marinhos, especialmente pela prática da pesca não seletiva, o 

presente estudo se propõe a avaliar, a partir de marcadores de informações mitocondriais e 

nucleares, a diversidade genética e a estruturação populacional de H. patagonicus. 

 

HIPÓTESE 

 

Neste projeto serão testadas as hipóteses de que: a) as populações H. patagonicus do litoral do 

Brasil apresentam baixa diversidade genética devido ao seu status de conservação e b) alta 

estruturação genética, ocasionada pela ausência de movimentação de indivíduos ao longo de 

diferentes zonas geográficas.  

 

OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral  

 

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

litoral do Brasil.  

 

Objetivos Específicos 

 

- Mensurar o número de haplótipos e a distância genética (inter e intrapopulacional) de H. 

patagonicus. 

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

 

O elevado nível de perturbações antrópicas nos ecossistemas naturais representa um 

dos maiores desafios para a conservação da biodiversidade (Rodrigues et al., 2004). No 

ambiente marinho estima-se que aproximadamente 4% das espécies de peixes apresente 

algum grau de perigo de extinção (Vié et al., 2009). Os impactos generalizados das atividades 

humanas nos oceanos causam declínios acentuados na diversidade e na abundância de 

espécies (Butchart et al., 2010). Uma das ameaças mais urgentes aos estoques de peixes do 

mundo é a pesca comercial, especialmente a que resulta na captura indiscriminada sobre 

organismos não 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 

superfície e esta tem sido uma das práticas que mais tem ameaçado a existência de suas 

espécies (Silveira et al., 2015). Alguns autores alertam que mais de 95% dos cavalos-

marinhos presentes no comércio internacional são oriundos do bycatch (Vincent et al., 2011), 

além desta ameaça os cavalos marinhos apresentam características biológicas que os tornam 

especialmente vulneráveis aos distúrbios antrópicos (Foster & Vincent, 2004; Lourie et al., 

2004; Cardoso 2016). No Brasil ocorrem três espécies destes peixes: Hippocampus erectus, 

H. reidi, e H. patagonicus (Silveira et al., 2014), todas classificadas como vulneráveis a 

extinção pelo Ministério do Meio Ambiente deste país (MMA 2014). Destas, H. patagonicus 

também está classificada como vulnerável na lista vermelha da IUCN (Wei et al., 2017).  

O Rio de Janeiro, com uma zona costeira de 640 km de extensão, é um dos principais 

portos pesqueiros do Brasil onde se pratica pesca não seletiva, principalmente a pesca de 

arrasto (Begot & Vianna 2014). Estudos na região tem apontado diminuição populacional dos 

cavalos-marinhos, com mudanças anuais acentuadas (Ferreira & Silveira 2015). Estudos nesta 

região tem sugerido diminuição populacional dos cavalos-marinhos (Ferreira & Silveira 

2015). Dados de monitoramentos de embarcações realizadas no litoral sul do Brasil, onde 

também é praticado a pesca de arrasto, estimam que mais de 8.000 cavalos-marinhos são 

capturados anualmente por este tipo de pesca, destacando-se em abundância 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 conservação enfrentados pelos cavalos-marinhos, 

especialmente por H. patagonicus, torna-se fundamental obter informações que auxiliem em 

ações corretas de manejo visando a conservação desta espécie. Nesta perspectiva a análise da 

diversidade genética e da estruturação populacional permite avaliar o potencial evolutivo da 

espécie e gerar informações relevantes para estratégias de manejo e conservação (Frankham et 

al., 2008).  No presente artigo avaliamos essas informações para H. patagonicus ao longo de 

sua distribuição e, de forma especial, em diferentes pontos geográficos do litoral do Rio de 

Janeiro a partir de dados mitocondriais e nucleares. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Áreas de coleta  

Amostras de H. patagonicus foram obtidas a partir do bycatch da pesca de arrasto de 

camarão, 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 Baía de Ilha Grande (Figura 1). De cada indivíduo foi 

retirada uma porção da nadadeira dorsal e fixada em álcool absoluto para extração de DNA. 

 

 

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 região aparece ampliada 

com indicação dos locais onde foram obtidas amostras genéticas de Hippocampus 

patagonicus.  
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Análise genética 

A extração de DNA das amostras foi realizada através de uma adaptação do método de 

fenol/clorofórmio, 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 I (COI) de 30 indivíduos coletados na Baía de 

Ilha Grande, Rio de Janeiro. Os primers usados para a amplificação foram FishF1, FishR1, 

descritos por Ward et al (2005). As reações de amplificação foram realizadas em um volume 

final de 40μl, 23,5µl de H20, 8µl de Buffer (MgCl2 + tampão), 2µl de dNTPs, 2µl de primer F, 

2µl de primer R, 0,5µl de Taq DNA polimerase (Macrogem kit®) e 2µl de DNA genômico 

por amostra. Um controle negativo, sem DNA, foi utilizado em cada reação para certificar a 

ausência de contaminação. 

As condições de amplificação foram: desnaturação inicial à 95°C por 5 minutos, 

seguido de 40 repetições a 94°C por 1 minuto para desnaturação, 50°C por 1 minuto para 

anelamento dos primers e 72°C por 1 minuto de extensão e finalizadas com um ciclo de 

extensão final à 72ºC 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 tampão de carregamento azul de bromofenol a 0,25% e separados por 

elefrofose em gel de agarose a uma concentração de 3% em tampão TBE 0,5X. As condições 

da eletroforese foram 100V, 110mA e 100W constantes por 1hora. Os géis 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 purificação e sequenciamento na 

empresa Macrogen, na Coreia. As sequências de COI foram editadas e alinhadas utilizando o 

programa BioEdit, versão 7.0.5.2 (Hall 1999).  As sequencias obtidas foram comparadas com 

as depositadas no GenBank para H. patagonicus pertencentes indivíduos do Rio Grande do 

Sul (Brasil) e da Província de Rio Negro (Argentina).  

O DNA nuclear foi acessado utilizando a metodologia de ISSR, para o qual foram 

avaliados 60 indivíduos do litoral do Rio de Janeiro. Quatro primers, (AC)6AT, (CA)6GC, 

(CA)6AG e (AGC)4T, foram selecionados de um total de 20, por produzirem alto número de 

fragmentos de DNA polimórficos, facilmente identificáveis e por apresentarem repetitividade 

de resultados em um mesmo indivíduo. 

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

foram realizadas em um volume total de 20μl, contendo 20 ng do DNA molde, 0,25 µM de 
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cada desoxirribonucleotídeo (dNTP), 200 nM de primer, 2,5 μl de tampão de PCR 10X, 1 

mM de MgCl2,1 unidade Taq DNA polimerase (Macrogem kit®) e água destilada. Um 

controle negativo, sem DNA, foi utilizado em cada reação para certificar a ausência de 

contaminação. 

As condições de amplificação foram: desnaturação inicial a 94°C por 4 minutos, 40 

ciclos de 1 minuto a 94°C para desnaturação, 50°C por 1 minuto para anelamento dos primers 

e 72°C por 2 minutos de extensão, finalizando com um ciclo de extensão a 72ºC por 5 

minutos.  

Os fragmentos de DNA que foram amplificados receberam a adição do corante 

GelRed (Biotium, Hayward, CA, USA) e do tampão de carregamento azul de bromofenol a 

25% e foram separados em eletroforese em gel de agarose a 3% em tampão 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 terço das amostras foi amplificado em duplicata para assegurar a 

confiabilidade e a reprodutibilidade do padrão de bandas. Apenas os fragmentos de DNA que 

mostraram amplificação consistente foram considerados. 

A partir da análise dos fragmentos de DNA amplificados nos géis de ISSR foram 

criadas tabelas binárias de presença e ausência (Microsoft Office 2007).  

Para os dados mitocondriais e nucleares foi realizada a análise da variância molecular 

(AMOVA) no programa Arlequin versão 3.5 (Excoffier e Lischer 2010), originando matrizes 

de distância entre e dentro os grupos geográficos amostrados. Cálculos de distâncias genéticas 

e dendogramas foram construídos com o programa Mega 6 (Tamura et al., 2013). 

Em relação aos dados gerados pelas matrizes de ISSR, o programa Structure 2.3, que 

avalia a estrutura genética utilizando a análise Bayesiana, foi utilizado para estimar o número 

mais provável de populações (Pritchard et al., 2000). O programa foi corrido com cinco 

cadeias independentes para cada valor de K de 1 a 10, com 106 replicações, sendo descartadas 

as primeiras 104 gerações. Os modelos de ausência de mistura e frequências alélicas 

independentes foram utilizados nesta análise. O número mais provável de populações foi 

estimado pelo teste de Evanno, de acordo com os valores do modelo (ΔK), com base na 

segunda ordem de taxa de mudança, em relação a K, com a função de verossimilhança 

(Evanno et al., 2005). 

Para determinar a estruturação espacial das informações genéticas obtidas com COI 

foi utilizado o software Bayesian Analysis of Population Structure (BAPS versão 6.0, 

Corander et al. 2008; Cheng et al. 2013). O número de grupos variou entre 1 e 40 com 10 
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réplicas para cada número de grupo, 10.000 interações realizadas com o método de simulação 

de Monte Carlo via Cadeias de Markove 10% de burn-in. 

 

 

 

 

RESULTADOS 

 

Análises de COI 

Foram analisadas 40 sequências 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 província 

de Rio Negro, Argentina). 

Foram obtidos 22 haplotipos, mostrando uma alta diversidade haplotídica (0,853) e 

baixa diversidade nucleotídica (0,00796) 

A distância genética interpopulacional mostrou alta diferenciação para os indivíduos 

de H. patagonicus procedentes da costa do Rio de Janeiro e baixa diferenciação entre os 

indivíduos desta espécie procedentes do litoral do Rio Grande do Sul e da Argentina (Tabela 

1) 

 

Tabela 1. Distância genética em Hippocampus patagonicus medida a partir da sequência 

parcial do gene mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade 1. A distância genética foi 

calculada com o modelo de Kimura 2 parâmetros. Nas células com fundo cinza está indicada a 

distância intragrupos e nas células com fundo branco a distância 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 análise de similaridade pelo algoritmo de Neighbor-joining e o modelo de Kimura 2 

parâmetros 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 haplótipos mostrou a mesma configuração (Figura 2b) 
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A análise de BAPS revelou diferenciação 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). 

 

 

Figura 2a. Árvore de Neighbor-Joining para Hippocampus patagonicus, construída usando o 

modelo de Kimura 2 parâmetros para indivíduos 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 haplótipos Hippocampus patagonicus obtida pelo sequenciamento de 650 

pares de bases do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade 1. Fundo Verde para os 

haplótipos de Rio de Janeiro, fundo vermelho para os de Argentina e Rio grande do Sul. 

 

 

Figura 3. Estrutura populacional de Hippocampus patagonicus obtida pelo sequenciamento 

de 650 pares de bases do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade 1 realizada com 

análise bayesiana. A) Perfil genético obtido pelo BAPS. B) Distribuição geográfica 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 distância genética da árvore Neighbour Joining e dos resultados 

da análise de BAPS foi realiza a AMOVA, a fim de quantificar a diferença genética entre o 

grupo formado pelas amostras da Argentina e do Rio Grande do Sul em relação ao do grupo 

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

 

Tabela 2. Análise da variância molecular para Hippocampus patagonicus do Rio de Janeiro, 

Rio Grande do Sul e Argentina, usando sequências parciais de 652 pares de bases do gene 

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

Agrupamento Fonte de variação GL 
Soma dos 

quadrados 

Componente 

da variância 

Porcentagem 

de variação 

Dois grupos 
    

 
Entre populações 1 37.117         2.02728 48.68 

 
Dentro das populações 37 79.083         2.13739 51.32 

 

O teste de Tajima apresentou um valor de - 1.46931, sendo não significativo. Já o teste de Fu 

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

 

Análises de ISSR  

 

Os resultados combinados dos quatro primers de ISSR utilizados permitiram a 

identificação de 74 loci entre 100 e 1.500 pares de bases, sendo todos polimórficos nos 60 

indivíduos de H. patagonicus analisados (Tabela 3). Somente dois indivíduos apresentaram a 

mesma combinação para os 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 Baía de Ilha 

Grande.  

 

Tabela 3. Amostras geográficas, número de indivíduos (N) e número de bandas 

polimórficas para os quatro primers de ISSR investigados para Hippocampus patagonicus 

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

Amostras geográficas N Bandas polimórficas 

Costa de Macaé  20 50 

Da costa de Ilha Rasa até Ilha de Santana 20 66 

Da costa de Joatinga até Baía de Ilha Grande 20 43 
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A distância genética intragrupos para as amostras do Rio de Janeiro, utilizando o 

número médio de diferenças, apresentou valores similares, o que também foi verificado em 

relação a comparação intergrupos (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Distância genética em Hippocampus patagonicus do litoral do Rio de Janeiro, 

Brasil, medida com quatro primers de ISSR. A distância genética foi calculada como a média 

do número de diferenças par a par. Nas células com fundo cinza está indicada a distância 

intrapopulacional e nas células com fundo branco a distância interpopulacional. 

Amostras geográficas Costa de Macaé 
De costa de Ilha Rasa 

até Ilha de Santana 

Da costa de Joatinga 

até Baía de Ilha 

Grande 

Costa de Macaé 15,77 26,95 23,83 

Da costa de Ilha Rasa 

até Ilha de Santana 
 15,77 26,56 

Da costa de Joatinga 

até Baía de Ilha Grande 
  13,70 

 

A análise de similaridade pelo algoritmo de Neighbor-joining e o modelo do número 

de diferenças separou em grupos quase monofiléticos de acordo com a origem geográfica as 

amostras da costa do Rio de Janeiro (Figura 4). 
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Figura 4. Árvore de Neighbor-Joining para Hippocampus patagonicus, construída usando o 

modelo número de diferenças para indivíduos coletados em diferentes regiões geográficas do 

Rio de Janeiro. MA= amostras de Macaé, RS= amostras desde Ilha Rasa até a Ilha de Santana 

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

 

 

Os resultados obtidos usando o STRUCTURE revelaram que o número mais provável 

de grupos genéticos, inferido pelo teste de Evanno, foi K=3 (Figura 5A). Esta análise definiu 

padrões genéticos distintos para as amostras de H. patagonicus procedentes das diferentes 

localidades geográficas investigadas (Figura 5B). 
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Figura 5. Teste de Evanno e análise Baysiana realizada no STRUCTURE. (A) valores de ΔK 

para determinar o número 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) Análise 

Bayesiana de 60 indivíduos de H. patagonicus para o modelo com K=3. Cada barra vertical 

representa um indivíduo. O comprimento de cada segmento colorido indica a proporção de 

um indivíduo atribuído a um grupo genético: 1–20 indivíduos capturados na costa de Macaé; 

21–40 indivíduos procedentes da costa de Ilha Rasa até Ilha de Santana e 41–60 indivíduos 

coletados desde a costa de Joatinga até Baía de Ilha Grande  

 

A análise de AMOVA revelou alta estruturação populacional para a espécie estudada 

(Fst = 34.33), separando as amostras das diferentes áreas geográficas analisadas (Tabela 5).  

 

Tabela 5. Análise da variância molecular para 60 indivíduos de Hippocampus patagonicus 

coletados ao longo em três áreas geográficas na costa do Rio de Janeiro, Brasil: 1) costa de 

Macaé, 2) desde a costa de Ilha de Santana até Ilha Rasa e 3) desde o litoral de Joatinga até 

Baía de Ilha Grande, usando quatro primers de ISSR. GL= graus de liberdade 
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Agrupamento Fonte de variação GL 
Soma dos 

quadrados 

Componente 

da variância 

Porcentagem 

de variação 

Três grupos 
    

 
Entre populações 2 190.696         4.41960 34.33 

 
Dentro das populações 56 473.439         8.45428 65.67 

 

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho observamos que H. patagonicus apresentou alta diversidade genética e 

estruturação 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 

vulnerável à extinção pela IUCN, sendo cavalos-marinhos que enfrentam problemas de 

diminuição populacional (Wei et al 2019), seria esperado que esta situação estivesse 

acompanhada por indivíduos com baixa diversidade genética (Frankham et al 2010). Deste 

modo, os resultados aqui obtidos são satisfatórios do ponto de vista da genética da 

conservação, 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 recuperação 

ecológica. 

A alta diversidade genética observada para o gene mitocondrial Citocromo oxidase 

subunidade 1 encontrada neste estudo é comparável com a registrada para H. fuscus da costa 

da Arábia 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 análise de ISSR para H. 

patagonicus foram semelhantes aos encontrados, com o mesmo marcador, para amostras de 

H. reidi da costa atlântica do norte do Brasil (Montes et al., 2018) 

A separação genética das amostras de H. patagonicus provenientes da província 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 próxima à 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 Atlântico Sul forma-se um giro subtropical 

(GS) anticiclônico 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 Atlântica (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 estão conectadas pela corrente das 

Malvinas (CM), cujo limite norte de influência ainda é desconhecido mas que, certamente, 

conduz os indivíduos até o giro subtropical, possibilitando a dispersão 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-horário (força de Coriolis) buscando o mar aberto (Lira et al. 2010), evitando 

assim que os indivíduos encontrem a população 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 responsáveis pela estruturação 

populacional. Este é o caso de H. erectus na costa Atlântica dos Estados Unidos, para a qual 

as correntes do Golfo e do Labrador, têm sido apontadas como possíveis ocasionadoras da 

estruturação populacional (Boehm et al., 2015). As correntes marinhas também explicariam as 

semelhanças e diferenças observadas entre populações 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 separação genética observada pela análise de ISSR para os indivíduos 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 estruturação microrregional.  

Os dados de COI e ISSR mostram em consonância que os indivíduos de H. 

patagonicus da costa Atlântica do Rio de Janeiro apresentam alta variabilidade genética. Esta 

espécie tem sido observada em alta abundância como bycatch durante a pesca de arrasto do 

camarão na costa deste estado (Silveira Rosana, comunicação pessoal). Tal situação nos leva 

a supor que nesta área geográfica a espécie apresenta alta densidade populacional, o que 

poderia explicar a elevada diversidade genética encontrada neste local (Frankham, 1996). 

Este trabalho analisou populações de H. patagonicus do norte, centro e sul ao longo da 

área reconhecida para a distribuição da espécie. As análises realizadas identificaram alta 

diversidade genética e estruturação populacional, duas informações de alta importância para o 

manejo conservacionista desta espécie considerada vulnerável para a extinção. Também 

encontramos alta diversidade genética para as amostras procedentes da costa do Rio de 

Janeiro, local que representa o limite norte da distribuição geográfica de H. patagonicus. Este 

resultado indica a importância desta região para a conservação desta espécie. A diferenciação 
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genética de H. patagonicus ao longo da costa do Rio de Janeiro reflete a importância dos 

estudos genéticos realizados não só em escala macro, como também microrregional, 

denotando a importância deste tipo de análise como forma de subsidiar ações corretas de 

manejo voltadas a conservação de espécies que se encontram em perigo de extinção 
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