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RESUMO

A tainha Mugil liza apresenta atributos que a faz potencialmente exploravel na
aquicultura, como elevada robustez, facil manejo alimentar, ampla tolerancia a
salinidade e temperatura, além de suportar facilmente condi¢des de confinamento.
Neste cenario, a caracterizacdo da diversidade genética dos reprodutores é
fundamental para realizar um manejo genético eficiente, considerando a importancia
deste recurso, com grande potencial de cultivo. Assim, o presente trabalho,
inicialmente caracterizou a diversidade genética da tainha Mugil liza de criagao e
comparou com as populagdes de ambiente natural em dois pontos da costa brasileira
(Rio de Janeiro e Santa Catarina) utilizando a regidao controle (650 pb) do DNA
mitocondrial. Combinou também as presentes amostras a um banco complementar
de Mugil liza da Venezuela até o Sul do Brasil, com fragmento de 427 pb, para avaliar
a diversidade e estrutura da populagao, usando também o gene COI (600pb) para
identificacdo da espécie. Os resultados mostraram baixa diversidade genética do
plantel de criacao (diversidade haplotipica Hd = 0,5094 + 0,0546 e diversidade
nucleotidica m=0,010713 £ 0,005702), com valores bem inferiores aos dos espécimes
de ambiente natural (RJ + SC) Hd = 0,9981 £ 0,0081 e 11 = 0,021627 £ 0,011070, que
variaram de Hd = 1,0000 £ 0,0137 e m = 0,023993 + 0,12427 para Hd = 0,9818 +
0,0463 e 1= 0,014400 + 0,008089, entre as localidades do RJ e SC, respectivamente.
Estes dados demonstram que apesar da domesticacao da tainha Mugil liza estar em
sua fase inicial, ja é necessaria a inclusdo de novos espécimes de ambiente natural
no plantel de criagdo. Ressalta-se ainda que trabalhos como este sdo fundamentais
para controle de planteis, pois fundamentam um manejo genético eficiente na
piscicultura. Por fim, os resultados mostraram também que Mugil liza apresenta uma
estruturagdo em trés grupos, apoiados pelos testes de AMOVA = 65,78% entre os
grupos (Grupo 1 X Grupo 2 X Grupo 3) e de 34,22% dentro dos grupos, e FST igual
0,65777 (p = 0). Os resultados ndao mostraram um modelo de distribuicdo definido por
localidades, sendo necessario estudos direcionados a fim de esclarecer melhor os
padrbes previamente observados.

Palavras-chave: Aquicultura; Diversidade genética; Piscicultura marinha; Mugil liza.



ABSTRACT

The Mugil liza mullet has attributes that make it potentially exploitable in aquaculture,
such as high robustness, easy food handling, wide tolerance to salinity and
temperature, in addition to easily withstanding confinement conditions. Thus, the
present work initially characterized the genetic diversity of the Mugil liza farmed mullet
and compared it with the populations of the natural environment in two points of the
Brazilian coast (Rio de Janeiro and Santa Catarina) using the control region (650 bp)
of the mitochondrial DNA. He also combined the present samples with a
complementary bank of Mugil liza from Venezuela to southern Brazil, with a 427 bp
fragment, to assess the diversity and structure of the population, also using the COI
gene (600 bp) for species identification. The results showed low genetic diversity of
the breeding stock (haplotypic diversity Hd = 0.5094 + 0.0546 and nucleotide diversity
1 = 0.010713 £ 0.005702), with values much lower than those of specimens from the
natural environment (RJ + SC ) Hd = 0.9981 + 0.0081 and 1T = 0.021627 + 0.011070,
which ranged from Hd = 1.0000 + 0.0137 and 1 = 0.023993 + 0.12427 to Hd = 0.9818
+ 0.0463 and T = 0.014400 + 0.008089, between the locations of RJ and SC,
respectively. These data demonstrate that even though the domestication of the Mugil
liza mullet is in its initial phase it is already necessary to include new specimens from
the natural environment in the breeding stock. It should also be noted that works like
this are essential for controlling stocks, as they support efficient genetic management
in fish farming. Finally, the results also showed that the Mugil liza is structured into
three groups, supported by the AMOVA tests = 65.78% between groups (Group 1 X
Group 2 X Group 3) and 34.22% within of the groups, and FST equal to 0.65777 (p =
0). The results did not show a distribution model defined by localities, requiring targeted
studies to better clarify previously observed patterns.

Keywords: Aquaculture; Genetical diversity; Marine fish farming; Mugil liza.
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1 INTRODUCAO
1.1. CONSIDERACOES GERAIS

A producao global de pescado tem aumentado consideravelmente nos ultimos
anos, chegando em 2020 a aproximadamente 178 milhdes de toneladas. A pesca, que
extrai organismos aquaticos em ambientes naturais marinhos e de agua doce para
fins comerciais, esta exercendo sérias pressdes sobre os estoques selvagens, com
margem minima para expansao sustentavel. Em contraste, a aquicultura é um setor
de producédo de alimentos que mais cresce globalmente, correspondendo ao ano de
2020 a 87,5 milhdes de toneladas, o que representa 49,2% da produgéo de pescado
produzido, percentual bastante superior em comparagao a 1990, que compreendia
apenas a 13,4% (FAO, 2022a).

A aquicultura é caracterizada como o cultivo de organismos cujo ciclo de vida
em condi¢des naturais da-se total ou parcialmente em meio aquatico. Assim, estao
incluidas plantas aquaticas, crustaceos, moluscos, anfibios e peixes (BRASIL, 2009).
Na aquicultura, a domesticacdo consiste em adaptar continuamente espécies
selvagens as condi¢des de criagdo, com o objetivo final de modificar, geracées apds
geragbes, caracteristicas selecionadas para produzir, na maioria das vezes,
individuos mais produtivos e eficientes (OLESEN et al., 2015; HOUSTON et al., 2020).

No entanto, a domesticagao é relativamente recente, com 97% das espécies
aquaticas cultivadas tendo comecado apenas no século XX. A consequéncia € que a
maioria dos tipos cultivados atuais sdo pouco diferentes de seus parentes selvagens
e ainda retém altos niveis de diversidade genética. Porém, existem evidéncias de
degradagdo genética desses recursos em alguns sistemas de abastecimento de
formas jovens, devido ao manejo genético e a falta de aplicagédo dos principios basicos
de genética (FAO, 2022b).

Assim, o adequado manejo genético dos reprodutores, incluindo o controle das
relacbes de parentesco de peixes nativos em fase inicial de domesticacdo € uma
atividade fundamental para sustentabilidade dos recursos genéticos e fortalecimento
das cadeias produtivas emergentes (LIND et al., 2012; VARELA et al., 2015), uma vez
que os processos de domesticagao e a maioria dos sistemas de cultivo de animais
levam a perda natural de variabilidade genética dos estoques (EMBRAPA, 2012;
FERREIRA, 2021).
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Nesse contexto, o grupo das tainhas, familia Mugilidae, apresenta atributos que
o faz potencialmente exploravel na aquicultura, sendo a criagao da tainha Mugil liza
em fase inicial de domesticacdo. Ressalta-se ainda que nos ultimos anos Mugil liza
vem sendo amplamente estudada nos diversos aspectos da biologia e criagao
(MAGNOTTI et al., 2020, ANGELO et al., 2021, DA ROCHA et al., 2022; DE MELO

ARYES et al., 2022), com excecado do manejo genético em cultivo.

1.2.A ESPECIE Mugil liza VALENCIENNES, 1836
1.2.1. Distribuicao, bioecologia e taxonomia

Mugil liza é mundialmente conhecida como Lebranche mullet, Mulet
lémbranche e Lembranche (CERVIGON et al., 1993), sendo na costa brasileira
comumente chamada de Tainha. Esta espécie distribui-se amplamente no Atlantico
Sul, do Caribe até o norte da Argentina, na América do Sul (MENEZES et al., 2010;
SICCHA-RAMIREZ et al., 2014; HERAS et al., 2016). A espécie esta relacionada
principalmente a aguas estuarinas e costeiras com comportamento migratorio
predominante (mas n&o obrigatério) para o mar aberto na época da desova
(FORTUNATO et al. 2017).

A espécie Mugil liza apresenta comprimento maximo de 80 cm e 9 kg, porém
geralmente é encontrada com 40 cm (CERVIGON, 1993). A espécie apresenta
também dimorfismo sexual em termos de crescimento, sendo as fémeas mais longas
gue os machos, com um padréo de crescimento rapido (Giombelli-da-Silva; Monteiro-
Neto; Vaz-dos-Santos, 2021).

Segundo Menezes, Oliveira, Nirchio (2010), a Mugil liza é caracterizada
principalmente por: corpo escuro dorsalmente, prateado nas laterais e esbranquigcado
na regido abdominal; numero variavel de listras escuras ao lado do corpo alinhadas
com as linhas laterais; nadadeiras dorsal, peitoral, anal e caudal com cromatoforos
escuros dispersos; primeira nadadeira dorsal com 4 espinhos; segunda nadadeira
dorsal com 1 raio ndo ramificado e 8 ramificados; nadadeira peitoral com 1 raio nao
ramificado e 14 a17 raios ramificados; nadadeira pélvica com 1 espinho e 5 raios
ramificados; nadadeira anal com 3 espinhos e 8 raios ramificados em espécimes

adultos e 2 espinhos e 9 raios ramificados em espécimes menores que 30 mm (Figura

1).
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Figura 1 - Exemplar adulto da espécie Mugil liza (47 cm) de ambiente natural.

Fonte: O Autor.

Até a década passada o status taxondmico de Mugil liza foi exaustivamente
discutido, visto que se acreditava na existéncia de trés espécies de tainhas (Mugil liza
Valenciennes, 1836; Mugil platanus, Glinther 1880 e Mugil cephalus, Linnaeus, 1758)
no Atlantico Sul Ocidental. Inicialmente, Menezes & Figueiredo (1985) propuseram
que Mugil liza e Mugil platanus, fossem duas espécies distribuidas respectivamente
ao Norte e ao Sul do Rio de Janeiro e que deveriam ser reconhecidas no Atlantico Sul
Ocidental.

No entanto, Thomson (1997) considerou como Mugil cephalus (e sinbnimo de
Mugil platanus) a espécie com ocorréncia em aguas costeiras do Brasil até a
Argentina, e Mugil liza como uma espécie distinta ocorrendo desde as indias
Ocidentais até o Brasil. Por sua vez, Cousseau (2005) acreditava que Mugil platanus
era a espeécie encontrada nas aguas costeiras do Sul do Brasil e da Argentina e que
se diferenciava de Mugil liza.

Ao contrario, o trabalho de Fraga et al. (2007), com ferramentas moleculares,
sugeriram que Mugil liza e Mugil platanus deveriam ser tratados como uma unica
espécie ou como populagdes de Mugil cephalus, pois possuiam taxas de
diferenciagao muito baixas. Castro et al. (2008) identificaram Mugil cephalus e Mugil
platanus como espécies alopatricas validas. E por sua vez, Heras et al. (2009)
sugeriram que Mugil platanus e Mugil liza “representam um continuum de uma unica

espécie intimamente relacionada, mas distinta de Mugil cephalus’.
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Nesse contexto, um importante trabalho com uso de dados meristicos e
morfométricos foi o de Menezes, Oliveira, Nirchio (2010), que analisaram uma ampla
quantidade de individuos de Mugil liza, Mugil platanus e Mugil cephalus, obtidos de
amostras coletadas desde a Venezuela a Argentina. Os resultados indicaram
claramente a existéncia de uma sé espécie de tainha na regido do Caribe e na costa
Atlantica da América do Sul, e que a mesma deveria ser renomeada de Mugil liza.
Sugerindo também, que individuos do Atlantico norte ocidental identificados como M.
cephalus poderiam representar apenas uma populacao de M. liza nesta regiao.

Por fim, com dados moleculares Heras et al. (2016) reiterou que Mugil liza e
Mugil platanus devem ser consideradas como Mugil liza Valenciennes, 1836, e que

devem ser incluidas no complexo da espécie Mugil cephalus.

1.2.2. A pesca da tainha Mugil liza

No Brasil, Mugil liza possui uma grande importancia econémica ao longo de
sua distribuigdo (GONZALEZ-CASTRO et al., 2009; MORADO, TUBINO, ARAUJO,
2021). A espécie apresenta excelente qualidade de sua carne, sendo comercializada
fresca, salgada e processada pela industria pesqueira, inclusive apreciada pelas suas
gdnadas, comumente chamadas de “ovas” (CERVIGON et al., 1993, MAPA, 2021).

O sistema pesqueiro da espécie € formado por diversas modalidades
incluindo: o emalhe alinhado, cerco/traineira, arrasto de praia, emalhe de superficie e

outros (Figura 2).

Figura 2 - Produgéo de tainha na regido Sul e Sudeste do Brasil por modalidade de capturas nos
anos de 2018 a 2020.
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Fonte: Elaborado pelo autor, com os dados do MAPA (2021).
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Na regido Sudeste e Sul do Brasil, a pesca da tainha (Mugil liza) vem sendo
fortemente monitorada pelo Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), especificamente pela Secretaria de Aquicultura e Pesca (SAP). No Relatério
Técnico de Avaliacdo de Estoque da Tainha (Mugil liza) no Sudeste e Sul do Brasil
2022, foram disponibilizados dados de produgao pesqueira da espécie 7210 t em
2018, 2439 t em 2019, 897 t em 2020 e 2269 t em 2021 (Figura 2).

O declinio da captura de Mugil liza (de 68% entre 2018 e 2021) reflete a
situagdo do estoque da espécie no Brasil, que segundo MAPA, (2020) atualmente é
classificado como sobrepescado (biomassa menor que o0 necessario para manutengao
do estoque) (UNIVALI, 2020). O Relatério Técnico de 2021 apresenta também os
valores de Rendimento Maximo Sustentavel, o Limite Biologicamente Aceitavel (5.974
t) e o Limite de Captura Anual (4.481 t). Neste contexto, visando uma gestado mais
eficiente dos estoques de Mugil liza no sul e sudeste do Brasil, anualmente é publicada
uma portaria que visa regulamentar o limite de embarcagdes, as cotas de captura e

as medidas de monitoramento e controle para a temporada da pesca da tainha.

1.2.3 A tainha Mugil liza na Aquicultura

No Brasil, estudos sobre esta espécie vém sendo realizados desde o ano de
1979, surgindo inicialmente no estado do Rio de Janeiro, com estudos sobre a
reproducao controlada e larvicultura em laboratério (BENETTI; FAGUNDES NETTO,
1980). Em seguida, trabalhos foram realizados em Santa Catarina (ANDREATTA et
al., 1981) e em Sao Paulo (GODINHO et al., 1993). Entretanto, nenhum deles teve
continuidade, de forma que se pudesse estabelecer a criagdo comercial da espécie.

Pesquisas sobre sua reprodugao em cativeiro, indu¢ao hormonal, desova e
larvicultura vém sendo realizadas em Santa Catarina no Laboratério de Piscicultura
Marinha (LAPMAR), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
(CERQUEIRA et al., 2017), a exemplo de Carvalho et al. (2019), que apresentaram
técnicas para captura, transporte, aclimatagcdo, maturagdo, desova induzida e
incubagao de ovos da tainha Mugil liza em laboratério. Outro trabalho relevante a ser
mencionado € o de Magnotti et al. (2020), em que individuos nascidos em cativeiro
(F1) reproduziram por indugdo hormonal, o que consiste no primeiro relato desta
técnica para a espécie. Destaca-se que atualmente o LAPMAR é o unico laboratério

no pais com reprodutores ativos e que fornece alevinos de Mugil liza.
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Destacam-se também estudos recentes na area de larvicultura, alimentagao
e sistemas de producdo da espécie. Angelo et al. (2021) avaliaram a Influéncia da
temperatura na embriogénese, sobrevivéncia e desenvolvimento inicial de larvas de
Mugil liza. Da Silva et al. (2021) investigaram o efeito da frequéncia alimentar sobre o
desempenho zootécnico, metabdlitos sanguineos, composi¢ao centesimal e enzimas
digestivas de juvenis de Mugil liza. Rocha et al. (2021) analisaram o efeito da adi¢éo
de diferentes fontes de carbono organico em sistemas de bioflocos na qualidade da
agua, densidade de microrganismos e desempenho zootécnico de juvenis de Mugil

liza criados em ambiente fechado.

1.2.4 Estudos genéticos com a espécie Mugil liza

Nos ultimos anos foram realizados importantes estudos genéticos para Mugil
liza, utilizando tanto marcadores mitocondriais como nucleares. A maioria dos
trabalhos visaram a validagao do taxon de Mugil liza (FRAGA et al., 2007; CASTRO
et al., 2008; HERAS et al., 2009, HERAS et al., 2016). No entanto, houve também
abordagens voltadas a identificacdo (RODRIGUEZ-FILHO et al., 2011; SICCHA-
RAMIREZ et al., 2014), e a diversidade genética da espécie (MAI et al., 2014; DE
VASCONCELOS et al., 2021; HERAS et al., 2016, AGUIRRE-PABON, BERDUGO,
NARVAEZ, 2022).

Inicialmente, a fim de resolver controvérsias taxonémicas diversos trabalhos
utilizaram a DNA mitocondrial. Fraga et al. (2007) foi o pioneiro a utilizar ferramentas
genéticas com Mugilideos da costa brasileira, e utilizaram as regides do 16S e o
Citocromo b. Castro et al. (2008), por sua vez utilizaram apenas a regido do Citocromo
b. Heras et al. (2009), usaram os genes COI, 16S e 12S. E por fim, Heras et al. (2016),
utilizaram um fragmento de 468 pb das regides combinadas Thr, Pro e CR do DNA
mitocondrial.

Com uma abordagem diferente, voltada para a identificagdo, Rodrigues-Filho
et al. (2011), desenvolveram um protocolo de identificagao rapida para o género Mugil
da costa brasileira utilizando o gene mitocondrial 5S rDNA. Assim, variagdes no
padrao de bandeamento permitiram a diferenciacdo confiavel de quatro espécies,
Mugil curema, Mugil incilis, Mugil sp. e Mugil hospes, embora os de trés outros (Mugil

liza, Mugil platanus e Mugil cephalus) fossem idénticos. Deste modo, os resultados do
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estudo confirmaram a eficiéncia deste marcador como ferramenta diagnéstica para a
identificacdo de espécies Mugil, e sua utilidade para o manejo populacional.

Siccha-Ramirez et al. (2014), por sua vez, buscou identificar as diferentes
espécies de Mugilideos da Costa Atlantica do Sul do Caribe e da América do Sul e
testar a hipotese de que Mugil liza esta amplamente distribuida nesta regidao. Assim,
foram utilizados seis marcadores mitocondriais: 12S, 16S, ATPase 6, ATPase 8, COI
e Citocromo B. Deste modo, as analises demonstraram a ampla distribuicdo da
espécie em todo o Brasil (N, NE, SE, S) a Argentina, sugerindo que os espécimes
(n=38) pertenciam a uma unica populagao.

Ao contrario, Mai et al. (2014) ao analisar espécimes de Mugil liza (n=250) da
costa brasileira (RJ, SP, SC e RS) e da Argentina, utilizando nove locis microssatélites
(Locus Muce9, Mcs17fm, Mcs16dm, Mcs2dm Mce-11 Mce-14 Mce-24 Mce-27 Mce-4)
identificaram duas populagdes. A primeira com individuos apenas do estado do RJ e
a segunda com individuos de SP até a Argentina. Assim, apenas as amostras de Mugil
liza de Niteroi (RJ) diferem significativamente de todas as outras amostras da costa
do Atlantico Sul brasileiro e da Argentina. Heras et al. (2016), corroboram também a
divisdo de duas populagdes de Mugil liza, e informam que ela se estende de Cuba a
Argentina, sendo o Rio de Janeiro o marco de divisao.

Em estudos locais, no estado do Rio de Janeiro, de Vasconcellos et al. (2021)
analisaram a conectividade genética de Mugil liza capturadas no entorno do
Monumento Natural protegido das llhas Cagarras (n=28) e no interior da Lagoa
Rodrigo de Freitas (n=34), usando marcadores microssatélites (Locus Mc2dm,
Mcs16dm, Muce9, Mce-14). Os dados revelaram a ocorréncia de 31 alelos
compartilhados (de 41 amostrados), uma alta similaridade tanto nas frequéncias
alélicas quanto na diversidade genética e falta de diferenciagao entre os pontos de
coleta resultados que, analisados em conjunto, sao fortemente indicativos de panmixia
entre Mugil liza dos ambientes analisados (RJ).

Por fim, recentemente Aguirre-Pabon, Berdugo, Narvaez (2022) analisaram a
diversidade genética, a estrutura populacional e conectividade de Mugil liza na
Colémbia, onde a espécie € considerada ameacada. Os autores utilizaram nove locis
microssatélites (Mcs15cm, Mcs1eh, Mcs16dm, Mcs15am, Mce2, Mce11, mce24,
Mce3, Mce7) em quatro pontos de amostragem no litoral colombiano (Santuario de

Fauna e Flora Los Flamencos, Via Parque da llha de Salamanca, Santuario de Fauna
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e Flora Cienaga Grande de Santa Marta e Santuario de Fauna e Flora El Corchal). Os
resultados indicaram baixa diversidade genética e alta endogamia com todos os locus
avaliados, contrastando quando os loci com a presenca de alelos nulos foram
excluidos. Os autores defendem a existéncia de duas populagdes que ndo mostraram
uma relagao clara com a distribuigéo.

Em resumo, os primeiros estudos genéticos com Mugil liza visaram resolver
controvérsias taxonémicas. Posteriormente surgiram trabalhos com a identificagéo da
espécie, e mais recentemente surgiram trabalhos voltados a variabilidade genética da
espécie. Vale ressaltar ainda que todos os trabalhos abordados foram realizados
apenas com individuos de Mugil liza advindos de ambiente natural, ndo existindo

nenhum trabalho envolvendo genética de espécimes de cultivo.

1.4 JUSTIFICATIVA

O adequado manejo genético dos reprodutores, com controle das relagbes de
parentesco de peixes nativos em fase inicial de domesticacdo, € uma atividade
fundamental para sustentabilidade dos recursos genéticos e fortalecimento das
cadeias produtivas emergentes (LIND et al., 2012; VARELA et al., 2015), uma vez que
os processos de domesticagdo e a maioria dos sistemas de cultivo de animais levam
a perda natural de variabilidade genética dos estoques (EMBRAPA, 2012; FERREIRA,
2021).

No Brasil, ha uma tendéncia de que os plantéis de matrizes sejam formados
por peixes que possuem baixa variabilidade genética ou alto grau de parentesco. Isso
ocorre por diversos motivos, destacando: a formacao de lotes de reprodutores a partir
de estoques ja endogamicos de outras pisciculturas; falta de controle da reprodug¢ao
e desconhecimento da origem dos animais; falta de recursos para obtencao de
matrizes de boa qualidade genética; a utilizagdo de baixo numero de reprodutores;
caréncia de profissionais especializados na piscicultura e auséncia de programas de
monitoramento de endogamia (EMBRAPA, 2012).

Nesse cenario, diversos trabalhos vém sendo realizados para a
caracterizagao da diversidade genética de peixes de aquicultura, tanto com o uso de
marcadores mitocondriais, quanto de microssatélites (SANTOS et al., 2016, DUONG
et al., 2018, TOOMEY et al., 2020, FERREIRA, 2021). Um exemplo interessante, séo

os achados de Duong et al. (2019), os quais utilizaram os marcadores mitocondriais,
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Citocromo b e Regido Controle, de Channa striata de cultivo e ambiente natural, e
perceberam que a diversidade genética dos individuos de cultivo era duas a quatro
vezes menor do que a dos individuos de ambiente natural. Com esses dados os
autores observaram que os peixes dos plantéis estabelecidos ja ndao estavam mais
aptos para programas de reprodugdo, havendo a necessidade de insergdo de
especimes de lugares onde a diversidade era maior.

Desta forma, a caracterizagdo da diversidade genética dos reprodutores é
fundamental para realizar um manejo genético eficiente do plantel, principalmente em
recursos emergentes e com grande potencial de cultivo, como a espécie Mugil liza.
Destaca-se ainda que para a espécie, além da caracterizagdo da diversidade
genética, € necessario atentar também para uma identificagao precisa, uma vez que
problemas de identidade sdo comuns para o grupo, sendo as espécies do género
Mugil facilmente confundidas e agrupadas como uma s6 (MENEZES, 1983;
MENEZES et al., 2010; SICCHA-RAMIREZ et al., 2014).

Assim, o uso de ferramentas moleculares se torna uma alternativa eficiente
também na identificacdo, com destaque para o DNA Barcode, uma ferramenta
caracterizada pelo uso de uma sequéncia de DNA capaz de identificar
inequivocamente uma espécie, a partir de um fragmento de aproximadamente 650
pares de base da porg¢ao 5 do gene Citocromo Oxidase C - Subunidade | (COl) para
o processo de identificagcdo (HERBERT et al., 2003).

Segundo Durand et al. (2017), o DNA Barcode mostrou-se um marcador
adequado para identificar espécies da familia Mugilidae, apesar de complicagdes na
identificacdo das sequéncias previamente depositadas nas bases publicas de
comparacgao. Os autores enfatizaram também a necessidade de utilizar a técnica, uma
vez que as espécies da familia Mugilidae sdo particularmente dificeis de identificar
usando caracteres morfolégicos. Ressalta-se ainda que para Mugil liza, o gene COI
esta disponivel para comparagao, uma vez que ja foi sequenciado a fim de elucidar a
distribuicdo da espécie na costa brasileira (SICCHA-RAMIREZ et al., 2014).

Apds confirmacgado das identificagdes morfolégicas, os niveis de variagao
genética dos individuos de cultivo e ambiente natural, poderdo ser avaliados,
utilizando a regido controle, como ponto de partida para implementagcédo de manejo

genético dos reprodutores.
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1.5 OBJETIVOS
1.5.1 Objetivo Geral
Avaliar a diversidade genética da Tainha Mugil liza de cultivo e comparar com

as populagdes de ambiente natural, utilizando a regido controle do DNA mitocondrial.

1.5.2 Objetivos Especificos

° Utilizar o DNA Barcode para confirmar a identificagdo morfoldgica dos
individuos;

° Caracterizar a diversidade genética dos reprodutores de tainha de
cultivo do estado de Santa Catarina;

) Estimar os indices de diversidade genética da Mugil liza selvagem,
considerando diferentes localidades de sua distribuicdo na costa brasileira (RJ e SC),
assim como a estrutura genética populacional.

° Comparar os indices de diversidade genética entre populacdes

selvagens e cultivadas de tainha;
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RESUMO

A tainha Mugil liza apresenta atributos que a faz potencialmente exploravel na
aquicultura. Neste cenario, a caracterizagao da diversidade genética dos reprodutores
€ fundamental para realizar um manejo genético eficiente, considerando a importancia
deste recurso, com grande potencial de cultivo. Assim, o presente trabalho,
incialmente caracterizou a diversidade genética da tainha Mugil liza de criagao e
comparou com as populagdes de ambiente natural em dois pontos da costa brasileira
(Rio de Janeiro e Santa Catarina) utilizando a regido controle (650 pb) do DNA
mitocondrial. Combinou também as presentes amostras a um banco complementar de
Mugil liza da Venezuela até o Sul do Brasil, com fragmento de 427 pb, para avaliar a
diversidade e estrutura da populagdo, usando também o gene COI (600pb) para
identificacdo da espécie. Os resultados mostraram baixa diversidade genética do
plantel de criacdo (diversidade haplotipica Hd = 0,5094 + 0,0546 e diversidade
nucleotidica m=0,010713 £ 0,005702), com valores bem inferiores aos dos espécimes
de ambiente natural (RJ + SC) Hd = 0,9981 £ 0,0081 e 1 = 0,021627 + 0,011070, que
variaram de Hd = 1,0000 + 0,0137 e m = 0,023993 + 0,12427 para Hd = 0,9818 %
0,0463 e 1= 0,014400 £ 0,008089, entre as localidades do RJ e SC, respectivamente.
Estes dados demonstram que apesar da domesticacao da tainha Mugil liza estar em
sua fase inicial, ja é necessaria a inclusdo de novos espécimes de ambiente natural
no plantel de criagdo. Ressalta-se ainda que trabalhos como este sdo fundamentais
para controle de planteis, pois fundamentam um manejo genético eficiente na
piscicultura. Por fim, os resultados mostraram também que o estoque de Mugil liza
apresenta uma estruturacdo em trés grupos, apoiados pelos testes de AMOVA =
65,78% entre os grupos (Grupo 1 X Grupo 2 X Grupo 3) e de 34,22% dentro dos
grupos, e FST igual 0,65777 (p = 0). Os resultados ndao mostraram um modelo de
distribuicdo definido por localidades, sendo necessario estudos direcionados a fim de
esclarecer melhor os padrdes previamente observados.

Palavras-chave: Aquicultura. Diversidade genética. Mugil liza. Manejo genético.
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2.1 INTRODUCAO

A tainha Mugil liza esta amplamente distribuida no Atlantico Ocidental, do
Caribe até o norte da Argentina, na América do Sul (MENEZES et al., 2010; SICCHA-
RAMIREZ et al. 2014). A espécie esta associada principalmente a aguas estuarinas e
costeiras, com comportamento migratério predominante (mas n&o obrigatorio) para o
mar aberto na época da desova (FORTUNATO et al., 2017), sendo de grande
importancia econémica e altamente exploravel como recurso pesqueiro ao longo de
sua ocorréncia (CERVIGON, 1993; CERVIGON et al., 1993; MAPA, 2021).

O grupo das tainhas, familia Mugilidae, além da grande importancia para
pesca extrativa, apresenta atributos que o faz potencialmente exploravel na
aquicultura, tais como: elevada robustez, facil manejo alimentar, pois aceitam com
facilidade a dieta inerte, ampla tolerancia a salinidade e temperatura, além de suportar
facilmente as condigbes de confinamento (FILHO et al., 2013), especialmente
representantes do género Mugil, que ja vem sendo cultivados em diversos paises,
usualmente em sistemas de cultivos extensivos e semi-intensivos (FAO, 2021).

No Brasil, as pesquisas estao centralizadas na espécie Mugil liza, sobre sua
reproducao em cativeiro, indu¢cdo hormonal, desova e larvicultura, que ja vém sendo
realizadas no Laboratério de Piscicultura Marinha (LAPMAR), da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) (CERQUEIRA et al., 2017). A exemplo, Carvalho
etal. (2019), apresentaram técnicas para captura, transporte, aclimatacédo, maturagao,
desova induzida e incubacdo de ovos desta espécie. Magnotti et al. (2020)
conseguiram reproduzir espécimes de Mugil liza nascidos em cativeiro (F1) por
inducdo hormonal, o que consiste no primeiro relato desta técnica para a espécie.
Destaca-se ainda que atualmente o LAPMAR ¢é o unico laboratério com reprodutores
ativos para o fornecimento de alevinos de Mugil liza.

Neste cenario, 0 adequado manejo genético de reprodutores, com controle
das relagdes de parentesco dos peixes selvagens em fase inicial de domesticagao é
uma atividade fundamental para sustentabilidade dos recursos genéticos e
fortalecimento das cadeias produtivas emergentes (LIND et al., 2012; VARELA et al.,
2015), além da selegcao adequada de matrizes, a partir de hot spots de diversidade
em ambiente natural, ja que os processos de domesticagdo e a maioria dos sistemas
de cultivo de animais levam a perda natural de variabilidade genética dos estoques
(EMBRAPA, 2012).
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Ha uma tendéncia de que os plantéis de matrizes sejam formados por peixes
que possuem baixa variabilidade genética ou alto grau de parentesco. Isso ocorre por
diversos motivos, destacando: a formagcao de lotes de reprodutores a partir de
estoques ja endogamicos de outras pisciculturas; falta de controle da reprodugao e
desconhecimento da origem dos animais; falta de recursos para obtengdo de matrizes
de boa qualidade genética; a utilizagdo de baixo numero de reprodutores; caréncia de
profissionais especializados na piscicultura e auséncia de programas de
monitoramento de endogamia (EMBRAPA, 2012).

Nesse cenario, diversos trabalhos vém sendo realizados para a
caracterizagao da diversidade genética de peixes de aquicultura, tanto com o uso de
marcadores mitocondriais quanto de microssatélites (SANTOS et al., 2016, DUONG
et al., 2018, TOOMEY et al., 2020). Assim, a caracterizacao da diversidade genética
dos reprodutores é fundamental para realizar um manejo genético eficiente do plantel,
principalmente em recursos emergentes e com grande potencial de cultivo, como a
espécie Mugil liza.

Destaca-se ainda que para a espécie, além da caracterizagado da diversidade
genética, € necessario atentar também para uma identificagao precisa, uma vez que
problemas de identidade sdo comuns para o grupo, sendo as espécies do género
Mugil facilmente confundidas e agrupadas como uma s6 (MENEZES, 1983;
MENEZES et al., 2010; SICCHA-RAMIREZ et al., 2014).

Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi realizar a identificagdo da tainha
cultivada no Brasil, utilizando a ferramenta DNA Barcode e avaliar a diversidade
genética dos reprodutores de Mugil liza de cultivo e comparar com populagdes de

ambiente natural, utilizando a Regiao Controle do DNA mitocondrial.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Estratégia de amostragem

Foram amostrados 106 individuos da espécie Mugil liza, oriundos de criagéo
e do ambiente natural (Figura 3). Os individuos de criagéo foram 63 adultos, coletados
em 2020 no plantel de reprodutores do Laboratério de Piscicultura Marinha
(LAPMAR), localizado em Floriandpolis (SC). As amostras de ambiente natural
totalizaram 43 individuos coletadas junto a pescadores artesanais com o uso de rede
de emalhe, 70 mm a 90 mm. Destes, 31 individuos foram coletados na Praia da Barra
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da Lagoa, Florianopolis (SC) e 15 individuos coletados no Rio de Janeiro (RJ), nos

anos de 2021 e 2022, respectivamente.

Figura 3 - Area de estudo do presente trabalho. O ponto vermelho evidencia o local de criagdo de
tainha no LAPMAR, e os pontos em azul mostram os locais de coleta de ambiente natural (RJ e SC).

0 100 200 = T 5
|
2 f\% /i/"ojde Janeiro State %

L w-w/\nfl fwllrﬁg_/ 1 Brazi|>
\ 5 ‘
Y

T
[
L S
%ML o
e
0
(=0
g™ I“; I ‘ja N B
A
( 2
TZ b{; @ LAPMAR experimental station
Santa Catari i . .
an astataearlnaé &T\ § 7 @ Wwild population
o N Datum: SIRGAS 2000
A 5 o
4 N Projection: Lat - Long
i = A
44°0'W

Fonte: Elaborada pelos autores.

As amostras biolégicas corresponderam a um pequeno fragmento (cerca de
1 cm?) da nadadeira caudal de cada individuo, armazenadas em microtubos de 2 mL,
do tipo Eppendorf, e preservadas em alcool 90% a uma temperatura de -20 °C. Todas
as amostras foram registradas, recebendo um cédigo uUnico de identificacao.
Posteriormente foram enviadas ao Laboratério de Genética Aplicada (LAGA), da
Universidade Federal do Para (UFPA), Instituto de Estudos Costeiros (IECOS) em

Braganca - PA, para experimentos e geracédo de dados de sequéncias de DNA.

2.2.2 Extragao do material genético

O DNA gendmico total foi obtido utilizando o Kit Wizard Genomic®
(PROMEGA), seguindo instru¢cdes do fabricante. Apés o isolamento, as amostras
foram misturadas a uma solugao constituida de tampéao Blue Juice e corante Gel Red
(2uL da mistura e 2uL de DNA) e submetidas a eletroforese submarina horizontal em
gel de agarose (1%) durante 40 minutos/50V. Apds a corrida eletroforética, as

amostras foram visualizadas sob luz ultravioleta para verificar a qualidade do DNA
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extraido. As amostras positivas foram armazenadas em freezer para posterior etapa

de amplificagdo e sequenciamento das regides gendémicas.

2.2.3 Amplificagao e sequenciamento dos marcadores moleculares

Os fragmentos mitocondriais foram isolados e amplificados através da técnica
de PCR (Reagédo em Cadeia da Polimerase), com volume final de reacdo de 15uL,
sendo: 2,4uL de DNTP (3,5mM), 1,5uL de tampéo (10x), 0,6uL de MgClz (50mM),
0,6uL de cada iniciador (50ng/uL), 0,6uL de DNA total, 0,1uL de Taq DNA polimerase
(5U/uL) e 8,6pL de agua purificada.

Para a amplificacdo da por¢cdo Barcode do gene COI, foram utilizados os
iniciadores COIFishF1, 5TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’, e COIFishR1,
5TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3’, descritos por Ward et al. (2005). As
condigcbes de amplificagdo foram: desnaturacdo inicial a 95 °C por 3 minutos,
desnaturacao a 95 °C por 30 segundos, hibridizagdo a 56 °C durante 35 segundos e
extensao a 72 °C por 50 segundos por 35 ciclos e extenséo final de 72 °C por 3 minutos.

Para a Regiao Controle, foram utilizados os iniciadores de Fraga (2005),
MugPro F (6-CCTACATCCCTGGCTCCCAA-3) e Perc-12S2R (5-
GTATAACCGCGGTGGCTGGC-3Y), com as seguintes condigdes de amplificagao:
desnaturacao inicial a 94 °C durante 3 minutos, desnaturagcdo a 94 °C durante 30
segundos, hibridizagéo a 57 °C durante 1 minuto e extensao a 72 °C durante 1 minuto
por 35 ciclos, e uma extensao final a 72 °C durante 7 minutos.

Os resultados das PCRs foram verificados apds eletroforese em gel de
agarose 1%, com corrida a 60 v por 30 minutos. Posteriormente, as PCRs positivas
foram purificadas com PEG 8000 (Polyethylene Glycol) seguindo o protocolo de
Paithankar & Prasad (1991), e em seguida submetidas a reagcdo de sequenciamento,
realizada pelo método didesoxiterminal (SANGER et al., 1977), com reagentes do Kit
Big Dye (ABI Prism TM Dye Terminator Cycle Sequencing Reading Reaction — Thermo
Fisher). O produto precipitado foi submetido a eletroforese no sequenciador
automatico de capilar ABI 3500XL (Thermo Fisher, USA).

2.2.4 Bancos de sequéncias
As sequéncias geradas foram alinhadas e editadas no programa BioEdit v.

7.1.3.0 (HALL, 1999), onde também foram realizadas corre¢gées nas posi¢coes das
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sequéncias que existiam erros ou duvidas em relagao ao nucleotideo presente. Ao
término, foi construido um banco de sequéncias para cada marcador (COIl e Regiéo
Controle), sendo cada um destes formado pelas sequéncias dos espécimes dos
reprodutores de cultivo, juntamente com as sequéncias dos individuos de ambiente
natural.

Em seguida foi construido um terceiro banco, com as sequéncias obtidas da
Regidao Controle do presente trabalho juntamente com as sequéncias de um Banco
Referéncia do Instituto de Estudos Costeiros (IECOS), da Universidade Federal do
Para (UFPA). O Banco Referéncia era composto com 38 sequéncias de 427 pb da
Regido Controle de Mugil liza das seguintes localidades: Venezuela (9), Para (2),
Ceara (2), Bahia (2), Rio de Janeiro (3), S&o Paulo (2), Santa Catarina (17) e Rio
Grande do Sul (1).

Foi utilizado também o programa DNAsp v 5.10 (LIBRADO; ROZAS, 2009)

para gerar uma lista de haplétipos de cada base de dados (COIl e Regido Controle).

2.2.5 Identificagdao molecular

A identificacdo dos individuos foi realizada comparando as sequéncias dos
haplétipos do gene COI com sequéncias disponiveis na plataforma publica GenBank
(National Center for Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov), através
da ferramenta de busca BLASTn (ALTSCHUL et al.,, 1997) e Plataforma BOLD
(Barcoding of Life Database - http://www.barcodinglife.org) (RATNASINGHAM &
HEBERT, 2007). Nesta etapa foram admitidos como da mesma espécie, apenas
comparagdes que retornaram com valores de similaridade maiores ou iguais a 99%.

Posteriormente, no programa MEGA11 (TAMURA; STECHER; KUMAR
2021), construiu-se uma arvore de Agrupamento de Vizinhos (NJ) utilizando o modelo
de Kimura-2-Parametros (K2P), usualmente empregado com a ferramenta DNA
Barcode. A significancia dos agrupamentos da arvore foi estimada pela analise de
Bootstrap, geradas a partir de 1000 pseudorréplicas. Para a construgao das arvores
foram utilizados os haplétipos de COI de Mugil liza, juntamente com uma sequéncia
da espécie retirada do Genbank (JX185140 - SICCHA-RAMIREZ et al., 2014). Foram
adicionadas também do GenBank, sequéncias referéncia de outros Mugilideos que
ocorrem na costa brasileira: Mugil trichodon (JX185178), Mugil curvidens (MK838097),
Mugil curema (JX185198), Mugil incilis (JX185180), Mugil rubrioculos (JX185214) e
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Mugil brevirostris (MK838087), além de duas sequéncias de Mugil incilis coletadas

durante o desenvolvimento do presente trabalho.

2.2.6 Diversidade Genética e Estrutura Populacional

No programa ARLEQUIM v. 3.5.2.2 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010), os
haplétipos da Regido Controle foram utilizados para estimar o numero de sitios
polimorficos, diversidade haplotipica (Hd) (NEI, 1987) e diversidade nucleotidica (17)
(NEI, 1987), considerando a populacdo de cultivo e as duas localidades de ambiente
natural. Foi utilizado também o programa HAPLOVIWER (SALZBURGER et al., 2011)
para construir duas redes de hapl6tipos, a primeira apenas com as sequéncias
geradas da Regido Controle, e a segunda, com as sequéncias geradas e o Banco
Referéncia das demais localidades ao longo do Atlantico Ocidental.

De acordo com o padrao de distribuicdo dos haplétipos da segunda rede,
definimos uma estrutura de trés grupos (Grupo 1, Grupo 2 e Grupo 3), considerada
para as analises de subestruturagcdo no programa ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER,;
LISCHER, 2010), representadas pelo teste de AMOVA (Analise de Variancia
Molecular), com base em 10.000 permutacgdes, e valores de Fst (WEIR; HILL, 2002),

a fim de observar a organizagao da variancia nos grupos estimados.

2.3 RESULTADOS
2.3.1 Caracterizagao das bases de dados

Foram geradas 170 sequéncias de tainha, organizadas em duas bases de
dados, de acordo com a regiao gendmica amplificada (COI e Regiao Controle). Para
o COlI foram obtidas 96 sequéncias com 604 pb, sendo 63 de reprodutores de cultivo
e 33 de ambiente natural (26 de SC e 7 do RJ). Para a Regido Controle foram geradas
76 sequéncias de 650 pb, correspondendo a 43 sequéncias dos reprodutores de
cultivo e 33 de ambiente natural (22 de SC e 11 do RJ).

2.3.2 Identificagao molecular da tainha cultivada e ambiente natural
Para o gene COI, observou-se um total de 3 haplétipos, considerando as
amostras de cultivo e ambiente natural agrupadas. O haplétipo 1 (H1) foi o mais

frequente, compartilhado por 94 individuos, incluindo individuos de cultivo e ambiente
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natural do RJ e SC. Os haplétipos 2 e 3 (H2 e H3, respectivamente), cada um com
uma sequéncia, continham apenas espécimes do ambiente natural de Santa Catarina.

Desta forma, a identificagdo molecular ocorreu por comparagdes dos haplétipos
de COI (H1, H2 e H3) com sequéncias do Genbank, admitindo como a mesma espécie
as que tivessem 99%-100% de similaridade. Assim, foi possivel identificar todas as
amostras de tainha coletadas como sendo da espécie Mugil liza, confirmando a prévia
identificacdo morfolégica. A arvore filogenética (Figura 4) apresentou um clado
reunindo os haplétipos de COI, de M. liza, deste trabalho, juntamente com a sequéncia
referéncia de M. liza (JX185140) recuperada do banco publico, com alto valor de
suporte (<99%). Destaca-se que as sequéncias MIIRP06, MIISC68 e MIiRJ124, dos
trés ambientes coletados, compartiiham o haplétipo 1 (H1). MIISC65 representa o
haplétipo 2 (H2) e MIISC66 representa o haplétipo 3 (H3). A distancia intraespecifica

no clado M. liza variou de 0 a 0,33%.

Figura 4 - Arvore de Agrupamento de Vizinhos (NJ) obtida a partir dos haplétipos do fragmento do
gene COI, sequéncias de Mugil liza do Genbank e sequéncias de espécies do género Mugil. O circulo
azul representa o haplétipo de cultivo e os circulos verdes, os individuos de ambiente natural.
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2.3.3 Diversidade genética de Mugil liza
Os 88 sitios polimorficos observados no fragmento da RC, resultaram em 35

haplétipos para Mugil liza de cultivo e ambiente natural. Os mais frequentes foram os
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trés de cultivo, compartilhados por 27, 14 e 2 individuos, respectivamente. Para
ambiente natural, 9 hapldtipos foram identificados na localidade RJ, com apenas um
haplétipo compartilhado por dois espécimes. Para as amostras de Santa Catarina,
todos as sequéncias foram Unicas, totalizando 22 haplétipos. N&o houve
compartilhamento de haplotipos entre os grupos analisados (cultivo e ambiente

natural) (Figura 5).

Figura 5 - Rede de haplétipos gerada a partir de sequéncias da Regido controle para Mugil liza. Os
circulos sao proporcionais a frequéncia de haploétipos.

Para a analise dos bancos combinados, com um total de 115 sequéncias de
427 pb, os resultados foram gerados para os trés grupos pré-definidos. Assim, o Grupo
1 apresenta 28 individuos, que compreendeu 22 haplotipos com 33 sitios variaveis.
Este grupo, é formado por haplétipos de ambiente natural da costa da Venezuela (6)
e do Brasil (RJ=2, SC=9, PA=2, BA=2 e SP=1), assim como haplétipo de reprodutores
de cultivo (1). O Grupo 2 apresentou 29 individuos, com 3 haplétipos e 17 sitios
variaveis, que é formado por haplétipos de ambiente natural do Brasil (RS=1 e SC=1),
e haplétipo de cultivo (1). Por fim, o Grupo 3 € o maior dos grupos, formado 58
individuos com 44 hapldtipos e 17 sitios variaveis. Este grupo possui haplétipos de
ambiente natural do Brasil (BA=2, CE=2, RJ=10, SC=27 e SP=1) e hapldtipo de cultivo
(1) (Figura 6).
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Figura 6 - Rede de haplétipos gerada a partir de sequéncias da Regido Controle para Mugil liza em
conjunto com as sequéncias do Banco Referéncia. Os circulos sdo proporcionais a frequéncia de

haplétipos.
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Em relagédo aos niveis de variagado genética, para as sequéncias geradas, os
valores do indice de diversidade haplotipica (Hd) variaram de 0,5094 a 1,0, e a
diversidade nucleotidica (11) variou de 0,010713 a 0,023993 (Tabela 1). A diversidade
haplotipica dos individuos de Ambiente Natural (RJ+SC) foi de 0,9981+/-0,0081 e
nucleotidica de 0,021627 + 0,011070, enquanto para os reprodutores de cultivo foi de
0,5094 £ 0,0546 e 0,010713 £ 0,005702, respectivamente.

Para os grupos analisados, os valores do indice de diversidade haplotipica (Hd)
variaram de 0,1355 a 0,9762, e a diversidade nucleotidica (11) variou de 0,003114 a
0,019604 (Tabela 1).

Tabela 1 - indices de diversidade genética da Regido Controle mitocondrial da Tainha Mugil liza de
cultivo e Ambiente natural (RJ e SC). (NI) nimero de individuos, (H) nimero de haplétipos, (V) sitios
variaveis, (Hd) diversidade haplotipica, e (11) diversidade nucleotidica.

Origem NI H \' Hd ™

Amb. Natural RJ 11 10 44  0.9818+0.0463 0.014400+0.008089
Amb. Natural SC 22 22 70  1.0000+0.0137 0.023993+0.12427
Amb. Natural (RJ+SC) 33 32 88  0.9981+0.0081 0.021627+0.011070
Rep. Cultivo 43 3 28  0.509410.0546 0.010713+0.005702
Grupo 1 28 22 33 0.9762+0.0184 0.013994+0.007716
Grupo 2 29 3 17  0.1355+0.0845 0.003114+0.002263
Grupo 3 58 44 82  0.9510+0.0231 0.019604+0.010268
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Por fim, para o banco combinado, as comparagdes da Analise de Variancia
Molecular (AMOVA) mostrou um valor de 65,78%% entre os grupos (GRUPO 1 X
GRUPO 2 X GRUPO 3) e 34,22% dentro dos grupos, e valor de Fsrigual 0,65777,;
p=0.

2.4. DISCUSSAO
2.4.1 Identificacao da espécie

Os resultados do presente trabalho mostraram que a espécie que esta sendo
cultivada no sul do Brasil, corresponde de fato a tainha Mugil liza, com 100% das
sequéncias geradas identificadas de forma inequivoca. Isso demonstra a eficiéncia da
ferramenta DNA Barcode (gene COI), comprovando a robustez da ferramenta
molecular para identificar Mugilideos, assim como ja documentado para outros grupos
de peixes (GOMES et al., 2019, DE CARVALHO, SAMPAIO, SANTOS, 2020; LEA-
CHARRIS, LYDA, CASTRO, 2021; DO VALE, et al., 2022). Para a espécie Mugil liza,
o gene COl ja havia sido utilizado a fim identificagdo (SICCHA-RAMIREZ et al., 2014),
assim como para outras espécies de Mugil, como Piras et al., (2018) que utilizaram
para identificar o comércio de “ovas” de Mugil cephalus e Mugil capurrii na Italia.

Para o presente trabalho, a ferramenta utilizada foi muito importante, pois
problemas de identificacdo sdo comuns para o grupo, sendo as espécies do género
Mugil facilmente confundidas e agrupadas como uma s6 (MENEZES, 1983;
MENEZES et al., 2010; SICCHA-RAMIREZ et al., 2014). Na aquicultura, a
identificacado inequivoca auxilia para que nao ocorra 0 manejo inadequado, como uma
dieta ndo balanceada, densidade de estocagem nao ideal (HONORATO, 2019), bem
como, evitar cruzamentos entre espécies diferentes para que n&do sejam geradas
progénies hibridas que possam ocasionar danos ambientais e financeiros para o

produtor (ALVES et al., 2014) além de danos ao patrimdnio genético das espécies.

2.4.2 Diversidade genética

Os resultados mostraram que Mugil liza apresenta baixa diversidade genética
no plantel de criagdo, com valores inferiores quando comparados as amostras de
ambiente natural (RJ+SC). Para Mugil liza esse é primeiro trabalho a avaliar a
diversidade genética em ambiente de criagdo. No entanto, para ambiente natural,
Heras et al., (2016) utilizando uma regido do RNA Thr + RNA Pro + Regi&o controle
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do DNA mitocondrial, com um fragmento de 465 pb, encontraram valores semelhantes
(Hd= 0,986 +£0,007 e 1 = 1,26%) com espécimes de Mugil liza de Cuba, Rio Grande
do Sul (Brasil), Montevidéu (Uruguai) e Argentina.

Os altos indices de diversidade haplotipica encontrados em ambiente natural
em nossa pesquisa demonstram um cenario analogo ao encontrado para a regido
controle de outras espécies de peixes (DUONG et al., 2019; ABDULMALIK-LABE,
QUILANG, 2022). A exemplo, Liu, Brown, Yang, (2009), observaram uma diversidade
haplotipica alta variando de 0,8716 £ 0,1462 a 0,9886 + 0,0057 para Mugil cephalus,
utilizando um fragmento de 389 pb da regido controle para peixes de ambiente natural
no Mar da China. A diversidade genética encontrada em ambiente natural, ja é
discutida para peixes migradores, inclusive para Mugil liza (HERAS et al., 2016), que
€ uma espécie migradora nao obrigatéria (FORTUNATO et al. 2017). Assim, estudos
demonstraram que espécies migradoras em ambiente natural apresentam elevados
indices de diversidade resultantes do fluxo génico dessas espécies ao longo de sua
dispersado (SANTOS et al., 2007; RAHIMI-P et al., 2016).

Na aquicultura, a domesticagao consiste em adaptar continuamente um lote de
peixes as condi¢cdes de criagdo, com o objetivo final de modificar, geragdes apds
geracdes, caracteristicas selecionadas para produzir, na maioria das vezes,
individuos mais produtivos e eficientes (OLESEN et al., 2015; HOUSTON et al., 2020).
Assim, a criagao da tainha Mugil liza tem caracterizado a fase inicial de domesticacao
da espécie, sendo nos ultimos anos amplamente estudada no Brasil nos diversos
aspectos da biologia e criacdo (MAGNOTTI et al., 2020, ANGELO et al., 2021, DA
ROCHA et al., 2022; DE MELO ARYES et al., 2022).

A domesticagéo € relativamente recente, com 97% das espécies aquaticas
cultivadas tendo comegado apenas no século XX. No entanto, existem evidéncias de
degradagdo genética desses recursos em alguns sistemas de abastecimento de
formas jovens, devido ao mau manejo genético e a falta de aplicagao dos principios
basicos da genética (FAO, 2022). Assim, os presentes dados ja demostram que Mugil
liza de cultivo tem baixa diversidade em relagdo aos individuos de ambiente natural,
bem como outros trabalhos com peixes cultivados (DUONG et al., 2019).

Nesse contexto, € importante salientar para a formacgao inicial do plantel de
Mugil liza do LAPMAR. Do total dos 63 espécimes coletados de criagéo, atualmente,

a minoria proveu de ambiente natural, coletas em Laguna (SC) (CARVALHO et al.,
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2019) e llha do Xavier (SC), no Sul do Brasil, e a maioria que representava mais da
metade das amostras, vieram da propria reprodugcdao em laboratorio. Ressalta-se
ainda que na ocasidao da coleta, os reprodutores ndo estavam marcados ou
“chipados”, impossibilitando associar cada individuo a sua origem, tal fato torna a
possibilidade maior de haver endocruzamento (HILSDORF & ORFAOQ, 2011).

Igualmente, o fato de existir um uUnico centro de distribuicdo com numero
limitado de reprodutores pode ocasionar endogamia, diminuigdo do desempenho e da
diversidade, por isso € urgente que seja realizado metodologias de sele¢cdo de
parentais e renovacao de matrizes (FAO, 2019). No presente caso, este controle é
fundamental para Mugil liza, uma vez que o LAPMAR ¢é o unico laboratério com
reprodutores ativos fornecendo alevinos da espécie no pais.

Ressalta-se ainda que n&o houve compartilhamento de haplétipos entre os
grupos analisados (cultivo e ambiente natural) (Figura 5). Sendo haplétipos de cultivo
restritos ao plantel, o que indica também que a baixa diversidade genética pode ter
ocorrido por um Efeito fundador na formacgao do estoque de reprodutores, processo
no qual se perde boa parte da variagao genética do estoque, antes mesmo da geragao
F1 (HILSDORF & ORFAQ, 2011). E importante salientar, que é provavel que com uma
amostragem maior em ambiente natural, seria possivel encontrar os haplétipos que
originaram o atual plantel de Mugil liza de cultivo.

Por fim, considerando tais achados e caracteristicas, e tendo em vista a
necessidade de um manejo adequado dos reprodutores, recomenda-se a manutencgao
de um numero efetivo de reprodutores e a insergao de novos exemplares de Mugil liza
de ambiente natural no atual plantel. Podendo inclusive, no presente caso, inserir
individuos de ambientes naturais préximo ao cultivo da costa do Estado de Santa
Catarina, Brasil, considerando que nesse ambiente a diversidade genética foi
extremamente alta. Além disso, faz-se necessario a marcagao/chipagem dos
reprodutores e executar estudos que vissem caracterizar as relagées de parentesco
consanguineo dos exemplares a fim de selecionar futuros cruzamentos nao

endogamicos.

2.4.3 Estrutura populacional
O presente estudo evidenciou que os espécimes de Mugil liza apresentam-se

em trés grupos na rede de haplétipos a partir das sequéncias geradas com o banco
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referéncia. Os grupos eram compostos por individuos da costa da Venezuela e do
Brasil (PA, SC, RJ, CE, BA, SP e RS). Destaca-se que o Grupo 1 apresentou
haplétipos exclusivos das localidades de Venezuela (VE) e Para (PA), inclusive com
um haplétipo compartilhado, o Grupo 2 apresentou haplétipos exclusivos do Rio
Grande do Sul (RS) e o Grupo 3 apresentou haplotipos exclusivos do Ceara (CE). Os
haplétipos da Bahia (BA), Rio de Janeiro (RJ) e Sao Paulo (SP), estavam presentes
no Grupo 1 e Grupo 3. Os hapldtipos de Santa Catarina (SC) e dos Reprodutores de
cultivo estavam presente nos trés grupos (1,2 e 3).

Os valores da AMOVA foram de 65,78% entre os grupos (Grupo 1 X Grupo 2
X Grupo 3) e de 34,22% dentro dos grupos, mostrando que ha subestruturagdo do
estoque de Mugil liza analisada. O valor de Fsr foi igual 0,65777 (p=0), valor
significativo, corroborando a AMOVA. Nesse contexto, a literatura tem mostrado
estudos importantes que visam a estrutura populacional de Mugil liza, utilizando tanto
0 uso de marcadores mitocondriais quanto nucleares (SICCHA-RAMIREZ et al., 2014,
MAI et al., 2014, HERAS et al., 2016, AGUIRRE-PABON; BERDUGO; NARVAEZ,
2022).

Inicialmente, Siccha-Ramirez et al. (2014) ao testarem a hipétese de que Mugil
liza estava amplamente distribuida na Costa Atlantica do Sul do Caribe e da América
do Sul utilizou seis marcadores mitocondriais: o rDNA12S, o rDNA16S, o ATPase 6,
o ATPase 8, o COl e o Citocromo B. Deste modo, as analises demonstraram a ampla
distribuicdo da espécie em todo o Brasil (N, NE, SE, S) a Argentina, e sugeriu ainda
que os espécimes pertenciam a uma unica populagéao.

Ao contrario, Mai et al. (2014) ao analisar espécimes de Mugil liza (n=250) da
Costa Brasileira (RJ, SP, SC e RS) e da Argentina, utilizando nove loci microssatélites
(Locus Muce9, Mcs17fm, Mcs16dm, Mcs2dm Mce-11 Mce-14 Mce-24 Mce-27 Mce-4)
identificaram duas populag¢des. A primeira com individuos apenas do estado do RJ e
a segunda com individuos de SP até a Argentina. Assim, apenas as amostras de Mugil
liza de Niterdi (RJ) diferem significativamente de todas as outras amostras da costa
do Atlantico Sul brasileiro e da Argentina. Heras et al. (2016), usando dados
mitocondriais, sugerem também a divisao de duas populagbes de Mugil liza, e que a
espécie se estende de Cuba a Argentina, sendo o Rio de Janeiro possivelmente o

marco de divisao.
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Recentemente, Aguirre-Pabon, Berdugo, Narvaez (2022) analisaram a
diversidade genética, a estrutura populacional e conectividade de Mugil liza na
Colémbia, onde a espécie é considerada ameacada. Os autores utilizaram nove loci
microssatélites (Mcs15cm, Mcs1eh, Mcs16dm, Mcs15am, Mce2, Mce11, mce24,
Mce3, Mce7) em quatro pontos de amostragem no litoral colombiano. Os resultados
indicaram baixa diversidade genética e alta endogamia com todos os locus avaliados.
Os autores defendem a existéncia de duas populag¢des que ndao mostram uma relagéao
clara com a distribuigdo.

Nesse contexto, a subestruturacdo do estoque de Mugil liza observada pelo
presente trabalho vai de encontro aos dados de Mai et al. (2014), Heras et al. (2016)
e Aguirre-Pabon, Berdugo, Narvaez (2022), os quais ja evidenciaram a
subestruturacdo da espécie. No entanto, o padrdo de formagdo dos grupos no
presente trabalho pode estar tendenciado ao comportamento da espécie como
sugerido para Mugil liza na Colombia (AGUIRRE-PABON; BERDUGO; NARVAEZ,
2022), e ndo apenas a distribuigao por localidades como proposto por Mai et al. (2014),
ou ainda, a aparente subestruturacdo aqui observada, seja apenas um artificio da
amostragem heterogénea ao longo do Atlantico ocidental. E possivel que com o
aumento da amostragem, um padrao de conectividade seja revelado.

Observa-se que os trabalhos sobre a estrutura populacional de Mugil liza nao
contemplaram uma ampla amostragem ao longo da distribuicdo da espécie (MAI et
al., 2014, HERAS et al., 2016, AGUIRRE-PABON; BERDUGO; NARVAEZ, 2022). A
exemplo, o trabalho de Mai et al. (2014) possuia apenas amostras do Sudeste e Sul
do Brasil (RJ, SP, SC e RS) a Argentina. Heras et al. (2016), com amostras de Cuba,
Rio Grande do Sul (Brasil) e Argentina, com longos trechos sem amostragem de um
ponto ao outro. E Aguirre-Pabon, Berdugo, Narvaez (2022) apenas com espécimes
da Colédmbia.

Ressalta-se que o presente trabalho foi o unico para Mugil liza que teve uma
amostragem mais bem distribuida na costa brasileira, incluindo amostras do Para,
Cear4, Bahia, Sao Paulo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, além de amostras da
Venezuela. No entanto, seria necessaria uma abordagem direcionada para a estrutura
populacional de Mugil liza, com nuamero padronizado de amostras e por combinagao
de marcadores mitocondriais e nucleares, ao longo de toda a distribuicao da espécie,

a fim de esclarecer melhor os padrbes de substruturagao observados.
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2.5 CONCLUSOES

¢ Os resultados do presente trabalho mostraram que a espécie cultivada no sul
do Brasil, correspondia de fato a Mugil liza. O que evidenciou também a
eficiéncia do gene COI para a identificagcao inequivoca da espécie.

¢ O presente trabalho demonstrou baixa diversidade genética dos estoques de
reprodutores de Mugil liza cultivados e alta diversidade nos ambientes naturais
(RJ e SC).

e A regido controle de Mugil liza dos ambientes analisados mostrou um indicio
de subestruturagdo do estoque da espécie em trés grupos, apoiado pelos

testes de AMOVA e FST, sem um padrao de distribuicao definido.
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3. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho mostrou-se muito importante pois evidenciou a baixa
diversidade dos reprodutores de Mugil liza cultivados no Brasil, em comparagao os
estoques selvagens. Isso comprova a necessidade de um manejo genético efetivo,
sugerindo-se a coleta de novos espécimes para incluir no plantel atual. Podendo
inclusive ser individuos presentes na costa do estado de Santa Catarina,
considerando que a populagéao natural, independentemente da localizagdo geografica,
apresentou alta diversidade haplotipica. Além disso, os achados sugerem indicios de
subestruturacdo para o estoque de Mugil liza, apoiado pelos testes de AMOVA e FST,
sem um padrao de distribuicdo definido, aparentemente com as subpopulacdes
apresentando distribuicdo simpatricas, sendo necessario estudos mais robustos a fim

de esclarecer melhor o padrao de estrutura genética da espécie.
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