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RESUMO 

O entendimento da estrutura populacional assim como a compreensão de suas relações 

evolutivas, é o objetivo principal dos estudos genéticos, principalmente quando buscam 

à conservação das espécies. Marcadores do tipo microssatélites são caracterizados por 

apresentarem elevado polimorfismo, por serem codominantes e por estarem amplamente 

distribuídos ao longo do genoma, sendo que vários locos independentes podem ser 

eficientemente combinados durante o processo de genotipagem. No grupo dos peixes, o 

uso desse marcador tem se mostrado bastante eficaz em estudos de história populacional 

e conectividade genética, revelando como a dispersão une as populações mesmo em 

longas distâncias. O aumento nas capturas de peixes papagaios, assim como de outros 

grandes herbívoros nas últimas décadas pode reduzir a capacidade de resistência e 

resiliência dos ecossistemas coralíneos frente aos impactos antrópicos e naturais. Um 

total de 20 espécies de peixe-papagaio (Scarinae + Corinae) foi registrado no Atlântico 

Sudoeste, sendo o budião-azul (Scarus trispinosus) um dos mais importantes peixes 

herbívoros que habitam os recifes brasileiros. No capítulo 1, o presente trabalho 

objetivou testar o sucesso da amplificação cruzada de microssatélites desenvolvidos 

para Scarus rubroviolaceus em uma espécie endêmica e ameaçada, Scarus trispinosus. 

Adicionalmente neste mesmo capitulo acessamos a eficácia do procedimento para 

outras espécies da família Labridae e discutimos seu uso em trabalhos de ecologia da 

conservação. No capítulo 2, buscou-se avaliar a conectividade genética de Scarus 

trispinosus ao longo da sua área de distribuição buscando identificar os padrões de 

distribuição populacional e como fenômenos naturais e antrópicos podem afetar tais 

padrões. Além disso discutimos como os resultados encontrados podem auxiliar o 

manejo espacial desta espécie ameaçada de extinção 

 

Palavras – chaves: Manejo pesqueiro, conservação, Budião azul, microssatélite 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Understanding the population structure as well the understanding of its evolutionary 

relationships is the main objective of genetic studies, especially when searching for 

species conservation. Microsatellite markers are characterized by high polymorphism, 

codominance and widely distributed throughout the genome, and several independent 

loci can be efficiently combined during the genotyping process. In the fish group, the 

use of this marker has been shown to be quite effective in studies of population history 

and genetic connectivity, revealing how dispersion unites populations even over long 

distances. The increase in catches of parrotfish, as well as other large herbivores in the 

last decades, can reduce the resistance and resilience of coral reef ecosystems to 

anthropogenic and natural impacts. A total of 20 species of parrotfish (Scarinae + 

Corinae) were recorded in the Southwest Atlantic, being the green back parrotfish 

(Scarus trispinosus) one of the most important herbivorous fish inhabiting Brazilian 

reefs. In chapter 1, the present work aimed to test the success of cross - amplification of 

microsatellites developed for Scarus rubroviolaceus in an endemic and endangered 

species, Scarus trispinosus. Additionally, in this same chapter we access the procedure 

efficacy for other species of the Labridae family and discuss their use in conservation 

ecology works. In Chapter 2, we aimed to evaluate the genetic connectivity of Scarus 

trispinosus throughout its distribution area, seeking to identify the patterns of 

population distribution and how natural and anthropogenic phenomena can affect these 

patterns. In addition, we discuss how the results found may help the spatial management 

of this endangered species 

 

Key - words: Fishery management, conservation, Green back parrotfish, microsatellite 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 
 

INTRODUÇÃO GERAL 

Diversos estudos já demonstraram como a ação das correntes oceânicas facilita a 

dispersão larval de peixes no ambiente marinho (Cowen et al., 2006 e 2007). Em função 

dessa homogeneização, é esperado que essas populações apresentem baixas taxas de 

mudanças evolutivas ao longo do tempo (Hauser; Carvalho, 2008), o que é comprovado 

em diversos estudos onde foram avaliados a estrutura genética entre espécies de peixes 

que são estreitamente relacionadas ou geograficamente distantes (Silva et al., 2015; 

Souza et al., 2015). 

Nesse contexto, o entendimento da estrutura populacional somado as relações 

evolutivas entre as espécies se mostra de extrema importância principalmente quando 

esses estudos buscam à conservação da biodiversidade (Avila-Diaz; Oyama, 2007). 

Portanto, analisar os padrões de distribuição da diversidade genética e o nível de 

diferenciação intra-específico é de fundamental importância para a definição de 

estratégias de manejo e uso sustentável dos recursos ambientais (Gribel, 2001).  

O surgimento dos marcadores moleculares somado ao desenvolvimento da técnica 

de PCR (Polimerase Chain Reaction - Reação em Cadeia da Polimerase) foram os 

precursores na identificação de bancos genéticos de peixes (Sykes, 2003). Assim, os 

marcadores moleculares passaram a ser amplamente utilizados para avaliar a 

diversidade genética e esclarecer relações filogenéticas e demográficas das populações, 

principalmente no que se refere ao entendimento da história evolutiva das espécies 

(Avise, 1994, 2004). Existem diversos marcadores disponíveis para pesquisas nessa 

área, dentre estes destacam-se os marcadores microssatélite/SSRs (Simple Sequence 

Repeats – Sequencias Simples Repetidas). 

Marcadores do tipo microssatélites são caracterizados por apresentarem elevado 

polimorfismo, por serem codominantes e por estarem amplamente distribuídos ao longo 

do genoma, sendo que vários locos independentes podem ser eficientemente 

combinados durante o processo de genotipagem (Goldstein e Schlötterer, 1999). No 

grupo dos peixes, o uso desse marcador tem se mostrado bastante eficaz em estudos de 

história populacional e conectividade genética, revelando como a dispersão une as 

populações mesmo em longas distâncias (Bay et al., 2004; Bernardi et al., 2001; Bowen 

et al., 2001; Domingues et al., 2006, 2008; Garber et al., 2004; Puebla et al., 2009). 

Além disso, em diversos estudos, essa ferramenta foi utilizada para responder a 
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perguntas evolutivas e ecológicas referente ao número de populações, à origem de 

indivíduos, ao tamanho populacional efetivo e ao fluxo gênico (Selkoe e Toonen, 2006).  

Uma das principais vantagens da utilização dos microssatélites é o fato de que estes 

podem ser obtidos a partir de diversos tipos de tecido (Nielsen et al., 2009), não sendo 

necessário o sacrifício do indivíduo, tornando assim, estes marcadores, ferramentas 

importantes em estudos de espécies que se encontram classificadas em algum tipo de 

ameaça de extinção. 

Fatores como a sobrepesca têm levado à exploração dos recursos pesqueiros até 

o seu esgotamento, com a remoção tanto de peixes que estão em fase reprodutiva, como 

dos juvenis, o que impede que estes atinjam maturidade sexual e consequentemente 

limitando o potencial de recuperação natural dos estoques pesqueiros (Floeter et al., 

2006). O aumento nas capturas de peixes papagaios, assim como de outros grandes 

herbívoros nas últimas décadas pode reduzir a capacidade de resistência e resiliência 

dos ecossistemas coralíneos frente aos impactos antrópicos e naturais (Aswani e 

Sabetian 2009, Fenner 2012), podendo ter efeito potencialmente intensificado devido à 

baixa redundância taxonômica desses grupos funcionais críticos (Moura et al., 2001). 

Tais fatores intensificam a necessidade de proteção em áreas onde existem recifes de 

corais (Pandolfi et al., 2003). 

Um total de 20 espécies de peixe-papagaio (Scarinae + Corinae) foi registrado no 

Atlântico Sudoeste (Moura et al., 2001; Gasparini et al., 2003; Robertson et al., 2006), 

sendo o budião-azul (Scarus trispinosus) um dos mais importantes peixes herbívoros 

que habitam os recifes brasileiros (Francini-Filho e Moura 2008). Essa espécie tem 

papel-chave na proteção e sobrevivência dos corais, e, no entanto, nas últimas décadas 

tem sido capturado em crescentes intensidades (Previero et al., 2014). Adicionalmente, 

a maior parte da biomassa de peixes herbívoros de grande tamanho corporal no Banco 

dos Abrolhos pertence a uma espécie de Scarinae, o budião-azul (Francini-Filho e 

Moura 2008).  

Tendo em vista a importância do conhecimento da diversidade genética 

intraespecífica, da ausência de trabalhos que utilizaram microssatélites em espécies da 

família Labridae, e da necessidade de conhecer as particularidades na distribuição 

populacional das espécies, em especial as espécies com algum grau de ameaça, que 

auxilie no estabelecimento de medidas legais para sua proteção, o presente trabalho 

objetivou: (i) testar o sucesso da amplificação cruzada de microssatélites desenvolvidos 

para Scarus rubroviolaceus em uma espécie endêmica e ameaçada, Scarus trispinosus, e 
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a eficácia do procedimento para outras espécies da família Labridae (Capitulo 1), 

discutindo o seu uso em trabalhos de ecologia da conservação. No capítulo 2 buscou-se 

avaliar a conectividade genética de Scarus trispinosus ao longo da sua área de 

distribuição. Neste capitulo buscamos identificar os padrões de distribuição 

populacional e como fenômenos naturais e antrópicos podem afetar tais padrões. Além 

disso discutimos como os resultados encontrados podem auxiliar o manejo espacial 

desta espécie ameaçada de extinção. 
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CAPITULO 1 

AMPLIFICAÇÃO CRUZADA DE 17 LOCOS MICROSSATÉLITES DE SCARUS 

RUBROVIOLACEUS (BLEEKER, 1847) PARA QUATRO ESPÉCIES DE PEIXES 

DA FAMÍLIA LABRIDAE. 

 

RESUMO 

 

Atualmente, o conhecimento e a conservação dos recursos genéticos são 

informações fundamentais para o manejo sustentável dos recursos pesqueiros. Neste 

sentido, os marcadores moleculares do tipo SSRs (Simple Sequence Repeat – 

Sequencias Simples Repetidas) são ferramentas genéticas amplamente utilizadas em 

estudos voltados à conservação e manejo pelo seu potencial em reconhecer e 

caracterizar estoques populacionais, podendo, através disto, revelar populações chaves 

para a conservação, identificar espécies crípticas, e entender a ação das mudanças 

ambientais sobre a variabilidade genética das espécies. O objetivo deste trabalho foi 

verificar a transferabilidade de 17 locos SSR desenvolvidos para Scarus rubroviolaceus, 

em quatro espécies, pertencentes à família Labridae: Scarus trispinosus, Halichoeres 

brasiliensis, Sparisoma frondosum e Sparisoma axillare, e verificar sua aplicabilidade 

em estudos ecológicos para as espécies brasileiras em questão. As amostras do tecido 

foram obtidas através de desembarques pesqueiros dos municípios de Porto Seguro e 

Coroa Vermelha, Bahia, entre os anos de 2015 e 2016. Dos 17 locos testados, observou-

se amplificação bem-sucedida de cinco locos (29,4%) para S. trispinosus, 9 locos 

(52,9%) para H. brasiliensis, 13 locos para S. frondosum (76,4%), e 11 locos (64,7%) 

para S. axillare. O êxito da amplificação cruzada dos microssatélites confeccionados 

para a espécie S. rubroviolaceus foi menor entre as espécies do mesmo gênero em 

comparação as demais espécies. Adicionalmente foi encontrada homologia de três 

marcadores para as quatro espécies estudadas, podendo ser então utilizados como 

ferramenta de auxílio nos programas de conservação. Contudo, novos marcadores 

moleculares específicos devem ser desenvolvidos para S. trispinosus, para permitir um 

melhor entendimento sobre aspectos populacionais e sua relação de parentesco com as 

demais espécies da família. 

 

Palavras-chave: Transferabilidade, SSR, Peixe papagaio, Conservação 
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CROSS AMPLIFICATION OF 17 MICROSATELLITE LOCI OF SCARUS 

RUBROVIOLACEUS (BLEEKER, 1847) FOR FOUR SPECIES OF FISH OF 

THE LABRIDAE FAMILY. 

 

ABSTRACT 

 

Knowledge and conservation of genetic resources are fundamental information for the 

sustainable management of fishery resources. In this sense, the molecular markers of the 

type SSRs (Simple Repeated Sequences) are genetic tools widely used in studies aimed 

at the conservation and management for their potential in recognizing and 

characterizing population stocks, which may reveal key populations for Conservation, 

identify species and to understand an action of the environmental changes on a genetic 

variability of the species. The aim of this work was to verify the transfer of 17 SSR loci 

developed for Scarus rubroviolaceus in four species belonging to the family Labridae: 

Scarus trispinosus, Halichoeres brasiliensis, Sparisoma frondosum and Sparisoma 

axillare, and its applicability in ecological studies for the Brazilian species in question. 

Tissue samples were obtained from fishery landings from the municipalities of Porto 

Seguro and Coroa Vermelha, Bahia (Brazil), between 2015 and 2016. From the 17 loci 

tested we observed a successful amplification of five loci (29.4%) for S. trispinosus, 9 

loci (52.9%) for H. brasiliensis, 13 loci (76.4%) for S. frondosum, and 11 loci (64.7%) 

for S. axillare. The cross-amplification success of the microsatellites from S. 

rubroviolaceus was smaller between the species of the same genus in comparison with 

the other species. In addition, the homology of three markers was found for four species 

studied, and it can be used as tool in conservation programs. However, new molecular 

markers must to be developed for S. trispinosus, to allow a better understanding of the 

populations and their relationship with the other species of the family. 

 

Key words: Transferability, SSR, Parrotfishes, Conservation 
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1. INTRODUÇÃO 

O conhecimento e a conservação dos recursos genéticos são cada vez mais 

apresentados como informações fundamentais para o manejo sustentável dos recursos 

pesqueiros (Bartley e Pullin, 1999). Neste sentido, os marcadores moleculares do tipo 

microssatélites são ferramentas genéticas amplamente utilizadas em estudos voltados à 

conservação e manejo pelo seu potencial em reconhecer e caracterizar estoques 

populacionais, podendo, através disto, revelar populações chaves para a conservação, 

reconhecer espécies independente de seu estágio de vida, e entender a ação das 

variações ambientais sobre a diversidade genética das espécies (Ryman e Utter, 1987).  

Nesse contexto, os marcadores microssatélites destacam-se por serem de 

natureza co-dominate, multialélicos e por apresentarem alta reprodutibilidade. Além 

disso, a conservação dos sítios microssatélites ao longo do tempo torna possível a 

transferabilidade dos mesmos entre espécies ou gêneros relacionados evolutivamente 

(Ferreira e Grattapaglia, 1995; Caixeta, 2006). Em numerosos estudos envolvendo a 

amplificação cruzada entre espécies, alguns iniciadores concebidos para uma espécie 

podem ser utilizados para amplificar locos ortólogos em espécies relacionadas (Moore 

et al., 1991; Primmer et al., 1996; Martinez Cruz et al., 2002). Estudos realizados com 

peixes tentaram à amplificação cruzada em espécies congêneres (Arigoni e Largiader, 

2000, Guillemaud et al., 2000) ou confamiliares (Holmen et al., 2005) com sucesso 

variável. Esse fato ocorre, pois, o sucesso da amplificação cruzada é limitado segundo o 

grau de parentesco filogenético existente entre as espécies utilizadas, e novos 

marcadores microssatélites necessitam ser isolados para novas espécies.  

Os peixes da família Labridae estão distribuídos em torno dos trópicos e foram 

originados durante o Mioceno-Oligoceno (entre 14-35 milhões de anos atrás) no mar 

tropical de Tethys. A diversificação deste grupo ocorreu antes e depois do fechamento 

do mar de Tethys e foi promovida por um número crescente de associações de habitat e 

modos diferentes de alimentação (Bellwood, 2001). Os primeiros peixes papagaios 

eram podadores que habitavam leitos de algas marinhas e passaram a se alimentar como 

raspadores e escavadores que habitavam substratos consolidados (Bellwood, 1994; 

Streelman et al., 2002). A família Labridae, representa um importante grupo funcional 

do sistema coralíneo pois contém em sua maioria espécies herbívoras capazes de 

controlar o crescimento das algas sobre os corais, contribuindo assim para o 

crescimento das colônias e capacidade do sistema em resistir a distúrbios (resiliência) 
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(Francini-Filho e Moura 2008). Revisões sistemáticas reclassificaram a família Scaridae 

(Sparisoma + Scarus) como sendo uma subfamília, Scarinae, dentro da família Labridae 

(Westneat e Alfaro, 2005). 

O crescimento de peixes herbívoros como alvos da pesca é um exemplo do 

fenômeno “Fishing down marine food webs” (Pauly et al., 1998) que ocorre quando as 

principais espécies alvo vão sendo sistematicamente substituídas por outras de níveis 

tróficos inferiores (como os herbívoros). Essa mudança nos níveis tróficos ocorre 

principalmente em função da exaustão dos estoques das espécies tradicionalmente 

pescadas, como os lutjanídeos e epinephelídeos. Esse fenômeno também tem sido 

observado no Caribe devido ao aumento nas capturas de budiões nas últimas décadas, 

em decorrência da redução de espécies predadoras carnívoras (Fernández et al., 2011).  

Vinte espécies de peixes dos gêneros estudados nesse trabalho habitam o litoral 

brasileiro, cinco do gênero Sparisoma, duas do gênero Scarus e onze do gênero 

Halichoeres. Todas as espécies utilizadas, com exceção de Halichoeres brasiliensis, 

estão inseridas na lista de espécies ameaçadas de extinção (Portaria MMA 445/14), o 

que reforça ainda mais a importância da realização de trabalhos que busquem 

compreender a ecologia dessas espécies. 

Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a transferabilidade de 17 locos 

microssatélites desenvolvidos para Scarus rubroviolaceus (Carlon e Lippé, 2007), em 

quatro espécies, pertencentes à família Labridae: Scarus trispinosus, Halichoeres 

brasiliensis, Sparisoma frondosum e Sparisoma axillare, e verificar sua aplicabilidade 

em estudos ecológicos para as espécies brasileiras em questão. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Locais de coleta e procedimentos laboratoriais 

As amostras de tecido proveniente da nadadeira anal das quatro espécies da 

família Labridae - Scarus trispinosus, Halichoeres brasiliensis, Sparisoma frondosum e 

Sparisoma axillare – foram obtidas através de desembarques pesqueiros dos municípios 

de Porto Seguro e Coroa Vermelha, Bahia, entre os anos de 2015 e 2016. As amostras 

foram mantidas em álcool PA até sua extração. Foram utilizadas amostras de dez 

indivíduos de S. trispinosus, H. brasiliensis e S. frondosum e cinco indivíduos de S. 

axillare. A extração do DNA foi realizada seguindo os passos descritos pelo protocolo 

de extração do kit DNeasy (Qiagen). A integridade do DNA extraído foi checada em gel 
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de agarose 1%, posteriormente quantificado utilizando o Nanodrop (Thermo 

Scientific/Nanodrop, Wilmington, DE), e as amostras diluídas a uma concentração de 

30 ng/µl de DNA. 

Os 17 locos utilizados foram sintetizados para a espécie Scarus rubroviolaceus 

(Carlon e Lippé, 2007; Tabela 1) e testados quanto sua amplificação cruzada em Scarus 

trispinosus, primariamente, e nas demais espécies brasileiras amostradas devido a sua 

proximidade filogenética e a ausência de outros marcadores microssatélites publicados 

na literatura ou na plataforma GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 

O protocolo de reação PCR foi realizado com base em um volume de reação de 

11 μL contendo: 1 μL (30 ng) de DNA, 1X de tampão KCl, 2.0 mM de MgCl2, 0.08 mm 

de cada dNTP, 0.18 mM de cada primer, 0.5 U de Taq DNA Polimerase e H2O 

ultrapura. A reação de PCR seguiu o protocolo touchdown 60-48 que consistiu das 

seguintes fases: desnaturação, anelamento e extensão das moléculas de DNA com 

temperatura inicial de 94°C por 5’, seguido por 10 ciclos de 94°C por 30”, 60°C por 1’ 

e 72°C por 1:30”, seguido por 30 ciclos de 94°C por 30”, 48°C por 1’, 72°C por 1:30” e 

uma extensão final de 72°C por 30’ (Gramacho et al., 2007). Os produtos de PCR foram 

avaliados através de eletroforese em gel de agarose 2% corado com Gel Red 

TM/Uniscience e visualizado sob luz ultravioleta no fotodocumentador L-Pix 

EX/Loccus Biotecnologia.  

A fim de genotipar alguns exemplares, foram selecionados aleatoriamente quatro 

indivíduos de cada uma das espécies estudadas. Em função de possuirmos apenas quatro 

amostras de S. axillare que amplificaram, estabeleceu-se esse número como padrão para 

as demais espécies trabalhadas. Devido a que o foco da dissertação tenha sido sobre a 

espécie S. trispinosus, foram aproveitados somente os 5 locos microssatélites (Sru-

C127, Sru-D5, Sru-A7, Sru-A8, Sru-A9; descritos por Carlon e Lippé, 2007) que já 

haviam sido selecionados e marcados anteriormente com fluorescência (6FAM, NED ou 

VIC) para esta espécie e utilizados nas demais espécies de Labridae. Os produtos de 

PCR das reações duplex e triplex foram diluidos a 1:30 com água ultrapura. 

Posteriormente, 1 µl dessa mistura foi pipetado e transferido para outra placa onde foi 

adicionado 9µl da solução Liz-HiDi (0,2µl de Liz500 + 8,8µl de HiDi). O produto das 

amplificações foi analisado em polímero desnaturante de alta resolução em capilar de 

analisador automático de DNA ABI 3500® Genetic Analyzer/Applied Biosystems. A 

genotipagem foi realizada usando o programa GeneMarker (Softgenetics, State College, 

PA,USA). 
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2.2 Análises estatísticas  

O número total de alelos (A), a heterozigosidade observada (HO) e esperada (HE) 

para cada loco e espécie e a frequência alélica foram obtidos com Genetix (Belkhir et 

al., 1996,2004). Riqueza alélica (RS) e coeficiente de endogamia (FIS) foram calculados 

através de 10.000 permutações aleatórias usando Fstat v 2.9.3. (Goudet, 2002) de 

acordo com o método de Weir e Cockerham (1984). Para checagem de alelos nulos, foi 

utilizado o Micro-Checker v.2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004). 

3. RESULTADOS 

Dos 17 locos testados, observou-se amplificação bem-sucedida de cinco locos 

(29,4%) para Scarus trispinosus, 9 locos (52,9%) para Halichoeres brasiliensis, 13 

locos para Sparisoma frondosum (76,4%), e 11 locos (64,7%) para Sparisoma axillare 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1. Amplificação de 17 microssatélites testados em 4 espécies da família Labridae. 1 = amplificou 

e 0 = não amplificou. Em negrito os locos que amplificaram para todas as espécies testadas. 

ID 

 

Locos 

 

Motif 

Scarus 

trispinosus 

Halichoeres 

brasiliensis 

Sparisoma 

frondosum 

Sparisoma 

axillare 

Média

/loco 

L1 Sru-B118 (AGGG)7 0 0 1 0 0.25 

L2 Sru-C121 (TCCA)9 0 0 1 1 0.5 

L3 Sru-C127 (TCCA)10 1 0 1 0 0.5 

L4 Sru-C11 (AGGG)7 0 1 1 0 0.5 

L5 Sru-C110 (TCCA)10 0 1 1 1 0.75 

L6 Sru-D4 (GATG)8 0 1 0 1 0.5 

L7 Sru-D5 (GATG)8 1 1 0 1 0.75 

L8 Sru-D110 (TATC)19 0 1 0 0 0.25 

L9 Sru-A7 (TG)25 1 1 1 1 1 

L10 Sru-A8 (CTTT)10 1 1 1 1 1 

L11 Sru-A9 (GATG)7 1 1 1 1 1 

L12 Sru-B12 (TCCA)7 0 0 0 1 0.25 

L13 Sru-B115 (TATC)17 0 0 1 0 0.25 

L14 Sru-C4 (TATC)11 0 0 1 1 0.5 

L15 Sru-C105 (AGGG)7 0 0 1 1 0.5 

L16 Sru-D103 (TCCA)9 0 0 1 1 0.5 

L17 Sru-D104 (TCCA)10 0 1 1 0 0.5 

 

O número de alelos por loco variou de 1 a 4, sendo os locos A9 e D5 os que 

mais contribuíram para a diversidade gênica total (Hnb=0.563). Com exceção de S. 

frondosum (HE = 0,629 e HO = 0,437), a heterozigosidade média observada e esperada 
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variou pouco entre as espécies, apresentando em média HO = 0,5185, HE = 0,6172 

(Tabela 2).  

A maior e a menor riqueza alélica foram registradas em S. axillare e S. 

trispinosus respectivamente, já H. brasiliensis foi a espécie com a maior Ho enquanto S. 

frondosum apresentou o menor valor de heterozigosidade (Tabela 2). Dos locos 

quantificados geneticamente, os denominados A8, A9 e D5 foram monomórficos para 

S. trispinosus, enquanto C127 o foi para H. brasiliensis e S. frondosum (Tabela 2). 

Tabela 2. Estatísticas sumárias dos 5 locos microssatélites para as 4 espécies da família Labridae. Foi 

utilizado N = 4 indivíduos para todas as espécies testadas. (A = número de alelos, Rs = riqueza alélica, HO 

= heterozigosidade observada, HE = heterozigosidade esperada, Fis = coeficiente de endogamia de um 

indivíduo em relação a subpopulação) 

 Sru-A8 Sru-A7 Sru-C127 Sru-A9 Sru-D5 Todos locos 

S.trispinosus       

A 1 3 4 1 1 2 

Rs 1,000  1,464  1,750  1,000  1,000  1,2428 

Ho 0,0000    0,5000    0,5000    0,0000    0,0000    0,5 

He 0,0000    0,4643    0,7500    0,0000    0,0000    0,6071 

Fis NA  0 0,368  NA  NA  0,200  

H. brasiliensis       

A 3 2 1 3 3 2,4 

Rs 1,600 1,533  1,000  1,714  1,607  1,4908 

Ho 0,6667    0,6667    0,0000    0,0000    0,2500    0,5278 

He 0,6000 0,5333    0,0000    0,7143    0,6071    0,6136 

Fis -0,143 0 NA  1,000  0,625  0,387  

S. frondosum       

A 3 2 1 2 4 2,4 

Rs 1,733  1,533  1,000  1,500  1,750  1,5032 

Ho 0,3333  0,6667    0,0000    0,5000    0,2500    0,4375 

He 0,7333  0,5333    0,0000    0,5000    0,7500    0,6291 

Fis 0,600  0 NA  0,000  0,700  0,344  

S. axillare       

A 2 2 2 3 3 2,4 

Rs 2,000  1,429  1,333  1,714  1,679  1,631 

Ho 1,0000  0,0000    0,3333    0,0000    0,2500    0,5277 

He 1,0000  0,4286    0,3333    0,7143    0,6786   0,6309 

Fis NA 1,000 0,000 1,000 0,667 0,759 

 

Os locos com maiores números de alelos para S. trispinosus foi o Sru-C127 (4 

alelos), para H. brasiliensis, os locos Sru-A8, Sru-A9 e Sru-D5 apresentaram 3 alelos, 

para o S. frondosum o loco Sru-D5 foi o mais informativo com 4 alelos e por fim para S. 

axillare, os locos Sru-A9 e Sru-D5, ambos apresentaram o máximo de 3 alelos.   
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4. DISCUSSÃO 

Neste trabalho avaliou-se a taxa de amplificação cruzada de marcadores 

desenvolvidos para Scarus rubroviolaceus em 4 espécies da família Labridae, sendo 2 

do gênero Sparisoma e uma espécie dos gêneros Scarus e Halichoeres. As taxas de 

êxito variaram entre 30% (S. trispinosus) e 76% (S. frondosum), similares as taxas de 

sucesso encontradas para outras espécies de peixes marinhos. Por exemplo, para 

Centropyge bispinosae e 8 demais espécies a taxa de transferabilidade variou entre 60 e 

93% (Grulois, et al., 2015), enquanto que para Epinephelus striatus e espécies 

congêneres o sucesso variou entre 33 e 60% (Bernard et al., 2012) e, em um estudo com 

duas espécies do gênero Amphiprion se observou uma variação de 34 e 74% (Zhang et 

al., 2016).  

No entanto, quando se avalia a porcentagem de sucesso com relação a afinidade 

taxonômica dos grupos testados, os resultados encontrados discordam com os dados da 

literatura. O êxito da amplificação cruzada dos microssatélites confeccionados para a 

espécie S. rubroviolaceus foi menor entre as espécies do mesmo gênero (S. 

rubroviolaceus - S. trispinosus) em comparação as demais espécies (S. rubroviolaceus – 

H. brasiliensis, S. frondosum e S. axillare). Estudos demonstram que a amplificação 

cruzada de marcadores microssatélites declina à medida que a distância genética entre 

os táxons aumenta. Portanto, as relações filogenéticas entre a espécie focal e as espécies 

teste são de extrema importância para o sucesso da transferência dos marcadores 

(Primer; Merila, 2002).  

Em uma revisão, Barbará et al. (2007) revelou que em estudos com espécies de 

peixes do mesmo gênero, esta transferabilidade pode chegar à cerca de 70%, 

diminuindo para 60% entre gêneros dentro de uma mesma família e para 20% entre 

famílias dentro de uma mesma ordem. Contrário ao esperado, este fato sugere uma 

maior proximidade filogenética de S. rubroviolaceus com as espécies da mesma família, 

porém de gêneros distintos -  Sparisoma e Halichoeres, e maior distância da espécie 

congênere testada, o S. trispinosus.  

O número de alelos por loco encontrado em todas as espécies variou pouco, 

mantendo uma média de aproximadamente 2,3 alelos/loco. Esse resultado 

provavelmente está limitado pelo baixo número de amostras utilizadas (4 indivíduos). 

Adicionalmente foi encontrada homologia de três marcadores para as quatro espécies, 

podendo ser então utilizados como ferramenta genética de comparação entre as espécies 
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estudadas. A partir desses resultados, foi possível confirmar que existe um grande 

potencial de uso dos marcadores desenvolvidos para S. rubroviolaceus para espécies 

relacionadas, principalmente as do gênero Sparisoma e Halichoeres. Tais marcadores 

podem ser utilizados, por exemplo, para identificação de espécies, particularmente 

durante as fases iniciais de vida dessas espécies, onde a morfologia e a coloração típica 

dos adultos são ausentes, assim como para estudos ecológicos, visto que muitas destas 

espécies se encontram ameaçadas de extinção. Contudo, novos marcadores moleculares 

específicos devem ser desenvolvidos para S. trispinosus, para permitir um melhor 

entendimento sobre aspectos populacionais e sua relação de parentesco com as demais 

espécies da família. 
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CAPÍTULO 2 

 

DIVERSIDADE GENÉTICA E FLUXO GÊNICO EM UMA ESPÉCIE 

ENDÊMICA AMEAÇADA DA COSTA BRASILEIRA, SCARUS TRISPINOSUS 

(VALENCIENNES, 1840) 

 

RESUMO 

O budião azul, Scarus trispinosus, é o maior peixe herbívoro que habita os 

recifes brasileiros, e possui alto valor econômico na sua região de ocorrência. 

Recentemente o declínio populacional o levou a ser incluído na lista vermelha de 

espécies ameaçadas como em perigo devido à sobre-exploração de suas populações. 

Para o manejo dos estoques pesqueiros é essencial compreender como as escalas de 

conectividade populacionais atuam na distribuição e na manutenção de populações 

marinhas, sendo as ferramentas moleculares ideais para seu estudo. O objetivo desse 

trabalho foi avaliar a existência de unidades populacionais ao longo de um trecho de 

costa de aproximadamente 2000 km. Foram testados 17 primers sintetizados para a 

espécie Scarus rubroviolaceus e sua transferabilidade para a espécie endêmica 

congênere S. trispinosus onde obteve-se com sucesso 5 locos. A heterozigosidade média 

observada e a riqueza alélica foram maiores nas localidades de Corumbau e Caravelas, 

indicando um reduto de diversidade genética na região do Banco dos Abrolhos, Bahia. 

Pernambuco foi a localidade com menor número de alelos, e juntamente com Porto 

Seguro, apresentaram o menor nível de heterozigosidade. Tais resultados podem indicar 

um efeito deletério da pesca, diminuindo assim a diversidade genética das populações. 

Não houve diferença genética significativa entre as localidades amostradas (FST = 

0.0084, p > 0,05), evidenciando a presença de uma única população genética. Os 

resultados indicam que medidas de proteção como as áreas marinhas protegidas são 

eficazes na conservação da diversidade genética. A ausência de unidades genéticas 

distintas ocorre provavelmente devido a um alto fluxo gênico atribuído ao estágio larval 

ainda desconhecido e a dinâmica das correntes oceânicas que agem homogeneizando os 

indivíduos. Tal resposta pode ser aplicada diretamente no manejo desta espécie visando 

suprir áreas adjacentes intensamente pescadas com novos indivíduos através de 

estratégias de repovoamento. No entanto, é importante que marcadores moleculares 

específicos sejam desenvolvidos para a elaboração de mais estudos para a conservação 

desta espécie ameaçada. 

Palavras chaves: Marcadores moleculares, conectividade, SSR, Genética de populações, 

Budião azul 
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GENETIC DIVERSITY AND GENE FLOW IN A THREATENED ENDEMIC 

SPECIES OF THE BRAZILIAN COAST, SCARUS TRISPINOSUS 

(VALENCIENNES, 1840) 

ABSTRACT 

The greenback parrotfish, Scarus trispinosus, is the largest herbivorous fish 

inhabiting Brazilian reefs, and has high economic value in its region of occurrence. 

Recently the population decline has led him to be included in the red list of threatened 

species as endangered due to the overexploitation of their populations. For the 

management of fish stocks, it is essential to understand how the scales of population 

connectivity work in the distribution and maintenance of marine populations, and the 

molecular tools are ideal for this kind of study. The aim of this work was to evaluate the 

existence of genetic unities along a coast stretch of approximately 2000 km. A total of 

17 primers synthesized for Scarus rubroviolaceus and their transferability to the 

endemic Brazilian species S. trispinosus were tested, in which 5 transferable loci were 

used. The observed average heterozygosity and allelic richness were higher in the 

localities of Corumbau and Caravelas, indicating a enrichment of genetic diversity in 

the region of the Abrolhos Bank, Bahia. Pernambuco was the locality with the lowest 

number of alleles, and together with Porto Seguro, they presented the lowest level of 

heterozygosity. These results may be consequence of a deleterious effect of fishing thus 

reducing the genetic diversity of the population. These findings indicate that protection 

measures such as marine protected areas may be very effective in conserving genetic 

diversity. The absence of distinct genetic units is probably due to a high gene flow 

attributed to the still unknown larval stage and the dynamics of the oceanic currents that 

act to homogenize the individuals. This response can be directly applied in the 

management of this species aiming at supplying adjacent areas intensely fished with 

new individuals through replenishment strategies. It is important to emphasize that new 

and specific molecular markers need to be developed in order to allow further studies 

aiming the conservation of this endangered species. 

 

Keywords: Molecular markers, connectivity, SSR, Population genetics, Greenback 

parrotfish 
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1. INTRODUÇÃO 

Um dos processos mais interessantes que ocorrem dentro do grupo dos peixes é 

a forma como independente do modo de vida que apresentem (pelágicos ou 

sedentários), estas espécies demonstram grande capacidade de se dispersarem no 

ambiente marinho (Sale, 1980; Bernardi, 2011). Essa fase de dispersão pelágica é 

essencial para o povoamento de novos habitats e para a conservação das populações, 

uma vez que garante o aumento da conectividade genética entre estes indivíduos (Leis e 

McCormick, 2002). Assim, estudos de fluxo gênico e variabilidade genética constituem 

uma ferramenta útil para pesquisas relacionadas a conectividade entre populações, 

proporcionando importantes informações sobre a história de vida e as pressões de 

seleção que moldaram a variação genética, bem como os processos mutacionais que 

geram variabilidade dentro das populações (Conrad e Hurles, 2007). 

As correntes oceânicas e a dinâmica de ventos costeiros desempenham um papel 

fundamental para o fluxo de genes em ambientes marinhos (Cowen et al., 2006, 2007), 

onde agem facilitando a dispersão das larvas e homogeneizando a maioria das 

populações marinhas, podendo apresentar assim taxas relativamente baixas de estrutura 

nestas populações de peixes (Hauser e Carvalho, 2008). Uma compreensão detalhada de 

todos estes processos é crucial para o desenvolvimento de estratégias de conservação, 

em especial para espécies de peixes sobrexplotadas e/ou ameaçadas de extinção, em que 

as pressões de captura e a destruição de habitats essenciais a fases específicas do ciclo 

de vida podem levar ao isolamento genético dessas populações (Craig, 2011). 

Os processos de conectividade são altamente variáveis a múltiplas escalas 

espaciais e somente com o auxílio de ferramentas alternativas é possível compreender 

seus padrões de variação. Dentre estas ferramentas encontram-se os marcadores 

moleculares nucleares, como os microssatélites. Estes marcadores vêm sendo 

amplamente utilizados em estudos de dinâmica populacional devido a sua codominância 

e neutralidade a seleção, que somada a sua hipervariabilidade e fácil replicação, os 

tornam ideais para o mapeamento genômico, assim como estudos de genética 

populacional (variabilidade alélica, conectividade, testes de parentesco etc.; 

Dayanandan et al., 1998; Saenz-Agudelo et al., 2009).  

Uma maneira de aumentar a utilidade dos microssatélites, uma vez isolados e 

sequenciados em uma espécie, é transferir estes marcadores para espécies relacionadas, 

o que tem sido feito em numerosas publicações de espécies de peixes (Primmer et al., 
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1996). Em quase todos os estudos envolvendo a amplificação cruzada entre espécies, 

alguns iniciadores concebidos para uma espécie podem ser utilizados para amplificar 

locos ortólogos em espécies relacionadas (Moore et al., 1991, Primmer et al., 1996, 

Martinez Cruz et al., 2002). 

Tais ferramentas são especialmente úteis no estudo de espécies que se encontram 

em algum nível de ameaça, devido a três principais características: o fato de que os 

indivíduos não necessitam ser sacrificados para a retirada de material genético; por 

possuírem um grande poder de resolução espacial, tanto em larga como em pequena 

escala, e também pelo aumento da relação custo-benefício com o desenvolvimento de 

tecnologias mais baratas e de alto rendimento. Sendo assim, a combinação de técnicas 

moleculares com amostragens biológicas fornecem uma potente ferramenta para o 

entendimento de processos a múltiplas escalas como são os processos de dispersão e 

conectividade de populações marinhas (Freeland, 2005; Selkoe et al., 2008). 

Nesse contexto, os peixes conhecidos popularmente como budiões ou peixes-

papagaio (Labridae: Scarinae) representam o grupo dominante dentre os herbívoros 

recifais (junto com a família Acanthuridae), sendo membros de grande importância 

ecológica das comunidades em vários recifes tropicais (Ogden e Buckman 1973; Lewis 

e Wainwright, 1985; Choat et al., 2002; Hoey e Bellwood, 2008), além disso, devido a 

sua forma de forrageio, são responsáveis por moldar estruturalmente os recifes (Frydl e 

Stearn, 1978). Estudos de genética populacional ainda são escassos para as espécies 

endêmicas de peixes papagaios no Brasil apesar da crescente exploração comercial 

sobre a sub-família Scarinae. 

O budião azul, Scarus trispinosus, é uma espécie herbívora vágil de alto valor 

econômico na sua região de ocorrência (Francini-Filho e Moura, 2008) que ocorre na 

costa brasileira desde o Rio Grande do Norte até a costa de Santa Catarina (Floeter et 

al., 2005), alcançando até 30 m de profundidade (Moura et al., 2001). São hermafroditas 

protogínicos, ou seja, nascem fêmeas e posteriormente tornam-se machos (Sadovy, 

2001), sendo que a retirada dos indivíduos maiores (selecionados através da pesca), leva 

rapidamente a uma desestruturação populacional (Coleman et al., 2000; Sadovy, 2001). 

São espécies que forrageiam de dia e a noite se recolhem em tocas, onde são facilmente 

observados em mergulhos noturnos, tornando-os susceptíveis a caça (com. pess. Félix-

Hackradt, 2017). Estas características biológicas e ecológicas da espécie, combinadas 

com a sobrepesca resultaram na sua inclusão na lista de espécies ameaçadas de extinção 

da IUCN como em perigo e, em 2014, foi promulgada legislação específica (Portaria nº 
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445/14) do Ministério do Meio Ambiente (MMA) que proíbe a captura, pesca ou venda 

de budião azul em qualquer ponto do litoral brasileiro. Adicionalmente, S. trisponosus 

foi considerada a espécie de budião mais ameaçada do mundo (Comeros-Raynal et al., 

2012). 

Contudo, pouco se sabe ainda sobre variados aspectos biológicos e ecológicos 

desta espécie, e somente através do trabalho de Moura e colaboradores (2001) que sua 

presença como espécie endêmica do Atlântico Sudoeste foi confirmada. De acordo com 

Francini-Filho e Moura (2008) a espécie Scarus trispinosus compõe grande parte da 

biomassa de peixes existente em uma das áreas mais importantes do Atlântico Sul, o 

banco dos Abrolhos. Esta área contempla a mais extensa formação recifal do Atlântico 

Sul albergando inúmeras espécies de corais endêmicos (Francini-Filho e Moura, 2008).  

Nos últimos 15 anos S. trispinosus se tornou um dos recursos pesqueiros mais 

importantes da sua região de ocorrência devido a introdução da caça submarina 

(Francini-Filho e Moura 2008). Contudo, devido ao seu papel como mantedor da saúde 

dos recifes coralíneos, através do controle da cobertura algal permitindo assim o 

crescimento dos corais, seu desaparecimento através da sobrepesca pode trazer 

consequências irreversíveis para o ecossistema coralíneo, ressaltando a necessidade do 

manejo de suas populações. 

Muitas das reservas marinhas implementadas até os dias atuais no Brasil e no 

mundo foram construídas através de medidas políticas que muitas vezes não 

apresentaram qualquer suporte científico para a sua instalação, principalmente no que 

diz respeito a localização e o desenho adotado. O entendimento dos processos de 

conectividade populacional e suas escalas espaciais são fundamentais para a correta 

instalação de reservas marinhas que pretendem garantir a conservação da 

biodiversidade. Nesse sentido o presente trabalho objetivou determinar a existência de 

estoques populacionais de Scarus trispinosus ao longo da costa brasileira, sua 

diversidade genética e conectividade entre os diversos grupos de indivíduos amostrados 

ao longo da costa. Adicionalmente, avaliou-se o nível de estrutura genética e os 

possíveis efeitos da pesca sobre a diversidade genética populacional, com o intuito de 

subsidiar a criação de redes de reservas marinhas para este fim, garantindo o fluxo de 

indivíduos e consequentemente repovoamento das áreas adjacentes pressionadas pela 

pesca.  
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Área de Estudo 

A área avaliada neste estudo contemplou um trecho de costa de 

aproximadamente 2000 km, que se estende desde o sul da Bahia até o Rio Grande do 

Norte (Figura 1). 

Figura 1. Mapa mostrando os municípios onde foram realizadas coletas de S. trispinosus, largura da 

plataforma continental e direções das correntes oceânicas que influenciam na dinâmica do litoral 

brasileiro. 
 

Tais localidades estão inseridas na chamada costa tropical brasileira, 

contemplando desde o litoral maranhense até a costa do Rio de Janeiro, onde se 

concentram as principais formações recifais coralíneas (Leão e Dominguez 2000). Estas 

são especialmente únicas, distinguindo-se dos demais sistemas recifais encontrados no 

mundo devido (i) a estrutura de crescimento na forma de chapeirões, ocorrentes em 

Abrolhos, (ii) a baixa diversidade de espécies construtoras compostas de espécies 

antigas, porém com alto grau de endemismo (das 23 espécies de corais na costa 

brasileira, 25% são endêmicas), (iii) e alta influência de sedimentos siliclásticos 

provenientes da vazão de rios (Leão e Dominguez 2000). 
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Embora existam diferentes tipos de formação recifal, nas áreas deste estudo 

predominam os bancos recifais costeiros de ambientes rasos, que durante a maré baixa 

podem formar piscinas que se conectam entre si através de canais meândricos que 

percorrem a densa estrutura recifal (Leão et al., 2010). É nesse ambiente que é 

encontrada a espécie desse estudo. 

2.2 Amostragem e extração de DNA 

Um número total de 176 amostras de S. trispinosus foi coletado entre 2015 e 

2016. A amostragem foi realizada em 5 localidades brasileiras: Maracajaú/ RN (N = 

44), Tamandaré/PE (N = 14), Porto Seguro/BA (N = 49), Corumbau/BA (N = 17) e 

Caravelas/BA (N = 52). As amostras representaram um pedaço de tecido de 

aproximadamente de 2x2 cm retirados da nadadeira anal e foram obtidas junto aos 

pescadores das regiões. Os tecidos amostrados ficaram armazenados em álcool PA até o 

momento da extração.  

As extrações foram realizadas seguindo o protocolo do Kit de extração DNeasy 

da Qiagen®. Para conferir a integridade do DNA nas extrações que foram realizadas, 

foi feita a checagem através da eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 2) e 

quantificação através do Picodrop®. 

 

 
Figura 2. Exemplo da extração através da eletroforese em gel de agarose 1%. As canaletas de 1 a 5 são 

amostras de DNA de Scarus trispinosus. Não há conteúdo na canaleta 6. A última coluna (7), representa o 

100 bp DNA Ladder, Invitrogen by Life Tchnologies. 

2.3 Amplificação e Genotipagem 

O trabalho foi desenvolvido no laboratório de Fitopatologia Molecular 

(FITOMOL) no Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC) na Comissão Executiva do 

Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC). Cinco locos de marcadores moleculares 

microssatélites desenvolvidos para Scarus rubroviolaceus (Carlon e Lippé, 2007) foram 

utilizados para a espécie de estudo através da amplificação cruzada (cross-

amplification, conforme descrito no capítulo 1 deste trabalho). Os iniciadores forward 
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de cada par de primer foram marcados com fluorocromos de cores 6FAM (azul), NED 

(amarelo) ou VIC (verde) (Tabela 1; ver capitulo 1 para maiores detalhes).  

A amplificação foi realizada com base em um volume de reação de 11 μL 

contendo: 1 μL (25–50 ng) de DNA, 1X de tampão KCl, 2.0 mM de MgCl2, 0.08 mm 

de cada dNTP, 0.18 mM de cada primer, 0.5 U de Taq DNA Polimerase e H2O 

ultrapura. As reações foram realizadas nas condições: 94°C por 5’, 10 ciclos de 94°C 

por 30”, 60°C por 1’ e 72°C por 1:30”, seguido por 30 ciclos de 94°C por 30”, 48°C por 

1’, 72°C por 1:30” e uma extensão final de 72°C por 30’ (Gramacho et al., 2007). A 

qualidade do produto da PCR foi verificada por meio de gel de agarose 2% corado com 

Gel RedTM/Uniscience e visualizado sob luz azul no fotodocumentador L-Pix 

EX/Loccus Biotecnologia. Os produtos de PCR das reações duplex e triplex foram 

diluidos a 1:30 com agua ultrapura. Posteriormente, 1µl dessa mistura foi diluida 

adicionando 9µl de solução Liz-HiDi (0,2µl de Liz500 + 8,8µl de HiDi). O produto das 

amplificações foi analisado em polímero desnaturante de alta resolução em capilar de 

analisador automático de DNA ABI 3500® Genetic Analyzer/Applied Biosystems. A 

genotipagem foi realizada usando o programa GeneMarker (Softgenetics, State College, 

PA,USA).  

 

Tabela 1. Sequências dos microssatélites e cores usadas para marcar e a separação em duplex e triplex. 

LOCO TEMPERATURA (°C) TAMANHO (pb) COR MULTIPLEX 

L3 TD 60-48 223 - 239 6FAM TRIPLEX 
L7 TD 60-48 279 - 291 NED TRIPLEX 

L11 TD 60-48 233 - 263 VIC TRIPLEX 
L10 TD 60-48 257 - 289 6FAM DUPLEX 
L9 TD 60-48 238 - 256 VIC DUPLEX 

 

2.4 Análise de dados 

Os mapas apresentados foram elaborados utilizando os programas Quantum Gis 

versão 2.18.2 e Inkscape versão 0.91. Alelos nulos foram confirmados através de novas 

amplificações e ajustes no protocolo de reação. Os alelos foram dimensionados e 

marcados com o software GeneMarker (Softgenetics, State College, PA, USA) por 

comparação com o padrão de tamanho interno genescan-500 LIZ (Applied Biosystems, 

Inc.). 

O número total de alelos (A) e alelos exclusivos (Na), a heterozigosidade 

observada (HO), esperada (HE) e esperada não enviesada (HNB) para cada loco e a 
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frequência alélica foram obtidos no programa Genetix (Belkhir et al., 1996, 2004). Os 

desvios em relação ao Equilíbrio de Hardy-Weinberg e as estimativas de desequilíbrio 

de ligação por loco e por localidade foram determinados usando a abordagem de 

randomização que aplica correções de Bonferroni no programa Arlequin (Excoffier et 

al., 1992, 2005). Para checagem de alelos nulos, foi utilizado o Micro-Checker v.2.2.3 

(Van Oosterhout et al., 2004). 

Foram utilizados os estimadores (FIS, FIT e FST) da estrutura genética, derivados 

dos índices de fixação (F) de Wright, descritos em Weir & Cockerham (1984) devido ao 

baixo número de indivíduos e de locos marcados, seguindo Gaggiotti e colaboradores 

(1999). Os índices de fixação (F) e a riqueza alélica (RS) foram estimados pelo 

programa FSTAT v.2.9.3.2 (Goudet, 2002) usando 10.000 permutações. A diferenciação 

entre as populações amostradas foi quantificada pelo FST par-a-par e testado por 10.000 

permutações no programa Genetix v.4.1 (Belkhir et al., 1996 e 2004). Em seguida, para 

visualizar as distâncias genéticas entre os indivíduos de cada localidade, uma matriz de 

distância genética derivada da estimativa de FST em pares foi usado para construir uma 

análise de coordenadas principais (PCoA) das populações, utilizando o programa 

GenAlex (Peakall e Smouse, 2012). A abordagem bayesiana implementada no programa 

Structure v.2.3 (Pritchard et al., 2000) foi utilizada para designar perfis genéticos de 

indivíduos a possíveis populações. O número de interações utilizadas no “burn-in” e 

MCMC (Markov Chain Monte Carlo) foram de 100.000 e 50.000, respectivamente, 

usando o modelos de mistura (admixture) com nenhuma informação local prévia.  

O método de Evanno et al. (2005) calcula a taxa de variação média da 

probabilidade posterior entre 2 grupos diferentes (ΔK) em função de K, e os valores 

resultantes do modo de distribuição de K é considerado o melhor número de clusters. 

No entanto, para calcular um valor de ΔK é necessário um mínimo de 2 grupos, e, 

portanto, uma população homogênea completa nunca é selecionada por este método. 

Assim, foi estabelecido K = 7 (número de localidades amostradas + 2) para que fosse 

realizado o teste. O valor mais provável de K foi determinado pelo critério ΔK descrito 

por Evanno et al. (2005) a partir do programa Structure Harvester (Earl e Vonholdt, 

2012).  

Além disso, o fluxo gênico foi estimado pelo número de migrantes trocados 

entre pares de populações utilizando Nem, Wright (1949). Finalmente, a variação entre 

os grupos genéticos descritos pelas análises anteriores (Structure e PCoA) foi avaliada 

por análise de variância molecular (AMOVA) no software Arlequin v.3.5.1.2 
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(Excoffier, et al., 1992, 2005) e os índices de fixação calculados das frequências 

genotípicas.  

 

3. RESULTADOS 

3.1 Variabilidade Genética 

Um total de 21 alelos foram encontrados nos 5 locos testados. Não foram 

encontrados alelos nulos nas populações. O número de alelos por loco variou de 1 (Sru-

A9) a 9 (Sru-C127), sendo o último o que mais contribuiu para a diversidade gênica 

total (HNB=0,8320) (Tabela 2). A heterozigosidade média observada e a riqueza alélica 

foram mais elevadas em Corumbau e Caravelas. Pernambuco foi a localidade com 

menor número de alelos, e juntamente com Porto Seguro apresentou o menor nível de 

heterozigosidade (Tabela 2). Caravelas e Pernambuco também abrigaram os maiores 

valores de coeficiente de endogamia (0,46 e 0,41, respectivamente), enquanto o menor 

foi encontrado nos indivíduos do Rio Grande do Norte. Não houve desvio significativo 

do Equilíbrio de Hardy-Weinberg após a correção de Bonferroni em nenhuma das 

populações estudadas. Foi encontrado evidência de desequilíbrio de ligação em 2 locos, 

Sru-A8 e Sru-C127, apenas na população de Corumbau. 
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Tabela 2. Estatísticas sumárias de 5 locos microssatélites e a média geral entre 5 localidades de 

amostragem de Scarus trispinosus (N = número de amostras, A = número de alelos Ne = número de 

alelos exclusivos, Rs = riqueza alélica, Ho = observada heterozigosidade, HE = heterozigosidade 

esperada, FIS = coeficiente de endogamia) 

Locos microssatélites 

Localidades Sru-

A8 
Sru-

A7 
Sru-

C127 
Sru-

A9 
Sru-

D5 
Média dos 

locos  

Caravelas (CA)       

N 50 52 52 52 48 50,8 
A 2 7 9 1 2 4,2 
Ne 0 2 1 0 0 0 
Rs 1,393 5,041 6,769 1,000 1,993 3,239 
Ho 0,000 0,480 0,788 0,000 0,062 0,266 
He 0,396 0,517 0,792 0,000 0,294 0,400 
Fis 1,000 0,071 0,005 NA 0,789 0,466 
Corumbau (CO)       

N 17 17 16 17 16 16,6 
A 2 4 8 1 2 3,4 
Ne 1 0 0 0 0 0 
Rs 1,882 3,283 7,475 1,000 1,976 3,123 
Ho 0 0,352 0,937 0 0,187 0,295 
He 0,114 0,315 0,858 0 0,175 0,292 
Fis 1,000 -0,122 -0,094 NA -0,071 0,177 
Rio Grande do Norte 

(RN) 
     

 

N 41 41 39 36 35 38,4 
A 2 5 8 1 2 3,6 
Ne 0 0 0 0 0 0 
Rs 1,268 3,002 7,074 1,000 1,974 2,863 
Ho 0,024 0,219 0,820 0,000 0,142 0,241 
He 0,024 0,226 0,838 0,000 0,227 0,263 
Fis 0,000 0,032 0,022 NA 0,375 0,107 
PortoSeguro (PS)       

N 49 49 47 41 49 47 
A 2 4 8 1 2 3,4 
Ne 0 0 0 0 0 0 
Rs 1,224 3,035 6,946 1,000 1,979 2,836 
Ho 0,020 0,285 0,680 0,000 0,081 0,213 
He 0,020 0,260 0,836 0,000 0,247 0,272 
Fis 0,000 -0,084 0,082 NA 0,697 0,173 
Pernambuco (PE)       

N 14 13 12 11 11 12,2 
A 1 2 7 1 2 2,6 
Ne 0 0 0 0 0 0 
Rs 1,000 1,846 6,909 1,000 2,000 2,551 
Ho 0,000 0,076 0,916 0,000 0,090 0,216 
He 0,000 0,076 0,833 0,000 0,506 0,283 
Fis NA -0,054   0,290    NA 1,000 0,412 
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3.2 Estrutura populacional 

A comparação par a par das estimativas de estrutura genética (FST) entre as 

localidades amostradas demonstraram que Caravelas foi a única localidade que 

apresentou diferenças significativas em relação as demais localidades, exceto com 

relação a Corumbau (Tabela 3). 

Tabela 3. Estimativas da Nem (diagonal acima) e valores FST de comparação par a par (diagonal abaixo) 

entre as localidades amostradas para S. trispinosus, respectivamente. Em negrito, valores estaticamente 

significativos de FST após testes com 10.000 permutações. CA = Caravelas, CO = Corumbau, RN = Rio 

Grande do Norte, PE = Pernambuco e PS = Porto Seguro. 

 CA CO RN PE PS 

CA 
- 

73,279 20,936 8,615 10,812 

CO 
0,0034 - 

26,566 1250,25 39,933 

RN 
0,0118 0 - 

69,194 71,679 

PE 0,0282 0 0,0036 - 69,694 

PS 0,0226 0 0 0 - 

 

O número médio de migrantes por geração usando FST como estimativa do grau 

de fluxo de genes entre as localidades amostradas, foi maior para Corumbau e 

Caravelas. Este valor variou de 8,61 a 1250,25 indivíduos entre os grupos de indivíduos 

de budião azul (Tabela 3). 

A análise de coordenadas principais (PCoA) foi usada para descrever 

espacialmente as similaridades genéticas entre os indivíduos amostrados nas localidades 

estudadas. Os dois primeiros eixos corresponderam respectivamente, a 97.14% e 2.86% 

da variabilidade total das amostras. O eixo 1 descreve um isolamento da localidade de 

Pernambuco em relação ao grupo formado por Rio Grande do Norte e Porto Seguro,  e 

um segundo grupo formado pelas localidades Corumbau e Caravelas (Figura 3).  

A abordagem bayesiana realizada no Structure corrobora com os resultados 

obtidos usando estatísticas frequencistas e de distância. Tanto a distribuição de ΔK e a 

média da probabilidade posterior indicaram um número de clusters (K) selecionado 

igual a 3 (Tabela 4, Figura 4 (Delta K)); contudo os 3 clusters genéticos não 

representam unidades populacionais geograficamente distintas, indicando a existência 

de uma única população porém com contribuições de 3 pools gênicos distintos (Figura 

5).  
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Figura 3. Análise de coordenadas principais para as amostras de Scarus trispinosus entre as localidades 

amostradas: Caravelas (CA), Corumbau (CO), Rio Grande do Norte (RN), Pernambuco (PE) e Porto 

Seguro (PS). 

 

Figura 4: Valores de ΔK para o número de subpopulações (K) com maior probabilidade 

posterior. 

 

 

 

 

Tabela 4. Número de K, Media do LnP(K), Desvio Padrão do valor de LnP(K) e o valor do Delta K. O 

valor mais alto de K  em negrito. 

K MédiaLnP(K) DesvioP.LnP(K) Delta K 

1 -11,184150 0,2777  

2 -11,860250 571,730 1,528343 
3 -11,662550 200,600 3,526420 
4 
5 
6 

7 

-12,172250 
-12,397900 
-12,391950 

-13,062100 

191,660 
315,759 
346,069 

2,954181 

1,482053 

0,73347 
1,953659 
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Figura 5. Estrutura genética dos indivíduos de S. trispinosus pertencentes a cinco localidades brasileiras, 

quando avaliadas pelo Programa Structure. 

 

A análise de variância molecular foi realizada seguindo os resultados do 

Structure e PCoA, respectivamente, utilizando K=1 e K=3, sendo neste último, o 

agrupamento 1 composto por Caravelas e Corumbau, o agrupamento 2 por Porto Seguro 

e Rio Grande do Norte e o agrupamento 3 por Pernambuco. O resultado da análise da 

variância entre as amostras de S. trispinosus considerando K=1 e K=3, respectivamente, 

indicou valores médios de FST baixos, porém significativos, de 0,0075 (K=3) e 0,0084 

(K=1), indicando ausência de estrutura genética populacional, dado que 

aproximadamente 97% da variância genética total ocorreu entre os indivíduos dentro 

das localidades amostradas, independente do agrupamento testado (K = 1 ou K = 3) 

(Tabela 5).  

 

 

Tabela 5. Resultado da AMOVA considerando os agrupamentos genéticos K=3 e K=1 (em negrito 

valores de p < 0.05). gl = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados 

 Fonte da 

variação 
gl SQ Componentes 

da variação 
Variação 

(%) 
Índices de 

fixação 

 Entre 

populações 
2 1,947 0,00420 0,76  

 

K = 3 
Dentro das 

populações 
171 96,059 0,01076 1,94   

 Dentro dos 

indivíduos 
174 94,000 0,54023 97,30 FST = 0,0075 

 Total 347 192,006 0,55519 

 

  

K = 1 Entre 

populações 
4 3,467 0,00467 0,84  

 Dentro das 

populações 
169 94,539 0,00959 1,73 FST = 0,0084 

 Dentro dos 

indivíduos 
174 94,000 0,54023 97,43  

 Total 247 192,006 0,55448   
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4. DISCUSSÃO 

Estes são os primeiros resultados sobre genética populacional de uma espécie 

endêmica de peixe-papagaio ameaçada de extinção. Apesar de pertencerem ao mesmo 

gênero, os resultados obtidos mostraram baixa transferabilidade dos marcadores 

microssatélites originalmente desenvolvidos para a espécie S. rubroviolaceus em sua 

congênere S. trispinosus (29,41%), resultando em 5 locos. Embora a abrangência das 

nossas observações fique limitada devido ao número de marcadores obtidos, 

importantes observações podem ser feitas. 

 As amostras obtidas nas localidades de Corumbau e Caravelas, onde situam-se 

duas importantes unidades de conservação marinhas (RESEX Corumbau e o Parque 

Nacional Marinho dos Abrolhos), apresentaram os maiores valores de heterozigosidade 

média observada e riqueza alélica. Trabalhos recentes corroboram nossos resultados, 

onde também foi encontrada maior diversidade genética em regiões próximas a áreas 

protegidas em comparação com áreas abertas a pesca (ver Pérez-Ruzafa et al., 2006, 

Félix-Hackradt et al., 2013), indicando que as reservas marinhas podem atuar como 

reservatórios genéticos, contribuindo para o aumento da diversidade genética no seu 

entorno.  

Adicionalmente, o alargamento da plataforma continental na região do Banco 

dos Abrolhos, que na latitude da cidade de Caravelas-BA apresenta uma largura 

excepcional de cerca de 200 km (Marchioro et al., 2005), contrastando com a média do 

Nordeste que é de aproximadamente 63 km (Vital et al., 2005), pode ter contribuído 

para o resultado encontrado. A maior extensão da plataforma pode influenciar 

diretamente na disponibilidade de micro-habitats, refúgios, tocas, alimento (Ferreira et 

al., 2001) o que poderia justificar uma maior abundância da espécie (Hackradt et al., 

2017, dados não publicados) e consequentemente, maior diversidade genética nessa 

região. 

Por outro lado, o menor número de alelos e a menor heterozigosidade observada 

foram encontrados em Pernambuco e Porto Seguro, respectivamente. Tais resultados 

podem ser derivados de um processo contínuo de retirada de indivíduos e consequente 

depauperação genética das populações, facilitado pela proximidade dos recifes a costa e 

pela técnica empregada pelo pescador, o arpão. Um estudo realizado pelo grupo de 

pesquisa em Ecologia e Ecossistemas Marinhos e Costeiros que avaliou a ocorrência e 

abundância de S. trispinosus ao longo da costa brasileira através de censos visuais, 
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revelou que as menores abundâncias de S. trispinosus foram registradas no estado de 

Pernambuco, enquanto os menores tamanhos médios registrados ocorreram em Porto 

Seguro (Hackradt et al., 2017, dados não publicados). Adicionalmente, o 

monitoramento dos portos pesqueiros de Porto Seguro revela que a importância relativa 

de S. trispinosus no desembarque pesqueiro está entre 8,5 e 21% da captura total, e são 

oriundos principalmente da pesca de arpão, indicando a forte presença da pressão 

pesqueira sobre a espécie na região (DallOrto et al., 2016; Sena et al., 2016). 

Diversos estudos teóricos e empíricos têm demonstrado o efeito da pesca sobre a 

perda de diversidade genética em várias espécies de peixes explorados comercialmente 

(Smith et al., 1991; Hauser et al., 2002). Em especial, Pinsky e Palumbi (2014), em uma 

meta-analise com 72 espécies de peixes sobre-explotados, forneceram evidências de que 

a sobrepesca reduz a diversidade genética nessas populações. Apesar de não ser do 

escopo deste trabalho responder sobre o papel da pesca na perda de variabilidade 

genética do budião azul, podemos inferir que a continuidade da pressão pesqueira sobre 

S. trispinosus poderá levar à diminuição do tamanho efetivo da população, como já 

evidenciado por Previero e colaboradores (2014), e consequentemente à uma maior 

perda de alelos importantes (Allendorf et al., 2014), reduzindo a resiliência da 

população frente a mudanças, como por exemplo, em face ao cenário de rápidas 

mudanças climáticas mundiais. 

A ausência de unidades genéticas distintas dentro das localidades amostradas foi 

testada através do PCoA e da abordagem bayesiana, e confirmada pela AMOVA, que 

demonstrou que a maior parte da variabilidade genética se dá entre os indivíduos em 

suas localidades. Pressupõe-se que o alto fluxo gênico observado esteja relacionado 

muito provavelmente a dispersão do estágio larval ainda desconhecido e as 

características oceanográficas na costa brasileira. A principal corrente oceanográfica 

atuante na costa brasileira é a corrente do Brasil (BC), que leva água quente da região 

equatorial até a divisa com a Argentina, onde se encontra com a corrente das Malvinas, 

de sentido contrário e com águas mais frias (Ekau & Knoppers, 1998). Em menor escala 

atuam as correntes originadas pelos ventos que se caracterizam pela dominância dos 

ventos NE, N e E durante o verão, e dos ventos S e SE no inverno, característicos da 

região Nordeste do Brasil (Lira et al., 2010). Devido a sua grande extensão a BC pode 

ser responsável pela homogeneidade genética observada nas amostras coletadas ao 

longo de aproximadamente 2000 km de costa (Figura 4), sendo as correntes locais 
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importantes para a manutenção do fluxo gênico a escala local e regional, 

proporcionando a distribuição larval entre os sistemas recifais adjacentes.   

 

 

Figura 4. Mapa mostrando o padrão de conectividade genética estabelecido através dos valores de FST 

das amostras de Scarus trispinosus. Todos os valores de FST foram representados. 
 

 

Outros trabalhos que investigaram a estrutura genética de espécies de peixes 

marinhos brasileiras foram igualmente incapazes de detectar diferenças significativas 

entre as populações ao longo da costa brasileira (Scomberomorus cavalla, Santa Brigida 

et al., 2007; Ocyurus chrysurus, Vasconcellos et al., 2008, Silva et al., 2015; Chaetodon 

striatus e Pomacanthus paru, Afonso e Galetti 2007), entre a costa e ilhas oceânicas 

(Acanthurus chirurgus, Rocha et al., 2002; Cephalopholis fulva, Freitas et al., 2003, 

Souza et al., 2015), utilizando marcadores mitocondriais em lutjanídeos (Pereira, 2016; 

Dias Junior et al., 2012)  e mesmo temporalmente ao longo dos anos (Cynoscion 

acoupa, Rodrigues et al., 2008). No entanto, alguns trabalhos evidenciaram diferenças 

entre as populações brasileiras e caribenhas (Acanthurus bahianus e Acanthurus 

coerulus, Rocha et al., 2002; Ocyurus chrysurus, Vasconcellos et al., 2008), também 

entre as porções tropical e subtropical da costa do Brasil (Macrodon ancylodon, Santos 
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et al., 2006; Chaetodipterus faber, Machado et al., 2017), e subestruturação 

populacional no Atlântico Oeste (Epinephelus itajara, Craig et al., 2009).  

Similarmente a este estudo, a maioria dos estudos citados acima explicam a 

homogeneidade genética das espécies estudadas através dos longos estágios larvais, 

como p.ex. de Acanturideos, 45-70 dias (Rocha et al., 2002; Freitas et al., 2003; Santa 

Brigida et al., 2007), ou pelas preferências de habitats dos adultos (Rocha et al., 2002), a 

alta mobilidade dos mesmos (Santa Brigida et al., 2007; Silva et al., 2015) e as correntes 

costeiras atuantes (Freitas et al., 2003; Vasconcellos et al., 2008; Silva et al., 2015). Por 

outro lado, as principais barreiras ao fluxo gênico mencionadas foram a foz do rio 

Amazonas, que separa a fauna do Caribe da brasileira (Rocha et al., 2002; Machado et 

al., 2017), e fatores ecológicos associados a distintas pressões seletivas locais (Afonso e 

Galetti, 2007). 

Pouco se sabe sobre as habilidades de dispersão pelágica de larvas de peixes-

papagaios, em especial a nossa espécie de interesse, S. trispinosus. No entanto um 

estudo realizado por Victor (1998) com juvenis de Sparisoma viride e Sparisoma 

radians, no Panamá, revelou que ambas as espécies possuem longos estágios pelágicos. 

A média estimada de duração do estágio pelágico (PLD) para S. viride foi de 57 dias 

(intervalo 47-80) enquanto S. radians teve uma média de 60 dias (intervalo 50-93). As 

estimativas relativamente longas de duração pelágica destas larvas podem explicar a 

propensão da família para atravessar longas distâncias. No entanto, são necessários 

estudos que foquem na identificação das larvas de S. trispinosus para avaliar o potencial 

dispersor da espécie e sua influência nos padrões de conectividade encontrados. Além 

disso, a pressão pesqueira visando os indivíduos maiores também pode afetar o output 

larval e a conectividade entre as populações, já que a fecundidade das espécies de 

peixes tende a aumentar com o tamanho corporal (Birkeland e Dayton, 2005). 

Outro fator ambiental além das correntes oceânicas, é a continuidade do habitat 

coralíneo que se estende pelo litoral nordeste brasileiro propiciando um corredor para 

adultos e juvenis, funcionando como facilitadores ao fluxo gênico (Mora; Sale, 2002; 

Palumbi, 1992; Weersing; Toonen, 2009).  Entretanto, segundo estudos que avaliaram a 

movimentação de várias espécies de Scaridae (Howard et al., 2003), em especial do 

gênero Scarus, demonstram que a máxima área de vida calculada foi de 

aproximadamente 43.000 m2 para Scarus rivulatus (Welsh e Bellwood 2012), enquanto 

que S. rubroviolaceus apresentou alta taxa de fidelidade ao habitat e áreas de vida de 

2.500 m2 (Ong 2007). Tais indicações sugerem uma alta capacidade de homogeneização 
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gênica, porém limitada a escala regional, indicando que outros processos que atuem em 

grandes escalas espaciais estejam influenciando.   

Recentemente, numerosos marcadores de microssatélites foram identificados 

para espécies ameaçadas de extinção que podem servir como ferramentas uteis que 

ajudem a criar uma imagem mais precisa dos padrões e processos atuantes em espécies 

em perigo (DeSalle e Amato, 2004). Análises do atual estado populacional de uma 

espécie em perigo de extinção podem servir de base para programas de manejo e 

recuperação das mesmas, indicando locais que por albergarem maior diversidade 

genética podem ser utilizados como fontes de indivíduos para programas de 

repovoamento, por exemplo (Lopera-Barrero et al., 2013). Em nosso estudo de caso, a 

ausência de estrutura genética indica que localidades depauperadas geneticamente 

podem ser manejadas com a finalidade de incrementar a diversidade genética a fim de 

recuperar as populações locais confereindo a elas maior resiliência. No entanto, é 

importante que marcadores moleculares específicos sejam desenvolvidos e mais estudos 

sejam realizados em vistas a conservação desta espécie ameaçada. 

Assim, as evidências conjuntas indicam quão importantes são os dados genéticos 

para diagnosticar os níveis de variação genética, bem como sua distribuição espacial ao 

longo da área geográfica de uma espécie ameaçada de extinção. Adicionalmente, tais 

dados permitem o gerenciamento racional e aplicação dos mesmos em planos de 

conservação focando na recuperação de espécies de peixes ameaçadas de extinção como 

é o caso do budião azul. 
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

Ferramentas moleculares como os microssatélites devem ser consideradas 

fundamentais para programas de conservação, especialmente quando se trata de 

espécies que se encontram em algum tipo de ameaça, pois permitem a compreensão da 

conectividade genética das populações e o estabelecimento de planos de manejo 

adequados para cada espécie. 

A amplificação cruzada entre as espécies congêneres testadas (Scarus 

rubroviolaceus – Scarus trispinosus) apresentou uma baixa taxa de transferência (30%). 

Adicionalmente, as espécies de mesma família, porem de gêneros diferentes 

apresentaram taxas de transferabilidade superiores.  

Apesar da limitação no número de microssatélites obtidos, foi possível observar 

que Scarus trispinosus apresentou somente uma população ao longo da costa brasileira, 

e que a área onde está inserida a região do Banco dos Abrolhos (Corumbau e Caravelas) 

apresentaram as maiores taxas de variabilidade genética. Em contrapartida, foi sugerido 

que em função da intensa pressão pesqueira em Porto Seguro e Pernambuco, essas duas 

localidades apresentaram as menores taxas de diversidade genética.  

A ausência de estrutura populacional é inferida principalmente em função do 

longo estágio larval apresentado em estudos com espécies da subfamília Scarinae e das 

correntes oceânicas brasileiras que agem homogeneizando as populações marinhas. 

No entanto, ainda se faz necessário o desenvolvimento de marcadores 

específicos para o budião azul, para que seja possível um maior entendimento sobre 

aspectos populacionais e sua relação de parentesco com as demais espécies da família. 

Considerando tais evidências é possível orientar planos de manejo e conservação para S. 

trispinosus a fim de manter a integridade genética e evolutiva da população na costa 

brasileira.  

 

 


