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Genética da conservacdo e marcadores moleculares

Conservation genetics and molecular markers

genética da conservacio é uma disciplina cientifica que incorpora o estudo

de variantes hereditarias, genotipicas ou fenotipicas a pesquisa da biologia
da conservagao, com a finalidade de gerar conhecimento sobre a diversidade

ional para a de égias que visem a conservacio de
espécies e ecossistemas.

Atualmente, estudos de historia natural de espécies e suas populagdes nativas
fornecem alguns dos principais subsidios que sao utilizados para determinar
prioridades e estratégias de conservacao da biodiversidade. Os dados genéticos
de espécies ameacadas permitem compreender a dindmica evolutiva de suas
populaces naturais, a qual deve ser mantida ou restaurada para mitigar os
efeitos antropogénicos e garantir a persisténcia destas populages na natureza
em médio e longo prazo. Por exemplo, dados sobre parentesco, diversidade
genética remanescente, tamanho efetivo e niveis de endogamia sao parametros
importantes para estimar a viabilidade das populagbes na natureza e minimizar

devido & depressa: ica. Outros dados interpopulacionais,
como fluxo génico, estrutura genética ao longo da distribuicdo espacial da
espécie, padroes filogeograficos e adaptagdes génicas locais permitem planejar
estratégias apropriadas de translocagao de individuos de acordo com a dindmica
evolutiva das populagoes, as quais permitem aumentar a diversidade genética
local e minimizar outros efeitos negativos como a depressao exogamica.

Nos estudos de genética da conservagao da biodiversidade, o DNA
mitocondrial (DNAmt) tem sido muito utilizado desde o final da década de
1980. Por ser uma molécula circular simples, portadora de vérios genes em um
arranjo estével, sem DNA repetitivo, introns ou pseudogenes, de répida evolucao,
herdado uniparentalmente (via materna), sem recombinacéo e virtualmente
haploide, o DNAmt oferece diversas vantagens no estudo da historia natural
das espécies e de suas populagdes (AVISE et al, 1987; FRANKHAM; BALLOU;
BRISCOE et al, 2008). Além disto, diferentes regies codificadoras e nao
codificadoras podem ser escolhldas, adequando a taxa evolutiva requerida a
profundidade temporal a ser i ., a regiao c
ou HVSI do DNAmt é de evolucao rapida, portanto, util para investigar eventos
recentes (intraespecificos), enquanto genes codificadores de proteinas, como o
Citocromo ¢ Oxidase Subunidade | (COI), sdo Uteis em estudos interespecificos.
Por essas caracteristicas, 0 DNAmt tem sido também muito utilizado em estudos
de biogeografia historica por meio de andlises filogeograficas e de genética
populacional. Os. aficos permitem comp: a dinamica
evolutiva de linhagens genéticas (ou hapldtipos), no tempo e no espaco, a
qual esta associada aos eventos de divergéncia populacional, as flutuagoes
demograficas e ao padrao de fluxo génico interpopulacional que moldaram a
distribuicao da diversidade genética atual de cada espécie.

vérias ivas em genética sdo possiveis com
0 aumento do conhecimento dos genomas. Isto permite o desenvolvimento de
novos marcadores moleculares que complementam e refinam as andlises feitas
com DNAmt nas diferentes escalas temporais. Entre estes marcadores, os mais
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530 0s mict éli petiti nucleares bij
(herdados do pai e da mae) que se mostram muito Uteis nas analises em escalas
recentes ((ltimas décadas e séculos), tal como nos estudos de paternidade,
parentesco, fluxo génico i lacional e estimativas de ia. Nas
escalas temporais antigas (milhares a milhGes de anos), a associagdo de varios
marcadores representativos de todo o genoma permite gerar filogenias intra e
interespecificas mais robustas, que podem esclarecer dividas em sistematica e
histria natural de alguns grupos taxondmicos (FRANKHAM et al, 2008). Portanto,
com a disponibilizacéo crescente de dados gendmicos de varios organismos,
inclusive do pei i inh .ncbi.nim.nih. ioproject/68243),
novos marcadores nucleares baseados em sequenciamento ou genotipagem
de mutagdes de ponto (SNPs) podem ser desenvolvidos e utilizados para
complementar os dados genéticos obtidos com DNAm e microssatélites.

Fundamentos genéticos para a pratica
Genetic fundamentals for conservation practice

No nivel intraespecifico, a genética lida com toda a variacio hereditéria
genotipica e fenotipica que é necessaria para a continuidade evolutiva
das populagdes ameacadas. Quando esta variagdo é quantificada dentro de
populagdes, ela permite entender aspectos relacionados a biologia reprodutiva
(poliginia, poliandria, paternidade extra-par, nivel de parentesco, etc) e a
diversidade genética que ainda existe (FRANKHAM et al, 2008). Normalmente,
esta diversidade é quantificada com marcadores neutros (ndo influenciados
pela Selecio Natural), mas com os novos dados genomicos e a identificacio de
genes relacionados a processos adaptativos ou reprodutivos, a quantificagio da
variacio diretamente ligada 4 adaptacdo populacional podera ser futuramente
utilizada. Com este tipo de evidéncia genética intrapopulacional é possivel, por
exemplo, sugerir manejos para o aumento da diversidade genética e diminuicio
da igosit (nos casos de ia) das populacGes naturais, ou nos
casos de cativeiro, planejar acasalamentos que evitem, por exemplo, aendogamia
e amanifestacdo de desordens recessivas (FRANKHAM et al, 2008, Figura 1).
Outras andlises estimam também a diversidade que existe entre populagdes,
as quais podem ser mais ou menos diferenciadas, dependendo do grau de
isolamento de cada uma delas, ou seja, o nivel de fluxo génico entre elas. Estes
resultados permitem inferir o padréo de estruturagdo populacional, que na maior
parte dos casos esté relacionado com a distribuicio geografica das populagdes.
Estas medidas de estruturacio populacional permitem revelar agrupamentos de
individuos ou des muito di que, em certos casos, podem ser
consideradas subespécies ou quasi-espécies (espécies incipientes). Na prética
da conservagao, estas andlises de estruturacdo populacional e filogeografia
permitem identificar unidades evolutivas significativas (ESUs), que sdo populagées
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da conservacdo

A.v the intraspecific level, genetics deals with the entire genotypic and phenotypic
hereditary variation that is required for the evolutionary continuity of threatened
populations. When this iation is quantified within populations, it clarifies aspects
related to reproductive biology (polygyny, polyandry, extra-pair paternity, level o
nd to remaining genetic diversity (FRANKHAM et al, 2008). Normally, this

diversity is quantified with neutral markers (not influenced by natural selection), but with

du

enes related to ad

ne

genomic data and the dentification of e
1 directt

future. With this type of

st management measures to in

ptive or rep

ked to the population adaptation

may be u it is
possible, for example, to su
and decrease homozygosis (in case
cases, to plan matings which avoid, for example, inbreed
recessive disorders (FRANKHAM et al, 2008, Figure 1),
Other analyses also estimate the diversity between populations, which can be more
ding on the degree of isolation of each one of them, ie.

tra-population genetic evidenc
ease

netic diversity

of inbreeding) of natural populations, or, in captivity
tation of

and the manif

or less differentiat

the level of g een them. These results allow

us to infer the population

structuring pattern, which in most cases relates to the geographic distribution of the
populations. These measures of population structuring reveal very divergent groupings
tions, which may, in certain cases, be considered subspecies or

of individuals or popu

quasi-species (incipient species). In conservation practice, these analyses of population

f Evolutionary Significant
which are populations with relative evolutionary independence that are

ly treated as different manag

ons of ation priority.

development
s of r

f management methods aimed rpetuating the

ural populations, minimizing recent anthropic impacts and
g from inadequate management (FRANKHAM et al, 2008).

The population structuri 1 the
should be seriously considered in cases of manc
between divergent populations. Altho

espec

1 (several thousands of years),

t involving the translocation

of individ

increasing genetic diversity

com relativa independéncia evolutiva e séo geralmente tratadas como unidades
diferentes de manejo ou populagdes prioritarias para conservacao. Isto permite
aimplantacao de métodos de manejo que visem perpetuar a dinamica evolutiva
das populagdes naturais, minimizando impactos antrépicos recentes e futuros
problemas advindos do manejo inadequado (FRANKHAM et al, 2008).

A estruturacdo populacional, principalmente aquela de longo prazo (varios
milhares de anos), deve ser seriamente considerada nos casos de manejo
envolvendo a translocagao de individuos entre populagdes divergentes. Embora
o aumento da diversidade genética seja um dos objetivos do manejo na natureza
e um critério importante para reverter efeitos negativos da endogamia, o
cruzamento entre individuos de populagées que possuem grandes diferencas
genéticas, seja por adaptagdes exclusivas para cadalocalidade ou por combinagées
adaptadas de genes (epistasia), pode resultar na menor viabilidade ou problemas
reprodutivos na prole (FRANKHAM et al,, 2008). Este efeito deletério é conhecido
como a amica, uma diminuicao do valor i
devido a inviabilidade relativa da prole destes cruzamentos que pode levar a
extingdo local de populagdes com nimero reduzido (Figura 1). Isto se da

is one of the mana

ement objectives in nature and an important criterion to revert
the negative effects of inbreeding, the mating between individuals from genetically
different pop ause of either adaptations unigue to each locality or adapted
combinations of g ability or reproductive problems
in the offspring (FRANKI etal, 2008). This deleterious effect is known as outbreeding
depression, a decrease in the population adaptive value due to the relative unviability
of the offspring from these matings that can lead to the local extinction of small

in lower v

populations (Figure 1). This is because the individuals born from these matings are not

as adapted as their parents for the survival in their respective o nvironments

(FRANKHAM et al, 2008).

The ion are even more drastic when there is
ridization s, possibly leading to a marked reduction of the
population viability (ALLENDORF et al, 2001). In rare cases, some hybrids are fertile
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The intra interspecific outbreeding depression (Figure 1) appears, norma
result of two types of anthropogenic effects: indirect, when the population d
in increased hybridization (mainly between spe

or direct, when the inadequate

porque os individuos oriundos destes cr néo sao tao para
a sobrevivéncia quanto os seus pais, nos seus respectivos ambientes originais
(FRANKHAM et al, 2008).

Os efeitos da depressdo exogamica sdo ainda mais drasticos quando
ha hibridizagdo entre espécies diferentes, podendo ocorrer uma acentuada
diminuicao da viabilidade populacional (ALLENDORF et al,, 2001). Em raros casos,
alguns hibridos sdo férteis e podem cruzar com uma das espécies parentais,
resultando em introgressdo. Estes hibridos podem competir por recursos e
prioridade iva, diminuindo o valor adap! das populacdes locais
das espécies parentais e, eventualmente, levar 3 extincao local ou global. A
depressdo exogémica intra e interespecifica (Figura 1) aparece, normalmente,
por consequéncia de dois tipos de efeitos antropogénicos: indiretos, quando o
declinio populacional resulta em aumento da hibridizacdo (principalmente entre
espécies); ou diretos, quando o manejo inadequado das translocacdes poe em
contato individuos de populages ou espécies muito divergentes geneticamente.

Figura 1. Gréfico q iabili sucesso da prole
e a diferenciacao genética entre os pais. A parte interna da curva revela a “zona otima” de
intercruzamentos e nas extremidades aparecem as zonas com efeitos negativos (depressio)
dos i extremos amicos e exoga

Figure 1. Graphic that shows the association between the reproductive viability and/or success
of the offspring and the genetic differentiation between the parents. The centre of the curve
reveals the “optimal” breeding zone and in the extremities appear the areas with negative
effects (depression) from extreme inbreeding and outbreeding.
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Estudos genéticos com peixes-bois
Genetic studies with manatees

s primeiros estudos de citogenética indicaram composigdes cromossomicas

diferentes entre a espécie marinha (Trichechus manatus) e a espécie
amazénica (T inunguis) (ASSIS et al, 1988; GRAY et al, 2002; WHITE et al, 1976).
O peixe-boi-marinho apresenta nimero diploide (2n) de 48 cromossomos,
com cariétipo ¢ ituido princij por de dois bragos
(metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos), enquanto que o peixe-
boi-amazonico possui 56 cromossomos, sendo encontrados varios pares
cromossémicos acrocéntricos (um braco). A espécie do ocidente africano (T
senegalensis) ndo tem dados cariotipicos e o dugongo (Dugong dugon), sirénio
do oriente africano, sul da Asia e Oceania, possui 50 cromossomos (SHORT, 1984).

Recentemente, uma andlise citogenética comparativa (BARROS, 2014)
entre T manatus e T. inunguis com a técnica de hibridizacao in situ fluorescente
(FISH) e sondas teloméricas revelou sinais de hibridizagao apenas nas regices
teloméricas, mas nao foram observados rem, de
nos seus Cromossomos, 0s quais seriam indicativos de inversdes e fusées
cromossémicas durante a diferenciagdo cariotipica. Este resultado esta de
acordo com a proposta de Gray et al. (2002), que indica que a evolugdo das
diferencas cariotipicas observadas entre estas duas espécies poderia ser melhor
explicada pela ocorréncia de uma variedade de mecanismos de rearranjos intra
e intercromossémicos e ndo somente por rearranjos do tipo fusdo ou fissao
cromossémica, como sugerido por Assis et al. (1988). Analises cariotipicas
detalhadas (BARROS, 2014) também revelaram algumas diferencas no nivel
intraespecifico entre a populacdo de T manatus do Brasil e as populacdes de T
manatus que habitam Porto Rico e Flérida (EUA). Os pares cromossémicos 4 e 10
se mostraram metacéntrico e submetacéntrico, respectivamente, na populacéo
brasileira, enquanto nas populagdes do Caribe e da Florida, estes pares sdo
submetacéntrico e subtelocéntrico, respectivamente (GRAY et al, 2002; HUNTER
et al, 2012). Assim, embora os peixes-bois que ocorrem em Porto Rico sejam
tradicionalmente classificados como parte da subespécie Trichechus manatus
manatus, estes apresentaram um cariétipo similar ao observado em T m.
latirostris (HUNTER et al, 2012) e diferente da populacao brasileira que também
& classificada como T m. manatus.

O primeiro estudo de variacso molecular com o peixe-boi-marinho (GARCIA-
RODRIGUEZ et al, 1998) identificou baixa diversidade nos dois extremos da
distribuicdo da espécie, nas populagoes da Flérida (EUA) e do Brasil, assim como
algumas descontinuidades na distribuicao, que influenciam o padrao de fluxo
génico interpopulacional. Este estudo inicial também mostrou a existéncia de trés
haplogrupos ou linhagens mitocondriais (Figura 2) que ndo eram coerentes com
a divisao de subespécies sugerida por anélises morfologicas com um nimero
limitado de amostras (DOMNING; HAYEK, 1986). Essas primeiras evidéncias
genéticas foram corroboradas por um estudo posterior com marcadores
mitocondriais e nucleares em uma grande amostragem (VIANNA et al, 2006a,b),
de 189 individuos de T. manatus, 93 de T. inunguis e seis de T. senegalensis. Este
primeiro estudo de genética comparada entre as trés espécies de peixe-boi

» West Indian manatee

T‘e first cytogenetic studies indicated different chromosomal compositions be
the marine species (Trichechus manatus) and the Amazonian species (T. Inunguis)
(ASSIS et al, 1988; GRAY et al, 2002 WHITE et al, 1976). The West Indian manatee
has a diploid number (2n) of 48 chromosomes, with a karyotype consisting primarily
of chromosomes with two arms (metacentric, submetacentric and subtelocentric), while
the Amazonian manatee has 56 chromosomes and several pairs of acrocentric (one
arm) chromosomes can be found. The African species (T. senegalensis) has no karyotypic
data and the D the East Afi

an, South Asian and Oceania

9 (Dugong dugon
sirenian, has 50 chromosomes (SHORT,

Recently, a comparative cytogenetic analysis (BARROS, 2014) betwe manatus
and T. inunguis, with the technique of fluorescence in situ hybridization (FISH) and
telomeric probes, showed signs of hybridization in the telomeric regions only, but no
interstitial telomere remnants were observed in their chromosomes, which would be
indicative of chromosomal inversions and fusions during the karyotypic differentiation.
This result is in agreement with Gray et al. ( 7002) wmr proposed that the evolution
of the karyotype differences observed betw be better
explained by the occurrence of a variety of i WJ inter-chromosomic rearrangement
mechanisms and not only by chromosomal fusion or fisson-type rearrangements,
as suggested by Detailed karyotypic analyses (BARROS, 2014) also
revealed some differences at the intraspecific level between the population of . manatus
from Brazil and the populations of T. manatus that inhabit Puerto Rico and Florida (USA).
The chromosomal pairs 4 and 10 are metacentric and submetacentric, respectively, in
the Brazilian population, while in the populations from the Caribbean and Florida these
pairs are submetacentric and subtelocentric, respectively (GRAY et al, 2002; Hunter et
al, 2012). Thus, while the manatees that occur in Puerto Rico are traditionally classified
15 part of the Trichechus manatus manatus subspecies, these presented a karyotype
similar to that observed in T. m. latirostris (HUNTER et al, 2012) and different from the

se two species cc

Assis et al. (19

Brazilian population that is also classified as T. m. manatus.
The first molecular variance study with the West Indian manatee (GARCIA.
RODRIGUEZ et al., 1998) identified low diversity at the two extremes of the species
distribution, in populations of Florida (USA) and Brazi, as well as some discontinuities
in the distribution, which influence the pattern of interpopulation gene flow. This initial
study also showed the existence of three haplogroups, or mitochondrial lineages (Figure
2), that were not consistent with the subspecies division suggested by morphological
analysis with a limited number of samples (DOMNING, HAYEK, 1986). These first
genetic evidences were corroborated by a later study with nuclear and mitochondrial
markers in a large sample size (VIANNA et al. 2006a,b) of 18
93 of T. inunguis and six of T. senegalensis. This first comparative

ndividuals of T
enetics study
between the three species of manatees showed different evolutionary dynamics between
them, as can be seen in the compared phylogeography study between the American
species (Figure 2). The African manatee (T. senegalensis) presented divergent lineages
associated with different river basins in west Africa, while the Amazonian manatee (T
inunguis) configured as a species of more recent origin than T. manatus (Figure 2),
whose population began to expand a little more than 100 thousand years ago, probal
from ancestors with unique adaptations to the Amazon river environment
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Figura 2.
regiao controle do DNAm (VIANNA et al, 2006a). Cada circulo representa uma sequéncia
nucleotidica diferente de DNAM, chamada de haplétipo, cuja drea & proporcional ao
ez nimero de individuos. O comprimento das linhas (ramos) é proporcional as diferencas
nucleotidicas (mutacbes) entre os haplétipos. A cor dos circulos indica origem materna
do DNAmt: branca (T. manatus) e azul (T. inunguis). Os haplétipos M3, RT, T1, T2 e P1
representam alguns individuos hibridos encontrados neste estudo e o haplétipo M4
foi descrito recentemente na populacao do Brasil (LUNA et al, 2012). Para a espécie T
manatus foram detectados trés agrupamentos (haplogrupos |, i e Iil) de haplétipos que
sao filogeneticamente muito divergentes entre si.

Figure 2. Compared phylogeography of the American manatee species with data from the
mtDNA control region (VIANNA et al, 2006a). Each circle represents a different mtDNA
nucleotide sequence, called haplotype, the area of which is proportional to the number of
individuals. The length of the lines (branches) is proportional to the nucleotide differences
(mutations) among the haplotypes. The color of the circles indicates maternal origin of the
mtDNA: white (T. manatus) and blue (T. inunguis). The haplotypes M3, R1, T1, T2 and P1
represent some hybrid individuals found in this study and the haplotype M4 was recently
described in the population from Brazil (LUNA et al, 2012). For the species T. manatus three
groupings were detected (Haplogroups |, Il and I1j) of haplotypes that are phylogenetically
very divergent.

das espécies americanas de peixe-boi com dados da

Figura 3. Filogenia bayesiana das linhagens e espécies de peixes-bois
utilizando datages calibradas por fosseis (software Beast v2.2, BOUCKAERT
et al, 2014) a partir de dados de Citocromo B (GARCIA-RODRIGUEZ et al,
1998, VIANNA et al, 20062). Os fésseis de sirénios utilizados definem datas
para a divergéncia entre Trichechus e Dugong entre 47,6 e 66 milhdes de anos
(DOMNING et al, 2010). Foi utilizado relégio molecular estrito ou relaxado e
dneremes 9rupos externos compostos por Dugongo ou por outros Aftotheria
lefantes e hirax. Todas as filog

it simiares As datas das separades dos ramos se referem a milhdes
de anos (MA). Hgl, Hgll e Hglll se referem aos haplogrupos de T manatus
previamente identificados (Figura 2)

Figure 3. Bayesian phylogeny of manatee lineages and species using dating
calibrated by fossils (Beast software v2.2, BOUCKAERT et al, 2014) from
cytochrome b data (GARCIA-RODRIGUEZ et al, 1998; VIANNA et al, 20060).
The sirenian fossils used define dates for the divergence between Trichechus and
Dugong between 47.6 and 66 million years (DOMNING et al., 2010). Relaxed or
strict molecular clocks and different external groups composed by Dugong or by
other Afrotheria, such as elephants and hyrax, were used. All phylogenetic trees
presented very similar topologies and datings. The branch separation dates refer
to millions of years (MA). Hgl, Hgll and Hgll relate to the previously identified T
manatus haplogroups (Figure 2).
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diferentes dindmicas entre elas, como pode ser visto no

estudo de filogeografia comparada entre as espécies americanas (Figura 2). O
peixe-boi-africano (T senegalensis) apresentou linhagens divergentes associadas
a diferentes bacias fluviais no oeste da Africa, enquanto o peixe-boi-amazénico
(T inunguis) se configurou como uma espécie de origem mais recente que T.
manatus (Figura 2), cuja populagdo comecou a se expandir hé pouco mais de
100 mil anos, provavelmente a partir de ancestrais com adaptacées (nicas para o
ambiente fluvial amazonico.

Foram feitos estudos com uma grande amostragem do peixe-boi-marinho
(T manatus) ao longo de sua distribuicdo nos litorais americanos do Caribe,
Golfo do México e do Atlantico, da Flérida (EUA) ao nordeste do Brasil (GARCIA-
RODRIGUEZ et al, 1998; VIANNA et al, 2006a). A espécie marinha apresentou
uma separacio significativa entre populagdes e areas geograficas (Figura 2),
representadas por uma ESU (unidade evolutiva significativa) com haplogrupos
I e Il e que habita as costas do Caribe e Golfo do México, da Colémbia a Flérida
(EUA) e Antilhas, e outra ESU com individuos do haplogrupo Il e que habita o
nordeste do Atlantico da América do Sul, das Guianas ao Brasil (VIANNA et al,
2006a,b; PARR et al., 2012). As primeiras anallses filogenéticas com métodos de
datagdo baseados em "arvores lineari; no p Mega
v3 (KUMAR et al, 2004) indicavam uma separagao de pelo menos 130 mil anos
(VIANNA et al, 2006a) entre as duas unidades evolutivas significativas (ESUs),
as populagdes do Atlantico (Guianas e Brasil) e do Caribe+Golfo do México.
As duas ESUs surgiram, aparentemente, por processos vicariantes ocorridos
durante as glaciagdes do Pleistoceno, quando o nivel do mar estava até 120 m
abaixo do nivel atual e as Antilhas formaram uma barreira (Arco das Antilhas),
tornando o mar do Caribe (e Golfo do México) relativamente isolado do nordeste
Atlantico (PELTIER; FAIRBANKS, 2006). Estes eventos de vicariancia marinha sao
a provavel causa da grande diferenciagao genética das linhagens mitocondriais
(haplogrupos |, Il e Il) e do longo tempo de separacéo entre as populacdes do
Atlantico e aquelas do Caribe e Golfo do México, que é estimada em 590 mil
anos, data obtida com filogenia bayesiana de DNAmt e calibracdo cronolégica
com fésseis de sirénios (Figura 3).

Os primeiros estudos genéticos com populades de peixe-boi-amazénico
foram publicados por dois grupos com
(CANTANHEDE et al, 2005; VIANNA et al, 2006a). Os resultados das analises
filogeograficas e de genética populacional de ambos os estudos indicaram que
esta espécie possui uma grande diversidade genética remanescente, mas que
apresenta um agrupamento compacto de linhagens genéticas relacionadas
(Figura 2). Isto indicou uma origem mais recente para esta espécie, que apresentou
uma expansdo populacional nos ultimos 120 mil anos (VIANNA et al, 2006a),
podendo estar relacionada ao aparecimento recente de novas adaptagées para
sobrevivéncia no ambiente amazonico, permitindo a esta espécie colonizar varios
afluentes com diferentes caracteristicas. O peixe-boi-amazénico nao apresentou
uma diferenciacio e estruturacio geografica tio grande quanto o peixe-boi-
marinho, mas esta divergéncia interpopulacional variou de 10 a 22 % (Fst),
dependendo de qual tipo de agrupamento geogréfico era utilizado (VIANNA et
al, 2006a).

Varios outros estudos genéticos foram feitos recentemente com T. manatus,
utilizando marcadores baseados em mlcrossalelltes e DNAmt. Tucker et al. (2012)
utilizaram 18 mict e comp de quatro unidades de
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manejo da Florida (EUA), das costas leste dos EUA e do Golfo. Os dados obtidos
demonstraram baixa diversidade genética nos peixes-bois-marinhos da Florida
e pouca diferenciacdo entre elas. Hunter et al. (2010) utilizaram microssatélites e
sequéncias de DNAmt e d abaixa ética na populagio
de Belize, com diferenciacdo significativa entre grupos localizados em City Cayes
e Southern Lagoon, que sdo habitats diferentes. Com os mesmos marcadores,
Hunter et al (2012) mostraram diferencas significativas entre as populacoes da
Florida (EUA) e de Porto Rico, sugerindo que ndo ha mistura recente ((ltimos
séculos) entre as duas localidades.

Nourisson et al. (2011) utilizaram DNAmt e microssatélites para estudar a
distribuicdo das populagdes do México que habitam os sistemas costeiros e
zonas himidas do Golfo do México e da costa do Caribe. Os dados revelaram
um agrupamento diferenciado no Golfo do México e outro na Baia de Quetumal
(Caribe), com uma zona de mistura entre elas na Baia de Ascencién. Foi também
identificado um fluxo génico no sentido do Golfo do México para a costa do
Caribe, e que varios ot de DNAmt no Caribe
estdo também presentes no Golfo do México, na Flérida (EUA) e em Belize. Estes
dados de i et al (2011) a conexdo destas
populagdes do Caribe, do Golfo do México e Flonda ressaltando a importancia
de se manter esta rota natural de migracéo, garantindo uma maior diversidade
genética e a dindmica evolutiva destas populacdes.

Estudos genéticos com os peixes-bois-marinhos e amazénicos nos rios da
Colémbia (SATIZABAL et al, 2012) também revelaram estruturas populacionais
significativas e uma tendéncia de dispersio sexo-especifica restrita a machos. Os
dados de DNAmt e de microssatélites indicaram a existéncia de duas populagdes
diferenciadas de_peixe-boi-amazonico, separando a Amazonia colombiana
e peruana. Ja o peixe-boi diferenciagao
significativa entre os rios colombianos com o DNAmt, mas ndo com os dados de
microssatélites, indicando fluxo génico p! por machos, p
através de migracao pelo litoral.

No Brasil, as populages de peixe-boi-marinho da costa nordeste (Alagoas,
Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceara, Piaui e Maranhao) foram
analisadas com DNAmt (LUNA et al, 2012) e foi encontrado um novo haplétipo
(M04) em dois individuos do Maranhdo e um do Piaui, além dos haplétipos
previamente descritos (VIANNA et al, 2006a). Luna et al. (2012) sugeriram
que por terem um haplétipo diferente de DNAmt, individuos capturados ou
encalhados nesta area ndo poderiam ser liberados em outros lugares como
Alagoas, por exemplo. No entanto, os autores ndo apresentaram a analise
filogenética. Uma reanélise dos dados realizada pelos autores deste capitulo
(Figura 2) demonstra que M04 se diferencia do principal haplétipo encontrado
na populagéo brasileira (M01) por apenas uma mutagdo, que pode acontecer
espontaneamente em uma geragao. Entéo, consideramos que o argumento de
possivel depressao exogamica levantado por Luna et al. (2012) para nao liberacio
em 4reas diferentes, nao procede.
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Hibridizac&o interespecifica entre Sirénios da América do Sul

Interspecific hybridization amongst South American Sirenians

formagao de hibridos entre as espécies de peixe-boi-amazénico e marinho foi
pela analise de marcadores , nucleares
¢ dados citogenéticos por Vianna et al. (2006ab) e Parr et al. (2012). Foram
identificados sete individuos hibridos entre T manatus e T. inunguis na zona
costeira do Atlantico norte da América do Sul, sendo trés na Guiana Francesa,
trés na Guiana e um no estado brasileiro do Amapa. Estes hibridos costeiros
foram reconhecidos morfologicamente como peixe-boi-marinho, mas possuiam
DNAmt de T inunguis, indicando uma origem materna da espécie amazonica.
Também foi identificado um hibrido no Rio Amazonas, proximo a Belém (Para,
Brasil), identificado inicialmente como peixe-boi-amazénico, mas com DNAmt de
peixe-boi-marinho. Um hibrido macho que se encontra em cativeiro e de nome
Poque, oriundo da regido costeira do Amapa (préximo ao Rio Oiapoque), foi
estudado também por citogenética e apresentou 50 cromossomos, um nimero
intermediario entre a espécie marinha (2n=48) e a espécie amazénica (2n=56)
(VIANNA et al, 2006a; PARR et al, 2012). Esta configuragao cromossomica e a
composicao de alelos de microssatélites indicam que este individuo deve ser um
hibrido de segunda geracao (F2), filho de um pai da espécie marinha com uma
mae hibrida F1 (que teria provavelmente 52 cromossomos e DNAmt da espécie
amazonica).

As evidéncias genéticas identificaram uma zona de hibridizagao ao redor da
foz do Rio Amazonas (Figura 4), com ocorréncia de hibridos principalmente no
litoral oeste da foz, na regido das Guianas (incluindo o Amapa), que perfazem mais
de 40% da populacao analisada (VIANNA et al, 2006a e dados nao publicados).

» West Indian manatee

he hybridization between Amazonian and West Indian manatees was demonstrated

by analysis of different mitochondrial and nuclear markers and cytogenetic data by
Vianna et al. (2006a,) and Parr et al. (2012). Seven hybrid individuals were identified
between T. manatus and T. inunguis in the coastal zone of the north Atlantic of South
America, three in French Guiana, three in Guyana and one in the Brazilian state of
Amapd. These hybrids were recognized morphologically as West Indian manatees but
had T. inunguis mtDNA, indicating that the maternal lineage came from the Amazonian
manatee. A hybrid was also found in the Amazon River, close to Belém (Pard, Brazil),
initially identified as Amazonian manatee, but with West Indian mtDNA. A hybrid male
called Poque which (s in captivity and came from the coastal region of Amapd (near the
Oiapoque River) was also studied by cytogenetics and presented 50 chromosomes, an
intermediary number between the marine species (2n=48) and the Amazonian species
(2n=56) (VIANNA et al, 2006th; PARR et al, 2012). This chromosomal configuration
and microsatellite allele composition indicates this individual is probably a second-
generation (F2) hybrid, the son of a West Indian father with an F1 hybrid mother (which
would probably have 52 chromosomes and Amazonian mtDNA)

Genetic evidence identified a hybridization zone around the mouth of the Amazon
River (Figure 4), with the occurrence of hybrids mainly on the west coast of the estuary,
in the Guyana region (including Amapd), which make up more than 40% of the studied
population (VIANNA et al, 2006a and unpublished data).

Golfo do México
Gulf of Mexico

Caribbean

1] Atlantico
. Atlantic

Zona de hibridizagéo
Hybridization zone

é“sl/e

T.inunguis

Figura 4. Distribuicéo das espécies americanas de peixe-boi e a zona de i el I). Também séo i das
duas unidades evolutivas significativas de Trichechus manatus: ESU-1 (Caribe e Golfo do México: Venezuela aos EUA e Antilhas) e ESU-2 (Atlarmcu Brasll e Guianas).
Figure 4. American manatee species distribution and interspecific hybridization zone (blue ellipse). The distribution areas of the two evolutionary significant units of
Trichechus manatus are also shown: ESU-1 (Caribbean and Gulf of Mexico: Venezuela to the USA and the Antilles) and ESU-2 (Atlantic: Brazil and the Guyanas).
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Implicacdes dos dados genéticos para a conservacao dos peixes-bois
Implications of genetic data for manatee conservation

Olin'lco estudo genético feito com a espécie de peixe-boi-africano (VIANNA
et al, 2006a) indica que ha estruturacdo populacional de acordo com as
bacias fluviais da Africa ocidental. No entanto, esta espécie carece urgentemente
de estudos genéticos e ecolégicos, sendo a menos conhecida e esté atualmente
muito ameagada, ndo apenas pela caga, mas também pela construgao de varias
barragens nos rios do oeste da Africa, que estdo isolando artificialmente as
populagdes que antes eram conectadas.

Embora as populagées de peixe-boi-amazénico ndo tenham apresentado
uma estruturacio populacional marcada como visto para a espécie marinha,
a diferenciacao interpopulacional moderada (Fst~0.20) indica que pode haver
populacées amazénicas com um relativo isolamento das demais (VIANNA et al,
2006a; SATIZABAL et al, 2012). No entanto, ainda falta um estudo detalhado das
populacées de varias sub-bacias para desvendar a estrutura e dinamica evolutiva
populacional desta espécie, com finalidade de sugerir translocacéo de individuos
entre as diversas areas na Amazonia. Com os dados existentes, o ideal é manter
os eventos de translocacao de individuos, caso se fagam necessarios, restritos a
uma mesma sub-bacia (SATIZABAL et al, 2012).

O peixe-boi-marinho é a espécie de sirénio mais estudada cientificamente,
principalmente a populagao da Florida, nos Estados Unidos. Também é a espécie
com mais dados genéticos gerados a partir de uma amostragem representativa de
quase toda a sua distribuicdo atual. Por isto, T manatus é a espécie de sirénio com
mais evidéndias genéticas que j& podem ser utilizadas na pratica da conservacio
e elaboracio de estratégias de manejo ex-situ e in-situ. Como evidenciado em
vérios estudos genéticos com DNAmt e microssatélites, muitas populacdes tém
baixa diversidade e sdo endogéamicas, por exemplo, as populagdes do extremo
da distribuicdo, na Flérida (EUA) e Brasil. A liberacdo de individuos nestas areas
pode ser promovida com a intengdo de aumentar a diversidade genética local
ou até mesmo recolonizar uma area onde houve extingao local da espécie. Para
isto, temos de utilizar evidéncias da dinamica evolutiva nesta espécie, tal como
a identificagdo de duas ESUs (Figura 4), os dois grupos populacionais que foram
separados por tempo suficiente para o acimulo de diferencas adaptativas. Estas
diferencas moleculares entre as ESUs sdo corroboradas por anlises citogenéticas
e analises de morfometria geométrica dos cranios (BARROS, 2014) demonstrando
que a populacio brasileira de T manatus possui caracteristicas diferentes das
populagdes do Caribe e da Florida (EUA). Portanto, as evidéncias moleculares,
citogenéticas e morfologicas (VIANNA et al, 2006a,b; NOURISSON et al, 2011;
PARR et al, 2012; BARROS, 2014) nao estdo de acordo com a classificagao
subespecifica reconhecida para T manatus (DOMNING e HAYEK 1986), sugerindo
que deve ser feita uma revisdo taxonémica neste taxon.

No manejo de T manatus, os processos de translocacdo e reintrodugio
de peixes-bois devem considerar as duas ESUs como unidades totalmente
independentes de manejo, isto é, as liberacdes de individuos ao ambiente natural
nao devem ocorrer entre diferentes ESUs, separadas ha varios milhares de anos
(Figura 3). Outras consideracdes podem ser feitas no nivel microgeografico para
tentar manter o padrao de fluxo génico de curto prazo, isto é, a preferéncia de
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between any individuals of this ESU, includir

acasalamento filopatrico das populagdes de peixe-boi-marinho como previamente
identificado por alguns estudos (HUNTER et al, 2010, 2012; NOURISSON et al,
2011; TUCKER et al, 2012; SATIZABAL et al, 2012). No entanto, este tipo de manejo
56 é aconselhavel se as populagdes forem relati grandes ou em expansio,
e 0 aumento da diversidade genética local ou recolonizagdo de areas nao forem
metas prioritarias. Na populacio brasileira de T manatus, mesmo que existam
diferengas genéticas e alguma estruturagao geografica ao longo do litoral, todos
os individuos pertencem & mesma ESU (Atlantico) e cruzamentos entre quaisquer
individuos desta ESU, inclusive das Guianas, ndo devem resultar em depressao
exogamica, exceto se houver hibridos interespecificos envolvidos (ver abaixo).
Portanto, como foi demonstrada uma baixa diversidade genética na populagao
brasileira (VIANNA et al, 2006a; LUNA et al, 2012), a translocacdo de individuos
entre éreas diferentes do litoral brasileiro pode ser uma estratégia viavel para
diminuir a perda de diversidade por deriva e o aumento da endogamia local.
Entretanto, outra grande preocupacio de conservacao apareceu na América
do Sul com a deteccdo de hibridizacio interespecifica entre os peixes-bois-
marinhos e amazénico (VIANNA et al, 2006a). Sabe-se que o processo de
hibridizacao interespecifica ocorre naturalmente na evolugao de varios grupos

er, another significant conservation concern arose in South America with
he Amazonian and West Indian

that the process of interspecific

aturally in the evolution of various taxonom:

enomenon, however, may be triggered by anthropogenic actions
that promote the decline of endangered species populations, causir

taxondmicos (ALLENDORF et al, 2001), porém este fend pode ser disp

por ades antropogénicas que promovem o declinio populacional das espécies
ameacadas, fazendo com que os individuos de sexos e espécies diferentes
possam cruzar mais frequentemente, ja que se tornam raros os encontros de
individuos de mesma espécie (VILAGA et al, 2012). A hibridizacdo pode gerar
i { com menor ivéncia e/ou i reprodutiva e aumentar a
chance de extingdo das espécies, principalmente aquelas que j4 estao com uma
populagio muito diminuida (ALLENDORF et al, 2001). Este resultado negativo
da hibridizacao é conhecido como depressio exogamica, que também pode ser
visto em alguns cruzamentos intraespecificos, quando este se dé entre individuos
de populagdes divergentes e com adaptagdes locais diferentes, como entre as
duas ESUs de peixe-boi-marinho (Figura 4).

Por causa das varias diferencas citogenéticas, gendmicas, morfoldgicas e
ecoldgicas (adaptagdes) entre as duas espécies sul-americanas de peixe-boi, estes
hibridos devem possuir baixa viabilidade e fertilidade na natureza. No entanto,
visto que foi encontrado pelo menos um hibrido de segunda geracio (VIANNA
et al, 2006a; PARR et al, 2012), parece nao haver infertilidade completa entre
as fémeas hibridas F1, possibilitando que os genes de uma espécie possam ser

idos para a outra, no fenémeno da introgressao. Assim, alguns
individuos desta area de hibridizacdo no litoral ao redor da foz do Amazonas
(Figura 4) podem ser animais introgredidos de geragao F2 ou mais, que podem
ocupar um nicho parecido ao das espécies parentais. De qualquer forma, a
presenca de hibridos de sobrevivéncia reduzida, estéreis ou com baixa fertilidade
nesta zona de hibridizagao deve reduzir bastante o valor adaptativo populacional,
que consequentemente, pode levar 4 extingdo local.

Devido a ocorréncia de hibridos ao redor da foz do Amazonas e nas areas
costeiras das Guianas (e Amapa), além do Pard e Maranhao, assim como nos
trechos fluviais préximos & foz do Rio Amazonas (Figura 4), qualquer translocacao
ou reintrodugao envolvendo individuos oriundos desta area deve ser monitorada
geneticamente. Isto deve ser feito para evitar a depressdao exogamica nas
areas onde estes animais forem liberados, tanto para as populacoes de peixe-
boi-marinho quanto amazénico. Portanto, caso os individuos candidatos
a reintrodugdo sejam identificados como hibridos, eles nao deveriam ser
reintroduzidos na natureza.
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