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Mandala de peixes — Beatriz Gallo

“Sera que os Peixes sonham? Choram? Riem?...

Nunca saberemos, porque vivemos entre o céu e o chio e deles é a magia das Aguas.
No entanto, sentimos na Alma que algo os identifica com o mundo abissal de nosso
inconsciente, onde vivem o sobressalto e o desaponto, mas também a infinita viagem de

transparéncia Azul de uma Paz indizivel...”

Norma Vasconcellos
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RESUMO

Compreender as caracteristicas populacionais das espécies marinhas ¢ um ponto
chave para a sua conservagdo. Neste trabalho, marcadores microssatélites foram
utilizados para avaliar a diversidade e a estrutura populacional genética da castanha
Umbrina canosai, bem como avaliar a conectividade da espécie ao longo da maior parte
da sua distribuicdo geografica, investigar um possivel efeito gargalo e estimar o seu
tamanho populacional efetivo. Adicionalmente, a espécie teve as gonadas analisadas para
associar sua desova com a dispersdo larval e as andlises genéticas de migracdo. Esta
espécie da familia Sciaenidae ¢ endémica do Atlantico Sudoeste (22°S - 41°30°S) e vem
sendo intensamente explorada pela pesca industrial no sul do Brasil. Os microssatélites
foram utilizados por serem altamente polimorficos, codominantes, amplamente
distribuidos no genoma e por refletirem a histdria evolutiva recente da populagdo devido
a altas taxas de mutacdo. Oito loci de microssatélite desenvolvidos para outros cienideos
— cinco de Micropogonias furnieri e trés de Sciaenops ocellatus — amplificaram para U.
canosai ¢ se demonstraram adequados para as analises de genética populacional,
conduzidas com 128 individuos de cinco localidades ao longo de aproximadamente 2400
km de linha de costa (do estado do Rio de Janeiro ao norte da Argentina). As analises
indicaram alta diversidade genética, uma populacdo geneticamente homogénea, elevado
fluxo génico e auséncia de efeito gargalo genético. Cada localidade recebe uma média de
11 a 22 imigrantes dos outros locais por geragdo, uma conectividade que pode estar sendo
promovida tanto por migrantes adultos como pela dispersao larval via correntes marinhas
na plataforma continental. A grande producdo de ovos e larvas planctonicas e os habitos
migratérios e estritamente marinhos favorecem a alta conectividade genética de U.
canosai. Apesar da conectividade genética entre areas, em termos praticos, os dois
estoques identificados por andlises ecologicas/fenotipicas prévias —norte da Argentina ao

sul do Brasil e sudeste do Brasil — devem ser considerados para propostas de manejo.

PALAVRAS-CHAVE: conectividade genética, migragdo, peixe marinho, efeito gargalo,

ecologia molecular.



GENETIC DIVERSITY AND POPULATION STRUCTURE OF ARGENTINE
CROAKER (Umbrina canosai, Sciaenidae) IN THE SOUTHWESTERN
ATLANTIC INFERRED BY MICROSATELLITES

ABSTRACT

Understanding the population features of marine species is a key point for their
conservation. In this work, microsatellite markers were used to evaluate the genetic
diversity and the genetic population structure of the Argentine croaker Umbrina canosai,
as well as to evaluate the connectivity of the species throughout most of its geographic
distribution, to investigate a putative bottleneck and to estimate its effective population
size. This species belongs to Sciaenidae family, is endemic to Southwestern Atlantic
(22°S - 41°30°S) and has been intensively exploited by industrial fisheries in southern
Brazil. Microsatellites were used since they are highly polymorphic, codominant, widely
distributed throughout the genome and reflect the recent evolutionary history of the
population due to high mutation rates. Eight microsatellite loci developed for other
sciaenids — five from Micropogonias furnieri and three from Sciaenops ocellatus —
amplified for U. canosai and were suitable for population genetic analysis, conducted
with 128 individuals from five locations along about 2400 km of coastline (from Rio de
Janeiro state to the northern Argentina). The analyses indicated high genetic diversity, a
genetically homogeneous population, extensive gene flow and lack of genetic bottleneck
event. Each location receives an average of 11 to 22 immigrants from other areas per
generation, a connectivity that may be promoted both by adult migrants and by the larval
dispersion via marine currents along the continental shelf. The large production of
planktonic eggs and larvae and the migratory and strictly marine habits favor the high
genetic connectivity of U. canosai. Despite being genetically connected among areas, in
practical terms the two stocks identified by ecological/phenotypic analyses — north of
Argentina to southern Brazil and southeastern Brazil — should be considered for

management proposals.

KEY WORDS: genetic connectivity, migration, marine fish, bottleneck, molecular

ecology.
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INTRODUCAO

A identificag¢ao de populacdes de espécies marinhas contribui para a compreensao
de sua ecologia e biogeografia, além de ser um dos temas centrais para o manejo
sustentavel dos recursos pesqueiros (Cadrin et al. 2014) e para a conservagao de espécies
e da integridade dos ecossistemas (Torres-Florez et al. 2018). Uma populacdo pode ser
definida como um grupo de individuos da mesma espécie, que interagem e reproduzem
entre si, mantendo certo grau de isolamento reprodutivo das demais populacdes da
espécie. Dessa forma, cada populacdo ¢ autossustentavel reprodutivamente, apresenta
uma integridade genética caracteristica e estd geralmente associada a um local especifico
dentro da distribuicdo geografica da espécie (Waples & Gaggiotti 2006, Secor et al.
2014). A maneira com que a variagdo genética se distribui dentro e entre populagdes €
conhecida como estruturacdo populacional genética, e pode indicar o nivel de fluxo
génico entre localidades (Laikre et al. 2005).

Dentro do manejo de peixes e outros organismos marinhos também sao definidos
os estoques, um termo multidisciplinar que pode possuir diferentes significados
dependendo do contexto (Carvalho & Hauser 1994). Na biologia pesqueira, o termo
estoque € usado para definir um grupo de peixes explorado em uma determinada area,
com base em referenciais praticos para atividade pesqueira (Gulland, 1983). Na 4rea da
genética, estoques identificados por marcadores moleculares sao considerados sinénimos
de populacdes (Carvalho & Hauser 1994). Unidades homogéneas para propostas de
exploragdo e manejo de recursos pesqueiros sdo conhecidas como estoques unitarios
(sensu Cadrin et al. 2014), que sdo definidos baseados em critérios fenotipicos, ecologicos
ou genotipicos e correspondem a unidades de manejo (Begg & Waldman 1999). Mais
recentemente, o conceito de estoque unitario incorporou outros fatores, como as areas de
atuagdo das pescarias e limites jurisdicionais dos paises (Cadrin et al. 2014).

As caracteristicas genéticas de populagdes sdo comumente determinadas a partir
de marcadores moleculares neutros, que possuem a vantagem de serem pouco
influenciados pelo ambiente. As analises de genética populacional sdo baseadas na
comparag¢do dos gendtipos dos individuos de regides distintas, identificando as possiveis
diferencas genéticas entre elas (Zanella et al. 2017). Esta identificagdo ¢ importante para
a gestdo dos recursos pesqueiros, ja que o manejo de varias populagdes como uma Unica
populagdo pode resultar em deple¢do da variagdo genética (Laikre et al. 2005). Com

marcadores moleculares, ¢ possivel avaliar o declinio populacional de espécies
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exploradas, identificando possiveis efeitos gargalo (bottlenecks — evento de declinio
populacional acentuado, causando decréscimo na diversidade genética) e estimando os
tamanhos populacionais efetivos (N¢) (Marini & Bekkevold 2014). Adicionalmente,
analises moleculares podem inferir fluxo génico e migragdes (Beerli & Felsenstein 1999),
muitas vezes dificeis de observar diretamente em organismos marinhos como peixes de
fase larval planctonica, onde a dispersdao do ictioplancton depende das massas d’adgua
atuantes, feicdes oceanograficas e locais de desova (Macedo-Soares et al. 2014). Dentre
os diversos marcadores moleculares existentes, os microssatélites tém se destacado como
uma excelente técnica para o estudo da diversidade e estrutura genética de populagdes,
assim como a conectividade entre elas (Selkoe & Toonen 2006).

Dentre o vasto DNA satélite, formado por sequéncias nucleotidicas repetitivas,
encontram-se os microssatélites (Garrido-Ramos 2017). Os microssatélites apresentam
unidades de repeti¢do curtas (de um a seis nucleotideos), que podem repetir de 5 a 100
vezes. O numero dessas repeticdes pode diferir entre individuos para o mesmo
microssatélite; consequentemente, pode haver alelos de tamanhos muito distintos para um
mesmo /ocus de diferentes individuos, caracterizando polimorfismos genéticos (Selkoe
& Toonen 2006, Madesis et al. 2013). Esses marcadores moleculares sao codominantes,
pois ¢ possivel avaliar ambos os alelos e distinguir homozigotos (quando os dois alelos
amplificados para o mesmo locus t€ém o mesmo tamanho) de heterozigotos (quando os
dois alelos tém tamanhos diferentes). Os alelos sdo transmitidos entre geragdes, e alguns
deles podem ser Unicos para populacdes especificas. Para identificar geneticamente as
populagdes, indices estatisticos sao utilizados para comparar a frequéncia dos alelos entre
diferentes localidades (Zanella et al. 2017).

Organismos procariotos e eucariotos apresentam microssatélites distribuidos
amplamente nos seus genomas (Zanella et al. 2017). As informagdes contidas nos
microssatélites representam as geracdes mais recentes de uma populagdo, ja que estes
marcadores apresentam altas taxas de mutacio, variando de 10 a 10° eventos de
mutagao por locus por geracao, uma taxa 100 a 1000 vezes mais alta em relagdo a maioria
do DNA nuclear (Wan et al. 2004). As sequéncias de DNA que flanqueiam cada
microssatélite sdo geralmente conservadas em individuos da mesma espécie, sendo
utilizadas como iniciadores (primers) especificos para amplificar esse tipo de marcador
por meio da Reagdo em Cadeia Polimerase (PCR). Por isso, uma de suas limita¢des € ser

espécie-especifico, sendo necessario conhecer os microssatélites da espécie estudada ou
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testar a sua adaptabilidade a partir de espécies filogeneticamente proximas (Selkoe &
Toonen 2006).

A familia Sciaenidae engloba peixes que habitam fundos arenosos ou lodosos, a
maioria deles marinhos e costeiros, desde ambientes tropicais a temperados, sendo muitos
deles recursos pesqueiros (Longhurs & Pauly 1987; Nelson et al. 2016). A castanha
(Umbrina canosai, Berg 1895) ¢ um cienideo demersal, endémico do Atlantico Sudoeste,
distribuido entre o Rio de Janeiro (22° S) no Brasil e o Golfo de Sao Matias na Argentina
(41° 30 S) (Cousseau & Perrota 1998). A espécie atinge mais de 400 mm de
comprimento total e apresenta crescimento lento e longevidade superior a 20 anos
(Haimovici & Reis 1984). Assim como outros Sciaenidae, U. canosai emite sons em
situagdo de ameaca e durante a época reprodutiva, com pulsos e frequéncia espécie-
especificos (Tellechea et al. 2017a). Alimenta-se de organismos bentonicos,
principalmente crusticeos e poliquetas quando juvenis, adicionando também
equinodermos, moluscos e peixes a dieta dos adultos (Haimovici et al. 1989). A espécie
¢ predada por diferentes componentes do nécton, como a toninha (Pontoporia blainvillei
(Tellechea et al. 2017b) o boto-cinza Sotalia guianensis (Lopes et al. 2012), o tubarao-
bico-de-cristal Galeorhinus galeus (Lucifora et al. 2006), a anchova Pomatomus saltatrix
e a pescada-olhuda Cynoscion guatucupa (Lucena et al. 2000). Assim como em outros
teledsteos, a biologia e os ciclos reprodutivos de U. canosai sdo conhecidos por meio da
analise de suas gonadas (Haimovici & Cousin 1989, Militelli et al. 2013).

A espécie ¢ abundante nos meses de verdo na plataforma continental do norte da
Argentina, utilizada principalmente como area de alimentagdo (Gonzalez Alberdi & Nani
1967). No outono, os cardumes migram ao norte e, durante o inverno e primavera,
reproduzem na costa do Rio Grande do Sul ao Cabo de Santa Marta Grande, em Santa
Catarina (33°50° a 28°40°S) (Haimovici & Cousin 1989). As fémeas maiores e mais
velhas, consequentemente mais fecundas, sdo as primeiras a chegar a plataforma
continental do Rio Grande do Sul para a desova, realizada em parcelas, e também sdo as
primeiras a retornar as areas de alimentacao ao sul, no Uruguai e Argentina (Haimovici
& Cousin 1989). No Rio Grande do Sul, os juvenis se desenvolvem em aguas costeiras
durante a primavera e o verdo, € migram para a plataforma intermediaria durante o
outono, onde permanecem até completarem cerca de dois anos de vida e maturarem
sexualmente (Haimovici et al. 1996). Algumas fémeas desovantes também sdo
observadas na costa do Uruguai e Argentina no final da primavera (Militelli et al. 2013),

e poucos adultos permanecem na costa do Rio Grande do Sul no verdo, sugerindo que
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existam outros padrdes migratorios para U. canosai e que alguns individuos sdo
residentes do Rio Grande do Sul, Uruguai e Argentina (Kikuchi et al. no prelo).

O conhecimento sobre a biologia da espécie do Cabo de Santa Marta Grande ao
Rio de Janeiro se restringe a prospeccdes pesqueiras (Zaneti-Prado 1979, Haimovici et
al. 2007, 2008, 2017; Kikuchi et al. no prelo), mas a ocorréncia de juvenis indica que U.
canosai também se reproduz nessa regido (Haimovici et al. 2008). A existéncia de dois
estoques de U. canosai — um do norte da Argentina ao Sul do Brasil e outro no Sudeste
do Brasil — foi proposta por Zaneti Prado & Vazzoler (1976) baseada no tamanho de
primeira maturacdo, e esta hipdtese foi mantida em trabalhos posteriores (Haimovici &
Cousin 1989, Haimovici et al. 2006, 2008). Recentemente, avaliagdes ecoldgicas e
fenotipicas corroboraram essa estrutura. Canel et al. (2019) encontraram que os
individuos do norte da Argentina e do Rio Grande do Sul apresentam uma assembleia
parasitaria distinta dos individuos do Rio de Janeiro. Similarmente, Kikuchi et al. (no
prelo) identificaram que U. canosai possui crescimento e forma do otodlito sagitta
diferentes entre estas duas regioes.

U. canosai € pescada ao longo de toda sua distribuigdo geografica, com maiores
capturas no Sul do Brasil (Haimovici et al. 2006, Kikuchi et al. no prelo). A sua
exploracdo pela pesca industrial comegou em 1970, pelas frotas de arrasto de fundo, e em
1973 sua captura no Atlantico Sudoeste alcangou um pico de 26700 toneladas. A partir
do final dos anos 1980, essa espécie passou a ser alvo também da pescaria de emalhe de
fundo. Nos anos seguintes, as capturas totais decresceram sensivelmente, chegando a
menos de 6000 t em 1998, mas aumentaram para em torno de 15000 t nos anos 2000
(Haimovici et al. 2006). Entretanto, em anos recentes, a espécie passou a ser pescada
também pelo arrasto de meia agua, que captura mais eficientemente cardumes de adultos
grandes ¢ maduros da plataforma externa, que sdo fundamentais para a renovagdo da
populacao por serem mais fecundos (Haimovici & Cardoso 2016). Com a intensa pressao
pesqueira das ultimas décadas, U. canosai estd em risco de colapso pesqueiro na porg¢ao
sul da sua distribuicdo (Haimovici & Cardoso 2016), podendo sofrer perdas na sua
diversidade genética e consequentemente reduzir a sua adaptabilidade frente a mudancgas
ambientais drésticas (Smith et al. 1991).

Embora U. canosai seja um importante recurso pesqueiro, as carateristicas
genéticas de suas populacdes ainda ndo sdo conhecidas. Desta forma, este trabalho
utilizou marcadores microssatélites para identificar a diversidade e a estrutura

populacional genética da espécie, assim como avaliar a conectividade ao longo da sua
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distribuicdo no Atlantico Sudoeste, investigar um possivel efeito gargalo e estimar seu
tamanho populacional efetivo. Adicionalmente, a espécie teve as gonadas analisadas para
inferir sobre sua reprodugdo no Sudeste do Brasil, onde € pouco conhecida, e associar sua
desova com a dispersao larval e as analises genéticas de migragdo. Testamos as hipoteses
de que a espécie ¢ dividida em duas populagdes — uma da Argentina ao Sul do Brasil e
outra no Sudeste do Brasil — e que ela sofreu efeito gargalo provocado pela intensa pressao

pesqueira.

MATERIAL E METODOS

Amostragem, caracterizacao biologica e indice gonadossomatico

Exemplares adultos de castanha (Umbrina canosai), medindo de 225 a 436 mm
de comprimento total, foram coletados em cinco localidades ao longo da distribuicdo
geografica da espécie no Atlantico Sudoeste, correspondendo a aproximadamente 2400
km de linha de costa: Niter6i (RJ), Ilhabela (SP) e Rio Grande (RS) no Brasil, e San
Clemente del Tuyu e Necochea na Provincia de Buenos Aires, Argentina (Figura 1). As
amostras foram obtidas da pesca comercial de arrasto e emalhe, por meio de diferentes
instituicdes parceiras, entre os anos de 2017 e 2019 (Tabela 1).

De cada exemplar foi registrado o sexo, comprimento total (mm), peso total (g),
peso de gonada (precisao de 0,01g) e estagio de maturacdo gonadal (classificagdo
macroscopica). O indice gonadossomatico (IG) de cada individuo foi calculado seguindo
a equacao IG = 100 x (Wg/Wr), onde W € o peso da gonada e Wr € o peso total do
individuo (Haimovici & Cousin 1989). Nao houve avaliagdo das goénadas para as
amostras oriundas da Argentina. Uma subamostra de cada localidade foi selecionada para
as andlises moleculares (detalhes na Tabela 1), sendo coletado um pedago de 2 g de tecido
muscular do dorso de cada individuo e acondicionado em tubos etiquetados. Os tubos
foram preenchidos primeiramente com etanol 70% durante a amostragem e,
posteriormente, substituido por etanol absoluto para estocagem a -20 °C até a etapa de

extragdo de DNA.
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Figura 1: Mapa da regido de amostragem. Pontos indicam as localidades de coleta da
castanha Umbrina canosai ao longo da sua distribui¢do no Atlantico Sudoeste, situadas
nos Estados do Rio de Janeiro (RJ), Sao Paulo (SP) e Rio Grande do Sul (RS) no Brasil;
e na Provincia de Buenos Aires (BsAs) na Argentina (cinza escuro). Outras localidades
mencionadas no texto: Estados do Parand (PR), Santa Catarina (SC) no Brasil e Uruguai

(UY) (cinza claro).

Extracao de DNA

O DNA gendmico de cada individuo foi extraido separadamente utilizando o
método de extragdo salina (Aljanabi & Martinez 1997). A concentra¢do e pureza dos
DNAs foram quantificadas com espectrofotometro BioDrop™ (Biochrom™). As
concentragdes de DNA foram padronizadas para uma faixa de 35 a 65 ng/puL (~50 ng/uL),
através de diluicdo em 4agua ultrapura, previamente a amplificagdo dos marcadores

microssatélites.

Amplificacdo dos microssatélites e genotipagem

Os loci microssatélites foram amplificados por Reacdo em Cadeia da Polimerase

(Polymerase Chain Reaction — PCR). Como até o momento a literatura ndo reporta



16

iniciadores (primers) especificos para Umbrina canosai, foram testados doze primers de
outras espécies de cienideos: 1) primers para oito loci microssatélites, desenvolvidos para
a corvina Micropogonias furnieri ¢ polimoérficos para U. canosai: Mfur02, Mfur03,
Mfur06, Mfurl3, Mfurl4, Mfurl9, Mfur25 e Mfur26 (Vasconcellos 2012); e 2) primers
para quatro /oci microssatélites, desenvolvidos para o corvindo-de-pintas Sciaenops
ocellatus (Turner et al. 1998) e polimérficos para M. furnieri (D’ Anatro et al. 2011):
Soc049, Soc050, Soc085 e Soc204.

As PCRs foram realizadas com as fluorescéncias 6-FAM, HEX e NED (Tabela 2)
para permitir a identificacdo dos diferentes /oci durante a genotipagem, seguindo o
método de Schuelke 2000. Cada primer forward foi sintetizado com uma cauda M13, que
¢ uma sequéncia de anelamento universal, posicionada em sua extremidade 5°. Além dos
primers forward e reverse, foi adicionado a reacdo um terceiro primer, constituido por
uma fluorescéncia também com cauda M13. A PCR foi conduzida com o primer forward
a um quarto da concentragao do primer reverse; dessa forma, o primer forward incorpora
a cauda M 13 aos fragmentos sintetizados durante os primeiros ciclos e logo se esgota, por
estar em menor concentragdo. Em seguida, o primer universal M 13 passa a ser utilizado
como primer forward na reagdo e incorpora a fluorescéncia aos fragmentos (Schuelke
2000, Blacket et al. 2012).

As reagdes foram feitas em um volume total de 20 pL, contendo: 1 x de tampao
(Buffer), 2,5 mM de MgCly, 0,2 mM de cada dNTP, 0,13 uM do primer forward
(contendo cauda M13), 0,5 uM do primer reverse, 0,25 uM de fluorescéncia (também
contendo cauda M13), 1 U de Platinum 7ag DNA Polimerase (Invitrogen) e ~50 ng/uL
de DNA genomico molde, aferidas com 4gua ultrapura (Schuelke 2000, Vasconcellos et
al. 2015). Para cada reacdo de PCR foi incluida uma amostra sem DNA molde (controle
negativo), visando detectar possiveis contaminag¢des durante a amplificacao.

As PCRs foram realizadas em um termociclador Veriti™ 96-Well (Applied
Biosystems). As condi¢des de termociclagem dos microssatélites de M. furnieri foram:
desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 min; 30 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 45 s,
anelamento dos primers de microssatélite a 62 °C por 45 s, extensao a 72 °C por 45 s;
seguido de oito ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 45 s, anelamento da cauda M13 com
fluorescéncia a 53 °C por 45 s, extensdo a 72 °C por 45 s; e, por fim, extensao final a 72
°C por 30 min (Vasconcellos 2012, Vasconcellos et al. 2015). As condicdes de
termociclagem dos microssatélites de S. ocellatus foram: desnaturagao inicial a 94 °C por

3 min; 35 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 30 s, anelamento dos primers de
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microssatélite a 60-62 °C por 30 s, extensdo a 72 °C por 30 s; seguido de oito ciclos de
desnaturagao a 94 °C por 45 s, anelamento da cauda M13 com fluorescéncia a 53 °C por
45 s, extensao a 72 °C por 45 s; e, por fim, extensao final a 72 °C por 30 min (D’ Anatro
et al. 2011). Os ultimos oito ciclos e a longa extensdo final em ambas as termociclagens
promovem a incorporacdo da fluorescéncia aos fragmentos amplificados (Schuelke
2000).

Para verificar o resultado da amplificagdo, os produtos de PCR foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1,8 —2,0% com um marcador de peso molecular (ladder),
imerso em tampao Tris/Borato/EDTA (TBE) 1 X, utilizando o corante intercalante de
acidos nucléicos Gel Red (0,001%), em um transiluminador U.V. Dos primers testados,
Mfurl3 e Soc049 foram descartados por ndo amplificarem as amostras de U. canosai
analisadas neste estudo. Dessa forma, as PCRs e genotipagens prosseguiram com os dez
loci restantes.

Cada marcador microssatélite foi amplificado separadamente (singleplex), exceto
os marcadores Mfurl9 e Mfur25, que foram amplificados simultaneamente (multiplex)
por apresentarem faixas de tamanhos distintas, ndo havendo o risco de sobreposi¢do na
leitura da genotipagem (Guichoux et al. 2011). As PCRs multiplex foram efetuadas com
2 x de tampao (Markoulatos et al. 2002), com ambos os pares de primers e o dobro da
concentragdo de fluorescéncia. Para as amostras que ndo amplificaram ou que produziram
produto de PCR com baixa concentragdo, repetimos as reagdes de PCR aumentando a
concentragdo de ANTP para 0,3 mM e de Platinum 7ag DNA Polimerase para 1,5 U. Para
maximizar o nimero de marcadores por genotipagem, combinamos os produtos de PCR
amplificados com fluorescéncias diferentes em uma mesma leitura (poolplex, Tabela 2)
(Guichoux et al. 2011). As concentracdes dos produtos de PCR foram estimadas com base
no marcador de peso molecular utilizado na eletroforese. As amostras com mais de 80
ng/uL foram diluidas 50% em agua ultrapura durante a montagem das placas destinadas
a genotipagem. Por fim, a genotipagem foi feita em sequenciador automatico na empresa

Macrogen (Coreia do Sul, dna.macrogen.com).
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Tabela 1: Procedéncia e caracterizacdo dos exemplares de Umbrina canosai do Atlantico Sudoeste utilizados para as analises moleculares, com o

pais, a localidade, institui¢@o parceira que disponibilizou os espécimes, arte de pesca utilizada, periodo de amostragem, profundidade (m), nimero

de individuos amostrados (N), sexo, comprimento total (mm) e peso total (g) dos individuos.

Pais Local Instituigdo de coleta Arte de pesca Periodo Profundidade @ N  Sexos Comg)rtl;rilsentos Pesos totais
Niterdi (RJ) Fundacdo Instituto de Pesca  Arrasto de fundo Fev/2019  80-120m 31 159 282-361l mm  250-542 ¢
do Estado do (industrial) 16 &
Rio de Janeiro (FIPERJ)
= Ilhabela (SP) Instituto de Pesca de Sao Emalhe (artesanal) Set/2019 16 -25m 32 159 250-303mm  227-387¢g
g Paulo 178
m
Rio Grande (RS)  Universidade Federal do Rio  Arrasto de fundo, Agoe 18 -105m 34 189 225 -411 mm 144 -982 g
Grande (FURG) arrasto de meia-agua e Set/2018 16 &
emalhe (industriais)
San Clemente del Jan/2019 - 15 - 310-405mm  388-824 ¢
g Tuya (SCT)
b= Universidad Nacional Mar Arrasto de fundo
gn Necochea del Plata (UNMDP) (industrial) Abr/2017 - 16 109 250-355mm  238-528¢
< (NEC) 54

1 s.d.
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Tabela 2: Sequéncias, motivos de repeti¢des, temperatura de anelamento, tamanho de alelos e nimero total de alelos dos primers de microssatélites
utilizados para Umbrina canosai, com cauda M13 sublinhada na regido 5’ em cada primer forward. Para otimizagdo das genotipagens, os loci
foram combinados em poolplex conforme as fluorescéncias associadas, para serem lidos conjuntamente. (*) Mfuri9 e Mfur25 foram amplificados
em multiplex. (**) Mfurl9: autor ndo informou tamanho de alelos da espécie original, estando descritos somente os tamanhos amplificados para
U. canosai. Os primers Soc050, Soc085 e Soc204 foram amplificados na espécie de origem sem a cauda M13, portanto os tamanhos de alelos

originais so menores em relagdo ao presente estudo.

Temperatura de Tamanho dos alelos
Grupo A o s me - . anelamento (em pares de base) Total de Espécie
poolplex Locus Sequéncia dos iniciadores (5°- 37) Repeticdes  Fluorescéncia Original ~ Presente Espécie U. canosai alelos em origem
estudo origem U. canosai
1 Mfur02  F: TGTAAAACGACGGCCTTTGAGTTGGATGGATGAGC (CA)a1 HEX 50 °C 62 °C 194 - 296 218 - 284 30
R: AGTGAGTTTAGAGGGTCTGC
Mfur03  F: TGTAAAACGACGGCCATGGAGCGATTAGGATGTGAAT — (CA)io FAM 50 °C 62 °C 240 - 336 226 - 286 26
R: CTGAAATGACTGAATGAGGCTG §
Mifur06 F: TGTAAAACGACGGCCTTCACGTCTGTAGCTGTGTGTG (TG)14 NED 50 °C 62 °C 245 - 267 255 -323 30 é a
R: GGAGACATCTGCCTGTTGAAG ,§ §
2 Mfurl4 F: TGTAAAACGACGGCCTCGTGATGTAGGGTGAAATCAG (CA)» FAM 50 °C 62 °C 244 - 284 238 - 280 20 EO é
R: TGTGCGAGTGTGAGTTTGCT s 8
Mfurl9* F: TGTAAAACGACGGCCATTCAGGTTTTGAGTACCG (TG)a0 HEX 50 °C 62 °C 302-332%*%  278-354 28 = %
R: TTGAACGACATGGTGCTAGG g“ a
Mfur25* F: TGTAAAACGACGGCCCATGGCTGTCAAAGAAAAGGA (TG)x» HEX 50 °C 62 °C 150 - 220 146 - 228 34 g
R: TGCCTGTAAGCATCAGCAAC ©
Mifur26 F: TGTAAAACGACGGCCGAGGATTTTATTGGCTCGCA (GT) NED 60 °C 62 °C 264 - 326 264 - 280 8
R: GCCTGAGACGTGTTGACTGA
3 Soc050 F: TGTAAAACGACGGCCCCCGTGATTTTAGGCTCAGATA (GT); HEX 58 °C 62 °C 183 195 -279 31 § § PPN
R: CCTTTAGAGTGCAGTAAGTGATTT k= § Q =
Soc085  F: TGTAAAACGACGGCCTTTTGGACCTACACTAGAGTAGC  (AC)7 FAM 58 °C 62 °C 80 - 122 114 - 186 35 g 3 ;%
R: CGTGGGAGACTAGCGATGTAGAT l§ g g g
S0c204  F: TGTAAAACGACGGCCACAGCAGTACCTGCCCAAAACTG  (CTG)p NED 58 °C 60 °C 193 205 - 235 11 s SES
R: TCCCCTTCGTCTTCTTCCACTTC SSES
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Anailise de dados

A leitura dos perfis de genotipagem foi realizada no programa PEAK SCANNER™
1.0 (Applied Biosystems) (fase de calling). Os dez marcadores genotipados possuiam
artefatos de repeticdo do tipo stutter, ou algum outro artefato de PCR. Os marcadores
Mfurl4 e Mfur26 apresentaram picos duplos, com 1 pb de diferenca entre eles, por adicao
de uma adenina; nestes casos, o primeiro pico foi escolhido para representar o alelo, de
acordo com Guichoux et al. (2011). Os loci marcados com fluorescéncia NED sofreram
uma fraca interferéncia (sinal pul/l-up) da fluorescéncia de calibragdo ROX. Os picos
verdadeiros (alelos) foram diferenciados manualmente dos picos stutter e demais tipos de
artefatos seguindo os padrdes descritos na literatura (e.g., Selkoe & Toonen 2006
Apéndice S2, Arif et al. 2010, Guichoux et al. 2011, Flores-Renteria & Krohn 2013). As
classes de alelos foram estabelecidas com o pacote MsatAllele 1.05 (Alberto 2009) do
programa R versao 4.0.2 (R Development Core Team, www.r-project.org), com posterior
verificagdo manual (fase de binning), para que os alelos seguissem o motivo de repeticao
de cada microssatélite (di- ou trinucleotideo) (detalhes no Apéndice 2).

O programa MICRO-CHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004) foi utilizado
para identificar e ajustar os gendtipos dos loci e localidades com alelos nulos (falhas na
amplificacdo de alelos). Nenhum /oci teve os dados afetados por picos tipo stutter nem
por amplificagdo preferencial de alelos pequenos (large allele dropout). No entanto, todas
as localidades apresentaram alelos nulos por excesso de homozigotos em algum locus,
sobretudo as localidades de Niter6i e Ilhabela (Tabela 4). O ajuste exclui os homozigotos
excedentes e repde heterozigotos perdidos, utilizando os alelos disponiveis de cada
marcador e seguindo o Equilibrio de Hardy-Weinberg. Os arquivos de entrada para cada
analise foram formatados pelos programas CONVERT 1.31 (Glaubitz 2004) e PGDSPIDER
2.1.1.5 (Lischer & Excoffier 2012).

Os programas GENEPOP 4.7.5 versdo online (Raymond & Rousset 1995), FSTAT
2.9.4 (Goudet 2001) e ARLEQUIN 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer 2010) foram utilizados
para calcular as frequéncias alélicas e os indices de diversidade genética: nimero de alelos
(Na), riqueza alélica (Ar, uma medida de diversidade genética independente do tamanho
amostral), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (Hg) e coeficiente
de endocruzamento (Fis). O Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e o desequilibrio de
ligacdo foram testados no GENEPOP por meio da Cadeia de Markov, com 10.000

desmemorizagdes (passos de aquecimento), 1.000 lotes (numero de cadeias) e 10.000
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iteracdes por lote (nimero de valores gerados por cada cadeia). A corre¢dao de Bonferroni
foi utilizada para ajustar o nivel de significancia em testes multiplos: apont = o/k, onde a
= 0,05 e k = numero de testes sob a mesma hipotese nula (Rice, 1989).

A estrutura genética foi investigada entre pares de localidades pelo teste G exato
de diferenciagdo populacional no GENEPOP (Cadeia de Markov com os mesmos
parametros descritos acima) e por estimativas de Fst no ARLEQUIN. Duas Analises
Moleculares de Variancia (AMOVA) independentes foram conduzidas no ARLEQUIN,
cada uma com 10.000 permutacdes: 1) comparagdo entre os grupos regionais Sudeste
(RJ+SP) vs. Sul (RS+SCT+NEC); 2) comparagdo entre todas as localidades, sem
agrupamentos. Adicionalmente, foi utilizado o programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et
al. 2000) que atribui individuos de gen6tipo semelhante a populagdo mais provavel. Para
isso, foram simuladas 1 a 5 populagdes (K), com 10 réplicas cada, por meio de uma
Cadeia de Markov e Monte Carlo com 100.000 passos de aquecimento, seguidos de
200.000 passos de simulagdo. O nimero mais provavel de K populagdes foi escolhido
avaliando trés critérios: primeiro, a probabilidade dos individuos pertencerem a cada K
populagdo; segundo, o maior L(K), logaritmo da probabilidade dos dados para cada K; e
terceiro, o maior AK, que indica o nimero mais provavel de populagdes segundo o
método de Evanno et al. 2005, calculado no programa online STRUCTURE HARVESTER
6.94 (Earl & vonHoldt 2012).

A migragdo entre as localidades foi estimada pelo programa MIGRATE 4.0 (Beerli
& Felsenstein 1999), que emprega uma abordagem Bayesiana baseada na teoria da
coalescéncia. A analise foi feita com as configuragdes padrao do programa e o modelo de
movimento Browniano, mais indicado para marcadores microssatélites, que ¢ uma
aproximacao do modelo de mutacao passo a passo (stepwise mutation model, onde a
mutacdo do microssatélite adiciona ou remove apenas uma repeti¢ao). As distribuigdes
posteriores fornecem as médias do tamanho populacional em escala de mutacao (6) e a
taxa de imigracdo em escala de mutacdo (M). Esses dois parametros podem ser
decompostos em 6 = 4N.u, onde o coeficiente 4 ¢ utilizado para organismos diploides, Ne
¢ o tamanho populacional efeito e p ¢ a taxa de mutacao por geracdo; e em M = m/p, onde
m ¢ a taxa de imigracdo por geracdo. Para o MIGRATE, os valores Ne, @ € m nao
necessariamente sdo conhecidos (Beerli 2004). O tempo geracional depende da literatura
e para U. canosai ¢ em torno de dois anos (Haimovici & Cousin 1989). Com 6 e M, ¢
possivel calcular o niimero de imigrantes por geragao (y) em cada localidade seguindo:

Yab = 0b.Mab (Beerli 2004).
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Para verificar se U. canosai sofreu declinio populacional recente na regido de
estudo, trés métodos de efeito gargalo (bottleneck) foram aplicados: primeiro, o excesso
de heterozigosidade pelo teste de Wilcoxon (maior poder estatistico para dados com
menos de 20 /oci), realizado com 10.000 iteragdes no programa BOTTLENECK 1.2.02
(Piry et al. 1999). Este teste compara a heterozigosidade esperada sob o Equilibrio de
Hardy-Weinberg (Hg) com a heterozigosidade esperada sob o equilibrio mutacao-deriva
(Hgo), estimadas pelas frequéncias alélicas. O efeito gargalo ¢ inferido quando hé excesso
significativo de heterozigosidade Hg > Hgq, j4 que Hrq decai mais rapidamente com a
perda de alelos raros (Luikart & Cornuet 1998). Para comparagao, Hgq foi calculado por
trés modelos mutacionais: 1) modelo de alelos infinitos (infinite alleles model), onde a
mutacao do microssatélite adiciona ou remove qualquer nimero de repeti¢des; 2) modelo
passo a passo (stepwise mutation model, conforme descrito acima); e 3) modelo de duas
fases (two phase model), um modelo intermediario entre os dois anteriores. Os parametros
do modelo de duas fases foram escolhidos seguindo Peery et al. (2012): variancia de
mutagdes com mais de uma repeticdo 6> = 12 (correspondente a média 5= 3,1) e 78%
de mutagdes de uma repeticao (22% de mutagdes de mais de uma repeticao).

O segundo método utilizado para verificar o efeito gargalo foi o teste grafico de
déficit de alelos raros, também calculado pelo BOTTLENECK, sob as mesmas condic¢des
descritas anteriormente. Para populagdes estaveis, espera-se que a distribui¢do de
frequéncia de alelos tenha uma moda na classe de alelos raros, compondo um histograma
em forma de L. Quando ha efeito gargalo, alelos raros sdo perdidos e a distribuicdo muda
de forma (Luikart et al. 1998). O terceiro método foi o valor M de Garza & Williamson
(2001), calculado no ARLEQUIN, que ¢ a razdo entre o numero de alelos (Na) e o intervalo
de tamanho do microssatélite em numero de repetigdes (range, r). Para populagdes em
declinio, ¢ esperado que o numero de alelos reduza mais rapidamente do que o intervalo
dos tamanhos, conforme os alelos vio sendo perdidos. E assumido efeito gargalo para
populacdes com o M < 0,68 (valor critico) (Garza & Williamson 2001).

O tamanho populacional efetivo (N¢) foi estimado pelo programa COLONY 2.0.6.5
(Jones & Wang 2010), considerando machos e fémeas de U. canosai como poligdmicos
e mantendo todas as configuracdes padrao do programa. O COLONY estima relagdes de
parentesco entre os individuos da amostra, e o N ¢ inferido com a logica de que quanto
menor o N. de uma populagdo, maior serd a probabilidade de dois individuos escolhidos

ao acaso serem irmaos ou meio irmaos (Wang 2009).
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RESULTADOS

Indices gonadossomaticos e estagios de maturacéo

Os indices gonadossomaticos médios por localidade, para fémeas e machos,
respectivamente, foram: 1,66 ¢ 1,21 em Niteroi (fevereiro); 3,18 ¢ 1,68 em Ilhabela
(setembro); 2,33 e 1,80 em Rio Grande (agosto); 4,90 e 3,97 em Rio Grande (setembro)
(Tabela 3). Qualitativamente, em Ilhabela e Rio Grande, foram mais frequentes gonadas
em maturagdo e em matura¢ao avan¢ada. Em Niteroi, foram mais frequentes gonadas em
recuperagdo e desovadas. A Figura 2 associa os indices gonadossoméaticos médios deste
estudo aos valores encontrados nos respectivos meses por Haimovici & Cousin (1989)

para o sul da distribuicdo da espécie.

Tabela 3: Indices gonadossomaticos médios de fémeas e machos de Umbrina canosai por
localidade no Atlantico Sudoeste, com tamanho amostral (N), desvio padrao (DP) e
intervalo de confianga inferior (ICos -) e superior (ICos +). Amostras da Argentina ndo

tiveram gonadas analisadas.

Média N DP 1Cos - 1Cos +
Niter6i (fevereiro)  Fémeas 1,66 27 0,58 1,43 1,88
Machos 1,21 70 0,55 1,08 1,34
IThabela (setembro)  Fémeas 3,18 43 0,96 2,89 3,46
Machos 1,68 79 1,68 1,31 2,05
Rio Grande (agosto) Fémeas 2,33 26 2,37 1,42 3,24
Machos 1,80 20 1,34 1,21 2,39
Rio Grande (setembro) Fémeas 4,90 26 1,94 4,15 5,64

Machos 3,97 15 2,60 2,66 5,29
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Figura 2: Indices gonadossomaticos (IGs) médios de fémeas e machos da castanha
Umbrina canosai ao longo do ano. Pontos com linhas continuas: Rio Grande, dados de
Haimovici & Cousin (1989). Pontos com barras de erro tracejadas (desvio padrao):
Niteroi e Ilhabela, dados deste trabalho. Os IGs das fémeas de Ilhabela em setembro
foram associados a época de maturacdo sexual, enquanto os IGs das fémeas de Niteroi

em fevereiro foram associados ao periodo pos-desova.

Validacao dos marcadores

Foram utilizados os gendtipos de 128 individuos das cinco localidades (genotipos
e frequéncias alélicas no Apéndice 3). Os dez loci genotipados foram polimorficos,
somando em conjunto 253 alelos detectados (Tabela 2). Os marcadores foram validados
tomando como critérios a frequéncia estimada de alelos nulos (alelos nulos enviesam o
coeficiente de endocruzamento) (Tabela 4), desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg
(Tabela 5) e desequilibrio de ligacao. O marcador Mfur26 apresentou a maior frequéncia
estimada de alelos nulos (média = 0,331). O ajuste de genotipos pelo Micro-Checker
corrigiu seus desvios de Hardy-Weinberg (correcdo de Bonferroni: o < 0,001), mas
produziu muitos dados faltantes ao excluir os homozigotos excedentes. O marcador
Mfurl9 também apresentou elevada frequéncia estimada de alelos nulos (média = 0,207)
e teve desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg nas localidades SP, RS e NEC (corregao
de Bonferroni: a < 0,001), mesmo apos o ajuste dos genotipos. Os marcadores Mfur(2,
Mfur03, Mfur06, Mfurl4 e Soc204 acusaram alelos nulos em algumas localidades, com a
média das frequéncias estimadas proxima ou inferior a 0,10. Alguns desvios do Equilibrio

de Hardy-Weinberg foram observados mesmo apods o ajuste dos gendtipos: Mfur()2 em
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RJ; Mfur03 em SP e RS; Mfur06 em RJ e SP; Mfurl4 em NEC (corre¢do de Bonferroni:
o < 0,001). Os marcadores Mfur25, Soc050 e Soc085 nao apesentaram alelos nulos
significativos e nem desvio do Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Os maiores valores de coeficientes de endocruzamento (Fis > 0,30) estiveram
associados a /oci com alelos nulos ou com desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg,
especialmente aos outliers Mfurl9 (Fis médio 0,367) e Mfur26 (Fis médio 0,505). Devido
aos problemas relatados, os marcadores Mfurl9 e Mfur26 foram excluidos de todas as
analises posteriores. Foram mantidos entdo oito /oci, considerados independentes por nao
possuirem desequilibrios de liga¢ao (correcdo de Bonferroni: a < 0,0002), e assumindo
que as analises ndo foram prejudicadas por seus poucos desvios do Equilibrio de Hardy-

Weinberg.

Tabela 4: Frequéncia de alelos nulos para cada /ocus de microssatélite de cada localidade,
estimada pelo programa MICRO-CHECKER para Umbrina canosai no Atlantico Sudoeste.
Asteriscos indicam alelos nulos significativos. Os loci Mfurl9 e Mfur26 foram excluidos

das analises posteriores.

San Clemente

Locus Niterdi IThabela Rio Grande del Tuya Necochea Média
Mfur02 0,112%* 0,036 0,034 0,096* 0,025 0,061
Mfur03 0,180* 0,207* 0,189* 0,014 -0,007 0,117
Mfur06 0,210%* 0,141%* 0,005 0,134%* 0,038 0,106
Mfurl4 0,161* 0,077 0,068%* -0,006 0,234* 0,107
Mfurl9 0,330%* 0,283* 0,134%* 0,123%* 0,166* 0,207
Mfur25 0,040 -0,023 -0,018 -0,048 -0,050 -0,020
Mfur26 0,364* 0,405%* 0,382%* 0,205%* 0,299%* 0,331
Soc050 0,027 0,051 0,012 0,080 -0,017 0,030
Soc085 0,056 0,025 0,015 0,066 0,031 0,038
Soc204 0,119 0,144* 0,021 -0,022 -0,103 0,032

Diversidade Genética

A Tabela 5 apresenta os indices de diversidade genética para os oito loci
analisados, somando 217 alelos detectados. O trinucleotideo Soc204 foi o marcador
menos diverso, com 11 alelos detectados, enquanto os sete /loci dinucleotideos
apresentaram mais de 20 alelos cada, chegando a 35 alelos identificados para Soc085. A
riqueza alélica variou de 3,387 (Soc204 em NEC) a 11,026 (Mfur25 em SCT); a
heterozigosidade observada variou de 0,533 (Mfur06 em RJ) a 1 (Mfur25 em SCT e
NEC); a heterozigosidade esperada variou de 0,559 (Soc204 em NEC) a 0,967 (Mfur25
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em SCT) e o coeficiente de endocruzamento variou de -0,077 (Soc204 em NEC) a 0,451
(Mfur06 em RIJ) (Tab. 3). A Ho foi maior em Rio Grande (média 0,817) e menor em
Niter6i (média 0,697), localidade que também apresentou o maior Fis (média 0,229). A

Ar e Hg apresentaram médias similares entre as localidades. As médias totais para os

indices de diversidade foram: Ar = 8,983; Ho = 0,770; Hg = 0,895; e Fis = 0,140.

Tabela 5: Diversidade genética de Umbrina canosai do Atlantico Sudoeste, avaliada por
oito loci de microssatélites. Para cada locus e cada localidade, sdo apresentados o numero
de gendtipos utilizados (N), nimero de alelos (Na), riqueza alélica (Ar), heterozigosidade
observada (Ho), heterozigosidade esperada (Hg), probabilidade de conformidade ao
Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e coeficiente de endocruzamento (Fis). Asteriscos

indicam os desvios significativos do HWE depois da corre¢cao de Bonferroni de a < 0,001.

San Clemente del

Locus fndice Niterodi (RJ) Ilhabela (SP) Rio Grande (RS) Tuyti (SCT) Necochea (NEC)
Mfur02 N 26 26 33 15 16
Na 17 16 25 16 17
Ar 9,468 9,161 10,645 9,759 10,311
Ho 0,7308 0,8462 0,8788 0,7333 0,8750
Hg 0,9344 0,9269 0,9552 0,9333 0,9496
HWE *0,0006 0,5473 0,4410 0,0164 0,3782
Fis 0,221 0,089 0,081 0,22 0,081
Mfur03 N 9 14 23 7 10
Na 10 16 20 11 12
Ar 8,732 10,396 10,936 11 9,643
Ho 0,5556 0,5714 0,6087 0,8571 0,9000
He 0,9085 0,9524 0,9623 0,9560 0,9368
HWE 0,0034 *0,0001 *0,0000 0,3337 0,2235
Fis 0,403 0,409 0,373 0,111 0,041
Mfur06 N 15 21 28 12 14
Na 15 17 22 14 17
Ar 10,384 10,265 10,667 10,339 10,833
Ho 0,5333 0,6667 0,9286 0,6667 0,8571
Hg 0,9563 0,9524 0,9565 0,9529 0,9603
HWE *0,0000 *0,0000 0,4736 0,0065 0,1869
Fis 0,451 0,305 0,03 0,31 0,111
Mfurl4 N 25 28 30 9 13
Na 13 14 16 8 13
Ar 8,604 8,327 8,745 7,062 9,386
Ho 0,7200 0,7500 0,7667 0,7778 0,5385
Hg 0,9200 0,9065 0,9096 0,8562 0,9354

HWE 0,0013 0,0088 0,0939 0,3963 *0,0000
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Fis 0,221 0,175 0,159 0,097 0,434
Mfur25 N 30 28 29 9 13
Na 26 21 22 13 14

Ar 10,708 10,082 10,27 11,026 10,013

Ho 0,8667 0,9643 0,9655 1,0000 1,0000

He 0,9520 0,9429 0,9480 0,9673 0,9477

HWE 0,1861 0,5110 0,4635 1,0000 1,0000

Fis 0,091 -0,023 0,019 -0,036 -0,058

Soc050 N 31 27 27 9 15
Na 23 22 21 7 16

Ar 9,739 9,634 9,458 6,399 9,711

Ho 0,8710 0,8148 0,8889 0,6667 0,9333

He 0,9344 0,9147 0,9252 0,7909 0,9333

HWE 0,2261 0,1067 0,5922 0,1341 0,5692

Fis 0,069 0,111 0,04 0,165 0

Soc085 N 29 25 25 9 15
Na 18 24 22 12 13

Ar 7,845 10,358 9,48 9,956 8,012

Ho 0,7586 0,8800 0,8800 0,7778 0,8000

Hg 0,8675 0,9437 0,9200 0,9346 0,8874

HWE 0,4957 0,2991 0,4975 0,1492 0,2363

Fis 0,127 0,069 0,044 0,176 0,102

Soc204 N 24 20 29 9 15
Na 6 7 10 5 4

Ar 4,478 4,783 4,981 4333 3,387

Ho 0,5417 0,6500 0,6207 0,5556 0,6000

He 0,7199 0,7346 0,6461 0,6013 0,5586

HWE 0,0320 0,2503 0,1924 1,0000 0,7743

Fis 0,252 0,118 0,04 0,08 -0,077

N total 31 32 34 15 16

Na 16,0 17,1 19,7 10,7 13,2

| A 8,745 9,126 9,398 8,734 8,912

§ Ho 0,6972 0,7679 0,8172 0,7544 0,8130

He 0,8991 0,9092 0,9029 0,8741 0,8886

Fis 0,229 0,157 0,093 0,140 0,079

Estruturaciao Populacional e Migracao

As andlises indicaram auséncia de estrutura populacional genética e alta

conectividade para U. canosai entre todas as localidades avaliadas. Para cada par de

localidades (corre¢do de Bonferroni: a < 0,005), nenhum teste G exato de diferenciagcdo

populacional foi significativo (x> de 13,7 a 29,1; gl = 16; p-valores > 0,02) e todos os

valores de Fst foram negativos e sem significancia (p-valores > 0,48) (Tabela 6). A
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AMOVA considerando os dois grupos regionais Sul e Sudeste resultou em varia¢des
negativas entre os grupos (Fct=-0,013; p-valor = 1) e entre as localidades (Fsc =-0,014;
p-valor = 0,98), com toda a variagao encontrando-se dentro das localidades (Fst = -0,028;
p-valor = 1). A AMOVA sem agrupamentos teve resultado semelhante, com variagdes
negativas entre as localidades e toda a variacdo encontrando-se dentro das localidades

(Fst=-0,023; p-valor = 1) (Tabela 7).

Tabela 6: Teste G exato de diferenciagdo populacional (p-valores, diagonal superior) e
Fsr (diagonal inferior) entre localidades de amostragem de Umbrina canosai no Atlantico

Sudoeste. Nenhum valor foi significativo (correcdo de Bonferroni: a < 0,005).

Localidade RJ SP RS SCT NEC
Brasil Niteroi (RJ) — 0,256 0,621 0,212 0,040

IThabela (SP) -0,009 — 0,280 0,365 0,023

Rio Grande (RS) -0,037 -0,011 — 0,545 0,571
Argentina San Clemente del

Tuyu (SCT) -0,072 -0,033 -0,032 — 0,275

Necochea (NEC) -0,025 -0,007 -0,001 -0,036 —

Tabela 7: Andalise Molecular de Variancia (AMOVA) comparando os dois grupos
regionais Sul (RS+SCT+NEC) vs. Sudeste (RJ+SP) e todas as localidades de amostragem
de Umbrina canosai no Atlantico Sudoeste. Abreviagdes dos indices de fixagao: cluster
em relacdo ao total (Fcr), subpopulacao em relagao ao cluster (Fsc) e subpopulagao em

relagdo ao total (Fsr).

Grupo regional ~ Fonte de Variagdo Grausde Somados Componentes Porcentagem de Indice de P-valor
liberdade Quadrados de varidncia  variagdo (%) Fixagao
Entre grupos 1 -3,29 Va=-0,029 -1,33 Fer=-0,013 1,00
Sul Entre localidades, B _
(RS+SCT+NEC) dentro dos grupos 3 2,17 Vb=-0,032 -1,46 Fsc=-0,014 0,98
Vs Dentro das _ .
Sudeste (RJ+SP) localidades 251 563,00 Ve =2,.243 102,80 Fsr=-0,028 1,00
Total 255 561,88 Vt=2,182 100
Entre localidades 4 -1,12  Va=-0,051 -2,31 Fsr=-0,023 1,00
Dentro das B
Nenhum grupo localidades 251 563,00 Vb =2,243 102,31

Total 255 561,88 Vt=2,192 100
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Os resultados do STRUCTURE também confirmaram auséncia de estruturagao
populacional genética (Figura 3). Todos os individuos apresentaram a mesma
probabilidade de pertencer a qualquer populacao simulada. Os maiores valores de L(K)
(média = -4688,0) foram encontrados para uma populacdo K = 1. O método do AK ndo ¢
capaz de identificar K = 1; contudo, foi encontrado AK = 1 para K = 2 a 4 populagdes,
indicando que é improvavel a existéncia de mais de uma populagdo. Foram estimadas
altas taxas de migracdo entre todas as localidades. O nlimero médio de imigrantes por
geracado (y) foi similar entre localidades, variando de 11,14 (do Rio de Janeiro a Necochea,
a maior distancia geografica) a 22,09 (de Ilhabela a Rio Grande), com uma média geral

de 18,41 (Figura 4). Rio Grande foi a localidade com maior nimero médio de imigrantes.

100 K=2

0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

RJ SP RS SCT NEC

Figura 3: Simulagdo de duas populacdes (K = 2) para castanha Umbrina canosai no
programa STRUCTURE. A linha quase continua demonstra auséncia de estrutura
populacional genética. Localidades: Niterdi (RJ), Ilhabela (SP), Rio Grande (RS), San
Clemente del Tuyu (SCT) e Necochea (NEC).
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Figura 4: Estimativa do nimero médio de imigrantes por geragdo entre localidades:
Niteroi (RJ), Ilhabela (SP), Rio Grande (RS), San Clemente del Tuyt (SCT) e Necochea
(NEC). (a) Migragdes de sul para norte; (b) migracdes de norte para sul. As setas cinzas

indicam a imigrag@o. As cores das linhas indicam a intensidade da migracao (legenda).

Efeito Gargalo e Tamanho Populacional Efetivo

Nao foram encontradas evidéncias para inferir evento de gargalo populacional
para U. canosai no Atlantico Sudoeste (Tabela 8). Os testes de Wilcoxon para excesso de
heterozigotos foram significativos somente sob o modelo mutacional de alelos infinitos,
para RJ, SP e NEC, bem como quando todas as amostras foram avaliadas como uma unica
populagdo (p-valores < 0,05). Contudo, nenhuma significancia foi encontrada sob os
modelos mutacionais passo a passo ¢ de duas fases, considerados mais adequados para
avaliacdo de microssatélites. Adotando a corre¢ao de Bonferroni, nenhum teste de
Wilcoxon foi significativo (o< 0,0083). Todas as localidades apresentaram o teste grafico
de frequéncia de alelos em forma de L, que ¢ tipico de populagdes estaveis. O valores M
médios foram 0,637 para RJ; 0,696 para SP; 0,739 para RS; 0,494 para SCT; e 0,603 para
NEC; quase todos em torno do valor critico padrao Mc = 0,68. Quando se considerou a
amostra como uma unica populagao, o valor M foi de 0,873.

O programa COLONY estimou o tamanho populacional efetivo (Ne¢) de cada
localidade em numero de individuos considerando cruzamento aleatorio e ndo-aleatorio,
que foram, respectivamente: 85 e 58 para RJ; 68 e 53 para SP; 83 e 70 para RS; 84 ¢ 63
para SCT; 96 e 83 para NEC (Tabela 9). De maneira geral, o N. foi similar entre as duas
formas de cruzamento para todas as localidades, cada uma delas estando na faixa de 50 a

100 individuos.
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Tabela 8: Testes de efeito gargalo para Umbrina canosai no Atlantico Sudoeste: excesso
de heterozigotos pelo teste de Wilcoxon (p-valores), sob trés modelos mutacionais; valor
M de Garza-Williamson (2001). As analises foram feitas para cada localidade e

considerando todas as amostras como uma tnica populacao.

Excesso de heterozigotos pelo Teste de Wilcoxon

Modelo alelos  Modelo de Modelo Valor M
Pais Localidade infinitos duas fases passo a passo
Brasil Niter6i (RJ) 0,020 0,527 0,770 0,637
Ilhabela (SP) 0,037 0,473 0,770 0,696
Rio Grande (RS) 0,320 0,680 0,844 0,739
Argentina San Clemente del Tuyt (SCT) 0,680 0,844 0,980 0,494
Necochea (NEC) 0,014 0,473 0,727 0,603
Unica populagio 0,020 0,809 0,980 0,873
Tabela 9: Tamanho populacional efetivo (N¢) estimado para Umbrina canosai no
Atlantico Sudoeste, por cada localidade e considerando cruzamentos aleatorio e ndo-
aleatorio, com intervalos de confianca inferior (ICos -) e superior (ICos +). Intervalo
superior infinito reflete limitagdo do método para tamanhos amostrais pequenos.
Cruzamento aleatorio Cruzamento nao-aleatorio
Pais Localidade Ne [Cos - ICos+ Ne ICos - ICos +
Brasil Niteroi (RJ) 85 51 174 58 34 114
[lhabela (SP) 68 43 119 53 31 93
Rio Grande (RS) 83 53 136 70 44 121
Argentin  San Clemente del Tuya (SCT) 84 38 infinito 63 29 1398
a
Necochea (NEC) 96 46 3021 83 39 910
DISCUSSAO

Este trabalho avaliou pela primeira vez as caracteristicas genéticas populacionais
da castanha Umbrina canosai, ao longo da maioria da sua distribuicdo geografica no
Atlantico Sudoeste. Para essa avaliacao, foram utilizados oito /oci microssatélites de
espécies cofamiliares. Os primers desenvolvidos para S. ocellatus se demonstraram mais
adequados para as andlises de genética populacional de U. canosai, por apresentarem
baixas frequéncias de alelos nulos e nenhum desvio de Hardy-Weinberg, em comparacao
com os primers desenvolvidos para M. furnieri. A presenga de alelos nulos pode ser uma

consequéncia do uso de microssatélites de outras espécies, o que refor¢a a importancia de
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se desenvolver primers espécie-especificos para estudos populacionais mais robustos.
Alertamos também para a necessidade de implementar protocolos de PCR capazes de
reduzir os picos tipo stutter e demais artefatos de PCR (e.g. Flores-Renteria & Krohn

2013).

Diversidade e estrutura populacional genética e rotas migratérias

A espécie apresentou diversidade genética elevada similar entre todas as
localidades. Todas as analises realizadas mostraram auséncia de estruturagdo
populacional genética para U. canosai no Atlantico Sudoeste, com altas taxas de
imigragao, compondo uma populagao geneticamente homogénea ao longo de toda a area
de ocorréncia. Foi estimada uma faixa de 11 a 22 imigrantes médios por geracdo num
fluxo de migragdo bidirecional, de sul para norte e de norte para sul. Laikre et al. (2005)
discutem que, para algumas espécies de peixes, a homogeneidade genética pode
prevalecer por amplas regides geograficas, com alto fluxo génico e sem isolamento
reprodutivo. As taxas de imigra¢do se demonstraram suficientes para ndo gerar
diferenciagdo genética, podendo ser sustentadas tanto pelo deslocamento de peixes
adultos, migrando ativamente, como pela dispersdo de ovos e larvas.

A migracdo de animais em seu ambiente natural pode ser avaliada por diferentes
abordagens. Neste estudo, a migracao foi inferida a partir de caracteristicas genéticas, em
que sdo estimados os migrantes ao longo das geragdes que efetivamente deixaram
descendentes e contribuiram para o pool genético da regido, geralmente um pequeno
nimero de individuos (Beerli & Felsenstein 1999). Um baixo fluxo génico ja ¢ suficiente
para manter espécies conectadas. Por exemplo, um migrante por geracao pode evitar a
acumulagdo de diferencas genéticas fortes, enquanto dez migrantes por geracao ja sao
capazes de prevenir a maioria das diferencas na frequéncia alélica entre localidades
(Slatkin 1987, Palumbi 2003). O uso de marcadores moleculares ¢ uma importante
ferramenta para avaliar o grau de conectividade de espécies marinhas em suas areas de
ocorréncia, sobretudo quando hd uma fase larval planctonica, com dispersao de dificil
observagdo direta. A maioria das distancias por dispersdo larval ¢ inferida indiretamente,
com base na oceanografia da regido, a biologia das larvas e caracteristicas genéticas dos
adultos (Palumbi 2003). Outra abordagem para acompanhar os deslocamentos de animais
no oceano ¢ a avaliagao da migracao instantanea através de rastreamentos via marcagao

e recaptura ou telemetria (Slatkin 1987, Laikre et al. 2005). Embora estas técnicas sejam
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importantes para entender os movimentos dos individuos, elas ndo permitem inferir a
estrutura populacional, pois 0 movimento entre populagdes nem sempre ird resultar em
reproducao e consequente fluxo génico (Laikre et al. 2005).

Migracdo e dispersdo larval de longas distancias j& foram inferidas por
microssatélites para diversas espécies. Como exemplo, Hoarau et al. (2002) encontraram
homogeneidade genética e alto fluxo génico para o linguado (Pleuronectes platessa)
numa area com mais de 2000 km de linha de costa, na plataforma continental da Franca
até a Noruega, incluindo a Gra-Bretanha. Os autores discutem que, apesar da filopatria
descrita para esse linguado, alguns adultos podem estar migrando e se reproduzindo em
localidades diferentes. Eles também revisam que a espécie apresenta alta mobilidade, com
migracdes comuns de 300 km a uma taxa de >20 km por dia, inesperada para peixes
demersais; e fase larval longa (3 a 4 meses), que pode favorecer dispersoes. Lacerda et
al. (2016) sugerem que as correntes marinhas podem estar dispersando ovos e larvas do
siri-azul (Callinectes sapidus) ao longo de ~740 km da costa do Rio Grande do Sul a
Santa Catarina.

A érea de distribuicao de U. canosai, do Rio de Janeiro ao norte da Argentina, esta
dentro da Provincia Temperada Quente do Atlantico Sudoeste (Spalding et al. 2007). Ao
longo dessa regido, ndo existem barreiras geograficas evidentes com potencial para
impedir o fluxo génico (i.e. formagdes de terra), e ha a influéncia de diferentes correntes
marinhas que fluem para norte e sul. A costa do Atlantico Sudoeste ¢ dominada por duas
correntes oceanicas: a Corrente do Brasil, que transporta a Agua Tropical quente e salina
do nordeste do Brasil em dire¢do ao sul; e a Corrente das Malvinas, um braco da Corrente
Circumpolar Antértica, que transporta a Agua Subantartica fria e menos salina em diregéo
ao norte (Matano et al. 2010). Quando essas duas correntes se encontram, formam a
Confluéncia Brasil-Malvinas, que ocorre em diferentes latitudes de acordo com a estagao
do ano, sendo geralmente entre 30-35°S durante o verdo e 40-46°S durante o inverno
(Zavialov et al. 1998). A confluéncia dessas aguas forma a Agua Central do Atlantico
Sul, que afunda para profundidades maiores que 200 m e retorna a superficie em pontos
de ressurgéncia, como no Cabo de Santa Marta Grande (Acha et al. 2004, Matano et al.
2010). Na plataforma continental, essas correntes oceanicas sofrem dilui¢do pelo aporte
fluvial: a Corrente do Brasil d4 origem a Agua Subtropical de Plataforma, e a Corrente
das Malvinas origina a Agua Subantartica de Plataforma. Uma diluigdo substancial é
provocada pelo Rio da Prata (36°S), entre Uruguai e Argentina, e pela Lagoa dos Patos,

no Rio Grande do Sul (32°S). O encontro dessas aguas caracteriza a Frente Subtropical
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de Plataforma, que ¢ uma extensdo da Confluéncia Brasil-Malvinas sobre a plataforma
continental; sua posi¢do também depende da sazonalidade (Piola et al. 2000).

Nesse meio dindmico, as correntes marinhas determinam a forma como o
ictioplancton se dispersa, influenciando também nas rotas migratdrias de peixes adultos
(Palumbi 2003). A literatura ndo reporta estudos especificos sobre a distribui¢do de ovos
e larvas de U. canosai, nem sobre o rastreamento dos adultos. Estudos com marcagao
para a espécie ndo sdo provaveis no futuro proximo pelo alto custo e por envolver
diferentes paises. Portanto, com base em nossos dados e informagdes disponiveis na
literatura, nés discutimos a seguir quatro formas possiveis de manter o fluxo génico de
U. canosai ao longo da sua distribui¢do geografica no Atlantico Sudoeste. Cabe destacar

que estas quatro hipoteses nao sao excludentes.

1. Deriva de ovos e larvas do sul para o norte: Na por¢ao sul da sua distribui¢do, U.
canosai desova de forma parcelada, durante o inverno e a primavera, na plataforma
continental do Rio Grande do Sul até o Cabo de Santa Marta Grande, em Santa Catarina
(33°50° a 28°40’S) (Haimovici & Cousin 1989). A dispersao dos ovos e larvas no
plancton pode ser investigada por derivadores, dispositivos oceanograficos que flutuam
com as correntes, registrando sua dire¢do e caracteristicas fisicas. No Atlantico Sudoeste,
derivadores identificaram que uma extensdo da Corrente das Malvinas pode carrear a
Agua Subantartica de Plataforma do sul do Brasil (33°S) até a latitude de 22°S durante o
outono ¢ inverno, principalmente pela atuagdo de frentes frias (Campos et al. 1996,
Stevenson et al. 1998). Essa corrente ¢ capaz de levar a fauna planctonica (foraminiferos,
ostracodes e microbivalves) de aguas frias e temperadas até a costa tropical do Rio de
Janeiro durante esse periodo (Stevenson et al. 1998).

Os derivadores superficiais foram liberados em fevereiro (verdao) na plataforma
continental brasileira, em torno de 25°S, sendo inicialmente transportados ao sul. Entre
abril e maio (outono), os derivadores inverteram o seu curso para o norte, prosseguindo
também nos meses de inverno. A direcao e a velocidade das trajetorias foram variaveis,
mas resultaram em deslocamentos lineares de 300 a 500 km por més (Campos et al. 1996,
Stevenson et al. 1998), o que corresponde a aproximadamente 10 a 17 km por dia.
Consequentemente, os ovos e larvas de U. canosai podem ser transportados ao norte por
essa corrente fria e rica em nutrientes. Como a literatura ndo reporta o tempo entre a
desova e a eclosdo, nem a duracdo da fase larval de U. canosai, ¢ possivel apenas

especular sobre uma potencial distancia de dispersdao, com base em dados de espécies
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aparentadas. Ovos de cienideos levam em média um dia para eclodir (comunicacio
pessoal, LA Sampaio e JH Muelbert) e a duracao das larvas no plancton varia conforme
a espécie e a temperatura: por exemplo, larvas de miragaia crescem em meédia a 0,17
mm/dia (Pogonias cromis, Cowan et al. 1992) e duram 21 dias no plancton a 26°C
(Pogonias courbina, comunicacdo pessoal LA Sampaio). J4 as larvas de corvina
(Micropogonias furnieri) crescem em média 0,36 mm/dia a 24 °C (Albuquerque et al.
2009) e permanecem cerca de 12 dias no plancton (Weiss 1981). Em principio, €
improvavel que larvas desovadas ao sul do Cabo de Santa Marta Grande cheguem ao Rio
de Janeiro (~900 km de linha de costa). No entanto, ¢ possivel que esses individuos, apos
fase larval, recrutem como adultos do Sudeste e integrem aos reprodutores da regido em

anos posteriores.

2. Deriva de ovos e larvas do norte para o sul: Existe pouca informagao sobre a biologia
e ciclo reprodutivo da espécie para o Sudeste do Brasil. Contudo, os indices
gonadossomaticos médios das fémeas amostradas em Ilhabela, no més de setembro, e em
Niteroi, no més de fevereiro, foram proximos aos valores médios mensais para o Rio
Grande do Sul nos respectivos meses, regiao onde o ciclo reprodutivo ja é bem descrito
(Haimovici & Cousin 1989). Na Figura 2, ¢ possivel visualizar que os IGs das fémeas de
IThabela em setembro foram compativeis com a época de matura¢do sexual, enquanto os
IGs das fémeas de Niteroi em fevereiro foram associados ao periodo pos-desova (Figura
2). Isso sugere que as desovas de U. canosai no Sudeste acontegam também no inverno e
primavera, assim como no Sul do Brasil. Dessa forma, em teoria os ovos e larvas podem
ser carreados ao sul pela Agua Subtropical de Plataforma, sob a influéncia da Corrente

do Brasil, e atingir a Frente Subtropical de Plataforma.

3. Migracdo de adultos do sul para o norte: U. canosai ¢ capaz de realizar
deslocamentos migratdrios longos. Na época reprodutiva no sul da sua distribuigdo, ¢
conhecido o trajeto desta espécie do norte da Argentina até o Cabo de Santa Marta Grande
(Haimovici & Cousin 1989), com em torno de 1300 km de distancia. Na Figura 4, ¢
possivel observar o alto fluxo génico entre San Clemente del Tuyt e Rio Grande.
Diferentes experimentos mostraram que peixes costeiros realizam em média trajetos de
poucas dezenas de quildmetros (em periodos de ~200 dias a mais de um ano), como
Cinoscion nebulosus (Iversen & Tabb 1962), Pogonias cromis (Murphy et al. 1998),

Argyrosomus japonicus € Pomadasys commersonnii (revisado por Dunlop et al. 2013).
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Porém, os mesmos trabalhos identificaram que uma pequena parcela de individuos dessas
espécies podem alcangar distancias maiores, de centenas a mais de mil quildometros.
Desse modo, ¢ possivel que alguns reprodutores de U. canosai se desloquem da
regido Sul a regido Sudeste do Brasil, uma rota migratoria ainda nio descrita para a
espécie. Individuos que permanecem na costa do Rio Grande do Sul durante o verdo
poderiam migrar para o Sudeste durante o inverno, quando a extensdo da Corrente das
Malvinas € mais intensa (Campos et al. 1996). Ainda, a conectividade do Rio Grande do
Sul a Sdo Paulo e Rio de Janeiro ndo necessariamente ¢ direta, podendo ocorrer ao longo
de geracdes migrando gradativamente ao norte, suportada por individuos em zonas

intermediarias, como a costa de Santa Catarina e Parana.

4. Migracao de adultos do norte para o sul: Reprodutores também podem migrar no
sentido oposto, do Sudeste para o Sul do Brasil. Durante o verdo, parte dos individuos
que reproduzem na costa do Rio Grande do Sul se desloca para 4reas de alimentacdo na
costa uruguaia e argentina (Haimovici & Cousin 1989). O deslocamento para areas de
alimentacdo mais meridionais também ¢ possivel para os exemplares do Sudeste, que
poderiam integrar aos reprodutores do Sul. Esse trajeto poderia ser favorecido pela
Corrente do Brasil, mais intensa no verdo. Novamente, o deslocamento pode ndo ser
direto, mas ao longo de geracdes. Rio Grande foi a localidade com maior niimero de
imigrantes (Figura 4) e pode se comportar como um ponto médio para migragdes

gradativas ao longo de geragdes entre o Sudeste do Brasil e a Provincia de Buenos Aires.

Abordagens genotipica, ecoldgica e fenotipica para a estrutura populacional e

manejo de U. canosai

Diferentes autores argumentam que a identificacao de populacdes e estoques deve
ser feita de forma multidisciplinar, aplicando técnicas ecolodgicas, fenotipicas e
genotipicas (Begg & Waldman 1999, Begg et al. 1999). Enquanto os microssatélites
apontaram uma Unica populacdo geneticamente homogénea de U. canosai, estudos
ecologicos e fenotipicos recentemente identificaram dois grupos — um do norte da
Argentina ao sul do Brasil e a outro no Sudeste do Brasil. Microssatélites sdo marcadores
moleculares neutros por se encontrarem em zonas nao-codificantes do genoma, portanto
refletem o cruzamento entre individuos por hereditariedade mendeliana, retratam os

processos de deriva genética e fluxo génico e ndo sofrem influéncia da selecao natural.
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Em contraste, as técnicas de identificagdo populacional ecoldgicas e fenotipicas incluem
fatores que sao influenciados pelo ambiente.

Canel et al. (2019) identificaram que a fauna parasitaria de U. canosai aumenta
em abundancia e diversidade ao longo do desenvolvimento do peixe, indicando que os
individuos incorporam a assembleia de parasitas do local onde se desenvolvem. Dessa
forma, a diferenciag¢do entre os dois grupos, ndo observada com os microssatélites, pode
ser apenas um resultado das diferencas ambientais entre as regides. A plataforma
continental ao sul do Cabo de Santa Marta Grande (28°S) € caracterizada por aguas frias
(variagdo sazonal de <10 a ~20°C) e menos salinas (< 34), sob a atuagio da Agua
Subantartica de Plataforma. Ao norte do Cabo de Santa Marta Grande, a plataforma
continental ¢ caracterizada por dguas quentes (variagdo sazonal de ~17 a ~27°C) e mais
salinas (>34,5), sob a atua¢io da Agua Subtropical de Plataforma (Piola et al. 2000).

Kikuchi et al. (no prelo) verificaram que U. canosai alcanga maiores tamanhos no
sul da sua distribuicdo, e atribuiram essa diferenca as cadeias alimentares de cada regido,
tendo em vista que os individuos do sul se beneficiam da zona de alta produtividade
primaria e secundaria decorrente da Confluéncia Brasil-Malvinas e da Frente Subtropical
de Plataforma (Acha et al. 2004). A regido Sudeste, o norte da distribui¢do de U. canosai,
¢ influenciada pela ascensio da Agua Central do Atlantico Sul, principalmente durante o
verdo na regido do Cabo Frio (23°S) (Piola et al. 2000). As 4guas frias (podendo ser
inferiores a 15°C) e ricas em nutrientes podem favorecer a produtividade pelagica, mas
resultam em baixa produtividade bentonica (Gaeta & Brandini 2006). Ainda, conforme a
regra da temperatura para animais ectotérmicos, a fisiologia dos peixes ¢ influenciada
pela temperatura (latitude), onde aguas mais frias implicam em maiores tamanhos
corporais (Atkinson 1994).

Por fim, as diferentes formas do otolito observadas para U. canosai refletem a
plasticidade fenotipica dessa estrutura (Kikuchi et al. no prelo). As por¢des do otolito
responsaveis pela audi¢do (e.g. sulcus acusticus) variam menos € sdo mais ligadas a
heranga genética. Ja a forma do otoélito como um todo pode se desenvolver e variar
conforme as caracteristicas do ambiente (e.g. temperatura e salinidade) e a qualidade do
alimento (Schulz-Mirbach et al. 2019). O otdlito recebe estimulos do meio fisico e sua
forma e densidade influenciam na dindmica do fluido interno onde esta inserido, um
processo que esta diretamente relacionado a como o peixe escuta e se orienta (Schulz-

Mirbach et al. 2019). Portanto, a fauna parasitaria e caracteristicas fenotipicas sdo
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adquiridas ao longo do desenvolvimento dos peixes, de acordo com o ambiente onde se
estabelecem.

Marcadores moleculares refletem mais a estruturacdo de populacdes para a
conservagdo da espécie em si, em longo prazo, do que a manutencdo de estoques
exploraveis (Begg & Waldman 1999), identificando menos grupos em relagdo as
abordagens ecoldgicas e fenotipicas (Waldmann 1999). Além disso, microssatélites
retratam diferenciagdes ocorridas ha 10 a 100 geragdes (Selkoe & Toonen 2006),
enquanto as técnicas ecologicas e fenotipicas refletem eventos mais recentes (Waldman
1999), portanto ha fluxo génico entre as regides, mas a mistura de individuos ndo ¢
intensa. Deve-se reforcar que a abordagem genotipica ndo pode ser utilizada
categoricamente na delimitagdo de unidades de manejo, e outros fatores devem ser
considerados para propostas de manejo, incluindo os dois estoques previamente descritos

(Zaneti Prado & Vazzoler 1976, Canel et al. 2019, Kikuchi et al. no prelo).

Comparaciao com outras espécies costeiras e marcadores moleculares

No Atlantico Sudoeste, diversas espécies de crustaceos e peixes costeiros com
fase larval planctonica, alguns também da familia Sciaenidae, tiveram sua genética
populacional investigada por microssatélites e pela regido controle do DNA mitocondrial
(D-loop). As maiores diferenciacdes genéticas sdo encontradas geralmente em
organismos com ampla distribui¢do ao longo da costa atlantica da América do Sul.
Restringindo-se a faixa do Rio de Janeiro ao norte da Argentina, area de distribuicao de
U. canosai, nao ha um padrao Unico de estruturacao.

Assim como para U. canosai, Silva (2015) reportou homogeneidade genética e
alta conectividade para o goete Cynoscion jamaicensis na costa sudeste-sul do Brasil,
avaliando microssatélites e D-loop em conjunto, com diferenciagdo apenas na costa norte
do Brasil. Lacerda et al. (2016) encontraram baixos valores de Fst e alto nimero de
migrantes para o siri-azul Callinectes sapidus por microssatélites na costa sul do Brasil,
considerando apenas uma populacdo para a regiao. Homogeneidade genética também foi
reportada ao longo da costa sudeste-sul para o camardo-branco Litopenaeus schmitti
(Maggioni et al. 2003) e o camarao-rosa Farfantepenaeus paulensis (Teodoro et al. 2020),
avaliados por microssatélites e D-loop respectivamente. A conectividade genética de
peixes do Rio Grande do Sul ao norte da Argentina foi observada para a pescadinha

Macrodon atricauda (Rodrigues et al. 2014), para a miragaia Pogonias courbina
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(Machado et al. 2020), ambas por meio da avalia¢do da regido D-loop; e para tainha Mugi!/
liza (Mai et al. 2014), inferida por microssatélites. A maioria dos autores acima sugere
que esta conectividade € promovida pela acao de correntes marinhas e que a Confluéncia
Brasil-Malvinas e a Frente Subtropical de Plataforma ndo representarem uma barreira
para o fluxo génico das espécies.

Entretanto, diferentes padrdes de estruturagdo também foram identificados do Rio
de Janeiro ao norte da Argentina. Para a tainha Mugil liza (Mai et al. 2014) e o peixe-rei
Atherinella brasiliensis (Cortinhas et al. 2016), avaliados por microssatélites ¢ D-loop,
respectivamente, foi encontrada uma populacdo no Rio de Janeiro independente de
populagdes mais ao sul. A analise de D-loop da pescadinha Macrodon atricauda
(Rodrigues et al. 2014) e do papa-terra Menticirrhus americanus (Freitas et al. 2017), e
de microssatélites da corvina Micropogonias furnieri (Vasconcellos 2012), identificaram
uma diferenciag¢do populacional entre os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina,
sugerindo a Convergéncia Brasil-Malvinas como barreira biogeografica. Para M. furnieri
também foi observada estruturacao populacional entre a costa uruguaia e o estuario do
Rio da Prata, tanto por avaliagdo de microssatélites (D’ Anatro et al. 2011) como de D-
loop (Pereira et al. 2009).

As feigdes oceanograficas podem se comportar como barreiras dindmicas ou ndo,
dependendo da estratégia de vida da espécie analisada (Acha et al. 2004). As frentes
oceanograficas formadas pela Convergéncia Brasil-Malvinas, Frente Subtropical de
Plataforma e a ressurgéncia da Agua Central do Atlantico Sul no Cabo de Santa Marta
Grande ndo foram suficientes para impedir o fluxo génico de U. canosai. Peixes
estuarino-dependentes tendem a apresentar estruturagdo populacional mais
frequentemente, mesmo que fracas. Sdo espécies que utilizam estuarios nos estagios
iniciais de vida como bercarios para seu desenvolvimento — como € o caso da corvina,
tainha, pescadinha, peixe-rei e papa-terra — ou durante todo seu ciclo de vida — como ¢ o
caso de alguns individuos de corvina (Vieira et al. 2010). A permanéncia em estudrios e
areas adjacentes em parte do seu ciclo de vida por essas espécies pode resultar em
restri¢des de fluxo génico entre regides distantes (Rodrigues et al. 2014, Cortinhas et al.
2016, Freitas et al. 2017). J& espécies estritamente marinhas, com boa capacidade
natatéria e que realizam migracdes reprodutivas extensas, como U. canosai, podem
apresentar maior conectividade genética pela a¢do das correntes marinhas.

A interpretacao dos padrdes de estruturacao entre populagdes deve ser ponderada

de acordo com a taxa de mutacdo de cada marcador molecular. A regido controle do DNA
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mitocondrial (D-loop) apresenta taxas de mutagdo mais lentas e representa as geragdes do
Pleistoceno que sofreram modificacoes da linha de costa das ultimas glaciagdes
(Antoniou & Magoulas 2014). Ja os microssatélites tém taxas de mutagcdo mais aceleradas
e retratam uma demografia mais recente, de 10 a 100 geragdes atras (Selkoe & Toonen
2006). Tanto microssatélites como D-loop sdo marcadores genéticos neutros, € existem
casos onde maiores estruturagdes populacionais sdo encontradas com marcadores nao-
neutros do DNA, que sofrem influéncia do ambiente e da selecdo natural, refletindo
divergéncias adaptativas (Marini & Bekkevold 2014). Por exemplo, populagdes de M.
furnieri apresentaram estruturagdo mais intensa para o Atlantico Sudoeste quando foi
avaliada por /oci microssatélites neutros juntamente com comprimento de introns de
genes com funcgdes fisiologicas (e.g. hormonio do crescimento), como marcadores ndo-
neutros (Vasconcellos et al. 2015). Para a costa chinesa, a corvina-amarela (Larimichthys
polyactis) ndo apresentou diferenciagdo genética com microssatélites neutros, mas um
locus microssatélite ligado ao gene do receptor do glutamato foi capaz de identificar
estruturacao (Liu et al. 2016).

Marcadores neutros sdo uteis para investigar o isolamento reprodutivo e o fluxo
génico, utilizados neste estudo. Sugerimos o uso de marcadores ndo-neutros para
trabalhos futuros, que podem complementar a interpretacdo da biologia de U. canosai e
de outras espécies. Nos ndo descartamos a possibilidade de haver uma diferenciagdao
genética sutil ou em andamento para U. canosai, que possa ser identificada por outras
técnicas, como polimorfismos de nucleotideo tinico (single-nucleotide polymorphism -

SNPs) ou marcadores ndo-neutros mais conservados do DNA.

Efeito gargalo e tamanho populacional efetivo

O presente estudo ndo encontrou evidéncias consistentes de efeito gargalo e todas
as localidades apresentaram alta diversidade genética. U. canosai tem sofrido intensa
pressao pesqueira nas ultimas décadas, com queda historica na sua captura por unidade
de esfor¢o (CPUE) — medida indireta (proxy) da abundancia — e risco de colapso da sua
exploracdo pesqueira (Haimovici et al. 2006, Haimovici & Cardoso 2016). No entanto, a
auséncia de efeito gargalo sugere que o declinio demografico ndo implicou na perda da
diversidade genética. No Atlantico Sudoeste, o mesmo acontece com a corvina (D’ Anatro

et al. 2011) e a tainha (Mai et al. 2014), espécies também sobrexploradas.
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Nem todas as espécies de peixes que sofreram declinio populacional apresentam
efeito gargalo, pois o numero de individuos remanescentes ainda ¢ grande o suficiente
para manter a diversidade genética (Pujolar et al. 2011), sobretudo para U. canosai, que
apresenta alta fecundidade e maturagdo sexual aos dois ano de idade (Haimovici & Cousin
1989). Todavia, a auséncia do efeito gargalo ndo exclui outros impactos sofridos pela
espécie, como a remog¢ao dos individuos maiores e mais fecundos, principalmente pelo
arrasto de meia-agua (Haimovici & Cardoso 2016). O alto fluxo génico da espécie
também pode ter influenciado nas andlises de efeito gargalo (Luikart et al. 1998, Peery et
al. 2012), uma vez que a recuperagao da diversidade genética apoés um evento gargalo ¢
mais rapida na presenca de imigragdo (Kellet et al. 2001).

E necessario ressaltar que os métodos utilizados para as estimativas de efeito
gargalo tém limitagdes: os modelos mutacionais nem sempre refletem a realidade e as
simulagdes de cruzamento podem ser simplistas (Pujolar et al. 2011). Também requerem
um maior nimero de /oci e de individuos do que utilizados no presente trabalho para
produzir estimativas acuradas. Por exemplo, os baixos valores M de Niter6i, San
Clemente del Tuyu e Necochea podem ter sido devido ao tamanho amostral pequeno. As
analises do programa BOTTLENECK tém maior poder estatistico com ao menos 10 loci e
30 individuos por localidade (Piry et al. 1999). O valor M necessita de ao menos 7 loci e
25 individuos por localidade (Garza & Williamson 2001).

Apesar da alta diversidade e auséncia de efeito gargalo, foram estimados baixos
tamanhos populacionais efetivos, numa faixa de 50 a 100 individuos para cada localidade.
Em geral, sdo esperados valores pequenos para o N, que ¢ 10° a 10° vezes menor que
censo (N¢), representando somente os individuos que reproduziram com sucesso e que a
prole sobreviveu até o recrutamento. Este indice pode ser interpretado como um proxy do
numero de reprodutores (Np), ou seja, uma minoria de individuos que repde cada geragao
(Marini & Bekkevold 2014, Andreev et al. 2015).

Mesmo assim, ¢ preciso ponderar que o Ne tende a ser subestimado pelo método
do COLONY quando o N. verdadeiro ¢ grande, o tamanho amostral ¢ pequeno ¢ a
informacao dos marcadores ¢ escassa. Para estimativas acuradas de N, é recomendado o
uso de ao menos 20 /oci para espécies poligamicas (Wang 2009) e 50 individuos por
localidade (Marini & Bekkevold 2014). Além disso, o COLONY pressupde que a amostra
pertenca a uma Unica coorte para inferir as relagdes de irmaos e meios-irmaos entre os
individuos. A fuga desse pressuposto pode ter influenciado as estimativas de N. (Wang

2009). Mais estudos, considerando as limitagdes apontadas neste trabalho, sdo
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necessarios para estimar o tamanho populacional efetivo de U. canosai com maior

acuracia, podendo explorar outros métodos, como dos programas LDNe (Waples & Do

2008) e ONeSAMP (Tallmon et al. 2008).

CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

Dos doze primers de microssatélites testados de M. furnieri e S. ocellatus, oito
foram adequados para analises de genética populacional de U. canosai: Mfur(2,
Mfur03, Mfur06, Mfurl4, Mfur25, Soc050, Soc085 e Soc204. Os marcadores
Mfurli3 e Soc049 nao amplificaram para as amostras de U. canosai e o0s
marcadores Mfurl9 e Mfur26 apresentaram excesso de alelos nulos.

A espécie apresentou diversidade genética elevada e similar entre todas as
localidades.

Todas as analises de diferenciacdo genética indicaram auséncia de estruturagdo
genética para U. canosai no Atlantico Sudoeste (hipdtese inicial refutada),
compondo uma populacdo geneticamente homogénea.

A espécie apresenta alto fluxo génico por toda a sua distribuicao geografica, com
11 a 22 imigrantes médios por geracdo em cada localidade. A conectividade pode
estar sendo promovida tanto por migrantes adultos como por dispersdao de ovos e
larvas via correntes marinhas da plataforma continental.

Nao foram identificadas evidéncias consistentes de efeito gargalo genético para
U. canosai. A hipotese de que a pressao pesqueira estaria causando deplecao da
diversidade genética foi refutada.

Foram estimados tamanhos populacionais efetivos na faixa de 50 a 100 individuos
por cada localidade, valor que representa os reprodutores que efetivamente
contribuem para o pool genético. Como discutido, as estimativas podem ter sido
subestimadas, e analises futuras devem focar em mais amostras e nimeros de /oci.
Para propostas de exploragdo e manejo, devem ser considerados os dois estoques
identificados por andlises ecoldgicas/fenotipicas — norte da Argentina ao Sul do
Brasil e Sudeste do Brasil. Mesmo assim, este trabalho forneceu resultados
genéticos importantes para a conservagdo da espécie, como identificacdo da

diversidade genética, conectividade e avaliagcdo do efeito gargalo.
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ABSTRACT

Understanding the population genetics of marine species is key to the definition
of conservation and management strategies. In this work, we used microsatellite
markers to evaluate the genetic diversity and population structure of the Argentine
croaker Umbrina canosai, and to evaluate the connectivity of the species throughout
most of its geographic distribution. Putative bottleneck events and effective population
size were also evaluated. This sciaenid fish is endemic to the Southwestern Atlantic
(from 22°S to 41°30°S) and has been intensively exploited by industrial fisheries in the
southern range of its distribution. Eight microsatellite loci developed for other sciaenids
amplified for U. canosai and were suitable for population genetic analysis, conducted
with 128 individuals from five locations along about 2400 km of coastline (from
southeastern Brazil to northern Argentina). The analyses indicated high genetic
diversity, a genetically homogeneous population, extensive gene flow and no evidence
of a genetic bottleneck event. Each location receives from 11 to 22 migrants from other
areas per generation, a connectivity that may be promoted by egg and larvae dispersal
via ocean currents as well as adult migrations. The large production of planktonic eggs
and larvae, along with its migratory and strictly marine habits, could keep the genetic
connectivity observed for U. canosai. Despite being genetically connected among areas,
in practical terms the two stocks identified by ecological/phenotypic analyses — north of
Argentina to southern Brazil and southeastern Brazil — should be considered for
management proposals.

KEYWORDS: genetic diversity, population structure, bottleneck event, effective

population size, migration, marine fish.
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INTRODUCTION

The identification of populations of marine species contributes to the
understanding of their ecology and biogeography, in addition to being one of the central
aspects in the sustainable management of fishery resources (Cadrin et al. 2014) and for
the maintenance of ecosystem integrity (Torres-Florez et al. 2018). A population can be
defined as a group of conspecific individuals that interact and reproduce with each
other, maintaining a similar genetic pool (Waples & Gaggiotti 2006, Secor et al. 2014).
The manner in which genetic variation is distributed within and between populations is
known as genetic population structure, and can indicate the level of gene flow between
locations (Laikre et al. 2005). Homogeneous units are considered in the exploration and
management of fishery resources as unitary stocks (sensu Cadrin et al. 2014), which are
defined based on phenotypic, ecological and/or genotypic criteria and correspond to
management units (Begg & Waldman 1999). Identifying populations is important for
fisheries resource management, since managing several populations as a single
population can result in depletion of genetic variation (Laikre et al. 2005); such
identification is commonly done using neutral molecular markers. Among several
molecular markers, microsatellites stand out as a useful tool for studying the recent
genetic diversity and structure of populations, as well as the connectivity between them
(Selkoe & Toonen 2006).

The Argentine croaker (Umbrina canosai) is a demersal fish of the Sciaenidae
family, endemic to the Southwestern Atlantic and distributed between Rio de Janeiro
state in Brazil (22°S) and the Gulf of Sdo Matias in Argentina (41°30’S) (Cousseau &
Perrota 1998). The species reaches over 400 mm in total length, has slow growth, lives
for over 20 years (Haimovici & Reis 1984) and feeds on benthic organisms, mainly
crustaceans and polychaetes (Haimovici et al. 1989). The species is abundant in the
austral summer on the continental shelf of northern Argentina, used mainly as a feeding
area (Gonzalez Alberdi & Nani 1967). In the autumn, they migrate to the extreme south
of Brazil (33°50’ to 28°40°S), where reproduction occurs during winter and spring
(Haimovici & Cousin 1989), with posterior development of juveniles (Haimovici et al.
1996). Spawning females are also observed at the coast of Uruguay and Argentina in
late spring (Militelli et al. 2013), and some adults remain at the coast of Rio Grande do
Sul state (south Brazil) in the summer, suggesting that there are possibly other

migratory patterns for U. canosai (Kikuchi et al. in press).
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Knowledge on the biology of the Argentine croaker at the north of its
distribution (southeast Brazil) is limited to fisheries prospection data but the occurrence
of juveniles indicates that U. canosai also reproduces in this region (Zaneti-Prado 1979,
Haimovici et al. 2007, 2008, 2017). The existence of two U. canosai stocks — one from
northern Argentina to southern Brazil and the other in southeast Brazil — was proposed
by Zaneti Prado & Vazzoler (1976), and this hypothesis was maintained in later works
(Haimovici & Cousin 1989, Haimovici et al. 2006, 2008). Recently, ecological and
phenotypic assessments have corroborated this structure. Canel et al. (2019) found that
individuals from northern Argentina and Rio Grande do Sul present a parasitic assembly
distinct from individuals in Rio de Janeiro. Similarly, Kikuchi et al. (in press) identified
that U. canosai from these two regions have different growth and shape of sagittal
otoliths.

U. canosai is exploited by industrial fisheries throughout its distribution, with
catches that reached a maximum of 26,700 tons in 1973 and have been decreasing since
then (Haimovici et al. 2006). In addition to bottom and gillnet trawl fleets, in recent
years midwater trawling has targeted spawning adults on the external shelf of southern
Brazil. This additional pressure puts the species at risk to the collapse of the fishery in
the southern portion of its distribution (Haimovici & Cardoso 2016), which may lead to
losses in genetic diversity and, consequently, reduced adaptability to environmental
changes (Smith et al. 1991). Molecular markers can assist in assessing the population
decline of exploited species, identifying possible bottleneck events and estimating
effective population sizes (N¢) (Marini & Bekkevold 2014).

In this work, we used microsatellite markers to identify the diversity, population
structure and genetic connectivity of U. canosai throughout most of its distribution in
the Southwest Atlantic, as well as to investigate a possible bottleneck effect and
estimate effective population size at the region. In addition, specimens from Brazil had
their gonads evaluated to associate its spawning and larval dispersion with genetic
migration analyses. We tested the hypotheses that the species is divided into two
populations — one from Argentina to south Brazil and the other in southeast Brazil — and

that it suffered a genetic bottleneck caused by intense fishing pressure.
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MATERIAL AND METHODS

Sampling, biological characterization and gonadosomatic index

Adult specimens of Argentine croakers, measuring from 225 to 436 mm total
length, were collected from five locations along approximately 2400 km of the
Southwestern Atlantic coast: Niter6i (Rio de Janeiro state), [lhabela (Sao Paulo state)
and Rio Grande (Rio Grande do Sul state) in Brazil, and San Clemente del Tuyu and
Necochea in the Province of Buenos Aires, Argentina (Figure 1). Samples were
obtained from commercial trawl and gillnet fisheries between 2017 and 2019 (Table 1).
For each specimen, sex, total length (mm) and total weight (g) were recorded. For
specimens from Brazil, gonad weight (0.01 g precision) and qualitative macroscopic
gonadal maturation stage were also registered, and the gonadosomatic index (GI)
calculated for each individual following the equation IG = 100 x (Ws/Wr), where Wg is
the weight of the gonad and Wr is the total weight of the individual (Haimovici &
Cousin 1989). A subsample of each location was selected for molecular analysis (Table
1), with a 2 g piece of muscle collected from each individual and stored in absolute

ethanol at -20 °C until DNA extraction.

; Niteréi (n=31)
Ilhabela (n=32)

24°8

28°S

32°S

36°S

San Clemente del
Tuyt (n=15)

Necochea (n=16) 0 250 500 km A

40°S

60°W 56°W 52°W 48°W 44°W 40°W 36°W
Fig 1: Sampling locationss (indicated by dots) of Argentine croaker Umbrina canosai

along its distribution range in the Southwestern Atlantic, at the Brazilian states of Rio
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de Janeiro (RJ), Sdo Paulo (SP) and Rio Grande do Sul (RS), and in the Argentine
province of Buenos Aires (dark grey). Other localities mentioned in the text: Brazilian

states of Parana (PR) and Santa Catarina (SC), and Uruguay (UY) (light grey).

DNA extraction, amplification and genotyping

The genomic DNA of each individual was extracted from muscle samples using
the saline extraction method (Aljanabi & Martinez 1997). The concentration and purity
of the DNAs were quantified with a BioDrop™ spectrophotometer (Biochrom™). DNA
concentrations were standardized for 35 to 65 ng/uL (~50 ng/uL) by diluting in
ultrapure water. Microsatellite loci were amplified via Polymerase Chain Reaction
(PCR). Since specific primers for Umbrina canosai are not reported in literature, twelve
primers from other species of Sciaenids were tested: 1) primers for eight microsatellite
loci, developed for Micropogonias furnieri and polymorphic for U. canosai: Mfur(2,
Mfur03, Mfur06, Mfurl3, Mfurl4, Mfurl9, Mfur25 and Mfur26 (Vasconcellos 2012);
and 2) primers for four microsatellite loci, developed for the Sciaenops ocellatus
(Turner et al. 1998) and polymorphic for M. furnieri (D’ Anatro et al. 2011): Soc049,
So0c050, Soc085 and Soc204.

PCRs were performed with M13 tails marked with fluorescences 6-FAM, HEX
and NED (Table 2) in order to identify different loci during genotyping; fluorescences
are incorporated into the fragment using forward M13 tailed forward primers (Schuelke
2000, Blacket et al. 2012). The reactions were carried out in a total volume of 20 pL,
containing: 1 x buffer (Buffer), 2.5 mM MgCl2, 0.2 mM of each dNTP, 0.13 uM of the
M13 tailed forward primer, 0.5 uM of the reverse primer, 0.25 uM of M13 tailed
fluorescences, 1 U Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen) and ~50 ng/pL of
genomic DNA template, and completed with ultrapure water (Schuelke 2000,
Vasconcellos et al. 2015). Most microsatellite markers were amplified separately
(singleplex), but Mfur19 and Mfur25 were amplified simultaneously (multiplex)
(Guichoux et al. 2011). Multiplex PCRs were performed with almost the same
concentrations, but with 2x buffer (Markoulatos et al. 2002), both primer pairs and
twice the concentration of fluorescence. For each PCR reaction, a sample without
template DNA (negative control) was included, in order to detect possible

contamination.
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PCRs were performed in a Veriti™ 96-Well thermocycler (Applied Biosystems).
Thermocycling conditions for the M. furnieri microsatellites were: initial denaturation at
94 °C for 5 min; 30 cycles of denaturation at 94 °C for 45 s, primer annealing at 62 °C
for 45 s, extension at 72 °C for 45 s; followed by eight cycles of denaturation at 94 °C
for 45 s, M13 tail annealing at 53 °C for 45 s, extension at 72 °C for 45 s; and a final
extension at 72 °C for 30 min (Vasconcellos 2012, Vasconcellos et al. 2015).
Thermocycling conditions for the S. ocellatus microsatellites were: initial denaturation
at 94 °C for 3 min; 35 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, primer annealing at 60-
62 °C for 30 s, extension at 72 °C for 30 s; followed by eight cycles of denaturation at
94 °C for 45 s, M13 tail annealing at 53 °C for 45 s, extension at 72 °C for 45 s; and a
final extension at 72 °C for 30 min (D’ Anatro et al. 2011). To verify amplifications,
electrophoresis of PCR products was done on 1.8 - 2.0% agarose gels with a molecular
weight marker and GelRed nucleic acid gel stain (0.001%), and visualized in a U.V.
transilluminator. Of the tested primers, Mfurl3 and Soc049 were discarded because
they did not amplify the U. canosai samples analyzed in this study. To maximize the
number of markers per genotyping reaction, we combined the PCR products amplified
with different fluorescences in the same reaction (poolplex, Table 2) (Guichoux et al.
2011). PCR product concentration was estimated based on the molecular weight marker
used in electrophoresis, and genotyping was done in an automated sequencer at

Macrogen (South Korea, dna.macrogen.com).
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Table 1: Origin and characterization of Umbrina canosai specimens from the Southwestern Atlantic used for molecular analyses, with the country,

location, partner institution that provided the specimens, type of fishery, sampling period, depth (m), number of individuals (N), sex, total length

(mm) and total weight (g) of individuals. Und. = undefined.

Country Location Sampling institution Type of fishery Period Depth N Sex Total length ~ Total weight
Niter6i (RJ) Fundacao Instituto de Bottom trawl Feb/2019 80-120 m 31 159 282-36lmm 250-542¢
Pesca do Estado do (industrial) 16 &
Rio de Janeiro (FIPERJ)
' Ilhabela (SP) Instituto de Pesca de Sao Gillnets (artisanal) Sep/2019 16 -25m 32 159 250-303mm 227-387¢
Brazil Paulo 174
Rio Grande (RS)  Universidade Federal do  Bottom and midwater Aug and 18 - 105 m 34 189 225-411mm 144-982¢
Rio Grande (FURG) trawls and gillnets Sep/2018 16 &
(industrial)
San Clemente del Jan/2019 - 15 - 310405 mm 388-824 ¢
Tuyu (SCT)
Areentina Universidad Nacional Mar Bottom trawl
& Necochea del Plata (UNMDP) (industrial) Apr/2017 - 16 109 250-355mm 238-528¢
(NEC) 548

1 und.
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Table 2: Sequences, repetition motifs, annealing temperature, allele size and total number of alleles of the microsatellite primers used for Umbrina
canosai, with M13 tail underlined in the 5’ region of each forward primer. To optimize genotyping, loci were combined in poolplex reactions

according to the associated fluorescences.

Annealing Allele size
Poolplex . .. temperature (basepairs) TotaI. Original
Locus Primer sequences (5°- 3°) Repetitions  Fluorescence . . . . alleles in .
group Original This Original U. canosai . species
. U. canosai
study species
1 Mfur02 F: TGTAAAACGACGGCCTTTGAGTTGGATGGATGAGC (CA)2 HEX 50 °C 62 °C 194 - 296 218 - 284 30
R: AGTGAGTTTAGAGGGTCTGC
Mfur03 F: TGTAAAACGACGGCCATGGAGCGATTAGGATGTGAAT (CA)19 FAM 50 °C 62 °C 240 - 336 226 - 286 26
R: CTGAAATGACTGAATGAGGCTG
Mfur06 F: TGTAAAACGACGGCCTTCACGTCTGTAGCTGTGTGTG (TG4 NED 50 °C 62 °C 245 - 267 255-323 30
R: GGAGACATCTGCCTGTTGAAG Corvina
2 Mfurl4 F: TGTAAAACGACGGCCTCGTGATGTAGGGTGAAATCAG (CA)22 FAM 50 °C 62 °C 244 - 284 238 - 280 20 /\'/Iicropoigorlz
R: TGTGCGAGTGTGAGTTTGCT fas furnieri
(Vasconcell
Mifurl9? F: TGTAAAACGACGGCCATTCAGGTTTTGAGTACCG (TG)20 HEX 50 °C 62 °C 302 - 332b 278 - 354 28 0s 2012)
R: TTGAACGACATGGTGCTAGG
Mfur252  F: TGTAAAACGACGGCCCATGGCTGTCAAAGAAAAGGA (TG)22 HEX 50 °C 62 °C 150 - 220 146 - 228 34
R: TGCCTGTAAGCATCAGCAAC
Mfur26 F: TGTAAAACGACGGCCGAGGATTTTATTGGCTCGCA (GT)o4 NED 60 °C 62 °C 264 - 326 264 - 280 8
R: GCCTGAGACGTGTTGACTGA
3 Soc050 F: TGTAAAACGACGGCCCCCGTGATTTTAGGCTCAGATA (GT), HEX 58 °C 62 °C 183¢ 195 -279 31 Corvindo-
R: CCTTTAGAGTGCAGTAAGTGATTT de-pintas
Soc085  F: TGTAAAACGACGGCCTTTTGGACCTACACTAGAGTAGC  (AC),7 FAM 58°C  62°C  80-122° 114 - 186 35 Sciacnops
R: CGTGGGAGACTAGCGATGTAGAT (Turner et
Soc204  F: TGTAAAACGACGGCCACAGCAGTACCTGCCCAAAACTG  (CTG),  NED 58°C  60°C 193¢ 205 - 235 11 ab, 1998
R: TCCCCTTCGTCTTCTTCCACTTC al. 2004)

* Mfurl9 and Mfur25 were amplified in multiplex reactions.
® Mfur19: author did not report allele sizes of the original species; only the amplified sizes for U. canosai are shown.
¢Soc050, Soc085 and Soc204 were amplified in the original species without the M13 tail; therefore, original allele sizes are smaller than those in

this study.
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Data analysis

Genotype profiles were read on Peak Scanner™ 1.0 (Applied Biosystems). The
true peaks (alleles) were visually differentiated from the stutter peaks and other types of
artifacts, following the patterns described in the literature (eg, Selkoe & Toonen 2006
Appendix S2, Arif et al. 2010, Guichoux et al. 2011, Flores-Renteria & Krohn 2013).
Allele classes were established in R version 4.0.2 (R Development Core Team, www.r-
project.org) with the MsatAllele 1.05 package (Alberto 2009). Alleles were then
checked visually to see if they followed the repetition motifs of each microsatellite (di-
or trinucleotide).

None of the loci had data affected by stutter peaks or large allele dropout.
However, all areas showed null alleles due to excess homozygotes, especially Niteroi
and Ilhabela (Table 4), and Micro-Checker 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004) was used
to identify and adjust the genotypes of loci and locations that presented null alleles. The
input files for each analysis were formatted using Convert 1.31 (Glaubitz 2004) and
PGDSpider 2.1.1.5 (Lischer & Excoffier 2012). GenePop 4.7.5 (Raymond & Rousset
1995), FSTAT 2.9.4 (Goudet 2001) and Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer 2010)
were used to calculate allele frequencies and genetic diversity indices: number of alleles
(Na), allelic richness (Ar), observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (Hg)
and inbreeding coefficient (Fis). Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) and linkage
disequilibrium were tested in GenePop using Markov Chains with 10,000
dememorization steps, 1,000 batches and 10,000 iterations per batch. Bonferroni’s
correction was used to adjust the level of significance in multiple tests: aBont = o/k,
where a = 0.05 and k = number of tests under the same null hypothesis (Rice 1989).

Genetic structure was investigated between pairs of localities by the exact G test
of population differentiation in GenePop (with the same Markov Chain parameters
described above) and by Fst estimates in Arlequin. Two independent Molecular
Analysis of Variance (AMOVA) were also conducted in Arlequin, each with 10,000
permutations: 1) comparison between the Southeast (RJ + SP) vs. South (RS + SCT +
NEC) groups; 2) comparison among all locations. Additionally, Structure 2.3.4
(Pritchard et al. 2000) was used to assign individuals of similar genotypes to the most
likely population. For this, 1 to 5 populations (K) were simulated, with 10 replicates
each, using a Markov Chain with 100,000 burn-in steps, followed by 200,000

simulation steps. The most likely number of K populations was chosen by evaluating
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three criteria: the probability of individuals belonging to each K population, the largest
L(K), and the largest AK, according to the Evanno method (Evanno et al. 2005),
calculated in Structure Harvester 6.94 (Earl & von Holdt 2012). Migration between
locations was estimated in Migrate 4.0 (Beerli & Felsenstein 1999), which employs a
Bayesian approach based on the coalescence theory. This analysis was performed using
the program’s default settings and the Brownian motion model. The average number of
migrants per generation (y) between locations was calculated as ya = 0v.Mab, Wwhere 6
represents the mutation-scaled population size and M represents the mutation-scaled
migration rate (Beerli 2004).

To verify if U. canosai suffered loss of genetic diversity due to recent population
decline, three bottleneck methods were applied: first, excess heterozygosity was
evaluated with the Wilcoxon test (more adequate for datasets with less than 20 loci),
performed with 10,000 iterations in Bottleneck 1.2.02 (Piry et al. 1999). This test
compares the expected heterozygosity under the Hardy-Weinberg Equilibrium (Hg) with
the expected heterozygosity under the mutation-drift equilibrium (Hgg), and a
bottleneck effect is inferred when there is a significant excess of heterozygosity Hg>
Heq (Luikart & Cornuet 1998). Heq was calculated under the infinite alleles model,
stepwise mutation model and two-phase model. The two-phase model parameters were
chosen following Peery et al. (2012): variance of mutations with more than one
repetition 6,”> = 12 (corresponding to mean 8, = 3.1) and 78% of mutations with one
repetition (22% with more than one repetition). The second method was the graphical
test of rare allele deficit, also calculated in Bottleneck, under the previously described
conditions. For stable populations, the frequency distribution of alleles is expected to
present an L-shaped histogram. When there is a bottleneck, rare alleles are lost and the
distribution changes shape (Luikart et al. 1998). The third bottleneck evaluation method
was the M ratio (Garza & Williamson 2001), calculated in Arlequin, which is the ratio
between the number of alleles (Na) and the microsatellite size range (r) in terms of
number of repetitions. A bottleneck effect is assumed for populations with M < 0.68
(Garza & Williamson 2001). Effective population size (N¢) was estimated using the
sibship assignment method in Colony 2.0.6.5 (Jones & Wang 2010), considering U.

canosai to be polygamous and maintaining the software’s default settings.



62

RESULTS

Gonadosomatic indexes

The mean gonadosomatic indexes per location in Brazil, for female and male U.
canosai, were respectively: 1.66 and 1.21 in Niter6i (February); 3.18 and 1.68 in
IThabela (September); 2.33 and 1.80 in Rio Grande (August); 4.90 and 3.97 in Rio
Grande (September) (Table 3). In [lhabela and Rio Grande, maturation and advanced
maturation gonads were more frequent. In Niteroi, there was higher frequency of in
recovery and spawned gonads. Figure 2 associates the mean gonadosomatic indexes
obtained in this study from Niter6i and Ilhabela, northern portion of the species
distribution, with the values found by Haimovici & Cousin (1989), in the southern

portion of the species distribution.

Table 3: Mean gonadosomatic indexes (Gls) of female and male Umbrina canosai per
location along the Brazilian coast in the Southwestern Atlantic, with sample size (N),

standard deviation (SD) and lower (Clos -)/upper (Clos +) confidence intervals.

Mean N SD 1Cos - ICos +
Niter6i (February) Females 1.66 27 0.58 1.43 1.88
Males 1.21 70 0.55 1.08 1.34
IThabela (September) Females 3.18 43 0.96 2.89 3.46
Males 1.68 79 1.68 1.31 2.05
Rio Grande (August) Females  2.33 26 2.37 1.42 3.24
Males 1.80 20 1.34 1.21 2.39
Rio Grande (September) Females  4.90 26 1.94 4.15 5.64

Males 3.97 15 2.60 2.66 5.29
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Fig 2: Mean gonadosomatic indexes (Gls) of female and male Umbrina canosai
chestnut throughout the year. Points with continuous lines: Rio Grande, data by
Haimovici & Cousin (1989). Points with dashed error bars (standard deviation): Niteroi
and Ilhabela, data from this work. The IGs of the females of Ilhabela in September were
compatible with the time of sexual maturation, while the IGs of the females of Niteroi

in February were associated with the post-spawning period.

Marker validation

The genotypes of 128 individuals from the five locations were used. The ten
genotyped loci were polymorphic, with a total of 253 alleles (genotypes and its allele
frequencies showed in Appendices of Supplementary Material). The markers were
validated according to the frequency of null alleles (Table 4), deviations from HWE
(Table 5) and linkage disequilibrium. The highest frequencies of null alleles were found
for markers Mfur26 (mean 0.331) and Mfur19 (mean 0.207); due to this, they also
presented inflated inbreeding coefficients (Mfur26, mean Fis 0.550; Mfurl9, mean Fis
0.367), and these were excluded from all subsequent analyses. Mfur02, Mfur03,
Mfur06, Mfurl4 and Soc204 presented null alleles for some locations, with the mean
estimated frequencies close to or below 0.10. Some deviations from HWE were
observed even after adjusting the genotypes: Mfur02 in RJ; Mfur03 in SP and RS;
Mfur06 in RJ and SP; Mfur14 in NEC (Bonferroni correction: a <0.001). Mfur25,
Soc050 and Soc085 did not show significant null alleles or deviation from HWE.

Therefore, eight loci were maintained, considered independent because they did not
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present linkage disequilibrium (Bonferroni correction: o <0.0002), and assuming that

the analyses were not affected by their small deviations from HWE.

Table 4: Frequency of null alleles for each microsatellite locus in each location,

estimated for Umbrina canosai in the Southwest Atlantic. Asterisks indicate significant

null alleles; Mfur19 and Mfur26 were excluded from further analyses.

San Clemente

Locus  Niterdi Ilhabela Rio Grande del Tuyt Necochea Mean
Mfur02 0.112* 0.036 0.034 0.096* 0.025 0.061
Mfur03  0.180* 0.207* 0.189* 0.014 -0.007 0.117
Mfur06 0.210* 0.141* 0.005 0.134* 0.038 0.106
Mfurl4 0.161%* 0.077 0.068* -0.006 0.234%* 0.107
Mfurl9 0.330%* 0.283* 0.134* 0.123* 0.166* 0.207
Mfur25 0.040 -0.023 -0.018 -0.048 -0.050 -0.020
Mfur26 0.364* 0.405* 0.382%* 0.205* 0.299* 0.331
Soc050 0.027 0.051 0.012 0.080 -0.017 0.030
Soc085 0.056 0.025 0.015 0.066 0.031 0.038
Soc204 0.119 0.144* 0.021 -0.022 -0.103 0.032

Genetic diversity

Table 5 presents the genetic diversity indexes for the eight analyzed loci, in a

total of 217 alleles. The trinucleotide Soc204 was the least diverse marker, with 11

alleles detected; the seven dinucleotide loci showed more than 20 alleles each, with a

maximum of 35 alleles identified for Soc085. The allelic richness varied from 3.387
(Soc204 in NEC) to 11.026 (Mfur25 in SCT). Observed heterozygosity ranged from
0.533 (Mfur06 in RJ) to 1 (Mfur25 in SCT and NEC) and the expected heterozygosity
ranged from 0.559 (Soc204 in NEC) to 0.967 (Mfur25 in SCT); the inbreeding
coefficient ranged from -0.077 (Soc204 in NEC) to 0.451 (Mfur06 in RJ). Ho was

higher in Rio Grande (average 0.817) and lower in Niterdi (average 0.697), a location

that also had the highest Fis (average 0.229). Ar and Hg presented similar means among
sampling locations. Total means for diversity indexes were: Ar = 8.983; Ho = 0.770; Hg

=(.895; and Fis = 0.140.
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Table 5: Genetic diversity of Umbrina canosai from the Southwestern Atlantic,
evaluated by eight microsatellite loci. For each locus and each location, the number of
genotypes used (N), number of alleles (N4), allelic richness (Ar), observed
heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (Hk), likelihood of conformity to Hardy-
Weinberg Equilibrium (HWE) and inbreeding coefficient (Fis). Asterisks (*) indicate

significant deviations from HWE after Bonferroni's correction of a < 0.001.

San Clemente del

Locus  Index Niter6i (RJ) Ilhabela (SP) Rio Grande (RS) Tuyt (SCT) Necochea (NEC)
Mfur02 N 26 26 33 15 16
Na 17 16 25 16 17
Ar 9.468 9.161 10.645 9.759 10.311
Ho 0.7308 0.8462 0.8788 0.7333 0.8750
Hg 0.9344 0.9269 0.9552 0.9333 0.9496
HWE  *0.0006 0.5473 0.4410 0.0164 0.3782
Fis 0.221 0.089 0.081 0.22 0.081
Mfur03 N 9 14 23 7 10
Na 10 16 20 11 12
Ar 8.732 10.396 10.936 11 9.643
Ho 0.5556 0.5714 0.6087 0.8571 0.9000
He 0.9085 0.9524 0.9623 0.9560 0.9368
HWE  0.0034 *0.0001 *<0.0001 0.3337 0.2235
Fis 0.403 0.409 0.373 0.111 0.041
Mfur06 N 15 21 28 12 14
Na 15 17 22 14 17
Ar 10.384 10.265 10.667 10.339 10.833
Ho 0.5333 0.6667 0.9286 0.6667 0.8571
He 0.9563 0.9524 0.9565 0.9529 0.9603
HWE  *<0.0001 *<(0.0001 0.4736 0.0065 0.1869
Fis 0.451 0.305 0.03 0.31 0.111
Mfurl4 N 25 28 30 9 13
Na 13 14 16 8 13
Ar 8.604 8.327 8.745 7.062 9.386
Ho 0.7200 0.7500 0.7667 0.7778 0.5385
Hg 0.9200 0.9065 0.9096 0.8562 0.9354
HWE  0.0013 0.0088 0.0939 0.3963 *<(0.0001
Fis 0.221 0.175 0.159 0.097 0.434
Mfur25 N 30 28 29 9 13
Na 26 21 22 13 14
Ar 10.708 10.082 10.27 11.026 10.013
Ho 0.8667 0.9643 0.9655 1.0000 1.0000
Hg 0.9520 0.9429 0.9480 0.9673 0.9477
HWE 0.1861 0.5110 0.4635 1.0000 1.0000
Fis 0.091 -0.023 -0.019 -0.036 -0.058
Soc050 N 31 27 27 9 15
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Na 23 22 21 7 16
AR 9.739 9.634 9.458 6.399 9.711
Ho 0.8710 0.8148 0.8889 0.6667 0.9333
Hg 0.9344 0.9147 0.9252 0.7909 0.9333
HWE 0.2261 0.1067 0.5922 0.1341 0.5692
Fis 0.069 0.111 0.04 0.165 0
Soc085 N 29 25 25 9 15
Na 18 24 22 12 13
AR 7.845 10.358 9.48 9.956 8.012
Ho 0.7586 0.8800 0.8800 0.7778 0.8000
Hg 0.8675 0.9437 0.9200 0.9346 0.8874
HWE  0.4957 0.2991 0.4975 0.1492 0.2363
Fis 0.127 0.069 0.044 0.176 0.102
Soc204 N 24 20 29 9 15
Na 6 7 10 5 4
Ar 4.478 4.783 4.981 4.333 3.387
Ho 0.5417 0.6500 0.6207 0.5556 0.6000
Hg 0.7199 0.7346 0.6461 0.6013 0.5586
HWE  0.0320 0.2503 0.1924 1.0000 0.7743
Fis 0.252 0.118 0.04 0.08 -0.077
N total 31 32 34 15 16
Mean N, 16.0 17.1 19.7 10.7 13.2
Ar 8.745 9.126 9.398 8.734 8.912
Ho 0.6972 0.7679 0.8172 0.7544 0.8130
Hg 0.8991 0.9092 0.9029 0.8741 0.8886
Fis 0.229 0.157 0.093 0.140 0.079

Population structure and migration

The analyses indicated the absence of genetic population structure and high
connectivity of U. canosai among all evaluated locations. None of the exact G tests of
population differentiation between pair of localities were significant (y? from 13.7 to
29.1; df = 16; p-values > 0.02) and all Fst values were negative and non-significant (p-
values > 0.48) (Bonferroni correction: o < 0.005) (Table 6). The AMOVA considering
the two regional groups (South and Southeast) resulted in negative, non-significant
variations between groups (Fct = -0.013; p-value = 1) and localities (Fsc = -0.014; p-
value = 0.98), with all variation being within the localities (Fst = -0.028; p-value = 1).
The ungrouped AMOV A also showed negative variations between locations, with all

variation being observed within locations (Fst=-0.023; p-value = 1) (Table 7).
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Table 6: Exact G test of population differentiation (p-values, upper diagonal) and Fsr
(lower diagonal) between Umbrina canosai sampling locations in the Southwestern

Atlantic. No value was significant (Bonferroni correction: a < 0.005).

Location RJ SP RS SCT NEC
Niter6i (RJ) - 0.256 0.621 0.212 0.040
Ilhabela (SP) -0.009 - 0.280 0.365 0.023
Rio Grande (RS) -0.037 -0.011 - 0.545 0.571
San Clemente del Tuya (SCT)  -0.072 -0.033 -0.032 - 0.275
Necochea (NEC) -0.025 -0.007 -0.001 -0.036 -

Table 7: Analysis of Molecular Variance (AMOV A) comparing southern cluster (RS +
SCT + NEC) vs. southeastern cluster (RJ + SP) and among all sampling locations of U.
canosai in Southwestern Atlantic. Abbreviations of fixation indexes: cluster in relation
to the total (Fct), subpopulation in relation to the cluster (Fsc) and subpopulation in

relation to the total (Fst).

Group Source of variation Degrees Sum of Variance Percentage Fixation P-value
of squares components  variation (%) index
freedom
Between groups 1 -3.29 Va=-0.029 -1.33 Fer=-0.013 1.00
South
(RS+SCT+NEC) Among locations, 2.17 Vb=-0.032 -1.46 Fsc=-0.014 0.98
Vs. within group
(Slg‘j‘ige;‘)“ Within locations 251 563.00  Vc=2243  102.80 Fsr=-0.028 1.00
Total 255 561.88 Vt=2.182 100
Among locations 4 -1.12 Va=-0.051 -2.31 Fst=-0.023 1.00
No group Within locations 251 563.00 Vb =2.243 102.31
Total 255 561.88 Vt=2.192 100

Results from Structure software also indicated lack of genetic population
structure, with all individuals being equally likely to belong to any simulated
population. The highest L(K) values (mean = -4688.0) were found for K = 1 population.
The AK method is not able to identify K = 1; however, a low AK ~ 1 was found for K =
2 to 4 populations, indicating that the existence of more than one population is unlikely
(Figure 3). Estimated migration rates were high, with mean number of migrants per
generation being similar among locations and ranging from 11.14 (from Niteroi to
Necochea, largest geographical distance) to 22.09 (from Ilhabela to Rio Grande), with
an overall mean of 18.41. Rio Grande was the location that received the highest number

of migrants (Figure 4).
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Fig 3: Structure simulation of two populations (K = 2) of Umbrina canosai in the
Southwestern Atlantic. Sampling locations: Niteroi (RJ), Ilhabela (SP), Rio Grande
(RS), San Clemente del Tuyu (SCT) and Necochea (NEC).
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Fig 4: Mean number of immigrants per generation between locations: Niteroi (RJ),
Ilhabela (SP), Rio Grande (RS), San Clemente del Tuya (SCT) and Necochea (NEC). a
Migrations from south to north; b Migrations from north to south. Gray arrows indicate

migration direction and line colors indicate the number of migrants.

Bottleneck effect and effective population size

The results do not indicate a population bottleneck for U. canosai in the
Southwestern Atlantic (Table 8). Wilcoxon’s tests for excess heterozygotes were
significant for some locations (RJ, SP and NEC) under the infinite alleles mutation
model, as well as when all samples were evaluated as a single population (p-values <
0.05). However, no significance was found with the step-by-step and two-phase models,

considered more suitable microsatellites. After Bonferroni correction, all Wilcoxon tests



69

were non-significant (a < 0.0083). For the graphical test of allele frequency, the five
locations presented L-shaped distributions, which is an indication of stable populations.
The average M ratios were 0.637 for RJ; 0.696 for SP; 0.739 for RS; 0.494 for SCT; and
0.603 for NEC; almost all around the standard critical value Mc = 0.68. When the
samples were considered as a single population, the M ratio was 0.873. The effective
population sizes (Ne) in number of individuals estimated with Colony software,
considering random and non-random mating, were respectively: 85 and 58 for RJ; 68
and 53 for SP; 83 and 70 for RS; 84 and 63 for SCT; 96 and 83 for NEC (Table 9). In
general, random and non-random mating led to similar N. estimates, within the range of

50 to 100 individuals.

Table 8: Bottleneck effect tests for Umbrina canosai in the Southwestern Atlantic:
Wilcoxon’s test of excess heterozygotes (p-values), under three mutational models;
Garza-Williamson M value (2001). Analyses were done separately for each location,

and for all locations grouped into a single population.

Wilcoxon’s test of excess heterozygotes

Location Infinite alleles Two-phase Stepwise M ratio
Niteroi (RJ) 0.020 0.527 0.770 0.637
Ilhabela (SP) 0.037 0.473 0.770 0.696
Rio Grande (RS) 0.320 0.680 0.844 0.739
San Clemente del Tuya (SCT) 0.680 0.844 0.980 0.494
Necochea (NEC) 0.014 0.473 0.727 0.603
Single population 0.020 0.809 0.980 0.873

Table 9: Estimated effective population size (Ne) for each Umbrina canosai sampling
location in the Southwestern Atlantic, considering random and non-random mating,

with lower (ICos -) and upper confidence intervals (ICos +).

Random mating Non-random mating
Location Ne 1Cos - I1Cos5+ Ne I[Cos -  1Cos5+
Niteroi (RJ) 85 51 174 58 34 114
IThabela (SP) 68 43 119 53 31 93
Rio Grande (RS) 83 53 136 70 44 121
San Clemente del Tuyu (SCT) 84 38 oo? 63 29 1398
Necochea (NEC) 96 46 3021 83 39 910

# Infinite upper interval reflects the method limitation for small sample sizes.
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DISCUSSION

This work evaluated, for the first time, the population genetic characteristics of
the Argentine croaker Umbrina canosai throughout most of its distribution range in the
Southwestern Atlantic. The primers previously developed for S. ocellatus were more
suitable for U. canosai — as they presented low null allele frequencies and no deviation
from HWE — than those developed for M. furnieri. The presence of null alleles may be a
consequence of the use of microsatellites described for other species, which reinforces
the importance of developing species-specific primers for more robust genetic

evaluations.

Genetic diversity, structure and migrations

The species showed high and similar genetic diversity between locations. All
analyses indicated an absence of genetic population structure for U. canosai in the
Southwestern Atlantic, composing a genetically homogeneous population with no
reproductive isolation. High migration rates were estimated in a bidirectional flow
(north-south and vice-versa), with 11 to 22 average migrants per generation between
each pair of locations. Although migration numbers appear be low, the estimated values
represent migrants that actually generated offspring and contributed to the region’s gene
pool (Beerli & Felsenstein 1999), since a small amount of gene flow (1 to 10 migrants
per generation) is already sufficient to maintain genetic similarity between locations,
preventing strong differentiations (Slatkin 1987, Palumbi 2003). The use of molecular
markers is an important tool to evaluate the degree of connectivity of marine animals,
especially in species with high potential for dispersal (such as via planktonic larval
phases) that lack tagging/tracking data, as is the case for U. canosai.

The distribution area of U. canosai, from Rio de Janeiro to northern Argentina,
1s within the Southwestern Atlantic Warm Temperate province (Spalding et al. 2007).
Throughout this region, there are no obvious geographical barriers with the potential to
stop gene flow (i.e. land barriers), and different marine currents — that flow to the north
and south — could influence fish dispersal. The coast of the Southwestern Atlantic is
dominated by two ocean currents: the Brazil Current, which transports warm and saline
Tropical Water from northeast Brazil to the south; and the Malvinas Current, a branch
of the Antarctic Circumpolar Current, which transports cold and less saline Sub-

Antarctic Water to the north (Matano et al. 2010). The Brazil-Malvinas Confluence,
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where these currents meet, occurs generally between 30-35°S during the summer and
40-46°S during the winter forming the South Atlantic Central Water, which sinks to
depths over 200 m due to its higher density (Zavialov et al., 1998). On the continental
shelf, this oceanic system is diluted by fluvial drainage systems, where the Brazil
Current originates the Subtropical Shelf Water and Malvinas Current originates
Subantarctic Shelf Water (Piola et al. 2000). The Subtropical Shelf Front is where these
shelf waters meet, and its position also depends on seasonality, as an extension to the
Brazil-Malvinas Confluence (Piola et al. 2000). In the following paragraphs, we discuss
possible ways in which the gene flow of the species among southern and southeastern
Brazil could be favored by these marine currents, which influence both the dispersal of

fish larvae, as well as the movement routes of adult fish (Palumbi 2003).

Egg and larval dispersal

In the southern portion of its distribution, U. canosai spawns large number of
eggs in baches along the winter and spring along the continental shelf from Rio Grande
do Sul to Cabo de Santa Marta Grande, in Santa Catarina (33°50° to 28°40°S)
(Haimovici & Cousin 1989). In the Southwestern Atlantic, surface drifters have shown
that an extension of the Malvinas Current can carry Sub-Antarctic Shelf Water from
southern Brazil (33°S) up to 22°S latitude during autumn and winter, mainly due to the
action of cold fronts (Campos et al. 1996, Stevenson et al. 1998). This current is capable
of carrying planktonic fauna (such as foraminifera, ostracods and microbivalves) from
cold and temperate waters to the tropical coast of Rio de Janeiro during these seasons
(Stevenson et al. 1998). The direction and speed of the trajectories were variable, but
resulted in linear displacements of 300 to 500 km per month (Campos et al. 1996,
Stevenson et al. 1998), which corresponds to approximately 10 to 17 km per day.
Therefore, it is possible that U. canosai eggs and larvae can be transported to the north
by this cold, nutrient-rich current.

There are no reports in literature of the time between spawning and hatching, nor
the duration of the U. canosai larval phase, and it is possible only to speculate on a
potential dispersal distance based on data from related species. Sciaenid eggs take an
average of one day to hatch (personal communication, LA Sampaio and JH Muelbert)
and the duration of the planktonic larval phase varies according to species and

temperature: for example, black drum larvae grow on average 0.17 mm/day (Pogonias



72

cromis, Cowan et al. 1992) and remain planktonic for 21 days at 26°C (Pogonias
courbina; personal communication LA Sampaio). Whitemouth croaker (Micropogonias
furnieri) larvae grow on average 0.36 mm/day at 24°C (Albuquerque et al. 2009) and
remain planktonic for about 12 days (Weiss 1981). It seems unlikely that larvae
spawned south of Cabo de Santa Marta Grande will reach Rio de Janeiro (~900 km of
coastline). However, it is possible that after the larval phase, these individuals from the
south recruit as adults in the southeast and breed at the region.

There is little information on the biology and reproductive cycle of the species
for southeastern Brazil. However, the average gonadosomatic indexes of females
sampled in Ilhabela, in September, and in Niterdi, in February, were close to the mean
monthly values for Rio Grande do Sul, a region where the reproductive cycle is already
well described (Haimovici & Cousin 1989). In Figure 2, it is possible to see that the Gls
of females from Ilhabela in September were associated with sexual maturation, while
the GIs of females from Niterdi in February were associated with the post-spawning
period. This suggests that U. canosai also spawns in the winter and spring in the
southeast, as occurs in South Brazil. In this manner, the Subtropical Shelf Water, under
the influence of the Brazil Current, could carry eggs and larvae southwards reaching the

Subtropical Shelf Front.

Active adult migration

Adult U. canosai are capable of migrating in the reproductive season for as long
as 1300 km between northern Argentina (38°S) and Cabo de Santa Marta Grande
(28°40°S) (Haimovici & Cousin 1989). Indeed, the highest gene flow exchange was
between San Clemente de Tuyu and Rio Grande (Figure 4). Different experiments have
shown that many coastal marine fish travel on average a few tens of kilometers (in over
200 days to more than one year); examples include Cinoscion nebulosus (Iversen &
Tabb 1962), Pogonias cromis (Murphy et al. 1998), Argyrosomus japonicus and
Pomadasys commersonnii (reviewed by Dunlop et al 2013). However, the same studies
identified that a few individuals of these species can move over larger distances, from
hundreds to more than a thousand kilometers.

Considering this, it is possible that U. canosai breeders are exchanged between
the South and Southeast regions of Brazil, leaving descendants in the areas where they

migrate. Part of the individuals that breed at the coast of Rio Grande do Sul remain
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there during the summer (Kikuchi et al. in press), and part migrate to feeding areas
along the Uruguayan and Argentine coast (Haimovici & Cousin 1989). Eventually,
some of the individuals that remain in Rio Grande do Sul could migrate to the Southeast
during the winter, aided by the extension of the Malvinas Current (Campos et al. 1996).
Individuals can also migrate in the opposite direction, from the Southeast to the South
of Brazil, favored by the Brazil Current during the summer, reaching feeding areas more
to the south and interacting with breeders.

Nevertheless, the connectivity between Rio Grande do Sul and areas more to the
north is not necessarily direct, and could be occurring through gradual migrations over
generations, supported by individuals in intermediate areas, such as specimens observed
at the coast of Santa Catarina and Parana. Rio Grande was the location with the highest
number of migrants (Figure 4) and, on a larger scale, can behave as a midpoint for
gradual migrations over generations between the both extremes of species distribution

in Southeast Brazil and the Province of Buenos Aires.

Genotypic, ecological and phenotypic approaches to U. canosai population

structure and management

Different authors argue that the identification of populations and stocks should
be multidisciplinary, using ecological, phenotypic and genotypic information (Begg &
Waldman 1999, Begg et al. 1999). While microsatellites pointed to a single genetically
homogeneous population of U. canosai, ecological and phenotypic studies recently
identified two groups — one from northern Argentina to southern Brazil and the other in
southeastern Brazil. Microsatellites are neutral molecular markers, mostly located in
non-coding regions of the genome; therefore, they reflect Mendelian heredity, portray
the processes of genetic drift and gene flow and are not influenced by natural selection.
In contrast, ecological and phenotypic population identification techniques include
factors that are influenced by the environment.

Canel et al. (2019) identified that the parasitic fauna of U. canosai increases in
abundance and diversity throughout fish development, indicating that individuals
incorporate the assemblage of parasites from the habitat where they develop. Kikuchi et
al. (in press) found that in Brazil U. canosai grow to larger sizes in the south of its
distribution range, where they benefit from the high primary and secondary productivity

zone resulting from the Brazil-Malvinas Confluence and the Subtropical Shelf Front
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(Acha et al. 2004). Additionally, these authors observed different otolith forms for U.
canosai from the South and Southeast regions, showing that some body structures
present phenotypic plasticity. The parts of the otolith responsible for hearing (e.g. sulcus
acusticus) vary less and are more linked to genetic inheritance; meanwhile, the shape of
the otolith as a whole can develop and vary according to the environmental
characteristics (e.g. temperature and salinity) and food quality (Schulz-Mirbach et al.
2019). Therefore, parasitic fauna and some phenotypic characteristics can be acquired

throughout fish development according to the environment where they live.

Molecular markers tend to reflect the long-term conservation of the species and
not the actual maintenance of exploitable stocks (Begg & Waldman 1999), identifying
fewer groups when compared to ecological and phenotypic techniques (Waldman
1999). Furthermore, microsatellites, portray differentiation occurred 10 to 100
generations ago (Selkoe & Toonen 2006), while ecological and phenotypic techniques
reflect more recent mating (Waldman 1999), therefore there is gene flow between
regions, but the mixture of individuals is not intense. However, it should be reinforced
that the genotypic approach cannot be categorically used in the delimitation of
management units, and other factors should be considered in management plans,
including the two previously described stocks (Zaneti Prado & Vazzoler 1976, Canel et
al. 2019, Kikuchi et al. in press).

Comparison with other species and genetic markers

In the Southwestern Atlantic, several species of crustaceans and coastal fish,
including some from the Sciaenidae family, with planktonic larval phases have had their
population genetics investigated by microsatellites and the mitochondrial DNA control
region (D-loop). As observed for U. canosai, a pattern of genetic homogeneity along the
southeastern-southern coast of Brazil was inferred with microsatellites for the white
shrimp Litopenaeus schmitti (Maggioni et al. 2003) and the blue crab Callinectes
sapidus (Lacerda et al., 2016); with D-loop for the pink shrimp Farfantepenaeus
paulensis (Teodoro et al. 2020); and with both markers for the Jamaica weakfish
Cynoscion jamaicensis (Silva, 2015). The genetic connectivity of fish from Rio Grande
do Sul to northern Argentina has also been observed for the southern king weakfish
Macrodon atricauda (Rodrigues et al. 2014) and the black drum Pogonias courbina

(Machado et al. 2020), both using D-loop; and for the mullet Mugil liza, using
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microsatellites (Mai et al. 2014). Most of the above-cited authors suggest that
connectivity is likely promoted by dispersal via ocean currents.

Differently from the present study, some level of population genetic structure
has been identified in the region for some species: (1) between Rio de Janeiro and
southern populations for M. liza (microsatellites, Mai et al. 2014) and the silverside
Atherinella brasiliensis (D-loop, Cortinhas et al. 2016); (2) between Santa Catarina and
Rio Grande do Sul states for M. atricauda (D-loop, Rodrigues et al. 2014), the southern
king croaker Menticirrhus americanus (D-loop, Freitas et al. 2017) and for M. furnieri
(microsatellites; Vasconcellos 2012); and (3) between the Uruguayan coast and Rio de
la Plata for M. furnieri (microsatellites, D’ Anatro et al. 2011; D-loop, Pereira et al.
2009).

Oceanographic features can act as dynamic barriers, depending on the species’
life strategy (Acha et al. 2004). Estuarine-dependent fish often present population
structure, since they remain in estuaries and adjacent areas for part of their life cycle,
resulting in restrictions to gene flow between distant areas (Rodrigues et al. 2014,
Cortinhas et al. 2016, Freitas et al. 2017). Meanwhile, strictly marine species with large
swimming capacity that carry out extensive reproductive migrations, such as U.
canosai, have less restrictions to gene flow and may consequently present higher
genetic connectivity. In fact, the oceanographic features formed by the Brazil-Malvinas
Convergence, Subtropical Shelf Front and the South Atlantic Central Water upwelling
in the Cape of Santa Marta Grande were not shown to prevent gene flow between U.
canosai groups along the Southwestern Atlantic.

The interpretation of structuring patterns between populations of a species must
consider the mutation rate of each genetic marker. The mitochondrial DNA D-loop
region has slower mutation rates, and likely represents the Pleistocene generations that
lived during extensive modifications of the coastline of the last glaciations (Antoniou &
Magoulas 2014). Microsatellites, on the other hand, have faster mutation rates and
portray a more recent history, from 10 to 100 generations ago (Selkoe & Toonen 2006).
We do not rule out the possibility of a subtle or ongoing genetic differentiation for U.
canosai, which can be identified by other techniques, such as single-nucleotide
polymorphism (SNPs) or more conserved non-neutral DNA markers that reflect natural

selection.
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Bottleneck effect and effective population size

The present study did not found evidence of a bottleneck effect, and all sampled
locations showed high genetic diversity. U. canosai has sufferd intense fishery pressure,
with a historical decrease in capture amounts and risk of fishery collapse (Haimovici et
al. 2006, Haimovici & Cardoso 2016). The absence of a bottleneck effect suggests that
the demographic decline did not lead to loss of genetic diversity. In the Southwest
Atlantic, the same was observed for M. furnieri (D’ Anatro et al. 2011) and M. liza (Mai
et al. 2014), which are also overexploited species. Not all fish species that experience
population declines present genetic bottlenecks: if the number of individuals remaining
is still large enough to maintain genetic diversity (Pujolar et al. 2011). The high gene
flow of the species may also influence genetic diversity (Luikart et al. 1998, Peery et al.
2012), since recovery of diversity after a bottleneck event is faster if there are
migrations between areas (Keller et 2001). However, the absence of a bottleneck does
not exclude other impacts on U. canosai, such as the removal of larger and more fertile
individuals by trawling (Haimovici & Cardoso 2016). In any case, it is necessary to
highlight the limitations of the bottleneck methods used, since mutational models do not
always reflect reality, mating simulations can be simplistic (Pujolar et al. 2011) and the
results depend on the number of individuals and loci analyzed (Piry et al. 1999, Garza &
Williamson 2001). For example, the low M ratios observed for Niter6i, San Clemente
del Tuyt and Necochea may have been influenced by the small sample sizes of these
areas.

Despite our observation of high diversity and no bottleneck, estimated effective
population sizes were low, ranging from 50 to 100 individuals for each location. In
general, small values are expected for N, which is around 10° to 10° smaller less than
the census size (N¢) and represents only individuals that successfully reproduced
(Marini & Bekkevold 2014, Andreev et al. 2015); N, can therefore be considered a
proxy for the number of breeders of a population (Ny) (Wang 2009). N. tends to be
underestimated in Colony when the true N, is large, the sample size is small and the
information on the markers is scarce. In addition, Colony assumes that the sample
belongs to a single cohort in order to infer on sibling and half-sibling relationships
between individuals, and not conforming to this assumption may have influenced N,
estimates (Wang 2009). Further studies considering the limitations pointed out in this
work are necessary to more accurately estimate the effective population size of U.

canosai.
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CONCLUSIONS

U. canosai composed a genetically homogeneous population with high gene
flow throughout its geographic distribution, with between 11 and 22 immigrants per
generation in each location. The strictly marine life strategy of U. canosai can also
explain high gene flow, since there are few barriers to its migration. We believe
connectivity may be favored by egg and larvae dispersal via ocean currents along the
continental shelf, as well as by adult migrants. U. canosai showed no evidence of a
genetic bottleneck, possibly because the number of individuals remaining even after
intense fishing pressure was still large enough to maintain genetic diversity. Despite
being genetically connected among areas, in practical terms the U. canosai fishery
management is not shared throughout its distribution, with different countries having
distinct legislation and management strategies. Therefore, for exploitation and
management proposals, the two groups identified by ecological/phenotypic analyses —

north of Argentina to southern Brazil and southeastern Brazil — must also be considered.
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APENDICE 2: Guia para leitura de perfis de genotipagem
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Os loci de microssatélite foram amplificados em PCR e marcados com as
fluorescéncias 6-FAM (azul), HEX (verde) e NED (amarela, representada em preto). As
genotipagens foram realizadas na Macrogen (dna.macrogen.com, Coreia do Sul), com o
GeneScan 400 HD (high density), onde sdo lidos fragmentos de microssatélite com até
400 pares de base. Durante a genotipagem, sdo adicionados fragmentos de tamanho
conhecido marcados com a fluorescéncia ROX (vermelha), utilizados como padrao para
estimar o tamanho dos fragmentos das amostras (dye set 30).

A leitura dos perfis de genotipagem foi feita no programa PEAK SCANNER™ 1.0
(Applied Biosystems), onde o eixo X representa o tamanho do fragmento em pares de
base, ¢ 0 eixo Y representa a intensidade da amplificacdo em unidade relativa de
fluorescéncia. Conforme os padrdes descritos na literatura (e.g., Selkoe & Toonen 2006
Apéndice S2, Arif et al. 2010, Guichoux et al. 2011, Flores-Renteria & Krohn 2013),
segue um guia pratico para diferenciar os picos verdadeiros (alelos, com um asterisco *)
de artefatos de PCR:

a) Visdo total do perfil, sem zoom. E comum haver picos muito altos e fora da escala
nos primeiros pares de base (artefatos). Alelos devem ser buscados dentro ou
préximos ao intervalo de tamanho descrito para o /ocus microssatélite (itens
abaixo com zoom nos intervalos de tamanho dos /oci).

b) Fragmentos de tamanho conhecido, para calibracdo da genotipagem 400 HD
(fluorescéncia ROX, vermelha).

¢) Homozigoto (dois alelos de mesmo tamanho).

d) Heterozigoto (dois alelos de tamanhos diferentes). Neste caso, os alelos possuem
picos fantasma ou stutters, picos tipicamente mais baixos e menores que o alelo
(posicionados a esquerda), produzidos por erros de replicagao da Taq polimerase
durante a PCR. Picos do tipo stutter sao uteis para distinguir microssatélites de
artefatos / picos ndo especificos, como o pico achatado na esquerda do perfil.

e) Heterozigoto com stutters dificeis. Neste perfil, o primeiro alelo se distinguiu dos
Stutters por ser o pico mais alto, enquanto o segundo alelo e seus stutters
apresentaram picos de altura semelhante, dificultando a identificagdo. Alelos
maiores geralmente tem sinal mais fraco por competitividade na amplificagdo, ja
que a PCR ¢ menos eficiente para fragmentos mais longos. Em casos de duvida
na identificagdo, o ideal € regenotipar a amostra. Mas se ndo for possivel, uma
alternativa ¢ definir o pico correto (alelo) indiretamente, com base em alelos que

tiveram boa amplificacao (e.g. saber o numero de stutters a esquerda e a direita
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do alelo em um /ocus). O importante ¢ definir um padrao e segui-lo para todas as
amostras. E preciso estar atento ja que o alelo maior pode produzir um pico
pequeno (amplificagdo fraca), correndo o risco de ser ignorado.

f) Heterozigoto com picos sobrepostos: apesar de haver trés picos, ndo existem trés
alelos! Isso pode acontecer quando os dois alelos diferem em um 1 motivo de
repeticdo: o stutter do alelo maior (da direita) se sobrepde ao pico do alelo menor
(da esquerda), criando esse padrao caracteristico.

g) Picos spike: sao artefatos (picos finos) facilmente diferenciaveis de alelos.

h) Pico duplo (split peaks): artefato produzido pela adicdo de um nucleotideo
(geralmente uma adenina) ao fragmento amplificado pela Taq polimerase. Nao
faz parte do tamanho do microssatélite. Quando a adenilagdao ¢ incompleta, o
resultado sdo picos duplos com 1 par de base de diferenca, onde o primeiro pico
pode ser considerado o alelo.

1) Picos pull-up: artefato produzido por interferéncia de outra fluorescéncia. Neste
caso, a fluorescéncia NED sofreu interferéncia da fluorescéncia de calibracdo
ROX.

j) Picos stutter e artefatos em excesso (como o padrao “estegossauro”), tornando a

leitura invidvel. A amostra deve ser descartada ou regenotipada.

Os tamanhos dos alelos sdo inicialmente lidos com casas decimais, devido a
pequenas imprecisdes na estimativa da genotipagem. A transformagdo para valores
inteiros (tamanho do alelo propriamente dito) pode ser feito manualmente ou por
programas que constroem as classes de alelos em histogramas. Exemplos sao o pacote
MsatAllele 1.05 (Alberto 2009) do programa R (exemplo abaixo) e o programa
TANDEM (Matschiner & Salzburger 2009).

Mfur19

Frequency

L R e e e S —r—
283 285 287 289 297 293 295 297 299 30 303

alelos (pb)
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APENDICE 3: Dados genéticos

Genodtipos e frequéncias alélicas de Umbrina canosai no Atlantico Sudoeste
utilizadas neste trabalho. Genotipos ajustados pelo MICRO-CHECKER e no formato
GENEPOP. Frequéncias alélicas geradas pelo FSTAT, com frequéncias totais ponderadas
(All_W) e ndo ponderadas (All_UW) pelo tamanho amostral.

Microssatelites de castanha (Umbrina canosai)

Mfur02

Mfur03

Mfur06

Mfurl4

Mfurl9

Mfur25

Mfur26

Soc050

Soc085

Soc204

POP
UCRJ152, 218224 234242 257257 238238 288288 146172 000000 205245 122122 214214
UCRIJ153, 218228 236236 259273 238238 288290 172198 000000 205211 122126 208208
UCRIJ154 , 226226 236236 259291 240246 000000 178192 264274 209215 122122 000000
UCRIJ155, 226240 236252 261261 240252 000000 162174 000000 223229 122122 214232
UCRIJ156 ,228232 238262 265265 244244 000000 000000 000000 217239 126134 000000
UCRIJ157 ,228232 240240 265271 244248 290306 174202 000000 209209 136178 217220
UCRJ158 , 228234 242258 267267 244274 000000 192220 000000 205207 124124 214220
UCRJ159, 228234 248258 267293 000000 000000 166206 000000 209215 124124 214214
UCRJ160 , 228278 250250 269293 246248 292292 172176 000000 211267 122150 208211
UCRJ161 , 000000 000000 271281 246252 296306 174174 000000 205207 000000 217220
UCRIJ162 ,230230 000000 275301 246254 296318 160202 000000 207261 122174 217220
UCRJ163,230238 000000 281281 246256 304304 178178 266266 213229 130130 214217
UCRJ164 , 230242 000000 285291 000000 000000 176188 266266 205221 122126 000000
UCRIJ165 , 230242 000000 295295 000000 000000 184196 266268 205211 122146 211220
UCRIJ166 , 230252 000000 301301 248250 328328 182210 000000 215215 126148 214217
UCRIJ168 , 230254 000000 000000 248250 000000 154174 000000 221249 122126 000000
UCRIJ169 , 232238 000000 000000 248250 000000 188214 270270 221237 126178 000000
UCRIJ171 , 234268 000000 000000 248252 000000 192194 000000 215271 124134 214214
UCRJ172 236236 000000 000000 248256 000000 154208 000000 207209 124128 220220
UCRIJ173, 236238 000000 000000 000000 000000 168168 000000 211241 122132 000000
UCRIJ174 , 236240 000000 000000 250250 000000 188196 000000 223245 118124 214217
UCRIJ175 , 238238 000000 000000 250250 000000 158174 000000 211257 124156 208217
UCRIJ178 , 238240 000000 000000 000000 000000 172178 000000 207217 128134 000000
UCRIJ179, 238240 000000 000000 252254 000000 158178 000000 207207 122130 217217
UCRIJ182 , 242242 000000 000000 252264 000000 158186 000000 211235 122162 214214
UCRIJ184 , 244244 000000 000000 254254 000000 146228 000000 205219 126126 214214
UCRIJ186 , 246246 000000 000000 254258 000000 184194 000000 205247 122128 214214



UCRJ187, 000000 000000 000000 254258 000000 178186 000000 219243 126140 214217
UCRJ188, 000000 000000 000000 264264 000000 174184 000000 221243 118168 214217
UCRJ189, 000000 000000 000000 264270 000000 174174 000000 205205 000000 217217
RJ, 000000 000000 000000 000000 000000 168178 000000 207221 122124 214214
POP
UCSP202 , 230252 230262 255307 238244 278296 186226 000000 209237 116148 205205
UCSP203 , 000000 232246 257257 238244 288324 178184 000000 209225 126126 205217
UCSP204 , 224226 234252 257257 240240 290290 174184 264264 225241 144150 205217
UCSP205 , 218228 236252 259259 240250 292292 158190 000000 205213 000000 208217
UCSP207 , 240252 236268 259289 242248 294294 174178 000000 207207 114122 211214
UCSP208 , 228228 238238 267267 242254 294308 146172 000000 205209 132142 000000
UCSP209 , 236236 242242 271275 242268 296318 146176 000000 205205 128184 000000
UCSP210, 228234 242274 271281 244246 298336 184204 000000 000000 000000 000000
UCSP211 , 230232 244258 271307 244246 000000 158172 000000 205219 116164 214214
UCSP212 , 238242 000000 273291 244248 300300 158174 000000 203209 000000 214214
UCSP213 , 000000 252252 273291 246246 300314 182194 000000 229235 124126 214214
UCSP214 , 236244 254270 275293 246248 000000 178182 000000 203253 126130 214214
UCSP215 , 228238 260260 277277 246248 306306 158190 000000 215243 126154 214214
UCSP216 , 230244 262262 277281 246250 000000 146160 000000 205241 124132 214217
UCSP217 , 238252 268268 277299 246254 308310 176182 266266 205241 124126 214217
UCSP218, 230250 000000 279281 248248 312326 158166 266266 207253 142160 214217
UCSP219 , 226230 000000 281287 248248 314314 000000 266266 211261 122134 214217
UCSP220 , 224238 000000 289289 248250 316316 188188 000000 000000 000000 214220
UCSP221, 000000 000000 289293 248252 318318 174186 000000 205235 154174 214220
UCSP222 , 226228 000000 291305 248252 320320 158160 000000 205223 122136 000000
UCSP223 , 228230 000000 299299 250254 000000 154192 000000 207217 128152 000000
UCSP224 , 226232 000000 000000 250254 000000 158166 268268 233239 122124 217217
UCSP225 , 000000 000000 000000 250258 000000 000000 268270 205247 124130 217220
UCSP226 , 228228 000000 000000 250268 000000 000000 270276 000000 000000 217220
UCSP228 , 234244 000000 000000 252252 000000 000000 000000 000000 000000 000000
UCSP232, 000000 000000 000000 252252 000000 178186 000000 205205 124124 220223
UCSP237, 000000 000000 000000 262264 000000 178208 000000 221223 140184 000000
UCSP244 , 238246 000000 000000 280280 000000 172178 000000 000000 000000 000000
UCSP246 , 236240 000000 000000 000000 000000 146158 000000 215233 158158 000000
UCSP247 , 226262 000000 000000 000000 000000 158172 000000 205205 122166 000000
UCSP249 , 232232 000000 000000 000000 000000 170182 000000 241241 126142 000000
SP, 236262 000000 000000 000000 000000 156176 000000 221247 124178 000000
POP
UCRS001 , 244280 226226 287293 240240 278294 172174 000000 000000 000000 214214
UCRSO002 , 222238 230230 000000 240242 288312 174176 000000 205205 124126 214214
UCRSO003 , 226236 230240 000000 240264 288324 176190 000000 215217 140170 214217
UCRS004 , 228238 232232 000000 242242 288326 162182 264268 219239 136162 214217
UCRS005 , 228228 232234 287309 242262 290290 182186 264272 245257 126126 217223
UCRS006 , 000000 234234 275301 244248 290322 184208 000000 235279 122126 214232
UCRS007 , 234242 234260 281285 244252 290338 176184 000000 205211 124168 214220



UCRSO008 , 240284 236242 000000 246246 292304 146174 000000 205207 122122 214217
UCRSO009 , 224244 238238 281291 246250 292318 178188 000000 205215 000000 211226
UCRS020, 236266 240244 261261 248248 294308 000000 000000 000000 000000 000000
UCRSO021 , 238246 242242 273299 248248 294308 158170 000000 209219 122122 214220
UCRSO022 , 226268 242248 000000 248250 296296 156158 000000 209221 118144 211235
UCRS023 , 230250 244254 265269 248252 298316 146190 000000 215247 126168 214214
UCRS024 , 232262 244286 287299 248252 298318 000000 000000 000000 000000 000000
UCRS026 , 226264 000000 000000 248252 298336 158178 000000 235249 116122 214217
UCRS028 , 242256 246246 261277 248258 302302 158184 000000 207213 126134 214214
UCRS030, 236240 246252 285291 248262 302316 000000 000000 000000 000000 000000
UCRS035 , 230230 246266 293295 248266 304310 000000 266266 000000 000000 000000
UCRS042 , 226242 248248 261271 248274 306306 158174 266266 205237 122128 214217
UCRS043 , 222228 250272 265295 250250 306310 158184 266266 000000 000000 214214
UCRSO044 , 240240 252258 273275 250262 308322 174188 266266 207221 000000 214214
UCRSO045 , 220230 254266 293297 250268 312312 182186 000000 211215 126174 208229
UCRS046 , 218238 256256 295303 252254 316316 170176 000000 215239 122140 214223
UCRS047 , 240252 260272 289293 252256 324324 178182 000000 205207 126128 217220
UCRS048 , 232236 000000 257257 252260 328340 164168 000000 219239 142182 211214
UCRS049 , 222230 000000 273299 252260 338338 186194 268270 205265 146180 214217
UCRS050, 238262 000000 257297 252262 000000 158178 000000 207249 122128 214214
UCRS057, 226226 000000 281293 254256 000000 160196 000000 205225 118148 217217
UCRS058 , 232234 000000 261275 254258 000000 194214 280280 233241 118134 214214
UCRS059 , 230238 000000 273305 264264 000000 146168 000000 219219 120126 214214
UCRS060 , 234246 000000 267285 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000
UCRS061 , 246284 000000 275281 000000 000000 172178 000000 207207 124130 214220
UCRS062 , 234248 000000 293301 000000 000000 174174 000000 205219 126156 214214
RS, 226244 000000 271281 000000 000000 176206 000000 207217 128140 214223
POP
UCARI21 , 218246 000000 259265 248276 284324 178184 266268 209231 122126 214214
UCARI122, 226238 000000 261265 240248 290290 158178 266268 205205 122122 214220
UCARI125 , 228230 234246 263263 000000 296296 000000 000000 000000 000000 000000
UCARI127, 228230 252252 269271 252252 304322 148182 266268 207261 130136 214217
UCARI128, 230230 254258 269305 246248 304324 162176 266266 205205 124124 217217
UCAR129, 230234 000000 271271 248264 306310 200202 264264 219261 122146 214214
UCAR130, 230236 232246 271273 246246 306314 174184 266266 209215 128186 214223
UCARI131 , 232232 228272 273313 248264 306316 146182 266266 205231 138180 214214
UCAR132 , 232240 000000 275275 248254 314354 172186 264264 205205 124178 211214
UCARI133 , 232242 246260 279279 252268 000000 172176 268268 205215 128132 214217
UCAR134 , 238254 000000 281323 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000
UCAR135 , 240240 240266 281289 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000
UCAR136 , 246246 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000
UCAR137,250272 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000
SCT , 258262 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000
POP
UCARO095 , 228242 252252 289291 238248 288296 000000 000000 203247 122124 214217



UCARO096 , 226264 000000 000000 238270 292292 178186 000000 221237 126126 214214
UCARO097 , 244276 000000 279281 240250 292292 000000 264264 209257 122136 214217
UCARO098 , 252254 226264 269305 242248 294304 146178 264276 215225 124130 214229
UCARO099 , 248248 000000 279303 244262 298298 166174 000000 000000 000000 000000
UCAR102 , 228248 000000 281281 246246 300300 174184 000000 197209 122126 214214
UCAR103 , 224240 234246 263291 000000 300304 198202 000000 219265 128148 217217
UCAR104 , 224266 250262 265285 000000 304308 178182 266270 205207 126126 214220
UCARI105 , 242248 000000 271275 248258 306318 176188 266274 205221 114118 214217
UCARI106 , 234246 248264 265265 250264 310322 146182 266274 207257 124132 214214
UCARI107 , 226234 232252 273279 252252 314314 172188 000000 207217 124150 214214
UCARI108 , 248252 246264 000000 252252 322330 000000 000000 211241 124142 214220
UCARI109 , 234236 260266 277315 258258 326336 186194 268268 205207 120128 214214
UCARI110, 242252 234240 261277 260260 000000 172198 268268 209209 122124 214220
UCARI111, 220220 226264 261289 260260 000000 162182 000000 205219 122122 214217
NEC , 228232 000000 277301 000000 000000 174178 000000 205209 124128 214220

popl pop2 pop3 pop4 popS AL W All UW

Locus: Mfur02

N 26 26 33 15 16

218 0.038 0.019 0.015 0.033 0.000 0.022 0.021
220  0.000 0.000 0.015 0.000 0.063 0.013 0.016
222 0.000 0.000 0.045 0.000 0.000 0.013 0.009
224 0.019 0.038 0.015 0.000 0.063 0.026 0.027
226 0.058 0.096 0.106 0.033 0.063 0.078 0.071
228 0.115 0.173  0.061 0.067 0.094 0.103 0.102
230  0.135 0.115 0.091 0200 0.000 0.108 0.108
232 0.058 0.077 0.045 0.133 0.031 0.065 0.069
234 0.058 0.038 0.061 0.033 0.094 0.056 0.057
236 0.077 0.096 0.061 0.033 0.031 0.065 0.060
238  0.135  0.096 0.091 0.067 0.000 0.086 0.078
240  0.077 0.038 0.076 0.100 0.031 0.065 0.064
242 0.077 0.019 0.045 0.033 0.094 0.052 0.054
244 0.038 0.058 0.045 0.000 0.031 0.039 0.035
246 0.038  0.019 0.045 0.100 0.031 0.043 0.047
248  0.000 0.000 0.015 0.000 0.156 0.026 0.034
250  0.000 0.019 0.015 0.033 0.000 0.013 0.014
252 0.019 0.058 0.015 0.000 0.094 0.034 0.037
254 0.019 0.000 0.000 0.033 0.031 0.013 0.017
256 0.000 0.000 0.015 0.000 0.000 0.004 0.003
258  0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.004 0.007
262 0.000 0.038 0.030 0.033 0.000 0.022 0.020
264  0.000 0.000 0.015 0.000 0.031 0.009 0.009
266  0.000 0.000 0.015 0.000 0.031 0.009 0.009
268  0.019 0.000 0.015 0.000 0.000 0.009 0.007
272 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.004 0.007
276~ 0.000 0.000 0.000 0.000 0.031 0.004 0.006
278  0.019 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.004
280 0.000 0.000 0.015 0.000 0.000 0.004 0.003
284  0.000 0.000 0.030 0.000 0.000 0.009 0.006

TEETTTTT VT TV VTV VTV TV VTV VTV TV TV VT VT

Locus: Mfur03

N 9 14 23 7 10
:226  0.000 0.000 0.043 0.000 0.100 0.032 0.029
228 0.000 0.000 0.000 0.071 0.000 0.008 0.014
230 0.000 0.036 0.065 0.000 0.000 0.032 0.020
232 0.000 0.036 0.065 0.071 0.050 0.048  0.044

=EEE
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1234

236
238
240
242
244
246
248
250
252
254
256
258
260
262
264
266
268
270
272
274
286

Locus: Mfur06

N

1255

257
259
261
263
265
267
269
271
273
275
277
279
281
285
287
289
291
293
295
297
299
301
303
305
307
309
313
315
323

Locus: Mfurl4

N
238
240
242
244
246
248
250

0.056
0.278
0.056
0.111
0.111
0.000
0.000
0.056
0.111
0.056
0.000
0.000
0.111
0.000
0.056
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

15
0.000
0.067
0.067
0.067
0.000
0.100
0.100
0.033
0.067
0.033
0.033
0.000
0.000
0.100
0.033
0.000
0.000
0.067
0.067
0.067
0.000
0.000
0.100
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

25
0.080
0.040
0.000
0.080
0.100
0.140
0.140

0.036
0.071
0.071
0.000
0.107
0.036
0.036
0.000
0.000
0.143
0.036
0.000
0.036
0.071
0.107
0.000
0.000
0.107
0.036
0.000
0.036
0.000

21
0.024
0.095
0.071
0.000
0.000
0.000
0.048
0.000
0.071
0.048
0.048
0.095
0.024
0.095
0.000
0.024
0.095
0.071
0.048
0.000
0.000
0.071
0.000
0.000
0.024
0.048
0.000
0.000
0.000
0.000

28
0.036
0.054
0.054
0.089
0.143
0.196
0.125

0.087
0.022
0.043
0.043
0.087
0.065
0.087
0.065
0.022
0.043
0.043
0.043
0.022
0.043
0.000
0.000
0.043
0.000
0.000
0.043
0.000
0.022

28
0.000
0.054
0.000
0.089
0.000
0.036
0.018
0.018
0.036
0.071
0.071
0.018
0.000
0.089
0.054
0.054
0.018
0.036
0.107
0.054
0.036
0.054
0.036
0.018
0.018
0.000
0.018
0.000
0.000
0.000

30
0.000
0.067
0.067
0.033
0.050
0.217
0.100

0.071
0.000
0.000
0.071
0.000
0.000
0.214
0.000
0.000
0.143
0.071
0.000
0.071
0.071
0.000
0.000
0.071
0.000
0.000
0.071
0.000
0.000

12
0.000
0.000
0.042
0.042
0.083
0.083
0.000
0.083
0.167
0.083
0.083
0.000
0.083
0.083
0.000
0.000
0.042
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.042
0.000
0.000
0.042
0.000
0.042

0.000
0.056
0.000
0.000
0.167
0.333
0.000

0.100
0.000
0.000
0.050
0.000
0.000
0.100
0.050
0.050
0.150
0.000
0.000
0.000
0.050
0.050
0.200
0.050
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

14
0.000
0.000
0.000
0.071
0.036
0.107
0.000
0.036
0.036
0.036
0.036
0.107
0.107
0.107
0.036
0.000
0.071
0.071
0.000
0.000
0.000
0.000
0.036
0.036
0.036
0.000
0.000
0.000
0.036
0.000

13
0.077
0.038
0.038
0.038
0.077
0.115
0.077

0.071
0.063
0.040
0.048
0.071
0.032
0.079
0.040
0.032
0.095
0.032
0.016
0.040
0.048
0.040
0.032
0.032
0.024
0.008
0.024
0.008
0.008

0.006
0.050
0.033
0.056
0.017
0.056
0.033
0.028
0.067
0.056
0.056
0.044
0.033
0.094
0.028
0.022
0.044
0.050
0.056
0.028
0.011
0.033
0.033
0.011
0.022
0.011
0.006
0.006
0.006
0.006

0.038
0.052
0.038
0.057
0.100
0.190
0.105

0.070
0.074
0.034
0.055
0.061
0.020
0.087
0.034
0.037
0.107
0.030
0.009
0.048
0.047
0.043
0.040
0.033
0.021
0.007
0.023
0.007
0.004

0.005
0.043
0.036
0.054
0.024
0.065
0.033
0.034
0.075
0.054
0.054
0.044
0.043
0.095
0.025
0.015
0.045
0.049
0.044
0.024
0.007
0.025
0.034
0.011
0.024
0.010
0.004
0.008
0.007
0.008

0.039
0.051
0.032
0.048
0.107
0.200
0.088
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1252

254
256
258
260
262
264
266
268
270
274
276
280

Locus: Mfurl9

N
278
284
288
290
292
294
296
298
300
302
304
306
308
310
312
314
316
318
320
322
324
326
328
330
336
338
340
354

Locus: Mfur25

N

146
148
154
156
158
160
162
164
166
168
170
172
174
176
178
182
184
186

0.100
0.120
0.040
0.040
0.000
0.000
0.080
0.000
0.000
0.020
0.020
0.000
0.000

8
0.000
0.000
0.188
0.125
0.125
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000
0.125
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.063
0.000
0.000
0.000
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

30
0.033
0.000
0.033
0.000
0.050
0.017
0.017
0.000
0.017
0.050
0.000
0.067
0.150
0.033
0.117
0.017
0.050
0.033

0.107
0.071
0.000
0.018
0.000
0.018
0.018
0.000
0.036
0.000
0.000
0.000
0.036

17
0.029
0.000
0.029
0.059
0.059
0.088
0.059
0.029
0.088
0.000
0.000
0.059
0.059
0.029
0.029
0.088
0.059
0.088
0.059
0.000
0.029
0.029
0.000
0.000
0.029
0.000
0.000
0.000

28
0.071
0.000
0.018
0.018
0.161
0.036
0.000
0.000
0.036
0.000
0.018
0.071
0.071
0.054
0.107
0.071
0.054
0.054

0.150
0.050
0.033
0.033
0.033
0.067
0.050
0.017
0.017
0.000
0.017
0.000
0.000

26
0.019
0.000
0.058
0.077
0.038
0.058
0.038
0.058
0.000
0.058
0.038
0.058
0.058
0.038
0.058
0.000
0.077
0.038
0.000
0.038
0.058
0.019
0.019
0.000
0.019
0.058
0.019
0.000

29
0.052
0.000
0.000
0.017
0.121
0.017
0.017
0.017
0.000
0.034
0.034
0.034
0.121
0.086
0.086
0.069
0.069
0.052

0.167
0.056
0.000
0.000
0.000
0.000
0.111
0.000
0.056
0.000
0.000
0.056
0.000

0.000
0.056
0.000
0.111
0.000
0.000
0.111
0.000
0.000
0.000
0.111
0.167
0.000
0.056
0.000
0.111
0.056
0.000
0.000
0.056
0.111
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.056

0.056
0.056
0.000
0.000
0.056
0.000
0.056
0.000
0.000
0.000
0.000
0.111
0.056
0.111
0.111
0.111
0.111
0.056

0.154
0.000
0.000
0.115
0.154
0.038
0.038
0.000
0.000
0.038
0.000
0.000
0.000

13
0.000
0.000
0.038
0.000
0.154
0.038
0.038
0.077
0.115
0.000
0.115
0.038
0.038
0.038
0.000
0.077
0.000
0.038
0.000
0.077
0.000
0.038
0.000
0.038
0.038
0.000
0.000
0.000

13
0.077
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.038
0.000
0.038
0.000
0.000
0.077
0.115
0.038
0.154
0.115
0.038
0.077

0.129
0.067
0.019
0.038
0.029
0.029
0.052
0.005
0.019
0.010
0.010
0.005
0.010

0.014
0.007
0.055
0.068
0.068
0.048
0.062
0.041
0.041
0.021
0.062
0.075
0.041
0.034
0.027
0.048
0.048
0.048
0.014
0.034
0.041
0.021
0.021
0.007
0.021
0.021
0.007
0.007

0.055
0.005
0.014
0.009
0.092
0.018
0.018
0.005
0.018
0.023
0.014
0.064
0.110
0.060
0.110
0.064
0.060
0.050

0.136
0.059
0.015
0.041
0.037
0.025
0.059
0.003
0.022
0.012
0.007
0.011
0.007

0.010
0.011
0.063
0.074
0.075
0.037
0.074
0.033
0.041
0.012
0.078
0.089
0.031
0.032
0.017
0.055
0.038
0.046
0.012
0.034
0.040
0.017
0.029
0.008
0.017
0.012
0.004
0.011

0.058
0.011
0.010
0.007
0.077
0.014
0.026
0.003
0.018
0.017
0.010
0.072
0.103
0.065
0.115
0.077
0.064
0.054
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188
190
192
194
196
198
200
202
204
206
208
210
214
220
226
228

Locus: Mfur26

N
264
266
268
270
272
274
276
280

Locus: Soc050

N
197
203
205
207
209
211
213
215
217
219
221
223
225
229
231
233
235
237
239
241
243
245
247
249
253
257
261
265
267
271
279

0.050
0.000
0.050
0.033
0.033
0.017
0.000
0.033
0.000
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.000
0.017

5
0.100
0.500
0.100
0.200
0.000
0.100
0.000
0.000

31
0.000
0.000
0.161
0.129
0.081
0.097
0.016
0.081
0.032
0.032
0.081
0.032
0.000
0.032
0.000
0.000
0.016
0.016
0.016
0.016
0.032
0.032
0.016
0.016
0.000
0.016
0.016
0.000
0.016
0.016
0.000

0.036
0.036
0.018
0.018
0.000
0.000
0.000
0.000
0.018
0.000
0.018
0.000
0.000
0.000
0.018
0.000

0.143
0.429
0.214
0.143
0.000
0.000
0.071
0.000

27
0.000
0.037
0.259
0.074
0.074
0.019
0.019
0.037
0.019
0.019
0.037
0.037
0.037
0.019
0.000
0.037
0.037
0.019
0.019
0.093
0.019
0.000
0.037
0.000
0.037
0.000
0.019
0.000
0.000
0.000
0.000

0.034
0.034
0.000
0.034
0.017
0.000
0.000
0.000
0.000
0.017
0.017
0.000
0.017
0.000
0.000
0.000

0.125
0.500
0.125
0.063
0.063
0.000
0.000
0.125

27
0.000
0.000
0.185
0.148
0.037
0.037
0.019
0.093
0.037
0.111
0.037
0.000
0.019
0.000
0.000
0.019
0.037
0.019
0.056
0.019
0.000
0.019
0.019
0.037
0.000
0.019
0.000
0.019
0.000
0.000
0.019

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.056
0.056
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.222
0.500
0.278
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.444
0.056
0.111
0.000
0.000
0.111
0.000
0.056
0.000
0.000
0.000
0.000
0.111
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.111
0.000
0.000
0.000
0.000

0.077
0.000
0.000
0.038
0.000
0.077
0.000
0.038
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0214
0214
0.286
0.071
0.000
0.143
0.071
0.000

15
0.033
0.033
0.167
0.133
0.167
0.033
0.000
0.033
0.033
0.067
0.067
0.000
0.033
0.000
0.000
0.000
0.000
0.033
0.000
0.033
0.000
0.000
0.033
0.000
0.000
0.067
0.000
0.033
0.000
0.000
0.000

0.041
0.018
0.018
0.028
0.014
0.014
0.005
0.018
0.005
0.009
0.014
0.005
0.009
0.005
0.005
0.005

0.167
0.431
0.208
0.083
0.014
0.042
0.028
0.028

0.005
0.014
0.216
0.115
0.083
0.046
0.014
0.069
0.028
0.055
0.050
0.018
0.018
0.014
0.009
0.014
0.023
0.018
0.023
0.037
0.014
0.014
0.023
0.014
0.009
0.018
0.018
0.009
0.005
0.005
0.005

0.039
0.014
0.014
0.025
0.010
0.019
0.011
0.025
0.004
0.007
0.010
0.003
0.007
0.003
0.004
0.003

0.161
0.429
0.201
0.095
0.013
0.049
0.029
0.025

0.007
0.014
0.243
0.108
0.094
0.037
0.011
0.071
0.024
0.057
0.044
0.014
0.018
0.010
0.022
0.011
0.018
0.017
0.018
0.032
0.010
0.010
0.021
0.011
0.007
0.020
0.029
0.010
0.003
0.003
0.004
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Locus: Soc085

N

114
116
118
120
122
124
126
128
130
132
134
136
138
140
142
144
146
148
150
152
154
156
158
160
162
164
166
168
170
174
178
180
182
184
186

Locus: Soc204

N
205
208
211
214
217
220
223
226
229
232
235

29
0.000
0.000
0.034
0.000
0.293
0.155
0.155
0.052
0.052
0.017
0.052
0.017
0.000
0.017
0.000
0.000
0.017
0.017
0.017
0.000
0.000
0.017
0.000
0.000
0.017
0.000
0.000
0.017
0.000
0.017
0.034
0.000
0.000
0.000
0.000

24
0.000
0.083
0.042
0.438
0.271
0.146
0.000
0.000
0.000
0.021
0.000

25
0.020
0.040
0.000
0.000
0.100
0.160
0.140
0.040
0.040
0.040
0.020
0.020
0.000
0.020
0.060
0.020
0.000
0.020
0.020
0.020
0.040
0.000
0.040
0.020
0.000
0.020
0.020
0.000
0.000
0.020
0.020
0.000
0.000
0.040
0.000

20
0.100
0.025
0.025
0.425
0.275
0.125
0.025
0.000
0.000
0.000
0.000

25
0.000
0.020
0.060
0.020
0.180
0.060
0.200
0.080
0.020
0.000
0.040
0.020
0.000
0.060
0.020
0.020
0.020
0.020
0.000
0.000
0.000
0.020
0.000
0.000
0.020
0.000
0.000
0.040
0.020
0.020
0.000
0.020
0.020
0.000
0.000

29
0.000
0.017
0.052
0.569
0.172
0.069
0.052
0.017
0.017
0.017
0.017

9
0.000
0.000
0.000
0.000
0.222
0.167
0.056
0.111
0.056
0.056
0.000
0.056
0.056
0.000
0.000
0.000
0.056
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.056
0.056
0.000
0.000
0.056

0.000
0.000
0.056
0.611
0.222
0.056
0.056
0.000
0.000
0.000
0.000

15
0.033
0.000
0.033
0.033
0.200
0.233
0.167
0.100
0.033
0.033
0.000
0.033
0.000
0.000
0.033
0.000
0.000
0.033
0.033
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

15
0.000
0.000
0.000
0.633
0.200
0.133
0.000
0.000
0.033
0.000
0.000

0.010
0.015
0.029
0.010
0.199
0.146
0.155
0.068
0.039
0.024
0.029
0.024
0.005
0.024
0.024
0.010
0.015
0.019
0.015
0.005
0.010
0.010
0.010
0.005
0.010
0.005
0.005
0.015
0.005
0.015
0.019
0.010
0.005
0.010
0.005

0.021
0.031
0.036
0.521
0.227
0.108
0.026
0.005
0.010
0.010
0.005

0.011
0.012
0.026
0.011
0.199
0.155
0.143
0.077
0.040
0.029
0.022
0.029
0.011
0.019
0.023
0.008
0.019
0.018
0.014
0.004
0.008
0.007
0.008
0.004
0.007
0.004
0.004
0.011
0.004
0.011
0.022
0.015
0.004
0.008
0.011

0.020
0.025
0.035
0.535
0.228
0.106
0.026
0.003
0.010
0.008
0.003
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