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Quando o mar

Quando o mar tem mais segredo
N&o é quando ele se agita

Nem é quando é tempestade
Nem é quando é ventania
Quando o mar tem mais segredo
E quando é calmaria

Amor Amor (1977)
Sueli Costa & Cacaso
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Figura 1.1. Definicdo grafica da Genética Marinha constituida na intersecdo entre a
teoria da Genética de Populages, as técnicas de mensuragdo da variagdo génica e a
=] T FoTo Y, = U [ - VSR

Figura 1.2. Esquema representando as conclusbes logicas da teoria evolutiva
TANWINTANG. ...ttt b et et e b et benbesbesreeneas

Figura 1.3. Resumo esquematico das trés observacbes e das duas deducbes de
Darwin expostas no capitulo 3 de A Origem das Espécies e que produzem uma
definicdo mais objetiva da forca de sele¢do natural. D= descendentes; P= parentais;
N=tamanho da populacdo € K= CONSLANLE............cceiirerreieiiese e

Figura 1.4. Resumo esquematico das previsdes tedricas da hipotese neutralista...........

Figura 1.5. Gréafico ilustrando o ndmero de trabalhos publicados em revistas
cientificas com as palavras Marine and Genetics (base de dados: Web of Knowledge,
acessado em dezembro de 2015)......ccuciiiiiieiece s

Figura 1.6. Grafico ilustrando o nimero de trabalhos publicados em revistas
cientificas com as palavras Marine and Genetics and Brazil (base de dados: Web of
Knowledge, acessado em dezembro de 2015).........cooiiiiiiinininieieiee s

Figura 1.7. Os parametros estatisticos representados como uma distribuicéo espacial.
A média fica no centro da distribuicdo em relacdo as medidas individuais das
amostras. As amostras (observacdes) individuais se distribuem em torno da média,
com uma distancia que representa o desvio padrdo de cada amostra em relagdo a
média. O espaco composto por todas as observacoes realizadas (amostras), seu centro
(média) e as distancias (desvios) formam total de distribuicdo da média das medidas
de cada amostra e das amostras individuais formam o espaco de variancia...................

Figura 1.8. Histograma demonstrando selecdo para tamanho de ostras. A-
Distribuicdo dos fendtipos na populacdo parental com meédia 10 cm, da qual foram
selecionadas as ostras com tamanho superior a 15 cm para a reproducdo. B-
Distribuicdo dos fendtipos na populacdo de descendentes das ostras maiores que 15
cm que apresenta, agora, media de 13 cm. Embora este exemplo seja imaginario, é
sabido que distribuicbes como esta sdo obtidas em programas de melhoramento
genético, especialmente se a selecdo artificial é feita com populaces heterogéneas.
Nestes casos, o fendtipo médio da populacdo muda, em poucas geracdes, na direcdo
determinada Pela SEIEGAD. .......c..oiviiii e

Figura 1.9. Medidas tomadas em estudos da forma da concha em mexilhdes. A-
Morfometria tradicional, na qual medidas lineares sdo obtidas e B- Morfometria
geométrica, na qual as distancias entre os pontos de contorno da concha sao
transferidas para um plano CarteSIaN0...........coveveieeiieereee e

Figura 1.10. Diferentes formas de crescimentos em organismos. A- Crescimento
Isométrico, no qual jovens e adultos da mesma espécie possuem a mesma forma, ou
seja, todo o corpo do organismo cresce a uma taxa constante e B- Crescimento
Alométrico, no qual jovens e adultos da mesma espécie possuem forma diferentes, ou
seja, diferentes partes do corpo crescem a taxas diferentes..........ccccovveveevieeiic e s,

Figura 1.11. Resumo esquematico dos conceitos que servem para descricdo da
variacdo génica em uma populacéo (ver texto para explicacdo detalhada).....................
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Figura 1.12. Diferentes formas de cromossomos sao definidas em fungéo da posi¢édo
do centromero. Na forma metacéntrica, o centrdmero divide o cromossomo em duas
partes iguais; na sub-metacéntrica, o centrémero divide o cromossomo em duas
partes desiguais; na acrocéntrica, o centrdmero € sub terminal e na forma telocéntrica,
0 CENtrOMEro € TErMINAL........ccviiiiiiiee e

Figura 1.13. Dogma Central da Biologia Molecular descrito pela primeira vez em
1958, por Francis Crick, um dos responsaveis pela proposicdo do famoso modelo de
dupla hélice para 0 DNA. Em 1970 Crick voltou ao ja popular Dogma em um artigo
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25S/28S: regido que codifica para rRNA 25/28S, NTS: espacador externo nao
codificante ou espacador intergénico). kb — kilobase. 1 kb é equivalente a 1000 pb
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Figura 1.16. Representacdo esquematica da técnica de RFLP. Seguindo as setas:
DNA extraido, adicdo das enzimas de restricdo ao DNA extraido, eletroforese,
coloracdo e padréo de bandas revelando o polimorfismo dos fragmentos de restricao
interpretados no mapa de restricdo ao lado. MM é o marcador molecular de tamanho.
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Figura 1.20. Representacdo grafica do Fis que mede o indice de endocruzamento
dentro de cada subpopulacdo. Ou seja, existe uma chance maior de reproducdo entre
os individuos dentro de cada subpopulacéo (A, B e C) do que entre os individuos da
populagdo A com aqueles das populacdes B e C; uma maior chance de cruzamento
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REsSUMO

Nesta tese, aspectos relacionados a pesca, bioinvasdo e evolucdo de padrGes de
biodiversidade foram abordados. Dois morfotipos da espécie Coryphaena hippurus
Linnaeus, 1758 (dourado e palombeta) sofrendo, na costa do Rio de Janeiro, pressdes de
comércio e pesca diferenciadas foram investigados quanto ao seu status taxondmico. A
andlise dos dados indicou uma homogeneidade dos conjuntos génicos dos dois morfotipos.
Porém, foram encontradas diferencas significativas de variagdo génica entre dourado e
palombeta, 0 que sugere uma possivel atuacdo de sele¢do natural sobre eles. Além de C.
hippurus, individuos do xerelete, capturados ao longo da costa do Rio de Janeiro e
desembarcados em Niterdi, foram caracterizados por taxonomia classica, morfometria
multivariada e marcadores moleculares. O objetivo principal foi definir quantas e quais as
espécies pescadas e produzir informac6es sobre a biologia e genética destas espécies. Foi
possivel identificar, pelo menos, quatro espécies sendo desembarcadas. Estes resultados
sdo importantes para o desenvolvimento de programas de monitoramento e estratégias de
gestdo da pesca, além de fornecer informacdes sobre a ecologia e a evolucdo de
Carangidae. Com relacdo ao problema da bioinvaséo, a variacao e estruturacdo genéticas
foram investigadas para populacdes de moluscos bivalves a partir de uma perspectiva
espacial (Limnoperna fortunei) e temporal (Isognomon bicolor) do problema. Os
resultados indicaram niveis de variacdo génica elevados e estaveis ao longo de oito anos
(Isognomon bicolor) e uma prevaléncia de vetores ndo naturais mediando o processo de
bioinvasdo (Limnoperna fortunei). Por fim, o problema da biodiversidade foi abordado do
ponto de vista da produgdo de inventarios de referéncia baseados em dados de
arqueozoologia de sambaquis. Como a diversidade bioldgica ndo € estatica, compreender
0s seus padrdes depende de mensura-la tanto no presente, quanto seu comportamento em
diferentes regides e ao longo do tempo. Assim, a hipotese de evolugdo dos padrdes de
biodiversidade foi avaliada usando os inventérios de referéncia produzidos, ndo sem antes
testar o valor de dados e meta-dados oriundos de sitios arqueologicos que sdo
reconhecidamente construgdes artificiais. Estes estudos incluiram inventérios de meta-
dados de moluscos para regido da Lagoa de Araruama e dados primarios de crustaceos do
sitio arqueoldgico Sambaqui da Tarioba. Os testes referentes a quantidade e qualidade das
informacBes sobre a biodiversidade que podem ser extraidas dos vestigios
arqueozooldgicos de sambaquis apresentaram resultados promissores.
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ABSTRACT

In this thesis, aspects related to fishing, bioinvasion and evolution of patterns of
biodiversity were addressed. Two morphotypes of the species Coryphaena hippurus
Linnaeus, 1758 which are commercialized by different prices and suffer different fishing
pressures in the coast of Rio de Janeiro had their taxonomic status investigated. Results
indicated homogeneity of gene pools of the two morphotypes. However, significant
differences in genetic variation were found between them, possibly due to natural
selection. Added to C. hippurus study, individual of jacks fished along the coast of Rio de
Janeiro and landed in Niterdi, were characterized by classical taxonomy, multivariate
morphometry and allozymes. The main objective was to define how many and which
species are fished in the region in order to produce more precise information on the
biology and genetics of these fisheries resource. It was possible to identify at least four
species being landed, what have implications for monitoring and fisheries management, as
well as to the enlight the ecology and evolution of Carangidae. Regarding the problem of
bioinvasion, the genetic variation and population structure were investigated for
populations of bivalves, both from a spatial (Limnoperna fortunei) and a temporal
(Isognomon bicolor) perspective. The results indicated high and stable levels of genetic
variation over eight years (Isognomon bicolor) and a prevalence of artificial vectors
mediating the bioinvasion process (Limnoperna fortunei). Finally, the problem of
biodiversity was approached from a historical standpoint taking archaeozoological vestiges
to produce baselines. Furthermore, the hypothesis of evolution of biodiversity patterns was
assessed using these data, not without testing the quality and quantity of information from
data and meta-data from archaeological sites, which are well known as artificial buildings.
Mollusc’s meta-data were analysed for palaeoecological inferences related to Araruama
Lagoon and primary data on crustaceans from Sambaqui Tarioba were used for producing
baselines. Concerning the tests on the amount and quality of information on biodiversity
that can be extracted from archaeozoological vestiges, results were promising.
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INTRODUCAO GERAL

25



O primeiro capitulo desta tese (que constitui, também, o seu primeiro volume)
foi escrito com o objetivo de apresentar uma introducdo a teoria, as técnicas e aos
problemas estudados em Genética Marinha. Nele séo feitas uma tentativa de definicéo
da “ciéncia” (na intersecdo dos vetores teoria da Genética de Populagdes, técnicas de
mensuracdo da variacdo génica e Biologia Marinha), bem como a construgdo de um
historico da disciplina no mundo e no Brasil.

O segundo volume desta tese apresenta um capitulo sobre genética marinha
aplicada a problemas de pesca de dois recursos desembarcados no estado do Rio de
Janeiro, um sobre genética aplicada a bioinvasdo e dois sobre evolugdo dos padrdes de
biodiversidade. No Capitulo 02, foram produzidos dados de variacdo génica, estrutura
de populac6es e morfometria multivariada para o dourado (Coryphaena hyppurus) e o
xerelete. No Capitulo 03, padrdes de bioinvasdo foram analisados no tempo (Isognomon
bicolor) e no espago (Limnoperna fortunei). No Capitulo 04, sdo apresentados
inventarios de referéncia de moluscos (dados secundarios) e crustaceos (dados
primarios) obtidos a partir de sambaquis da costa do Rio de Janeiro. Nete capitulo séo
extraidas, ainda, inferéncias com respeito a evolucdo da biodiversidade destes taxa do
Holoceno Recente ao presente (Gltimos 8000 anos A.P.). No Capitulo 05 é abordada a
questdo da quantidade e qualidade das informacdes sobre a biodiversidade que podem
ser extraidas dos vestigios arqueozooldgicos de sambaquis. Sambaquis sdo construcdes
humanas realizadas na pré-histdria, desta forma, seus vestigios arqueozoolédgicos sofrem
de vieses culturais e tafondmicos que, segundo alguns criticos, inviabilizam o uso das
informacdes arqueozooldgicas para inferéncias referentes a biodiversidade. O quinto
capitulo se dedica a testar a eficiéncia dos dados de sambaquis na recuperacdo de

padrdes biodiversidade.
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Ao longo de quatro anos (e meio) de doutorado os dados dos capitulos desta tese
foram sujeitos a encontros, simp6sios e congressos cientificos; submissées a periddicos,
algumas das quais lograram ser publicadas, aceitas ou estdo, ainda, em processo de
revisdo pelos pares. O terceiro volume desta tese retne todo este material, organizado

por capitulo.
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OBJETIVOS
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O objetivo geral desta tese foi apresentar estudos nos quais a teoria e as técnicas
da genética marinha e evolugdo foram aplicadas para solucéo de problemas relacionados
a pesca, bioinvasdo e padrbes de biodiversidade, o que incluiu a analise de dados e
meta-dados. Os objetivos especificos foram:

1) Apresentar uma introducdo a teoria, as técnicas e aos problemas estudados em
Genética Marinha, bem como as é&reas nas quais ela pode ser aplicada
colaborativamente;

2) Caracterizar genéticamente recursos pesqueiros (dourado e xerelete) desembarcados
em portos do estado do Rio de Janeiro;

3) Utilizar a morfometria multivariada para discriminar possiveis espécies de Xerelete
desembarcados no porto de Niterdi, Rio de Janeiro;

4) Caracterizar variagdo e estruturacdo genética em espécies de moluscos bivalves
invasores, tanto no tempo (Isognomon bicolor) e quanto no espago (Limnoperna
fortunei);

5) Avaliar a quantidade e qualidade das informacdes de vestigios arqueozooldgicos de
sambaquis sobre a biodiversidade do Holoceno;

5) Testar a eficiéncia dos vestigios arqueozooldgicos de sambaquis na recuperacdo de

padrdes biodiversidade do Holoceno.
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1. GENETICA MARINHA
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1.1. INTRODUCAO
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O que é Genética Marinha? A resposta para esta pergunta pode ser muito
simples ou nem tanto. A Genética Marinha é a ciéncia que estuda a genetica de
populagdes de organismos marinhos. Contudo, ao defini-la assim, estdo subentendidas
outras definigdes. Por exemplo, a Genética de Populagfes, populacbes de organismos e
organismos marinhos. Desta forma, é interessante comecar por entender cada uma

destas coisas.

1.1.1. Genética de Populacgbes

A Genética é a ciéncia que estuda a transmissao das caracteristicas biolégicas
(gendtipo e fenotipo) de geracdo para geracdo. O genotipo pode ser definido como o
conjunto de genes (unidade funcional da heranca) que um organismo individual possui,
enquanto o fendtipo é constituido pelas propriedades morfologicas, fisioldgicas,
bioquimicas, comportamentais e outras de um organismo, manifestadas ao longo da sua
vida, que se desenvolvem pela acdo de genes e sua interagdo com o ambiente. A
genética pode ser estudada em nivel de individuos e, também, em nivel de populagdes
(lewontin 1974; Futuyma 2009; Griffths et al. 2006).

O termo “populacdo” define-se como um grupo de individuos que acasalam uns
com os outros, produzindo descendéncia. Uma espécie pode incluir uma ou mais
populagdes diferentes, isoladas ou ndo. Uma populacdo pode consistir em apenas alguns
individuos ou em milhdes deles, desde que esses individuos produzam, de fato,
descendéncia. Um grupo de individuos que ndo pode se reproduzir ndo constitui uma
populacdo. Embora os individuos de uma populacdo possam estar limitados a se
reproduzir entre si devido ao isolamento fisico, ndo existem impedimentos bioldgicos

para sua reproducdo com nenhum dos outros membros da sua espécie.
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Dito isto, a Genética de Populagdes é a parte da Genética que estuda a propor¢do
(ou frequéncia) dos diferentes gendtipos e fenotipos nas populagBes e as mudancas
nestas propor¢des ao longo das geragfes. As mudangas de frequéncia dos genes ao
longo das geragdes resultam de selecdo natural, mutacdo, migracdo e deriva genética.
Ora, a mudanca da composi¢do genética das populagbes, ao longo das geracoes,
constitui aquilo que conhecemos como o processo evolutivo. Desta forma, estudar
genética de populagdes é, também, estudar o processo evolutivo (Silva 2009b).

Assim, em sentido amplo, evolugéo pode ser definida como a mudanca, ao longo
do tempo, das proporcdes de organismos individuais que diferem geneticamente em
uma ou mais de suas caracteristicas. Em sentido estrito, tais mudangas expressam-se
através da origem e subsequente alteracdo da frequéncia de alelos (variantes dos genes)
ou gendtipos de geracdo para geracao dentro de populacdes (Hartl 2008).

Para que o processo evolutivo, em seu sentido estrito, ocorra, a primeira
condicdo é que haja variantes dos genes (ou alelos) nas populacdes, ou seja, é necessaria
a existéncia de variacdo génica. De outro modo, ndo seria possivel que houvesse
mudanca nas populacbes ao longo das geracdes. E possivel concluir, entdo, que o
trabalho de medir e caracterizar a variagdo génica presente em populacdes naturais, bem
como o entendimento dos mecanismos que determinam o seu padréo de distribuicdo nas
populagdes, é o trabalho priméario para se estudar a evolugdo no seu sentido estrito de
Genética de Populacdes (Hartl & Clark 2010).

O estudo da Genetica de PopulacGes depende, portanto, de técnicas efetivas para
observacao e mensuracdo da composicdo genetica presente nas populacdes naturais. A
composicao genetica de uma populacdo pode ser inferida através de estudos da variagédo
morfologica dos organismos de uma populacdo (como a morfometria tradicional e

geométrica); do estudo dos cromossomos quanto a seus aspectos morfoldgicos e
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funcionais, com a citogenética; de estudos da variacdo de proteinas, com a técnica de
eletroforese de aloenzimas e, diretamente, a partir das variagdes encontradas no DNA (a

base material dos genes).

1.1.2. Biologia Marinha

A Biologia Marinha é a ciéncia responsavel pelo estudo dos seres vivos que tém
como habitat os ecossistemas de agua salgada, bem como as relagdes entre eles e 0s
fatores abidticos. O ambiente marinho abriga um conjunto de formas de vida que
representa a maior diversidade animal do planeta Terra (com exce¢do do grupo dos
insetos que é o grupo de seres vivos com 0 maior nimero de espécies no planeta). A
razo para maior representatividade da vida animal no mar se deve, possivelmente, ao
fato da evolucdo ter se processado por mais tempo nos seus varios ambientes e,
portanto, a sua diversidade de fatores ambientais (Soares-Gomes & Figueiredo 2009).

Os oceanos cobrem 362 000 000 Km? que representam, aproximadamente, 71%
da superficie terrestre e possuem profundidade média em torno de 4 000 m, podendo
atingir extremos de 11 000 m, aproximadamente, nas fossas abissais. No entanto, grande
parte da vida marinha que se conhece, estd concentrada em profundidades inferiores a
100 m (Soares-Gomes et al. 2009).

O ambiente marinho pode ser dividido em dois grandes dominios: o bent6nico,
que compreende a totalidade do substrato oceénico, e o pelagico, que corresponde a
massa d’agua total (Pereira & Soares-Gomes 2002; Bonecker et al. 2009; Paes &
Monteiro-Neto 2009; Pereira & Soares-Gomes 2009). Nesses dominios encontramos as
mais diferentes formas de vida, que, geralmente, sdo agrupadas em funcdo do seu
tamanho e habito de vida. No dominio bentdnico encontramos organismos que vivem

no substrato, fixos ou ndo. No dominio pelagico encontramos organismos planctonicos,
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que ficam a deriva dos movimentos oceanicos e organismos necténicos, aqueles com
boa capacidade natatoria e, portanto, capazes de vencer 0s movimentos da massa d’agua
como as correntes, marés e ondas.

Diferencas de temperatura do ar entre os polos e o equador dao origem a fortes
ventos, que junto com a rotagao da terra definem as correntes. As correntes profundas
sdo definidas por variacbes da temperatura e salinidade que criam diferencas de
densidade, mantendo uma circulacdo constante. As marés, produzidas pela forca de
atracédo da lua e do sol, sdo especialmente importantes nas zonas litoraneas, onde a vida
marinha costuma ser bastante rica e variada. DivisGes geomorfol6gicas também
contribuem para formacéo de diferentes habitat, como as regides oceanicas, com baixas
concentracfes de nutrientes e aguas costeiras, dentro do limite da plataforma
continental, onde a as condi¢gdes de nutrientes tornam a vida altamente favoraveis.
Normalmente, também chamam as &guas costeiras de zona neritica, que € uma regido
que se encontra sob influéncia das marés. Nesta zona, encontram-se Varios ecossistemas
diferentes, como praias, estuarios, manguezais, marismas, regides de ressurgéncia e
recifes.

O oceano é continuo, sem separacGes definidas, sendo os gradientes de
temperatura, salinidade e profundidade as principais barreiras para 0s organismos
marinhos. Embora seja possivel isolar cada um dos fatores ambientais e considerar a
influencia de cada um sobre os organismos separadamente, 0 comportamento de um
organismo em um dado momento sera definido ndo por um simples fator exdgeno, mas
pela influéncia e interacdo de muitos fatores que atuam simultaneamente e pela acéo de
fatores enddgenos. Assim, 0s organismos marinhos sdao funcionalmente adaptados a um

conjunto de variaveis ambientais (Hellberg 2009).

35



1.1.3. Genética Marinha

Agora, talvez, a afirmacdo de que a Genética Marinha é a ciéncia que estuda a
genética de populacBes de organismos marinhos possa ser menos hermética, contudo,
melhor entendida na sua complexidade. Ou seja, estudar a Genética de Populagdes de
organismos marinhos significa compreender a histdria evolutiva das espécies que vivem
de forma variada em um ambiente multifacetado.

Mais que isso, estudar Genética Marinha significa, também, ser capaz de
dominar e manipular conhecimentos referentes a Genética e Biologia Marinha e,
também, as metodologias e técnicas associadas a cada uma delas. Contudo, ndo é saber
“tudo de tudo”, mas ser capaz de criar um locus singular na intersecdo entre estes trés
vetores: a teoria da Genética de PopulacGes, as técnicas de caracterizacdo da
composicdo genética dos organismos e a Biologia Marinha (Figura 1.1). E este lugar
que constitui o poder (heuristico) e a fragilidade (epistemoldgica) desta disciplina.
Contudo, é inegavel que entre sua forca e fraqueza, a aplicacdo da Genética Marinha
tem ajudado a resolver problemas colocados pela investigacdo cientifica e nas

aplicacdes das ciéncias do mar.
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GENETICA
MARINHA

Figura 1.1. Definicdo grafica da Genética Marinha constituida na intersecdo entre a
teoria da Genética de Populacgdes, as técnicas de mensuracdo da variacdo génica e a
Biologia Marinha.
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1.2. HISTORICO
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Antes de comecar com uma pequena histéria de vida da Genética Marinha no
mundo e, depois, sua chegada ao Brasil, € preciso falar da sua historia familiar: Quem
s80 0 pai e a mae desta disciplina? Ou seja, antes de falar dela mesma, é preciso discutir
a sua filiacdo cientifica. A Genética Marinha, como é possivel que ja tenha sido intuido,
se filia a teoria evolutiva darwiniana, mais especificamente, a teoria sintética da
evolugdo e a sua dialética. E neste sentido que para bem entender o seu comego é

preciso contar outra historia, antes do seu comego.

1.2.1. Antes do Comeco

A teoria da evolucdo bioldgica diz que a biodiversidade observada em todo o
mundo, ndo esteve sempre aqui e, mais do que isso, que as espécies estdo mudando ao
longo do tempo. Em Biologia, portanto, evolugéo define uma forma de ver e entender a
diversidade dos seres vivos, ou seja, € uma teoria da mudanca. Contudo, como esta
mudanca é muito lenta e o tempo de que se fala estd numa escala muito maior do que a
que é possivel perceber na vida cotidiana, é dificil, as vezes, imaginar como esse
processo de mudanca das espécies se da. Essa dificuldade é muito comum.

E exatamente por conta da dificuldade de visualizar este processo de mudanca
das espécies no tempo que, antes que se pudesse entender de maneira adequada esse
processo, era comum pensar que as espéecies vistas hoje sempre existiram, no mesmo
namero e na mesma forma. A ideia de que as espécies ndo mudam é conhecida como
fixismo. Essa ideia foi dominante durante muito tempo, porém, hoje em dia, diante de
tantas evidéncias da mudanga das espécies (domesticacdo de animais e plantas; fosseis
de espécies extintas, incluindo espécies marinhas no alto do Andes; desenvolvimento de
resisténcia a inseticidas em insetos e a antibidticos em bactérias; hibridizacdo de

especies invasoras com especies nativas etc.) so é possivel manter este tipo de viséo de
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mundo se posicionando entre 0s extremos da ingenuidade e da ma fé (Silva & Andrade

2012).

1.2.1.1. A teoria evolutiva darwiniana

A melhor compreensdo do processo de mudanca dos seres vivos veio com as
ideias evolutivas de Darwin. Charles Robert Darwin, naturalista inglés, nascido na
Inglaterra, que deu a volta a0 mundo (1832-1837) em um navio, 0 HMS Beagle e que,
por conta das suas muitas observacfes nessa viagem, produziu a mais importante teoria
da evolucédo de que se tem noticia, descrita no seu livro, de 1859, A origem das Espécies
(Darwin 1859). A teoria evolutiva darwiniana est4 entre as ideias mais importantes de
toda a Biologia, por dois motivos, fundamentalmente. Primeiro, porque ela tem um
carater unificador, ou seja, ela, assim como a propria definicdo da vida e sua origem, a
teoria celular e o conceito de gene integra todos 0s seres vivos como objeto de estudo
Unico que a Biologia se propde a entender. Segundo, porque a teoria evolutiva
darwiniana é o “nucleo duro” de todas as teorias evolutivas modernas. Mas o que de téo
importante Darwin escreveu no seu livro A origem das Espécies? O que nele ainda se
mantém atual? Qual a novidade da teoria evolutiva darwiniana?

Afirma-se, geralmente, que Darwin criou a ideia de evolugdo, mas isto ndo foi
criacdo dele. As ideias evolucionistas existiam desde o século XVII, sendo a teoria de
Lamarck um belo exemplo disso (Rodrigues & Silva 2011; Arcanjo & Silva 2014;
2015). Outra afirmacdo comum, a respeito da teoria darwinista, é a de que a proposi¢ao
do mecanismo de selec@o natural seria sua grande novidade. Contudo, a tese da selegéo
natural, como mecanismo para evolucao, ja tinha encontrado outros defensores, como o

proprio avé de Charles Darwin, Erasmus Darwin. Embora seja verdade que nos
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trabalhos de Darwin o mecanismo de selecdo natural apareca com maior importancia e
numa estrutura logica nova, ainda assim o argumento ndo era novo.

A viagem no HMS Beagle e 0 acimulo de dados que Darwin produziu para
corroborar suas afirmacdes é outra novidade apontada para A Origem das Espécies, mas
isto também néo era novidade. O escocés Robert Chambers, contemporaneo de Darwin,
ja havia publicado o livro Vestigios da histéria natural da criacdo, em 1844, no qual
reunia uma compilacdo imensa de dados para corroborar suas ideias evolutivas. Embora
os dados de Chambers fossem de origem secundéria, ou seja, compilados da literatura
cientifica da época, a leitura do seu livro ndo deve nada, em termos de exemplos,
aqueles presentes em A Origem das Espécies (Chambers 1844). Qual seria a novidade,
entdo?

A grande revolucdo da teoria darwiniana foi a mudanga na forma de encarar a
variacdo presente entre individuos da mesma espécie. Até a emergéncia das ideias de
Darwin, o pensamento reinante era tipoldgico e essencialista, ou seja, a identidade das
espécies era fundada numa esséncia que, em ultima instancia, definia a prdpria espécie.
Dessa forma, as variagOes individuais eram tidas como desvio, como erro, em relagéo a
um tipo padrédo que a esséncia garantiria. Dito de outra forma, a esséncia de cada
espécie garantia a todos os individuos uma homogeneidade, uma identidade em relagéo
a este tipo padréo.

Até hoje, esta € uma pratica estabelecida em taxonomia e sistematica que
mantém nos museus o depdsito dos tipos de todas as espécies descritas. Ora, vista
assim, a variacdo observada era interpretada, consequentemente, como um desvio em
relacdo ao tipo. Esta perspectiva tipoldgica e essencialista sdo marcadas pela nogéo de

perfeicdo, que vem da ideia de criacdo.
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Darwin, de forma diferente, encarava a variacdo individual sob uma perspectiva
populacional. Para ele, a espécie ndo era um conjunto de individuos que deveriam se
assemelhar a um tipo perfeito, mas um grupo (ou grupos) de individuos que partilhavam
caracteres e tinham continuidade histdrica através da reproducgdo. Essa nova forma de
encarar a variacdo é uma revolugdo e esta baseada numa perspectiva materialista da
variacdo individual, que deixou de ser tida como esttica, ou como o resultado da
expressao imperfeita de uma esséncia imaterial, ou um ruido a ser evitado na atividade
de ordenacéo (classificacdo) do mundo vivo, e passou a ser entendida como a realidade
do mundo biol6gico e o material da evolucdo. A partir desta perspectiva materialista,
Darwin pbde entender o processo de especiagdo como processo de converséo da
variacdo entre individuos, dentro de uma determinada populacdo, em variacdo entre
populacbes diferentes, no tempo e no espaco. Esta é a segunda novidade da teoria
darwinista: entender o processo de especiacdo como um processo de transformacéo de
variagdo intrapopulacional em variagéo interpopulacional.

Essas duas novidades presentes no liviro A Origem das Espécies tém
consequéncias importantes, que foram percebidas imediatamente e causaram muita
controvérsia. Primeiro, ficava estabelecido que a natureza das diferencas entre as
espécies era a mesma das diferencas entre os individuos da mesma espécie. Essa
interpretacdo era radicalmente contréaria ao ponto de vista tipoldgico que encarava as
diferencgas entre as espécies como produto de variagdes em torno de uma esséncia de
origem na Criacdo. Segundo, se o processo de formacao de novas espécies dava-se pelo
fracionamento da variacéo intrapopulacional em variagéo interpopulacional, a regressao
desse processo nos levaria a conceber uma origem comum a todos 0s seres vivos, mas,
isto também, se contrapunha violentamente a ideia de uma criagéo especial (Figura 1.2).

Mais que isto, uma terceira concluséo: a evolugdo aconteceria, entdo, sem um proposito,
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seria um processo de leis simples, para o qual ndo existia espago para uma ideia de
progresso (evolucgéo era apenas mudanga ao longo do tempo). Essas conclusdes eram

revolucionarias! (Solé-Cava et al. 2004a; 2004b; 2005)

ANCESTRALIDADE ESPECIACAO
ORIGEM
COMUM BIODIVERSIDADE

Variagao
Populacional

INTRA INTER

Figura 1.2. Esquema representando as conclusGes ldgicas da teoria evolutiva
darwiniana.

No Capitulo 3 de A Origem das Espécies, denominado “Luta pela Existéncia”,
Darwin apresentou trés observacOes e duas deducbes, que constituem uma nova
roupagem para a velha ideia de selecdo natural. Segundo ele, na natureza encontramos
um namero de parentais muito menor do que o de descendentes (primeira observacao).
No entanto, € facil constatar que essa situacdo ndo ocorre de fato. Na realidade, o
tamanho de populagdes naturais tem-se mantido mais ou menos constante ao longo do
tempo (segunda observacdo). A deducdo dbvia extraida dessas duas observacdes € a de
que existe mortalidade de descendentes (primeira deducdo). Nesse ponto, Darwin
fornece sua terceira observacdo, que é, de fato, a grande novidade da sua teoria: existem
diferencas entre os individuos de uma populacdo, diferencas estas que podem aumentar
ou diminuir as chances de o individuo ser bem sucedido no ambiente (terceira
observacao). Diante dessas trés observacdes e de posse da primeira deducéo, € possivel
entender que a mortalidade ndo ocorre ao acaso, mas em fungdo das diferencas

individuais (segunda deducéo); ou seja, a mortalidade dos descendentes ocorre segundo
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um processo de selecdo que a natureza opera: uma selecdo natural! Na figura 1.3 é

apresentado um resumo das trés observacoes e duas dedugdes de Darwin.

3 OBSERVACOES

2DEDUCOES

Mortalidade

|

Diferencgas Meortalidade
individuais diferencial

Figura 1.3. Resumo esquematico das trés observacOes e das duas dedugbes de Darwin
expostas no capitulo 3 de A Origem das Espécies e que produzem uma definicdo mais
objetiva da forca de selecdo natural. D= descendentes; P= parentais; N= tamanho da
populacdo e K= constante.

Assim, a perspectiva materialista da variagdo se impunha, possibilitando uma
interpretacdo extremamente elegante do mecanismo de Selecdo Natural. A consequéncia
de assumir um mecanismo como este, guiando a evolucao, era estrondosa: um processo
acéfalo, uma evolucdo sem desenho. Desse modo, tinha-se, naquele momento, uma
definicdo do processo evolutivo que poderia ser resumida da seguinte forma:
descendéncia com modificacdo guiada por forca de selecdo natural. Na seta do tempo,
se seguisse para frente, haveria o processo de especiacdo e, consequentemente, a
biodiversidade observada. Se, ao contrario, seguisse em direcdo ao passado, encontraria
a descendéncia comum de todos 0s seres vivos.

A teoria darwinista da evolugédo era, portanto, revolucionaria no seu tempo e
permanece revolucionaria ainda hoje. Ela traz uma interpretagdo completamente nova
do mundo (a perspectiva materialista da variacdo) e possibilita o entendimento do
processo de especiagdo e da natureza das espécies vivas (processo de transformacao de

variacao intrapopulacional em interpopulacional), conferindo ao mecanismo de selecéo
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natural uma nova roupagem logica. Mas nem tudo sédo flores e a teoria de Darwin tinha

um problema.

1.2.1.2. A teoria sintética da evolugdo

Como j& foi visto antes, para que um processo evolutivo ocorra, a primeira
condicdo é que haja variagdo presente nas populacdes e que esta seja herdavel. Darwin
propunha que todos os organismos descenderiam de ancestrais comuns, através de um
processo lento e continuo de modificaces, dirigido pela acdo da selecdo natural sobre
os individuos. Porém, a teoria darwinista explicava a heranca das modificacbes pelo
processo da pangénese, no qual gémulas, formadas em todas as partes do corpo,
contribuiriam para as caracteristicas adquiridas. De certa forma, tal teoria era uma
atualizagdo das ideias ja formuladas por Lamarck, de heranca dos caracteres adquiridos.
Desse modo, a teoria darwinista ndo foi capaz, na sua época, de explicar nem a origem
nem a natureza da variacdo, que era o material da evolucdo (Dobzhansky 1951; 1970;
Freire-Maia 1988; Mayr 1993; Mayr & Provine 1998).

Foi a redescoberta dos trabalhos de Mendel, no inicio do século XX, que trouxe
explicagbes novas sobre a heranca que, daquele momento em diante, passou a ser
definitivamente transferida dos pais para os filhos, através dos “fatores” hereditarios.
Mendel foi um dos primeiros a apresentar um modelo matematico preciso sobre um
fendmeno bioldgico, seguindo as normas do método cientifico utilizado pela Fisica
(Mendel 1865; 1869). Uma das novidades dos seus trabalhos residia no fato de se
estudar a heranca a partir de caracteristicas discretas e pouco influenciadas pelo
ambiente (Stern & Sherwood 1966; Charlesworth & Charlesworth 2009).

A genética mendeliana foi, inicialmente, encarada como um golpe fatal no

darwinismo, pois, se 0 darwinismo tinha a preocupacdo de explicar a mudanca
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evolutiva, o mendelismo se preocupava com a estabilidade dos processos de heranca,
desprezava a variagao continua, base do darwinismo, e enfatizava a variacao discreta.
Um dos principais problemas que contrapunha as ideias de Darwin e Mendel era
que o modelo mendeliano de herancga era baseado em fatores hereditarios atomisticos,
portanto, encarava 0 organismo como um conjunto de caracteristicas discretas, herdadas
de maneira invariante. J& a teoria evolutiva darwiniana, lidava com a varia¢do continua
presente nas populacdes naturais, que era descrita pelos pesquisadores de historia
natural e estudada pelos biometristas. Em 1918, Ronald Fisher publicou um artigo (The
correlation between relatives on the supposition of Mendelian inheritance) no qual
demonstrava que todos os resultados obtidos pelos biometristas para heranca de
caracteristicas de variagdo continua poderiam ser derivados do modelo mendeliano,
sendo necessario, para tanto, assumir a contribuicdo de varios loci e varios alelos com
interacdo aditiva, nos casos mais simples. Este problema estava resolvido! (Fisher 1918)
Outro problema era que havia a época muito ceticismo em relagdo a capacidade
da selecdo natural de operar sobre populacdes mendelianas de modo a produzir os
efeitos esperados pela teoria evolutiva darwiniana. Este problema foi resolvido com os
trabalhos de Ronald Fisher, John Haldane e Sewall Wright. O trabalho destes trés
tedricos demonstrou matematicamente que era possivel entender o processo evolutivo
como um processo de mudanca das frequéncias génicas dentro das populacdes. As
ideias de Fisher, Haldane e Wright, que possibilitaram a sintese, foram sumariadas e
publicadas por volta de 1930. Fisher publicou o livro The genetical theory of natural
selection em 1930 (Fisher 1930). Haldane tambem publicou um livro, The causes of
evolution, em 1932, que contém uma serie de palestras de divulgacdo da teoria evolutiva

realizadas por ele e, ao final, um apéndice com o resumo de sua teoria matematica da
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selecdo natural (Haldane 1932). Wright, de modo diverso, publicou em 1931, um longo
artigo, Evolution in Mendelian populations, na revista Genetics (Wright 1931).

Estava, assim, constituida a famosa “Teoria Sintética da Evolugao-TSE”. A
estrutura bésica desta teoria é a de que a evolucdo é um fenbmeno de duas faces: a
producdo de variacdo e a escolha de variantes. De maneira simplificada pode-se
identificar a fonte da variacdo como sendo a mutagéo, que cria variagdo nova. A escolha
dos variantes pode se dar tanto por selecdo natural, que é uma forca deterministica,
quanto ser estocéstica (ou aleatdria) pela acdo da deriva genética (Shorrocks 1980; Silva
2001).

A selecdo natural é um processo de mortalidade diferencial, ou seja, é
absolutamente contingencial. Vai depender exclusivamente das condi¢des presentes no
momento e no local, bem como dos variantes presentes no grupo populacional. Desse
modo, ndo é possivel associar a este tipo de processo nenhum plano ou projeto. O
processo de sobrevivéncia diferencial pode, algumas vezes, inclusive, criar
circunstancias problematicas para algumas espécies.

A deriva genética, por outro lado, é a oscilacdo ao acaso da frequéncia dos
variantes numa populacéo, que vai ser sempre maior quanto menor for o tamanho da
populacdo. E como se fosse um jogo de moedas, vocé espera que as proporcdes de caras
e coroas sejam 50%, contudo, com poucas jogadas, como jogando 10 vezes uma moeda
para cima, vocé nao se surpreende se cairem, por exemplo, 8 caras e 2 coroas. Se vocé
jogasse a moeda para cima 1000 vezes vocé ja ficaria surpreso se obtivesse 800 caras
contra 200 coroas. Maior seria a sua surpresa ainda, com proporc6es semelhantes (8:2)
em 10.000, 100.000 jogadas. Mas, em qualquer dos casos, VOCé espera, sempre, um
desvio das proporcdes esperadas, apenas pela acdo do acaso. Na reproducdo de uma

populacdo, de uma geracdo para outra, vocé vai ter, também, estes desvios das
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proporcdes esperadas dos genotipos, apenas pela acdo do acaso. E isto que chamamos
de deriva genética.

E a mutacdo? A mutagdo é qualquer alteragdo ao acaso em um gene. Por serem
ao acaso, poucas, muito poucas, Sao as vezes em que este processo produz um variante
que seja mais eficiente do que o anterior. Assim, as mutacOes sdo, geralmente,
deletérias. Raros sdo os eventos de mutagdes benéficas para uma populagéo.

Dessa forma, podem-se tirar duas conclusdes importantes a respeito do processo
evolutivo descrito pela TSE. Primeira, que a evolucdo é um fato natural, inapelavel,
tanto quanto a gravidade. Isto porque, como a evolucdo, em Ultima anélise, resulta de
mudancas nas frequéncias génicas e a deriva genética, que é a acdo do acaso, modifica
as frequéncias génicas de populacdes naturais de seres vivos, entdo, é impossivel pensar
em uma populacdo que ndo esteja evoluindo. N&o é necessario nem mesmo a selegdo
natural para que isto ocorra, embora a sua existéncia facilite e otimize o processo.

Segunda conclusdo: como a evolucao pode ser feita fundamentalmente baseada
somente em forgas como a a¢do do acaso (mutacdo, deriva) e da selecdo natural, ou seja,
atendendo a pressbes imediatas do ambiente, o processo evolutivo ndo possui um
planejamento. De fato, para gerar toda a biodiversidade observada hoje, o processo
evolutivo dependeu de um periodo de tempo muito longo e muitas extingdes. Logo,
ideias como aquelas geralmente associadas ao processo evolutivo, como perfeicdo e
progresso, ndo sdo adequadas. O processo evolutivo € um processo de alto custo!

Sabe-se que estas conclusdes perturbam um pouco (talvez muito), mas é
importante falar delas. Assim, para repetir algo que ja foi dito neste capitulo algumas
vezes até aqui, a TSE diz que a evolucdo € o processo de mudanga da composicao
genética das populacdes ao longo das geracdes. Este processo tem como resultado a

ramificacdo das diferencas, seja entre individuos dentro da mesma populagéo,
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populacbes dentro da mesma espécie, espécies dentro do mesmo género e assim por
diante. Dito de outra forma, a teoria evolutiva darwiniana descrita na figura 1.2, sé que
agora com uma explicagdo genética da variacdo. Contudo, em ciéncia, sempre que se

acha uma resposta acaba-se encontrando outras perguntas...
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1.2.1.3. Controvérsias evolutivas

Apos o estabelecimento da Teoria Sintética, uma nova questdo se impds aos
evolucionistas: qual a quantidade de variagdo génica presente nas populagdes naturais?
Duas respostas definiam duas escolas de pensamento, e uma controversia se estabelecia
na TSE: a contradicdo entre Escola Classica e do Balango.

A Escola Cléassica defendia que a quantidade de variagdo presente nas
populagdes naturais deveria ser pequena, uma vez que a selecdo natural atuante seria do
tipo normalizadora, ou seja, uma selecdo que tenderia a fixar nas populacdes os alelos
mais bem adaptados, denominados alelos de tipo selvagem. A variagdo observada teria
origem na mutacdo e seria de natureza transiente; estaria a caminho da fixagdo (caso
fosse uma mutacdo benéfica) ou da extingdo (caso fosse deletéria), sempre pela acdo da
selecdo normalizadora.

A Escola do Balancgo, por outro lado, argumentava que a heterozigosidade nas
populagOes naturais deveria ser alta e mantida por sele¢do natural balanceada. Esse tipo
de selecdo inclui todas as formas de selecdo natural que de alguma forma mantém
variacdo génica nas populagdes, como, por exemplo, a vantagem dos heterozigotos e a
selecdo dependente de frequéncia. Para os balancistas, ndo poderiam existir alelos tipo
(selvagem ou mutante), uma vez que a variagdo era estrutural.

A controvérsia entre a Escola Classica e a do Balango se estendeu da década de
1930 até a de 1960. Foi entdo que, em 1966, Richard C. Lewontin e John L. Hubby
utilizaram a técnica de eletroforese de aloenzimas como método para estudar a
quantidade de variacdo génica presente nas populacdes naturais (Hubby & Lewontin
1966; Lewontin & Hubby 1966). Os resultados indicaram que 0s niveis de variacdo

génica presentes em populacdes naturais de Drosophila pseudoobscura, o organismo
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com o qual foram realizados os trabalhos, eram muito altos. Cerca de 30% dos loci
amostrados apresentavam polimorfismo (estavam segregando para mais de um alelo)
para todas as populagdes estudadas. O numero de alelos nesses loci variava de 2 a 6,
com uma média de 3,3 alelos por locus. A proporcao esperada de loci heterozigotos em
um individuo era entre 8% e 15% dos loci. E preciso ressaltar que estes valores eram
subestimativas da variacdo real, uma vez que a eletroforese de aloenzimas ¢ um método
conservador na amostragem da variacdo génica (ver 1.3.5. Eletroforese de Aloenzimas).

O qué, entdo, estes resultados indicavam? A concluséo era clara: a Escola do
Balanco estava com a razdo! Sim, mas ndo... Se 0s niveis de heterozigosidade
observadas fossem mantidos por selecdo natural balanceada, praticamente toda a
populacdo estaria mal adaptada, uma vez que cada individuo seria homozigoto pelo
menos para um dos 8-15% dos loci. Isto € uma carga genética dura demais para
qualquer populagdo natural suportar. Assim, a Escola do Balango ganhava, mas néo
levava. A contradicdo entre a Escola Cléassica e do Balanco perdia, assim, todo o
sentido. A pergunta agora era: que forcas evolutivas mantém os altos niveis de variagdo
génica nas populacgdes naturais?

Em 1968, Motoo Kimura publicou um artigo cientifico na revista britanica
Nature, no qual fez uma conta simples. Comparando estudos de moléculas de
hemoglobina entre diferentes grupos de animais, ele percebeu que, durante a histéria
evolutiva dos mamiferos, a taxa de substituicdo dos aminoacidos era muito baixa
(Kimura 1968). Como a substituicdo de aminoacidos é o resultado da substituigdo de
nucleotideos em um codon, ele repetiu o célculo, levando em consideracdo todo o
genoma. Encontrou, entdo, uma taxa de substituicdo de nucleotideos que era muito
elevada. Segundo os calculos de Kimura, um par de nucleotideos estaria sendo

substituido na populagdo a cada dois anos em média, o que é uma evolugdo
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extremamente rdpida. Somado a isso, Kimura usou as estimativas de Lewontin e Hubby
da proporcgdo de loci heterozigotos encontrados para D. pseudoobscura e confirmou
que, por selecdo natural balanceada, nenhuma populacédo seria capaz de manter os niveis
de variagdo génica observados com uma taxa de substitui¢do téo elevada. A concluséo
final de Kimura caiu como uma bomba: a variagdo génica observada deveria, portanto,
ser neutra.

As variantes alélicas observadas ndo deveriam ter valor seletivo algum. As
forgas evolutivas mais importantes passavam a ser, segundo esta perspectiva, a mutacéo
e a deriva génica. A questdo evolutiva fundamental ndo era mais a sobrevivéncia do
mais apto, mas a sobrevivéncia do mais sortudo! Estavam definidas, assim, duas novas
perspectivas do processo evolutivo. De um lado, os selecionistas advogam que 0s niveis
de variacdo génica sdo mantidos por selecdo natural (Lewontin & Krakauer 1973;
Gillespie 1991; Karl & Avise 1992; McDonald 1994). De outro, os neutralistas
defendem que a variagcdo génica é mantida por um equilibrio entre taxa de mutacdo e
tamanho efetivo de populacdo (com o qual a forca de deriva génica esta diretamente
relacionada) (Skibinski et al. 1993; Andre et al. 2012).

A principal estratégia selecionista é tentar correlacionar as frequéncias de
diferentes alelomorfos com fatores ambientais. Para isso, é necessario: 1— encontrar
uma variagdo nas frequéncias génicas ao longo do tempo que ndo possa ser explicada
por mecanismos casuais; 2— correlacionar essa variagdo com algum fator ambiental; 3—
observar que esse padrdo se repete em outras unidades evolutivas. Mas sO iSso ndo
basta. Para se aceitar que um polimorfismo seja mantido por selecdo natural, é
necessario, ainda: 4- que seja demonstrado que os alelos em questdo produzem
fenotipos diferentes; 5— que essas diferengas facam sentido no ambiente; 6— que esse

sentido tenha um impacto sobre a adaptacdo. Estava definido ai um dos primeiros
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programas de pesquisa da Genética Marinha, como sera visto adiante neste capitulo (ver
1.6.4. Genética Ecoldgica).

A hipétese neutralista estd baseada em um equilibrio entre taxa de mutacéo e
tamanho efetivo de populacéo e faz previsdes, a priori, a respeito do padréo de variacdo
génica (polimorfismo e heterozigosidade) que se espera encontrar nas populagdes
naturais, em func¢do do seu tamanho efetivo. Segundo os neutralistas, em uma populacgao
de tamanho efetivo finito, os alelos estardo entrando por mutagéo e se perdendo por
acdo da deriva. Como populacdes pequenas sofrem maior efeito da deriva, é esperado
que, com uma taxa de mutacdo constante, as populacdes pequenas tenham menor nivel

de variacgdo génica (Figura 1.4).

deriva genética

ALTA VARIACAO
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ACUMULO DE
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pela perda de
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Figura 1.4. Resumo esquematico das previsdes tedricas da hipotese neutralista.

As relacbes entre tamanho de populacdo (deriva) e mutacdo séo
matematicamente definidas. Em funcgdo disso, uma das estratégias neutralistas € usar
grandes bancos de dados que incluem informacdes sobre os niveis de variacdo génica de

varios grupos taxondmicos e comparar os resultados empiricos com aqueles definidos
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matematicamente. Neste caso, também, a Genética Marinha entrou fortemente no
debate, de modo que ainda € possivel encontrar, hoje, geneticistas marinhos
selecionistas, neutralistas e outros que, cansados desta controvérsia, seguiram outros
caminhos (ver 1.6. Cientifico).

O debate entre neutralistas e selecionistas esta ainda presente na TSE e, também,
na Genética Marinha. Contudo, mais recentemente esta controvérsia tem dado sinais de
esgotamento, embora, ndo obrigatoriamente de solucdo. O modelo neutralista estrito ndo
se manteve e foi, paulatinamente, sendo substituido pelo modelo quase neutro, que
incorporou os dados que demonstram que as mutacOes sdo, geralmente, levemente
deletérias (King & Jukes 1969; Otha & Gillespie 1996). Nenhum neutralista, por mais
radical que seja, negard que algumas das mudancas evolutivas devem ser guiadas por
selecdo natural. Do mesmo modo, qualquer selecionista, hoje, tem de admitir a
importancia da deriva génica no processo evolutivo. Se ainda ndo ha solugdo no
horizonte e os contendores mostrem sinais de cansaco, a controvérsia certamente deu
bons frutos para o conhecimento da genética de populagdes no geral e de organismos

marinhos no particular.

1.2.2. O Comego

A Genética Marinha é uma ciéncia jovem, contudo, que se expande rapidamente.
Embora possam ser encontrados, na década de 1910, os trabalhos de Schmidt sobre
variacdo gquantitativa nos géneros de peixe Gadus e Zoarces (Racial Studies in Fishes -
Schmidt 1918; 1920); na década de 1920, o trabalho de Ford e Huxley (Ford & Huxley
1927) dedicado a estudar aspectos da genética do desenvolvimento de crustaceos
anfipodas (Mendelian inheritance and rates of development in Gammarus chevreuxi) e,

na década de 1950, trabalhos com grupos sanguineos de atuns, salmdes e bacalhau com
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enfoque populacional (revisados no trabalho de W. de Ligny, Serological and
biochemical studies in fish populations — Ligny 1969), o estudo da genética de
organismos marinhos, utilizando as perspectivas populacional, evolutiva e ecoldgica
(Genética Marinha), era restrito até o final da década de 60. Uma das razfes para o
desenvolvimento tardio de uma Genética Marinha foi, possivelmente, a dificuldade em
manter cultivos em laboratdrio e realizar cruzamentos controlados com organismos
marinhos. Outra possivel dificuldade era o conhecimento limitado sobre aspectos

ecoldgicos do ambiente marinho.

1.2.2.1. No mundo

E ao final da década de 1960 que a Genética Marinha se impde como disciplina.
Isto se da devido ao desenvolvimento do método de eletroforese de aloenzimas para o
estudo da variacdo génica em populacGes naturais (lembrar-se de: 1.2.1.3. Controvérsias
evolutivas). Assim, a Genética Marinha se estabelece no momento logo apés a solucéo
da controvérsia entre Escola Classica e Escola do Balango. Na secdo 1.3, este método
seré descrito, no entanto, é importante, neste momento, fazer um pequeno paréntesis
sobre o0 seu impacto para Genética de Populacdes e, também, seu papel no nascimento
da Genética Marinha.

A utilizacdo da eletroforese como técnica para separacdo de proteinas data da
década de 50 (Smithies 1955; Hunter & Market 1957). Devido as diferencas de cargas
elétricas, estrutura e tamanho as proteinas eram, rotineiramente, separadas e estudadas
em laboratérios de Bioquimica. Contudo, como ja se viu aqui (1.2.1.3. Controveérsias
evolutivas) Dick Lewontin e Jack Hubby usaram a técnica para propdésitos
completamente distintos daqueles em que ela era usada até entdo. A grande novidade foi

assumir o “Dogma Central da Biologia Molecular” como pressuposto (Crick 1958,
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1970). Ou seja, se é verdade que o DNA é transcrito em RNA e, este, traduzido em
proteinas, entdo, toda vez que forem observadas diferencas em proteinas, € possivel
inferir que elas se devem a diferencas nas sequencias de DNA que as codificam: esta € a
ideia do codigo genético! Desta forma, a técnica de eletroforese de proteinas passava a
ser um método para estudar a variacdo génica. Mas qual a diferenga entre técnica e
método?

Um método é uma técnica (eletroforese) a qual se associa um pressuposto
tedrico (Dogma Central da Biologia Molecular) de modo a que se possa responder uma
pergunta (qual a quantidade de variagcdo génica presente nas populacfes naturais?).
Desta forma, uma técnica de separacdo de proteinas da Bioquimica vai além dos seus
horizontes e se torna um método para responder questdes importantes da Genética de
Populagdes. Pois bem, a partir do momento que a eletroforese de proteinas passou a ser
empregada para o estudo da variacdo génica de populacbes naturais, foi possivel ter
acesso a um grande namero de loci em, virtualmente, qualquer organismo de qualquer
ambiente, incluindo ai os, até entdo, pouco acessiveis organismos marinhos. A Genética
Marinha vinha ao mundo para crescer!

Jaem 1970, no V Simpdsio Europeu sobre Biologia Marinha, em Veneza, havia
um grande nimero de trabalhos dedicados a descrever a variagdo génica em organismos
marinhos (Battaglia 1972). Surgiu ali, entdo, a ideia de se fazer uma conferéncia
exclusivamente dedicada aos problemas da recém-nascida Genética Marinha. Esta
conferéncia ocorreu sete anos depois, também em Veneza, e resultou na publicacdo, em
1978, do livro Marine Organisms: Genetics, Ecology and Evolution, editado por
Battaglia e Beardmore (Battaglia & Beardmore 1978). A Genética Marinha, nesta sua
infancia, tinha como preocupacéo central a producéo de informagdes sobre os niveis de

variagdo génica em populagBes naturais de organismos marinhos, medidos através do
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método de eletroforese de aloenzimas e a sua possivel correlacdo com fatores
ambientais. Discutia-se, ainda, neste momento, a possibilidade de se usar os dados
assim produzidos em taxonomia.

Em 1983, no Reino Unido, o Natural Environment Research Council (NERC)
resolveu estimular a Genética Marinha promovendo o seu dialogo com outras
disciplinas da Biologia Marinha (tais como fisiologia, bioquimica e ecologia). Com este
objetivo convidou Dick Koehn, referéncia em estudos de Genética utilizando
organismos marinhos como modelos nos EUA, para uma conferéncia no XIX Simpdsio
Europeu sobre Biologia Marinha que foi realizado em Plymouth, em 1984. O interesse
era estimular o contato e a discussdo entre pesquisadores das duas &reas (Biologia
Marinha e Genética) (Gibbs 1985). O resultado ndo foi dos mais excitantes, uma vez
que os bidlogos marinhos nos mostraram grande interesse pela abordagem. Contudo, o
NERC persistiu no seu intento e estabeleceu um pequeno (e barato) programa para
financiar projetos que promovessem a integracdo entre as duas areas. Esta iniciativa
inicial se mostrou extremamente proficua e determinou que, em 1989, fosse criado o
programa The Molecular and Genetic Analysis of Marine Systems (GAMES). O
GAMES foi encarado com cautela por pesquisadores externos ao Reino Unido. Primeiro
porque se acreditava que, com relacdo aos sistemas marinhos, ndo havia uma
comunidade de profissionais que pudesse se aliar com a comunidade de geneticistas.
Segundo, havia certo ceticismo com relagdo a qualidade dos hibridos (Berry 1995).

Esta parte da historia revela dois aspectos interessantes deste comego. Primeiro,
que a naturalidade da Genética Marinha pode ser considerada europeia. Foi 14, na
Europa, que a possibilidade de estabelecimento de uma Genética Marinha recebeu apoio

institucional. Segundo, que nos EUA, neste momento, a Genética era um assunto de
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geneticistas e Biologia Marinha de bidlogos marinhos. Os hibridos existentes ndo eram
estéreis, contudo, ndo reconheciam a subversdo que se instalava.

No periodo em que o0 GAMES perdurou, se deu, em 1989, o XXIII Simpdsio
Europeu sobre Biologia Marinha, em Swansea-UK. Os trabalhos em Genética Marinha
ali presentes evidenciaram a necessidade de realizagdo de outra conferéncia
inteiramente dedicada a disciplina da Genética Marinha (Ryland & Tyler 1989). Esta
ocorreu, em 1992, em Bangor-UK e foi organizado pelo GAMES. Desta conferéncia
resultou o livro Genetics and Evolution of Aquatic Organism editado por Beaumont e
lancado em 1994, quinze anos depois do livro de Battaglia e Beardmore (Beaumont
1994). A Genética Marinha ja era uma disciplina estabelecida, com aplicacdes em
estudos de aquacultura, poluicdo e biologia da pesca. A tecnologia de DNA abria o seu
caminho, principalmente aplicada a estudos filogenéticos com peixes.

A primeira conferéncia mundial nominalmente sobre Genética Marinha, o
International Workshop on Marine Genetics - Rio 1998 ocorreu no Brasil, em setembro,
com a participacao de varios daqueles que tinham feito a historia da Genética Marinha.
Neste encontro, ficou evidente o estabelecimento da tecnologia de DNA, pela primeira
vez superando em numero os trabalhos empregando o método de eletroforese de
aloenzimas. A Genética Marinha estava preocupada, entdo, em estudos de
biodiversidade molecular, conservagédo, poluicdo, aplicacbes em aquacultura, pesca,
além de biotecnologia aplicada aos organismos marinhos. Os trabalhos dessa
conferéncia foram publicados em um numero especial da revista Hydrobiologia
(Volume 420, Numero 1) e, também, em forma de livro (Solé-Cava et al. 2000).

Assim, o estabelecimento da Genética Marinha ocorreu na década de 1990 e
cresce continuamente desde entdo. Na figura 1.5 é possivel visualizar o que foi dito

aqui. E possivel associar o crescimento da producdo na disciplina a superagio dos
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obstaculos técnicos (estabelecimento do método de eletroforese de aloenzimas, o
desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante). A partir do momento que 0s
obstaculos s&o superados o crescimento é estimulado pela importancia dos ecossistemas
marinhos, tanto do ponto de vista econémico quanto ecoldgico. Além disso, a Genética
Marinha é uma disciplina que integra diferentes areas tendo, portanto, em certo sentido,
um carater interdisciplinar. A Genética Marinha hoje traz a possibilidade de aplicar a
teoria e as técnicas disponiveis da genética aos 0s organismos marinhos, que tém muito

para informar a respeito da evolucao dos seres vivos.
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Figura 1.5. Gréfico ilustrando o nimero de trabalhos publicados em revistas cientificas
com as palavras Marine and Genetics (base de dados: Web of Knowledge, acessado em
dezembro de 2015).

1.2.2.2. No Brasil
O inicio dos estudos de genética no Brasil data da década de 1930, quando
estavam sendo estabelecidas as bases da teoria sintética da evolugdo. A genética era

desenvolvida em institutos agrondmicos como a Escola Agricola Luiz de Queiroz
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(Esalq) e o Instituto Agronémico de Campinas (IAC). Neles, a genética foi introduzida
em pesquisas sobre o melhoramento de plantas. Na década posterior, foi a Universidade
de S&o Paulo (USP) que ganhou proeminéncia com as iniciativas de André Dreyfus,
pioneiro na divulgacdo da genética mendeliana e responsavel pelo estabelecimento de
um grupo de pesquisadores interessados na area (Salzano 1980; Souza et al. 2013).
Entre eles, destaca-se Crodowaldo Pavan que, em 1944, defendeu sua tese de doutorado
intitulada Os peixes cegos das cavernas de Iporanga e a Evolugéo que foi o primeiro
trabalho de genética evolutiva animal feito no Brasil (Pavan 1944). E nesta época,
também, em 1943, que a USP recebeu a visita de Theodosius Dobzhansky que influiu
para que a década de 50 fosse caracterizada por intenso trabalho de genética e ecologia
de drosofilas (mosca da fruta). O inicio da década de 1960 marcou o surgimento da
genética humana como fruto da genética de drosofilas. A década de 1970 foi marcada
pela expansao desta area, tanto em nimero de pessoas quanto de institui¢oes.

E somente no inicio da década de 1980 que ¢é publicado o primeiro trabalho em
Genética utilizando um organismo marinho (Isozymic differentiation of two sibling
species of Squatina in South Brazil). Este trabalho foi realizado por Antonio Mateo
Solé-Cava na entdo Fundacdo Universidade do Rio Grande, hoje Universidade Federal
do Rio Grande. Nele, dois tipos de tubardes que apresentavam diferencas morfoldgicas
(morfotipos), mas eram considerados a mesma espécie, foram investigados, com o
método de eletroforese de aloenzimas, para se saber se eram ou ndo a mesma espécie.
Os resultados indicaram que os morfotipos eram, de fato, espécies diferentes e, portanto,
ndo podiam ser pescados como uma espécie s6. Ou seja, um trabalho classico de
aplicagdo da Genetica Marinha para resolver problemas de sistemética e taxonomia,
mas, também, com importantes conseqiiéncias para 0 manejo da pesca e conservagao

das espécies (Solé-Cava et al. 1983).
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E interessante notar algumas caracteristicas importantes deste primeiro trabalho
de Genética marinha no Brasil. Primeiro, ele surge & margem da histéria dos estudos de
genética e evolugdo que se desenvolviam no Brasil e estavam centrados, principalmente,
em instituicGes de pesquisa no estado de Sdo Paulo. Em segundo lugar, ele se insere,
metodologicamente, no programa de pesquisas sobre variacdo génica em populacoes
naturais inaugurado na década de 1960 por Lewontin e Hubby. Mais que isso, naquele
momento, a utilidade do método de eletroforese de aloenzimas para estudos de
sistematica e taxonomia estava se estabelecendo. Neste sentido, o trabalho com tubardes
representa uma sintonia com a vanguarda da Genética Marinha no mundo. Por fim, ele
apresenta uma ligagao direta com as ciéncias do mar, seus problemas e interesses.

De fato, no seu primeiro momento, o crescimento e o estabelecimento da
Genética Marinha brasileira estiveram mais ligados aos interesses imediatos das
ciéncias do mar do que com a tradicdo de estudos em genética e evolugdo que se
desenvolviam no pais. Assim, foi mais a importancia, econdmica e ecoldgica, dos
ecossistemas marinhos que motivou estes primeiros trabalhos. Sé a partir da década de
1990 é que as atividades de varios grupos de pesquisa diretamente ligados a Genética
(peixes de é&gua doce, primatas etc.) comecaram a re-orientar seu expertise
metodolégico-cientifico para o estudo de modelos marinhos. Esta re-orientacdo se deu,
provavelmente, devido a solucdo de inimeros problemas envolvidos com o estudo de
organismos marinhos.

O trabalho com organismos marinhos apresenta alguns desafios para o
pesquisador. Por exemplo, espécies marinhas sdo, geralmente, menos acessiveis do que
as terrestres ou de agua doce. Do mesmo modo, observages sobre comportamento e
biologia destas espécies sdo mais dificeis. Por outro lado, os estudos de genetica de

espéecies marinhas abrem oportunidades interessantes para as pesquisas em genética e
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evolugéo. Por exemplo, muitos organismos marinhos apresentam padrdes incomuns de
dispersdo, migracdo, bem como historias de vida e fecundidade também singulares.
Tudo isto traz efeitos para a estrutura genética das populacdes naturais que s&o
importantes de serem compreendidos.

Outro fator importante para a re-orientacdo de grupos de pesquisa para Genética
Marinha foi, certamente, o barateamento de muitas das técnicas de biologia molecular
como a eletroforese de aloenzimas e, também, da tecnologia do DNA recombinante. A
reducdo dos custos tornou possivel a amostragem de um maior nimero de individuos
para o0 estudo da genética das espécies. Por fim, o investimento do pais em projetos
ligados ao mar como, por exemplo, aqueles ligados ao mar territorial e a Zona
Econdmica Exclusiva (ZEE) e o interesse com a conservacdo e gestdo da natureza sao
fatores que também podem ser apontados como tendo influéncia no estabelecimento da
Genética Marinha no Brasil.

De um total de 27.523 grupos de pesquisa e 139.201 pesquisadores distribuidos
pelas cinco regides, existem hoje no Brasil trés grupos de pesquisas que se denominam
de Genética Marinha, todos situados no estado do Rio de Janeiro (Plataforma Lattes —
http://lattes.cnpq.br e Diretério de Grupos de Pesquisa — http://dgp.cnpg.br/diretorioc).
Contudo, se a producdo dos grupos de pesquisa e pesquisadores € escrutinada, €
possivel encontrar um total de 403 grupos com producdo cientifica relacionada a
disciplina. Este total representa 1,5% dos grupos de pesquisa no pais. Na figura 1.6 é
possivel observar a producdo em Genética Marinha no Brasil desde a publicacdo do
primeiro trabalho em 1983. A partir da década de 1990 o crescimento na area passou a

ser intenso.
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Figura 1.6. Grafico ilustrando o numero de trabalhos publicados em revistas cientificas
com as palavras Marine and Genetics and Brazil (base de dados: Web of Knowledge,
acessado em dezembro de 2015).

1.2.2.3. Nos outros

A ciéncia é um empreendimento capitalista e, como tal, € légico que se
desenvolva preferencialmente nos paises onde este modo de producdo esta estabelecido.
A Genética Marinha € uma disciplina cientifica, assim, a sua histéria, como deve ter
sido notado, se desenvolveu primeiramente no eixo Europa-EUA. Nao é surpreendente,
portanto, que “No mundo” seja um eufemismo para oS paises capitalistas desenvolvidos
e exclua, por motivos ébvios, o resto do mundo. Contudo, a ubiquidade deste modo de
producéo vai incluindo, paulatinamente, os outros do mundo. Foi assim que o Brasil
entrou nesta historia.

E importante notar que desenvolvimento cientifico e desenvolvimento capitalista
caminham juntos, portanto, a expressividade da Genética Marinha no Brasil pode ser
entendida, também, como um aumento da expressividade cientifica do pais como um

todo que € resultado do aumento da importancia econdémica do Brasil em nivel mundial
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(e de alguns outros: RUssia, India, China e Africa do Sul-BRICS). Contudo, é necessario
frisar que caminhar junto n&o é vir a reboque, o que significa que do mesmo modo que o
modo capitalista de produgdo criou a ciéncia para seus objetivos de crescimento, a
ciéncia faz o capitalismo crescer com o conhecimento que produz para manipular a
natureza (Catani 1984).

Talvez este paréntesis, nesta pequena histéria da Genética Marinha, fosse
desnecessario, mas o seu “(0) come¢o” em um “(no) mundo” restrito ao eixo Europa-
EUA pode ter causado incomodo para alguns e merecia um esclarecimento, mesmo que
breve. Mais que isso, 0 aparecimento do Brasil na linhagem histérica mundial da
Genética Marinha, certamente tem muito de contingencial (histéria dos pesquisadores
envolvidos), mas, também, ndo se pode negar, a uma casa, a olaria de onde seus tijolos

A

vem.
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1.3. EMPIRICO
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Os problemas com os quais trabalha a Genética Marinha sdo, em ultima
instancia, problemas evolutivos. Utilizando modelos de estudo que sdo 0s organismos
marinhos, o que traz problemas, mas, também, vantagens e perspectivas, ja foi visto.
Problemas evolutivos mesmo que aplicados a questdes de interesse especifico das
ciéncias do mar, o que também ja foi visto. Portanto, se os problemas em Genética
Marinha tém uma natureza evolutiva e o material da evolucdo ¢é a variacdo de carater
hereditério, entdo, a primeira etapa para se estudar Genética Marinha é, certamente, 0
desenvolvimento de técnicas e métodos de amostragem da variacdo. De fato, a propria
origem da disciplina, como j& foi discutida aqui, est& ligada ao desenvolvimento de um
método de amostragem de variacgdo, a eletroforese de aloenzimas.

Técnicas e métodos fornecem a possibilidade de producdo de observacdes e
experiéncias que séo utilizadas como evidéncias a favor ou contra as explicacdes que
sdo dadas para os fendmenos da natureza. Quanto mais as explicagfes encontram apoio
nas observacgdes e experiéncias, maior é a sua base empirica, ou seja, mais observacgdes
e experiéncias existem que néo contradizem a explicagéo.

Esta “crenca” no poder das observagdes e da experiéncia para legitimar as
explicacBes é uma forma de pensar o valor do conhecimento (seu contetdo de verdade)
que vem desde Aristdteles, na Grécia Antiga. Ele acreditava, em contraposi¢do ao seu
mestre Platdo, que o conhecimento tinha uma natureza imanente (vinha do mundo
concreto) ao invés de transcendente (com origem no mundo das ideias perfeitas).
Contudo, foi no século XVII que o empirismo se estabeleceu com forga, especialmente
pelas ideias de Bacon, Locke e Hume. Estava em surgimento, naquele momento, o
modo de producdo capitalista e sua forma de conhecimento por exceléncia: a ciéncia

moderna (Chalmers 1993).
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O empirismo causou uma grande revolucdo, pois, gracas a valorizacdo do
conhecimento cientifico, a sociedade passou a buscar resultados préticos, com o intuito
de dominar a natureza e expandir o modo de producgéo capitalista. Desde o século XVII,
a ciéncia e o capitalismo se expandiram juntos (como ndo poderia deixar ser) e muito.
Contudo, a fé na “crenga” empirista foi muito abalada, ja que um detalhe importante foi
percebido na prdpria préatica cientifica: as técnicas (e os métodos mais ainda), s6 nos
permitem observagdes e experiéncias que se encontram associadas a uma série de
explicacBes sem base empirica, ou seja, 0s pressupostos (0 que ja foi visto na se¢do 4.2).

E neste sentido pouco “religioso” que o empirico sera tratado aqui: técnicas e
métodos que sdo usados para amostragem da variacdo de carater hereditario que é o

material da evolucdo e, portanto, da Genética Marinha.

1.3.1. Variagdo Fenotipica

Caréater é a denominacdo empregada para designar qualquer caracteristica de um
ser vivo que pode ser observada ou detectada e que, portanto, permite distinguir
individuos de uma mesma espécie ou de espécies diferentes. Estes diferentes caracteres,
que podem ser descritos para um determinado organismo, constituem o seu fenétipo.
Alguns problemas estudados pela Genética Marinha focalizam a variacdo fenotipica. As
caracteristicas fenotipicas observadas em populacGes naturais podem ser de dois tipos:
discreta ou continua.

Diversos caracteres nos mais diferentes organismos podem ser divididos em
classes fenotipicas distintas, neste tipo de variacdo o carater apresenta apenas estados
contrastantes. Na variacdo fenotipica discreta as classes sdo facilmente separadas uma
das outras e os caracteres sdo chamados qualitativos. Como exemplo de caracteres

qualitativos, pode-se citar a variacdo de cor nos espinhos de ouri¢os-do-mar (A espécie
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Paracentrotus gaimardi apresenta cinco cores- preto, marron, cinza, verde e rosa).
Entretanto, quando se observa os individuos nas populagdes naturais, pode-se identificar
que, para muitos de seus caracteres, a variacao fenotipica observada entre os individuos
é continua, ou seja, os fendtipos dos individuos ndo podem ser divididos em classes
distintas, pois apresentam diferencas graduais. Na varia¢do fenotipica continua ndo ha
separacdo entre as classes, esses caracteres sdo chamados quantitativos e correspondem
a grande parte das caracteristicas. Como exemplo de caracteres quantitativos, pode-se
citar a variagdo do peso em ostras e a variagdo no comprimento corporal de peixes.

O primeiro passo, para a analise de uma distribuicdo de variagdo fenotipica, é a
estimativa da média aritmética. A média de uma amostra representa o centro da
distribuicdo. Assim, quando se pensa na média de uma amostra deve-se lembrar de que
este valor representa um valor central ao redor do qual todos os valores fenotipicos dos
individuos da amostra estdo distribuidos. A média € calculada através da soma de todas

as medidas da amostra dividida pelo nimero de individuos analisados (Quadro 1.1).

Quadro 1.1. Descricdo matematica da média.

A média pode ser descrita matematicamente como:

X =X(x)/n
Onde:
X - média;
X - somatorio, ou seja, todos os valores devem ser somados;
X- cada amostra individual;
n- total de amostras (x) somadas.

Por exemplo, amostra-se o tamanho de cinco ostras com os valores em centimetros:
1,2,3,4,5

m

ntdo, a média sera:
= (1+2+3+4+5)/5

(15)/5
3

x| x| x|
1
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O segundo passo para a analise de uma distribuicdo fenotipica € a estimativa da
variancia, que nada mais é do que a disperséo dos valores fenotipicos dos individuos em
torno da média. Assim, a variancia da amostra é calculada como o desvio de cada uma
das observacgdes individuais em relacdo a média. Depois de calculado cada um dos
desvios individuais, todos eles sdo somados e divididos pelo total de observagdes menos
um. Um dado importante, embora mais técnico, é que, na verdade, o que é somado ndo
sdo os desvios obtidos diretamente, mas os valores de cada um destes desvios ao

quadrado (Quadro 1.2).

Quadro 1.2. Descricdo matematica da variancia.

A variancia pode ser descrita matematicamente como:
s?=X(x-x)¥(n-1)

Onde:

s%- variancia;

X - média;

Y - somatorio;

X- cada amostra individual;

n- total de amostras (Xx).

Por f:xe_mplo, no caso das cinco ostras amostradas, para as quais a média foi 3 (x = 3), a
variancia, entao, sera:

s? = (1-3)%/(5-1)+ (2-3)%/(5-1)+ (3-3)*/(5-1)+ (4-3)%(5-1)+ (5-3)*/(5-1)

2 = (-2)%1(4)+(-1)%1(4)+(0)(4)+ (L)% (4)+(2)%/(4)

s? = 4/4+1/4+0/4+1/4+4/4

s? = 1+0,25+0+0,25+1

s?=25

Por fim, é interessante, também, se estimar o desvio padrdo da média. O desvio
padrdo é uma medida importante por que informa sobre o quanto o conjunto de medidas
individuais se distancia da média da popula¢do (Quadro 1.3). Assim se, por exemplo,

duas gaivotas pescando, uma delas conseguiu capturar dez peixes e a outra nenhum, na
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média, ambas estardo bem alimentadas, contudo, o desvio padrdo serd muito alto, ou
seja, informa que ndo é bem assim, as duas observacdes (zero peixes e dez peixes)

desviam muito da média que é cinco: uma observacgdo é zero e a outra o dobro de cinco!

Quadro 1.3. Descricdo matematica do desvio padrao.

O desvio padréo pode ser descrito matematicamente como:
s=s

Onde:

s- desvio padréo;

s%- variancia.

Por exemplo, para a variancia da média igual de 2,5 (s* = 2,5) obtida no quadro 1.2, 0
desvio padréo sera:

s=125

s=1,58

Na figura 1.7 tudo que foi dito até aqui sobre a média, a variancia e o desvio é
apresentado de maneira visual, de maneira que, 0S mesmos conceitos, possam ser
apreciados na forma verbal, matematica e gréafica. Cada qual com a sua importancia e

funcéo.
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ESPACO
DE
VARIANCIA

Figura 1.7. Os parametros estatisticos representados como uma distribuicao espacial. A
média fica no centro da distribuicdo em relagdo as medidas individuais das amostras. As
amostras (observacdes) individuais se distribuem em torno da média, com uma distancia
que representa o desvio padrdo de cada amostra em relacdo a média. O espago composto
por todas as observacOes realizadas (amostras), seu centro (média) e as distancias
(desvios) formam total de distribuicdo da média das medidas de cada amostra e das
amostras individuais formam o espaco de variancia.

Para o estudo e aplicacdo da Genética Marinha estas medidas sdo extremamente
relevantes. Por exemplo, se em um cultivo de ostras deseja-se obter uma populacdo com
individuos maiores, faz-se uma selecdo artificial escolhendo-se para reproducdo 0s
maiores individuos desta populacdo. Contudo, a avaliacdo dos resultados do processo de
selecdo artificial depende da possibilidade de se descrever as populacfes de ostras
(antes e depois da selecdo artificial). Isto é feito com base nos valores de média,

variancia e desvio padréo dos valores fenotipicos individuais destas populac¢des (Figura

1.8).
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Figura 1.8. Histograma demonstrando selecéo para tamanho de ostras. A- Distribuicdo
dos fendtipos na populacdo parental com meédia 10 cm, da qual foram selecionadas as
ostras com tamanho superior a 15 cm para a reproducdo. B- Distribuicdo dos fenotipos
na populacdo de descendentes das ostras maiores que 15 cm gue apresenta, agora, média
de 13 cm. Embora este exemplo seja imaginario, é sabido que distribuicbes como esta
sdo obtidas em programas de melhoramento genético, especialmente se a selecdo
artificial é feita com populacdes heterogéneas. Nestes casos, o fendtipo médio da
populacdo muda, em poucas gera¢des, na direcdo determinada pela selecéo.

A forma foi a primeiro tipo de variacdo fenotipica que o Homem utilizou para
identificar os organismos. Desde que a ciéncia vem buscando métodos para uma
classificacdo dos seres vivos, o principal critério para a identificacdo das espécies é seu
conjunto de caracteres morfoldgicos - a sua forma, em ultima andlise. Do ponto de vista
da Genética Marinha, a existéncia de variacGes de forma entre 0s organismos, tanto

dentro das populagfes quanto entre populagdes e especies, é extremamente importante.
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1.3.2. Morfometria

Morfometria é o estudo matematico das formas de objetos pertencentes a mesma
populacdo. Uma das suas aplicacbes é na identificagdo e na caracterizacdo de
populagdes que podem assumir formas ou tamanhos diferentes conforme o gendtipo e o
ambiente em que se desenvolvem (Monteiro & Reis 1999.). Sendo assim, a
Morfometria é uma ferramenta muito importante na Genética Marinha.

Existem duas técnicas para definir, matematicamente, a forma dos organismos.
A maneira mais simples, chamada morfometria cléassica ou tradicional, é caracterizada
pelo estudo da variancia e covariancia de medidas de distancia entre pares de pontos
entre estruturas. A morfometria tradicional descreve como e quanto estas medidas
variam, bem como o0 quanto elas estdo relacionadas entre si. As medidas usadas em
morfometria tradicional podem ser obtidas tanto com uma régua (no caso de medidas
como largura, comprimento, altura) como com um paquimetro (no caso de muitas
medidas diferentes como distancias entre diversos pontos definidos no corpo do
organismo).

Inicialmente, os estudos da variacdo da forma eram feitas através de
comparacgdes de vérias medidas, uma a uma. No entanto, devido ao fato de que os
organismos sdo multidimensionais, notou-se que, mesmo se tomando vérias medidas,
isto ndo era suficiente para descrever a forma como um todo. A partir deste momento
comecaram a surgir os métodos multivariados usados atualmente. Neste caso, leva-se
em consideracdo, simultaneamente, os diferentes niveis de variancia e covariancia entre
as medidas. Devido a crescente facilidade de acesso as técnicas computacionais, as
técnicas multivariadas tradicionais tém sido amplamente usadas, como Analise de

Componentes Principais, Regressdes Multiplas, Analises Discriminantes entre outras.
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Outro método utilizado na andlise estatistica das formas é a morfometria
geométrica. Esta € uma ferramenta muito atil para detectar variacbes morfoldgicas
indetectaveis por estudos de morfometria tradicional. A analise realizada por técnicas de
morfometria geométrica estd baseada na teoria de coordenadas cartesianas. No caso
especifico da morfometria geométrica, estes pontos cartesianos sdo denominados
marcos anatomicos (ou landmarks, no inglés). As coordenadas informam sobre as
posicdes relativas dos marcos anatdmicos e, deste modo, permitem a reconstrucdo da
forma estudada. Esta metodologia envolve uma série de técnicas que visam descrever e
representar a geometria das formas estudadas. Na figura 1.9, o tipo de medida tomada
para as analises de morfometria tradicional e geométrica estdo representados para uma

concha de mexilhao.

A Linha palial

Largura
Umbo

Comprimento total

B L -
bl

Landmarks em uma Projecdo dos landmarks
concha de mexilhdo em um plano cartesiano

Figura 1.9. Medidas tomadas em estudos da forma da concha em mexilhGes. A-
Morfometria tradicional, na qual medidas lineares sdo obtidas e B- Morfometria
geomeétrica, na qual as distancias entre os pontos de contorno da concha séo transferidas
para um plano cartesiano.
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Tanto a morfometria classica quanto a geométrica sdo capazes de definir de
maneira eficiente o padrdo de forma de populacGes de organismos, uma vez que 0 Seu
crescimento seja isométrico. Ou seja, se 0 desenvolvimento ontogenético (da célula ovo,
passando pelo embrido e até a fase adulta) mantiver um padrdo de crescimento no qual
as diversas partes do corpo do organismo crescem simultaneamente. Dito de outra
forma, a medida de cada parte do corpo € uma funcdo linear da outra. Assim, para
comparar um organismo grande com um pequeno, basta a simples divisdo por um fator
de escala, por exemplo, o comprimento ou a altura. Nesta situacdo, como a forma é
totalmente independente do tamanho, 0s organismos grandes e pequenos apresentam a
mesma forma, sendo, 0s pequenos, miniaturas dos grandes.

O problema da morfometria, tanto tradicional quanto geométrica, esta na
situacdo em que diferentes partes do corpo crescem a taxas diferentes. Ou seja, a medida
que o tamanho aumenta, a forma do corpo muda e a relacdo entre as medidas das
diferentes partes do corpo ndo é mais linear. Neste caso, organismos grandes e pequenos
terdo, obrigatoriamente, formas diferentes devido ao crescimento diferencial das
diversas partes do corpo. A consequéncia desta peculiaridade do desenvolvimento € que
ndo h& mais um fator linear de escala. Este crescimento, em que ha uma mudanca de
forma acompanhando a mudanga de tamanho, é denominado de crescimento alométrico.

Em analises morfométricas, o foco é a comparacdo entre a forma dos
organismos. Neste contexto, a alometria € um grande problema, uma vez que as
mudangas nas dimensdes relativas de partes do corpo estdo correlacionadas as
mudangas no tamanho total. Nestes casos, grande parte da variagdo dos dados

morfometricos deve-se a diferencas no tamanho dos organismos que sdo, geralmente,
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consideradas como fontes contingenciais de variagdo. A figura 1.10 exemplifica o

crescimento isométrico e alométrico.

N~
S

Crescimento isométrico: Individuos jovens e adultos possuem a mesma forma

B
GO T >

Crescimento alométrico: Individuos jovens e adultos possuem diferentes formas

Figura 1.10. Diferentes formas de crescimentos em organismos. A- Crescimento
Isométrico, no qual jovens e adultos da mesma espécie possuem a mesma forma, ou
seja, todo o corpo do organismo cresce a uma taxa constante e B- Crescimento
Alométrico, no qual jovens e adultos da mesma espécie possuem forma diferentes, ou
seja, diferentes partes do corpo crescem a taxas diferentes.

Existem vérios procedimentos estatisticos que tém o intuito de eliminar a
influéncia do tamanho nas medidas de variacdo morfoldgica. O procedimento mais
simples consiste em obter a razdo entre cada medida e outra considerada como um
estimador do tamanho, geralmente o comprimento total. Este procedimento realmente
reduz os dados a mesma magnitude, porém ndo remove a influéncia ndo-linear do
crescimento.

A despeito destes problemas, a variacdo da forma, sob a Otica da morfometria,
tem sido descrita para espécies como peixes-rei do género Odontesthes, para o
gastropodo Littorina saxatilis, lagostas da espécie Homarus americanus e estudos

taxondmicos em diversas espécies de mexilhdes. Na secdo 1.6. Cientifico, alguns
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estudos morfométricos aplicados aos problemas que interessam a Genética Marinha sdo
descritos.

A forma é um fendtipo. O fendétipo € entendido como a expressdo do gendtipo.
De maneira simples (e simplificadora) pode-se dizer (e se diz!) que o fendtipo é o
genotipo mais o ambiente. Contudo, a relagdo entre fenotipo e gen6tipo é complexa e
varia de caracteristica para caracteristica. Em um extremo, estdo as caracteristicas
quantitativas, que possuem uma relacdo complexa com o genotipo. No outro extremo, o
fendtipo pode ser a expressao quase que direta do gendtipo. Neste caso, a distin¢do entre
genotipo e fendtipo praticamente desaparece e pode-se dizer que, ao se observar um
fendtipo, se esta observando, em termos operacionais, 0 genotipo. Na maior parte dos
estudos em Genética Marinha a variacdo com a qual se trabalha é aquela referente a este
segundo caso, ou seja, quando se pode assumir que a variacdo fenotipica observada é
um bom equivalente da variacdo génica (como é o caso das aloenzimas, por exemplo,
como foi descrito na secdo 1.2 em Controvérsias evolutivas) ou com a propria variacao

génica.

1.3.3. Variagdo Génica

O conjunto de genes de uma célula hapléide de um organismo constitui o seu
genoma (Em inglés: genome = genes, chromosomes = estrutura celular composta de
DNA e proteinas encontrada no nicleo das células em metafase). Toda a informacéo
hereditaria contida no genoma tem como base material o DNA (ou, em alguns virus
marinhos, no RNA). Recentemente foi observado que, além de regides codificadoras, 0
DNA apresenta uma grande proporcdo de sequéncias que ndo sdo codificadoras. A
definicdo de genoma inclui, também, estas regibes. Ou seja, 0 genoma pode ser

entendido como todo o0 DNA de uma célula haploide, seja ele codificante ou néo.
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No momento da divisdo celular, o DNA toma uma forma semi-ordenada
designada de cromossomos. Os eucariontes, como as estrelas-do-mar, possuem
maltiplas fitas de DNA lineares dentro do nucleo celular, agregadas a proteinas
estruturais, as histonas. Nos procariontes, como as cianobactérias, 0S cromossomos
podem ser circulares e ndo possuem histonas.

As células dos organismos eucariontes podem ser classificadas de acordo com o
teor cromossémico em haploides (“n” representando um conjunto de Cromossomos,
como no caso de algumas algas), diploides (“2n” representando dois conjuntos de
cromossomos, como no maior caso dos filos com organismos marinhos) ou mais, nos
casos de poliploidias (tripldides-trés conjuntos de cromossomos-3n; tetraploides-quatro
conjuntos de cromossomos-4n e pentaploides-cinco conjuntos de cromossomos-5n;
como no caso de alguns crustdceos que sao tetraploides e moluscos que podem
apresentar diversos multiplos de “n”).

Nas células dipldides, os cromossomos existem aos pares, ou Seja, sempre
existem dois cromossomos de mesmo tamanho e forma chamados, por isso,
cromossomos homologos. Cada segmento do cromossomo capaz de determinar a
producdo de uma proteina e, portanto, capaz de controlar uma caracteristica morfoldgica
ou funcional do individuo é conhecido por gene. Assim, a teoria cromossémica de
heranca definiu um cromossomo como uma sequéncia linear de genes (embora,
atualmente, se saiba que 0s genes quase nunca sdo continuos, com ja se vai ver em
1.3.6.2. Tipos de sequéncias).

O local ocupado pelo gene no cromossomo € o locus génico (no plural, loci). Em
um par de cromossomos homologos, os genes localizados em posicdes correspondentes
sdo genes alelos ou alelomorfos e atuam sempre sobre o mesmo carater. Genes alelos

(ou simplesmente alelos, para facilitar) diferentes surgem uns dos outros gracas a
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ocorréncia de mutagOes génicas (pequenas alteracdes na sequéncia de bases das suas
moléculas de DNA). Dessa forma, existem diversas alternativas de alelos para um
mesmo locus. Eventualmente, um alelo pode impedir a manifestacdo de outro, neste
caso, ele é conhecido como alelo dominante. Aquele gene que tem o seu efeito
blogueado por um alelo dominante é chamado alelo recessivo. O fenbmeno geral €
conhecido como dominancia e recessividade dos alelos.

Um individuo dipl6ide pode possuir dois alelos iguais em um determinado locus
génico e, neste caso, diz-se que ele é homozigoto para aquele locus. Alternativamente,
quando o individuo apresenta alelos diferentes, diz-se que ele é heterozigoto. Para
facilitar a representacdo do gendtipo de um individuo se empregam, geralmente, letras
para indicar os genes. Por exemplo, para um determinado locus com dois alelos pode se
denominar um alelo como A; e outro como A,, sendo, neste caso, AjA; e AA; 0S
genotipos possiveis em homozigose e A;A; 0 gendtipo em heterozigose. O conjunto
completo de alelos que podem ser encontrados no material genético dos individuos
vivos de uma determinada populacdo é chamado de Pool génico. O Pool génico para o
locus A consiste de todos os alelos para este locus na populagédo (Figura 1.11).

A variacdo génica, portanto, pode ser entendida como variacdo alélica. A
variacdo alélica pode ser descrita em varios niveis: fenotipico (caracteristica discreta ou

continua, forma, proteinas), cromossdmico ou sequéncias de DNA.
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| Locus

By B, Heterozigoto
alelos
Cy C; Homozigoto

CROMOSSOMOS HOMOLOGOS

Figura 1.11. Resumo esquematico dos conceitos que servem para descri¢do da variacao

génica em uma populacgéo (ver texto para explicacdo detalhada).
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1.3.4. Citogenética

A citogenética é o ramo da genética relativo ao estudo dos cromossomos quanto
a seus aspectos morfoldgicos e funcionais, sua variacdo e evolucdo (Guerra & Souza
2002; Molina & Jacobina 2013). O conjunto de cromossomos dentro de um ndcleo de
uma célula é chamado cariotipo.

Durante o processo evolutivo das espécies, os cariotipos se transformaram,
gerando uma imensa diversidade cromossémica em ndmero, forma (Figura 1.12),
tamanho, capacidade de pareamento mei6tico, contelido de heterocromatina etc. A
analise cromossdmica permite observar o genoma de um eucarionte como um todo, na
forma de blocos individualizados de material genético passiveis de serem mensurados,
diferenciados em sub-unidades e manipulados de diversas maneiras. A grande maioria
das espécies € cariotipicamente Unica, diferindo de outras em relacdo ao numero e a
morfologia cromossémica e/ou em relacdo a caracteristicas estruturais dos seus
cromossomos. Caracteres cromossdmicos podem ser utilizados na identificacdo de
espécies cripticas (citotaxonomia), assim como nas relac@es entre espécies, fornecendo
importantes subsidios para o entendimento das relacbes evolutivas entre espécies e
populacdes (citossistematica). Técnicas classicas de caracterizagdo cromossémica
(cariotipagem) incluem a coloracéo convencional, bandeamento C e NORs.

Os cromossomos sdo observados em células que se encontram em metéafase.
Assim sendo, é necessario obter células em divisdo para fazer um estudo cromossémico.
Podem-se obter células em divisdo espontanea (por exemplo, a partir das branquias de
bivalves), ou a partir de culturas cuja divisao é induzida. Os cromossomos em metafase
precisam ser corados para ser estudados. A coloracdo com Giemsa é a mais utilizada em
técnicas citogenéticas de rotina, também chamada de coloracdo convencional. Este tipo

de coloracdo é uniforme ao longo do cromossomo, ndo permitindo a identificacdo
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individual (permite apenas detectar variacbes de numero), no entanto, como deixa
visivel a constri¢cdo centromérica, permite identificar grupos de cromossomos de acordo
com a sua morfologia e identificar alteracbes de largo espectro, tais como grandes

variagOes de forma ou quebras cromossdmicas.

Metacéntrico Sub-metacéntrico  Acrocéntrico Telocentrico

Figura 1.12. Diferentes formas de cromossomos séo definidas em funcgédo da posicao do
centromero. Na forma metacéntrica, o centromero divide o cromossomo em duas partes
iguais; na sub-metacéntrica, o centrdmero divide o cromossomo em duas partes
desiguais; na acrocéntrica, o centrdbmero é sub terminal e na forma telocéntrica, o
centrémero é terminal.

Se 0 objetivo do estudo for a deteccdo de alteracbes cromossdmicas, 0S
cromossomos devem ser marcados de uma forma especifica, de modo a que cada um
dos pares seja identificado individualmente. Esta marcacdo pode ser obtida através de
diferentes técnicas de bandeamento diferencial. Existem, também, métodos que marcam
regibes especificas dos cromossomos e, por isso, sdo denominadas técnicas de
bandeamento seletivo como as bandas Q, G e R.

As bandas Q foram o primeiro método de diferenciagdo longitudinal a ser
utilizado e baseia-se na coloracdo dos cromossomos pela mostarda de quinacrina e
observacdo da fluorescéncia emitida usando luz ultravioleta. Os cromossomos sao
corados sem qualquer tipo de pré-tratamento, preservando, assim, a sua morfologia.

Esta técnica apresenta, contudo, uma desvantagem: a fluorescéncia desvanece
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rapidamente. Assim sendo, para a analise citogenética de rotina este método foi
substituido por técnicas de bandeamento ndo fluorescente.

As bandas G podem ser obtidas fazendo um pré-tratamento dos cromossomos
com uma solugdo salina a 60°C ou com enzimas proteoliticas, seguido de coloragdo com
Giemsa. Os cromossomos apresentam, entdo, um padrdo de bandas claras e escuras,
especifico para cada cromossomo. As bandas R (reverse, do inglés) sdo o reverso das
bandas G. A técnica, neste caso, envolve um pré-tratamento alcalino a temperatura
elevada (80 a 90°C), seguido de coloragdo com Giemsa.

As bandas mostradas pelas técnicas de bandeamento refletem a organizacdo
funcional do genoma que regula a replicacdo do DNA, a reparacdo, a transcricao e a
recombinacdo genética. As bases moleculares das técnicas de bandas envolvem a
composicdo de bases do DNA, as proteinas associadas e a organizacdo funcional do
genoma. De um modo geral, as bandas G escuras (R claras) s&o ricas em bases AT,
replicam tardiamente e s@o pobres em genes. As bandas G claras (R escuras) sdo ricas
em bases CG, replicam precocemente e sdo ricas em genes.

Os cromossomos em prometafase podem, também, ser bandeados. Neste caso, a
técnica utilizada é o bandeamento C. Este tipo de marcacdo permite aumentar o nimero
de bandas visiveis e localizar, com maior rigor, alteracfes cromossémicas sutis, dificeis
de serem detectadas em cromossomos em metafase. A heterocromatina constitutiva que
esta localizada nas regiGes centroméricas dos cromossomos € marcada seletivamente,
por isso esta técnica ¢é aplicada ao estudo dos polimorfismos que envolvem uma regido
denominada justa-centromérica. As bandas C podem ser obtidas através de varios
métodos, mas 0 mais comum consiste num breve tratamento com acido, seguido de

tratamento alcalino e, posteriormente, coloragdo com Giemsa.
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As bandas NOR correspondem a marcacdo das regides dos organizadores
nucleolares (nucleolar organizing regions, em inglés) que se encontram, geralmente,
nos bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos. O método mais utilizado é o da
precipitacdo de nitrato de prata sobre aquelas regides. A precipitacdo ndo se da sobre o
DNA ribossémico, mas resulta da reducdo de uma (ou varias) proteinas &cidas
argirofilas que se encontram associadas aquelas regides, onde se localizam os genes que
codificam as subunidades 18S e 28S do rRNA (ver adiante em 1.3.6.1. DNA alvo). O
precipitado localiza-se, por isso, no exterior dos cromossomos e sO aparece se 0S
referidos genes estiverem ativos.

A citogenética contribui para resolucdo de muitos problemas de Genética
Marinha como em casos em que a taxonomia é controversa. A classificacdo das espécies
do género Carangoides, conhecidas popularmente como Xerelete, Carapau e Xareu,
puderam ter sua classificacdo resolvida através da cariotipagem das regifes 18S e 5S do

rRNA. Na secdo 1.6. Cientifico, alguns estudos com citogenética sao descritos.

1.3.5. Eletroforese de Aloenzimas

Na secdo 1.2 deste capitulo, foi abordado, em dois momentos, o metodo de
eletroforese de aloenzimas. Primeiro, na historia da teoria evolutiva, a eletroforese de
aloenzimas foi apresentada como o método que deu fim a controvérsia entre a Escola
Classica e a do Balangco (1.2.1.3. Controvérsias evolutivas). Depois, na histdria da
propria Genética Marinha (1.2.2. O Comecgo), fez-se referéncia a este método como
sendo importante para o nascimento e crescimento da Genética Marinha. Agora, chegou

0 momento de descrever este método em mais detalhes.
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1.3.5.1. A técnica

O desenvolvimento da técnica de eletroforese de proteinas data da década de
1950 quando Smithies publicou um trabalho (Zone electrophoresis in starch gels: group
variations in the serum proteins of normal human adults) que permitia uma boa
resolucéo de proteinas separadas por corrente elétrica em gel de amido (Smithies 1955)
e Hunter e Market desenvolveram métodos de colora¢do histoquimica baseados na
especificidade enzimética (Histochemical demonstration of enzymes separated by zone
electrophoresis in starch gels) (Hunter & Market 1957).

A eletroforese pode ser definida, de maneira geral, como a migracdo de
particulas sob acdo de corrente elétrica. No caso da eletroforese de proteinas, a técnica
se baseia, primeiramente, nas caracteristicas fisico-quimicas das proteinas. Ou seja, é
sabido que dos vinte aminoacidos, cinco possuem carga elétrica, trés dos quais (lisina,
arginina e histidina) positiva e, os demais (acido glutdmico e &cido aspartico), negativa.
Tal fato faz com que proteinas com diferentes sequéncias de aminoacidos possam
apresentar cargas diferentes, movimentando-se com diferentes velocidades, sob a agédo
de um campo elétrico. Em outras palavras: diferentes proteinas podem manifestar
diferentes mobilidades eletroforéticas (Avise 1974; Avise 1994; Murphy et al. 1996;
Solferini & Selivon 2012).

As proteinas possuem diferentes funcBes nos organismos, podendo ser
estruturais (como as proteinas que participam da arquitetura celular, conferindo formas,
suporte e resisténcia) ou enzimas (proteinas que séo catalisadores bioldgicos com alta
especificidade). Devido ao fato de serem catalisadoras, as enzimas podem ser

visualizadas nos geis de eletroforese com a utilizagéo de coloracao histoquimica.
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Para se realizar uma eletroforese de enzimas, algumas etapas basicas sdo
necessarias. Sdo elas: preparacdo do suporte, preparacdo dos extratos, corrida
eletroforética e coloragdo histoquimica.

O suporte para a eletroforese pode ser de amido, poliacrilamida, agarose ou
acetato de celulose, sendo que amido e poliacrilamida permitem uma melhor separagédo
das enzimas. Os géis podem ser preparados com diferentes tampdes, que s&o escolhidos
de acordo com a enzima e o organismo utilizado. Cada diferente tamp&o utilizado para
fazer os géis possui um tampdo que serd utilizado nos eletrodos. Os dois tampGes juntos
constituem o sistema de tampGes. Os sistemas de tampdes podem ser continuos, quando
o tampdo utilizado para preparar o gel é o mesmo utilizado nos eletrodos ou
descontinuos, quando o tampdo utilizado para preparar o gel é diferente daquele
utilizado nos eletrodos.

A extracdo das enzimas € feita a partir da homogeneizacdo de individuos inteiros
(caso de organismos pequenos com sementes de mexilhdes, por exemplo), érgdos ou
tecidos (caso de organismos maiores, como peixes). A homogeneizagdo precisa ser
realizada em ambiente refrigerado com o auxilio de um bastédo de vidro em uma placa
mantida sobre gelo para evitar a protedlise e desnaturacdo das enzimas. O extrato de
cada individuo pode ser aplicado diretamente no gel através de pedacos de papel de
filtro de aproximadamente 2 x 15mm mergulhados no homogeneizado e logo em
seguida colocados nos géis.

O gel com os extratos das enzimas precisa ser submetido a uma corrente elétrica,
processo chamado de corrida eletroforética. As condicOes, tanto de voltagem aplicadas
ao gel como de duracao de tempo de corrida variam de acordo com o sistema de tampé&o

utilizado. As corridas podem durar de 3 a 24 horas a uma poténcia média de 3,2 W. As
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corridas eletroforéticas devem ser realizadas em um ambiente com baixa temperatura,
bem como todas as outras etapas do processo.

Ap0s a corrida eletroforética, os géis sdo colocados em placas onde a coloragdo
histoquimica (ou solucdes reveladoras) apropriada para cada enzima € adicionada. As
solucBes reveladoras consistem de um tampdo com pH préximo do que é considerado
ideal para a enzima, onde s&o dissolvidos o substrato da enzima, seus cofatores e
substancias capazes de detectar a reacdo ou formagdo do produto que precipitam,
oxidam ou fluorescem em consequéncia da reagdo principal.

Os padrbes de bandas resultantes da revelacdo do gel (zimograma) devem ser
interpretados seguindo a estrutura quaternaria das proteinas mono, di, e tretraméricas.
Os alelos sdo classificados de acordo com sua mobilidade anddica. Contudo, a
interpretacdo de um zimograma como a representacdo de fatores hereditarios
mendelianos depende de um salto qualitativo, que é a transformacdo desta técnica em

um método de amostragem de variacdo génica.

1.3.5.2. O método

Em 1966, Dick Lewontin e Jack Hubby definiram as condi¢fes necessarias para
que uma técnica fosse capaz de amostrar 0 genoma de um organismo possibilitando,
assim, uma medida da variagdo génica de uma populacdo natural. Segundo eles, esta
técnica deveria detectar diferencas fenotipicas decorrentes da substituicao alélica em um
unico locus (1); distinguir substituicGes alélicas de um locus em relacdo a outros loci
(2); discriminar uma quantidade substancial das substitui¢fes alélicas (3) e, finalmente,
representar uma amostra imparcial do genoma em relacao aos efeitos fisioldgicos e grau
de variagdo (4). As condicbes 1 e 2 garantiriam que os fendtipos observados

apresentariam uma heranca mendeliana simples e sem variagdo ambiental importante.
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As condicdes 3 e 4 dariam a seguranca de que, a despeito de serem obtidos a partir de
uma amostra restrita, os resultados poderiam ser usados para se fazer afirmagdes sobre a
variagdo no genoma como um todo.

Lewontin e Hubby indicaram que, se o dogma central da biologia molecular
(Figura 1.13) fosse aceito como verdadeiro, seria possivel interpretar a variacdo de
isoenzimas (enzimas com mobilidade diferente, mas mesma funcdo) observada nos
zimogramas como equivalente da variagcdo génica. Assim, a técnica de separacdo de
enzimas, se tornava um método para amostragem da variagdo génica em populacdes
naturais. O pressuposto era, ja naquele momento, falso. Muita variacdo genémica ndo é
detectavel por eletroforese simplesmente porque mudangas no DNA que ndo mudem a
codificacdo do aminoécido (substituicGes em terceiras bases dos cédons, por exemplo),
mudancas de aminoacidos que ndo mudem a carga da proteina (mudanca de um
aminoacido para outro com a mesma carga- Lisina para arginina, por exemplo) e
mudangas em regides ndo codificadoras do genoma (em introns, por exemplo) ndo sao
detectadas pelo método. Contudo, todas estas limitacGes faziam da eletroforese de
aloenzimas, apenas, um método conservador para responder a pergunta sobre a variacdo
génica presente nas populagdes naturais. Ser conservador, em ciéncia, ndo € uma coisa
de todo mal. Isto garante que toda afirmacéo que for feita sobre a existéncia de variagédo
¢ muito segura. Por outro lado, toda afirmacdo sobre a falta dela esta sujeita as
limitagGes do método.

Voltando aos padrfes de banda resultantes da revelacéo do gel, ele, agora, pode
ser interpretado mendelianamente. Cada banda representa um alelo, que € classificado
de acordo com sua mobilidade anddica. O alelo mais rapido de cada locus é designado
“A”, o segundo “B”, e assim por diante. A interpretacdo é simples: individuos que

apresentem apenas uma banda no gel sdo interpretados como homozigotos (AA, BB,
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CC etc.). Individuos que apresentem as duas formas da enzima, com mobilidades
eletroforéticas diferentes (isoenzimas), sao interpretados como heterozigotos (AB, AC,
BC). A figura 1.14 representa as etapas do método de eletroforese de izoenzimas que, se
interpretadas mendelianamente, passam a ser chamadas aloenzimas (isoenzimas com

padréo mendeliano de heranca).

Rep“caqa

DNA RNA Proteina

Figura 1.13. Dogma Central da Biologia Molecular descrito pela primeira vez em 1958,
por Francis Crick, um dos responsaveis pela proposicdo do famoso modelo de dupla
hélice para o DNA. Em 1970 Crick voltou ao ja popular Dogma em um artigo para
Nature.

2 O= PO = H

Amostra de tecido
do individuo

Individuo

T rr =
sy N\ e

Populagao Natural

Eletroforese Gel com amostras de )
cada individuo da Homogeneizado
populagao
BB AB AA AB
Coloragao especifica das Tz 3 4
aloenzimas

Interpretagdo mendeliana do gel

Figura 1.14. Resumo do método de eletroforese de aloenzimas tendo, ao final, a
interpretagdo mendeliana do padréo de bandas.
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O uso da eletroforese de aloenzimas como método de amostragem da variacao
génica de populacOes naturais incorre, no entanto, na aceitagéo de algumas limitagoes.
Talvez, a maior delas seja o fato de que a variagdo amostrada por eletroforese seja, na
realidade, variacdo fenotipica e ndo genotipica. Duas consequéncias advém dai.
Primeiro que conceitos como heterozigosidade e homozigosidade ficam relativizados, ja
que se trabalha com produtos dos genes. Segundo que os chamados alelos (melhor seria
a designacao técnica de alelomorfos) sdo afetados ndo s6 por possiveis alteracfes pos-
transcricionais, como também pela acdo do ambiente e, ainda, por condi¢bes de
estocagem do material a ser analisado (tempo, refrigeragéo etc.).

Para além das suas limitacBes, a utilizacio do método de eletroforese de
aloenzimas oferece muitas vantagens como, por exemplo, facil preparacéo de extratos a
ser utilizados. Acima de tudo, a interpretacdo mendeliana das frequéncias obtidas em
seus padrBes de bandas ¢ uma das maiores vantagens da eletroforese. Desse modo, este
método &, reconhecidamente, um dos metodos mais eficazes na detecgdo e amostragem
de variacdo génica em populacdes e vem sendo usado com sucesso em estudos de
Genética Marinha desde a década de 1970. A partir da década de 2000, contudo, a
utilizacdo deste método tem sofrido um declinio que tem suas possiveis razdes

discutidas mais a frente (ver 1.3.8. E Agora José?).

1.3.6. Técnicas de DNA

A Genética Marinha s6 pbde ter acesso a variacdo génica presente nas
sequéncias de DNA a partir da década de 1970. Contudo, como marcaria David
Skibinski em um artigo de 1994 (The potential of DNA techniques in the population and

evolutionary genetics of aquatic invertebrates), o impacto do desenvolvimento das
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técnicas de DNA s6 comecaria a ser sentido na éarea a partir da década de 1990
(Skibinski 1994).

A histdria dos estudos com DNA comec¢a na década de 1950, como é bem
sabido. A partir dos resultados de difracdo de raios X, Rosalind Franklin e Maurice
Wilkins, em 1952, deduziram que as moléculas de DNA eram helicoidais. O modelo
tridimensional para a estrutura da molécula de DNA foi proposto, em 1953, por James
Watson e Francis Crick (Watson & Crick 1953). A enzima polimerase do DNA foi
descrita em 1955, por Arthur Kornberg. No final da década de 1950, foi demonstrada a
natureza triplice do cddigo genético — cada aminoécido de uma proteina € especificado
por uma sequéncia de trés pares de nucleotideos no DNA. Logo em seguida, decifrou-se
0 codigo genético e demonstrou-se a correspondéncia entre as trincas de bases
nitrogenadas do mRNA (cddons) e os aminoacidos nas proteinas. O cddigo é
inequivoco, cada cédon corresponde a um Unico aminoacido, e degenerado, pois quase
todos os aminoacidos tém mais de um cddon que o codifica.

Para ser trabalhado, o DNA precisa ser extraido das células. Isto se faz,
geralmente, com uma etapa de tratamento dos tecidos com enzimas proteoliticas e
detergentes anibnicos e, em sequéncia, um tratamento com fenol e cloroférmio e
precipitacdo com alcool. Na década de 1970, a tecnologia do DNA recombinante trouxe
a possibilidade de extrair, cortar e unir DNA exd6geno em vetores, como fagos e
plasmideos, a partir do isolamento das enzimas de restricao.

As enzimas de restricdo (ou endonucleases de restricdo) foram isoladas, em
1968, por dois grupos independentemente (Host specificity of DNA produced by
Escherichia coli, Linn & Arber 1968 e DNA restriction enzyme from E. coli, Meselson
& Yuan 1968). Estas enzimas séo capazes de digerir sequéncias especificas de quatro,

cinco ou seis pares de bases em DNA dupla fita e, desta forma, abriram o caminho para
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formacdo de moléculas hibridas (sequéncias de DNA das espécies que se queria estudar
unidas a sequéncias de bactérias ou virus que, por reproducdo, formariam varias copias
da sequéncia desejada) que passaram a ser de extrema utilidade no estudo da variacao.

O desenvolvimento mais importante da biologia molecular para a Genética
Marinha, contudo, foi a PCR (Polimerase Chain Reaction) desenvolvida, na década de
1980, por Saiki et al. (1988) (Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a
thermostable DNA polymerase). Naquele momento, tornava-se possivel, para um grande
nimero de laboratérios, trabalhar com sequéncias de DNA, tanto nucleares quanto

organelares.

1.3.6.1. DNA alvo

Nos eucariontes, as moléculas de DNA podem ser encontradas tanto no nucleo
das células quanto nas suas organelas (mitocdndrias e cloroplastos). O DNA nuclear
(nDNA) é composto, em geral por moléculas bastante longas, podendo atingir varios
centimetros de comprimento. A maior parte deste DNA, no entanto, nunca € transcrita
em RNA e ndo contém informacdo para a producdo de proteinas. Calcula-se que apenas
cerca de 2% do DNA de eucariontes corresponde aos genes. Os 98% restantes séo
sequéncias de nucleotideos que ndo produzem RNA e cuja funcdo ainda ndo é
completamente conhecida, constituindo o DNA n&o-codificante (Bayne 1996; Burton
1996; Nahum 2012).

Embora a maior proporcdo do DNA dos organismos eucariontes seja encontrada
nos cromossomos nucleares, existem duas organelas celulares — as mitocondrias e 0s
cloroplastos — que apresentam tipos particulares de cromossomos. Estes cromossomos

contém genes que codificam funcdes especificas dessas organelas. O cromossomo
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mitocondrial (MtDNA) e o cromossomo do cloroplasto (cpDNA) apresentam numero de
genes reduzido em relagdo aos nucleares.

Os cromossomos de cloroplastos e mitocondrias possuem algumas
caracteristicas que os diferem dos cromossomos nucleares. Em geral, sdo circulares,
embora existam evidéncias de que podem adquirir formas lineares. Possuem um grau de
condensacdo menor que os nucleares e se encontram presentes nas células em centenas
ou milhares de copias. O cpDNA é dezenas de vezes maior que 0 mtDNA e, estes, de
uma a seis ordens de grandeza menores que o nDNA.

Quanto ao modo de heranga, tanto o0 mtDNA quanto o cpDNA apresentam
heranga citoplasmatica, sendo que o mtDNA € herdado, geralmente, via materna, ja o
cpDNA via paterna e, tambeém, biparental. Para ambas as moléculas ndo existem
evidéncias de recombinacdo. J& o nDNA apresenta heranca mendeliana e a
recombinacdo é caracteristica no modo de heranca biparental desta molécula. Em
relacdo as taxas evolutivas, 0 mtDNA evolui em torno de dez vezes mais rapido que o
nDNA, devido, provavelmente, ao fato da replicacdo em mitocondrias ndo apresentar
um sistema proprio de reparo e sua funcao respiratéria gerar muito radicais livres que
sdo danosos a molécula de DNA. O cpDNA, por sua vez, apresenta as menores taxas
evolutivas comparadas ao mtDNA e, mesmo, ao nDNA. Neste sentido, 0 cpDNA néo &,
geralmente, a melhor escolha para amostragem de variacao (Silva & Russo 2000).

Tanto o DNA nuclear quanto o organelar possuem genes que codificam os
RNAs ribossémicos, que sdo componentes essenciais na fisiologia celular. Estes
componentes interagem de modo especifico com proteinas ribossdmicas para formar as
subunidades dos ribossomos que atuam na sintese de proteinas. Os rRNAs sdo o
principal produto da transcricdo, constituindo, geralmente, de 80 a 90% da massa de

RNA total dos procariontes e eucariontes (Gorab 2012).
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As sequéncias que codificam para rRNA sdo reiteradas, ocorrendo em numero
variavel nos diversos organismos estudados. Nos eucariontes, essas coOpias Sao
organizadas in tandem (isto €, em sequéncia) e agregados a uma ou mais regides
cromossémicas, as chamadas regides organizadoras de nucléolos. De forma geral, cada
unidade de repeticdo do rDNA eucarionte possui uma organizacdo conservada,
consistindo de um espacador externo (ETS, do inglés external transcribed spacer),
transcrito em uma sequéncia que contém a extremidade 5’ da molécula precursora do
RNA; uma regido que codifica para rRNA 18S; um espacador interno que é transcrito
(ITS, do inglés internal transcribed spacer) e que contém a regido que codifica para
rRNA 5,8S; uma regido que codifica para rRNA 25-28S e um espacador externo (NTS,
do inglés non transcribed spacer) que ndo € transcrito.

Como pode ser percebido, 0 genoma possui grande variagdo quanto ao seu
tamanho, organizacdo e composicdo. Essa variagéo reflete a dinamica da evolugéo dos
genomas, sendo relevante em estudos da biodiversidade molecular e fundamentais para
os estudos com Genética Marinha. Na figura 1.15 estdo esquematizadas a estrutura de
trés das formas de DNA aqui descritas (n(DNA, mtDNA, rDNA) e que servem como

alvos para amostragem de variacdo génica para os estudos de Genética Marinha.
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Figura 1.15. Representagdo esquemaética das trés formas de DNA. A- genoma nuclear,
nDNA, B- genoma mitocondrial, mtDNA (com os genes: COIl, COIl, ATP6, CytB,
ND1, 16S e 12S) e C- unidade de repeticdo do rDNA de eucariontes (ETS: espacador
externo, 18S: regido que codifica para rRNA 18S, ITS: espacador interno, 25S/28S:
regido que codifica para rRNA 25/28S, NTS: espagador externo ndo codificante ou
espacador intergénico). kb — kilobase. 1 kb é equivalente a 1000 pb (pares de bases).
1.3.6.2. Tipos de sequéncias

As regibes codificantes do genoma € que constituem os genes. Contudo, 0s
genes nao sdo dispostos de maneira continua nas moléculas de DNA, eles se encontram
interrompidos por sequéncias ndo codificantes. As sequéncias codificantes formam os
chamados exons que sdo intercalados por sequéncias ndo codificantes, os chamados
introns (ou regides intergénicas). A constituicdo de um gene se da ap0s o0 processo de
transcricdo por um processamento, o chamado splicing (em inglés), que retira os introns
transcritos e une 0s exons que estavam por eles separados.

Os exons s@o mais conservados (ou seja, evoluem de maneira mais lenta), o que

significa dizer que a quantidade de mudancas que eles acumularam ao longo do tempo €
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pequena. Assim, exons ndo apresentam muita variacdo dentro de uma mesma espécie.
Os introns, por outro lado, como sdo ndo codificantes, evoluem mais rapido e, portanto,
apresentam grande quantidade de variacdo entre individuos de uma mesma espécie. A
razdo pela qual os exons sdo conservados e 0s introns ndo sao €, provavelmente, porque
exons sdo os componentes dos genes e, portanto, se sofrerem mudancas (as mutagoes,
que sdo sempre ao acaso) podem perder sua funcdo e causarem danos (ou até a morte)
aos individuos. Dito de outra forma, os exons estdo sob sele¢do natural e isto os impede
de mudar, a ndo ser que a mudanca seja benéfica ou neutra. Os introns, como nédo
codificam nada, estdo livres para ir mudando ao longo do tempo sem que nada aconteca
aos individuos, ou seja, estdo livres de selecdo natural. Se o objetivo é amostrar a
variacdo em nivel populacional, os introns, certamente, constituem a melhor escolha.

Além dos exons e introns, 0 nDNA contém, também, regiGes de clpia Unica e
regides duplicadas (nDNA repetitivo). As regides de cdpia Unica geralmente codificam
um determinado produto do gene. O nDNA repetitivo é composto de sequéncias que se
repetem em diferentes graus, podendo ser constituidos por segmentos de codificacéo,
tais como o rDNA que codifica 0 RNA ribossomal (rRNA) ou néo-codificante, in
tandem. As unidades repetitivas incluem algumas das regies mais variaveis
identificadas no genoma de eucariontes.

As unidades repetitivas estdo ligadas entre si como repeticdes em sequéncias e
podem ser encontradas em um locus ou em muitas regides espalhadas por todo o
genoma. Essas repeticdes de numero variavel em sequéncia (VNTRs, do inglés Variable
Number of Tandem Repeats) sdo chamadas de DNA satélite (Jeffreys et al. 1985a,
1985b). A variagdo génica presente nestes segmentos de DNA podem ser do tipo

microsatélites (repeticdes constituidas de 2 a 6 pares de bases) e minisatélites (até 10, 20
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pares de base de repeticdo). As sequéncias de rDNA, por outro lado, sdo mais
conservadas.

O genoma mitocondrial também inclui uma pequena regido de DNA ndo-
codificante conhecida como lago de deslocamento (D- Loop, do inglés Displacement
Loop), que serve de origem de replicagdo para o genoma mitocondrial. Na maioria dos
animais, o D-Loop é muito mais varidvel do que o resto do genoma mitocondrial.

Os diferentes niveis de variacdo das sequéncias de DNA podem ser usados para
estudar diferentes problemas em Genética Marinha como identificacdo de paternidade,
diferenciacdo entre populagdes e relagcdes de ancestralidade. Por serem usados como
rastreadores ou marcas do processo evolutivo das populagdes (ou seja, como elas vem
mudando ao longo do tempo e do espaco) estas sequéncias, e também as aloenzimas,
constituem os famosos marcadores moleculares (moléculas de proteinas e DNA) em
contraposi¢do aos marcadores cromossdmicos e fenotipicos (quantitativos, qualitativos
e de forma).

Dados os tipos de genoma e sequéncias, a questdo agora € como acessar a
variacdo. Diferente da eletroforese de aloenzimas, a variacdo em nivel de DNA depende
de uma série de técnicas que possibilitem, depois da extracdo do DNA das células, a
inferéncia da variagdo génica e a sua visualizacdo. A visualizagcdo depende, geralmente,
também, de uma eletroforese e métodos de coloracdo, como na eletroforese de
aloenzimas. As técnicas de inferéncia, contudo, sdo diversas e constituem uma

verdadeira “sopa de letrinhas”. Para comecar o RFLP.

1.3.6.3. RFLP
Mudancgas de nucleotideos em sequéncias do DNA (as chamadas mutagdes

pontuais) podem ser inferidas diretamente em genomas pequenos, como 0 mtDNA, pelo
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uso de enzimas de restricdo. Estas enzimas cortam as sequéncias toda vez que
encontram segmentos especificos de DNA. Por exemplo, a enzima Mbol reconhece e
corta a sequéncia GATC e a enzima BamHI reconhece e corta a sequéncia GGATCC.

O resultado da atividade destas enzimas € a producéo de segmentos de DNA que
vao variar de tamanho em funcéo da presenca ou auséncia destes segmentos especificos,
0s chamados sitios de restricdo. Assim, feita uma eletroforese com 0 mtDNA apdés a
acdo destas enzimas, varias bandas serdo evidenciadas ap6s a coloracdo. Este padréo de
bandas que varia entre os individuos de uma populacéo, na dependéncia das sequéncias
especificas de cada um, forma o chamado “Polimorfismo de Tamanho dos Fragmentos
de Restricdo” ou RFLP (do inglés, Restriction Fragment Lenght Polymorphism) (Clark
1987; Clark 1990; Arias & Infante-Malachias 2012).

Diferentes enzimas de restricdo podem ser utilizadas e cada uma reconhece uma
sequéncia Unica de quatro, cinco, seis ou oito bases. A escolha de uma enzima pode ser
efetuada considerando o tamanho e o nimero de fragmentos de DNA desejado, seguido
por tentativa e erro para encontrar a melhor enzima para um sistema particular. O uso
mais extenso de enzimas de restricdo em Genética Marinha tem sido observado em
pesquisas de diversidade de alelos e diferenciagdo em mtDNA de populagdes animais.
Isto porque a digestdo enziméatica da pequena molécula de mtDNA resulta em um
pequeno numero de fragmentos. Os padrfes de bandas podem ser identificados como
referentes a diferentes alelos ou hapldtipos (designacdo derivada de fato de que o
mtDNA é uma molécula Unica, portanto, apresenta apenas o numero haploide). A figura
1.16 mostra o racional que esta na base da interpretacdo da técnica de RFLP e seus
padrdes de bandas.

Moléculas maiores, tais como 0 nDNA, nédo pode ser analisadas diretamente por

enzimas de restricdo porque existem muitos sitios de clivagem enzimaticas para ser
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interpretavel, os padrées a serem observados de nDNA clivado aparece como uma
mancha na eletroforese. Desta forma, fragmentos de interesse particular devem ser

amplificados através da técnica de PCR.

@ = HDEA =) memororese =) Eﬁ

DNA extraido ENZIMAS DE RESTRlCAO Coloracéo
i SEPARACAODOSFRAGMENTOS POR
MAPADERESTRICAC ELETROFORESE EVISUALIZACAQ
| Bk | A MM A B C
Sequénciz sem sitio de restrigdo 23;0 -
94 e=»
L]
| 35kb v 45kb ,
' Um sitio de restrigio — B 6,6 -
44] ==
-
35kt Vo V¥ 2y C - -
Dois sitios de restngdo 2 ’4 - -
Regido na sequéncia em que a enzima de 2,0 - -
restrigdo cliva O DNA
05| ==

Figura 1.16. Representacdo esquematica da técnica de RFLP. Seguindo as setas: DNA
extraido, adicdo das enzimas de restricdo ao DNA extraido, eletroforese, coloracéo e
padrdo de bandas revelando o polimorfismo dos fragmentos de restricdo interpretados
no mapa de restricdo ao lado. MM é o marcador molecular de tamanho. O alelo A é a
sequéncia de DNA de 8 kb que nao sofreu restricdo, portanto, no gel € possivel observar
apenas uma banda no tamanho de 8 kb, como evidenciado pelo MM. O alelo B
apresentou apenas um sitio de restricdo, portando, a sequéncia de 8 kb foi cortada em
dois fragmentos (3,5 kb + 4,5 kb) como mostrado no gel, podendo seu tamanho ser
conferido em relagdo ao MM. O alelo C, com dois sitios de restricdo, originou os trés
fragmentos mostrados no gel (3,5 kb + 2,5 kb + 2,0 kb). Lembrando que kb = kilobase
que equivale a 1000 pb (pb = pares de bases).

1.3.6.4. PCR

O isolamento da polimerase de DNA termicamente estavel a partir da bactéria

Thermus aquaticus (Taq polimerase) levou a um meio eficiente de amplificar
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fragmentos curtos de DNA. A PCR ocorre em uma maquina chamada termociclador que
repete varios ciclos de trés temperaturas: a primeira para desnaturar o DNA e parar
todas as reacfes enzimaticas; a segunda para que os iniciadores possam se unir a fita
molde de DNA e, a Ultima, para que o processo enzimatico de replicacdo do DNA seja
levado a cabo. O ambiente quimico desta reacdo contém, iniciadores sintéticos de
oligonucleotideos (geralmente 20-30 bases de comprimento, os chamados Primers, em
inglés) que sdo complementares para cada uma das regides de flanqueamento. Além dos
iniciadores e da fita molde de DNA, a enzima que polimeriza a reacdo (Tag DNA
polimerase), 0 material para construir as novas fitas de DNA (dNTPs, que sdo o0s quatro
nucleotideos necessarios para polimerizacdo da nova fita de DNA) e um co-fator (ou
mais) que auxilia a reacdo (geralmente MgCl,, cloreto de magnésio). Tudo isto
dissolvido em agua destilada, filtrada e estéril. A cada ciclo completo de reacédo, o
processo se repete, o que proporciona a replicacdo exponencial do DNA. Ao final do
processo se obtém um grande numero de copias do segmento de DNA flanqueados
pelos iniciadores (Matioli 2001; Matioli & Fernandes 2012; Matioli & Passos-Bueno
2012). Na figura 1.17 as etapas que constituem a técnica de PCR para o estudo de
Genética Marinha é resumida.

Para a maioria das utilizacbes da PCR é preciso determinar as sequéncias das
regides flanqueando um determinado locus. Isto pode implicar um esforco consideravel
quando se trabalha com uma espécie para qual ndo existem informacdes sobre as suas
sequéncias de DNA. O conhecimento das regides flanqueadoras, por outro lado, permite
a amplificacdo de sequéncias de todos os tipos e genomas: mtDNA, cpDNA, rDNA,
minisatélites e microsatelites.

A amplificacdo de introns constitui a técnica conhecida com EPIC (do ingjés,

Exon-Primed Intron-Crossing). Neste caso, utilizam-se primers que anelam nas regides
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exobnicas, que sdo conservadas e flanqueiam os introns de interesse. Como 0s introns

ndo tem papel direto na traducdo génica, eles ttm tendéncia de acumular mutacdes,

desta forma sendo grandes repositorios de variacdo génica (Coérte-Real et al. 1994a;

1994b).

Aparte a amplificacdo destes tipos de genoma e sequéncias, a primeira aplicacdo

da técnica de PCR para detecgdo de polimorfismos foi a sua combinagdo com a técnica

de RFLP (PCR-RFLP). O sucesso na obtengdo de resultados com esta técnica depende,

em primeiro lugar, da amplificacdo da regido pretendida e, depois, da existéncia de

sitios de restricdo na regido amplificada. A técnica de PCR-RFLP tem uma limita¢do

com relacdo a amplificacdo de fragmentos grandes e, portanto, quanto menor o

fragmento menor a chance de se encontrar um nimero expressivo de sitios de corte para

as enzimas de restrigao.
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Figura 1.17. Representacdo esquematica das etapas que constituem a técnica de PCR.
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Existem técnicas que permitem o estudo de mutac6es pontuais em fragmentos de
DNA. Algumas destas técnicas baseiam-se nas diferencas de mobilidade eletroforética
de fitas simples de DNA enoveladas em conformacdo tridimensional. As diferentes
conformac0es tridimensionais das fitas simples de DNA se devem a sua sequéncia de
nucleotideos. Esta técnica é conhecida como SSCP (do inglés, Single Strand
Conformational Polymorphism). Para se obter as fitas simples, o DNA ¢é aquecido a
temperaturas elevadas (maiores que 90 °C) e impedidas de re-naturacdo pela adi¢do de
algumas substancias como o formaldeido. Um aspecto interessante nesta técnica é o seu
padrdo de bandas. Diferentemente da eletroforese de aloenzimas, homozigotos
apresentam duas bandas e, heterozigotos, quatro bandas no gel. Isto se deve ao fato de
que sequéncias de nucleotideos iguais nas duas duplas fitas desnaturadas, apresentarao
duas conformagdes espaciais: uma para as duas fita 5°-3’ e, outra, para a duas fitas 3’-
5°. Heterozigotos apresentardo quatro conformagdes espaciais, uma para cada uma das
quatro fitas simples.

Alternativamente ao conhecimento das sequéncias, é possivel se utilizar técnica
de PCR para amplificar segmentos aleatérios de DNA ao longo de todo o genoma dos
organismos. Nesta estratégia, iniciadores pequenos (por volta dos 10 pares de base) e de
sequéncia aleatdria sdo utilizados para a PCR com temperaturas que permitam o seu
pareamento em diversas regides do genoma, amplificando desta forma um grande
ndmero de segmentos de DNA dos mais diversos tamanhos e origens. Esta técnica é
conhecida como RAPDs (do inglés Randomly Amplified Polimorphic DNA’s). Um dos
problemas dessa técnica diz respeito a falta de reprodutibilidade dos resultados, pois as
condi¢des de hibridacdo para deteccdo de polimorfismo tém que ser discriminantes

dentro de um espectro muito curto das condic¢des experimentais. O aumento no tamanho

102



dos primers asseguraria uma melhor reprodutibilidade, mas isto acarreta na diminuigéo
da probabilidade de producdo de bandas.

Uma técnica chamada de SPAR (do inglés, Single Primer Amplification
Reaction) ou ISSR (do inglés, Inter Simple Sequence Repeats) utiliza um Unico primer
de tamanho maior do que os usados em RAPD e com repeti¢des. A existéncia de regides
de repeticdo em varios genomas permite que o aumento do tamanho do primers ndo
incorra em pouco anelamento. Assim, resolve-se o problema da baixa especificidade de
primers pequenos, o que aumenta a reprodutibilidade da técnica, reduzindo o efeito das
variaveis nas condi¢des de amplificacdo.

Outra técnica que tenta reduzir a falta de reprodutibilidade dos RAPD’s e o
AFLP (do inglés, Amplified Fragment Lenght Polymorpfism). Neste caso, um genoma é
sujeito a digestdo por enzimas de restricio e os fragmentos formados ligados a
adaptadores que servem de sitio de anelamento para primers que serdo usados em uma
reacdo de PCR. Assim, é possivel amplificar fragmentos an6nimos do genoma que alto
grau de reprodutibilidade. As sequencias que existem nos adaptadores séo escolhidas
arbitrariamente.

Os SNPs (do inglés, Single Nucleotide Polymorphism) séo resultantes de
alteracbes pontuais na sequéncia de nucleotideos. Os SNPs sdo bialélicos,
correspondendo a substituicdo de uma Unica base que ocupa uma localizacdo em
particular do genoma. Parte dos métodos de analise de SNPs depende de uma reagdo
inicial de PCR. Os produtos desta reacdo podem ser analisados por diversas técnicas
para diferenciacao dos alelos como, por exemplo, uma eletroforese em gel.

A utilizagdo das tecnicas de PCR, diferente do que se pode pensar, também
precisa assumir alguns pressupostos para que 0s padrdes observados possam ser

interpretados como variacdo génica. Os mais 6bvios sdo que o produto obtido € o
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desejado. Além disso, precisa-se assumir que todos os alelos estdo sendo certamente e
igualmente amplificados e, por altimo, que os segmentos de DNA amplificados s&o

comuns por descendéncia e ndo por convergéncia.

1.3.6.5. Sequenciamento

O sequenciamento é a técnica mais precisa para amostragem da variacdo génica
de qualquer genoma ou tipo de sequéncia. Sequenciamento, como diz 0 nome, € 0
processo pelo qual a ordem sequencial das partes constituintes de uma molécula de
DNA ou RNA (os nucleotideos) é determinada. A sequéncia é a representacdo linear
simbdlica dos nucleotideos que, sucintamente, resume a estrutura linear do segmento da
molécula de DNA (ou RNA) sequenciado.

Na década de 1970, Frederick Sanger desenvolveu o método de sequenciamento
chamado de método de terminadores de cadeias (Sanger & Coulson 1975). Este método
utiliza uma técnica que tem como principio a terminagdo sequéncia-especifica da reacao
de sintese de DNA utilizando nucleotideos modificados, o0s ddNTPs
(didesoxirribonucleotideos), que sdo analogos aos dNTPs normais (deoxinucleotideos).
Assim, sdo realizadas quatro reacGes usando primers para uma regido especifica de
DNA, Tag DNA polimerase, deoxinucleotideos (A- Adenina, T- Timina, C- Citosina e
G- Guanina) e um didesoxirribonucleotideos (ddNTP de A, T, C e G) diferente para
cada reacdo. A incorporagdo limitada dos terminadores na cadeia crescente de DNA
interrompe a extensao da fita no ponto de inser¢do do nucleotideo terminador, gerando
fragmentos terminados nos 4 ddNTPs existentes. Isto produz fragmentos truncados da
sequéncia completa de interesse. Os fragmentos obtidos, possuindo diferentes tamanhos,
sdo separados por peso molecular em eletroforese em gel que apos uma série de

procedimentos permite a leitura visual da sequéncia. Os ddNTPs podem ser, também,
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marcados com fluorocromos diferentes para cada um deles, o que permite a leitura por
fluorescéncia, o que resulta em um método mais rapido e facil.

Se 0 método de Sanger consistiu numa revolucdo em relagdo ao seqlienciamento
de DNA na década de 1970, as técnicas de seqiienciamento tém sofrido, a partir da
década de 1990, nova revolugdo com as técnicas de sequenciamento de nova geragéo ou
NGS (New Generation Sequencers, do inglés). Nestas tecnologias o sequenciamento de
DNA ¢ promovido em plataformas capazes de gerar informacao sobre milhdes de pares
de bases com grande economia de tempo e custo. Tanta eficiéncia advém do uso da
clonagem in vitro e de sistemas de suporte solido para as unidades de sequenciamento
(Carvalho & Silva 2010).

Entre as NGS encontra-se as que utilizam o pirosequenciamento, desenvolvido
em 1996 por Pal Nyrén e Mostafa Ronaghi. Esta técnica tem como principio a detecgdo
do pirofosfato liberado durante a incorporacdo do nucleotideo, ao invés da terminacéao
da cadeia de DNA com ddNTPs. De maneira geral, no pirosequenciamento, fitas
simples de DNA sdo aneladas a beads (granulos) e amplificados via EmMPCR (Emulsion-
based PCR). Estas moléculas de DNA associadas aos beads sdo, entdo, colocadas em
placas, localizadas proximas a uma fibra Gtica, juntamente com enzimas que produzem
luz na presenca de ATP. Quando nucleotideos (dNTPs) sdo adicionados a reacdo, luzes
passam a ser emitidas a medida que estes dNTPs vdo sendo sequencialmente
incorporados a cadeia crescente de DNA. Os diferentes sinais luminosos sdo registrados
por um detector de fotons.

Os NGS encontram-se ja na sua quarta geracdo (Primeira Geragdo-Sanger;
Segunda Geracgdo-Pirosequenciamento; Terceira Geragdo-Single Molecule/Real Time)
com os sequenciadores lon Terrent. Portanto, ndo vale a pena se estender para além do

ponto em que se foi, uma vez que em relagdo a estas tecnologias, tudo que se escreve ja
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é velho em principio, quanto mais depois do ponto final. Contudo, o esforco de explicar

principios basicos se justifica, uma vez que qualquer salto comeca pelo apoio no chéo.
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1.3.7. Omicas

A gendmica é uma area nova, da década de 1980. O seu desenvolvimento esta
ligado a modificacdo da forma de sequenciamento de Frederick Sanger, ao automatiza-
la e integré-la a um sistema computadorizado (Furlan et al. 2007). Isto determinou que o
processo de sequienciamento fosse realizado em larga escala e com alto desempenho.
Outro fato que, certamente, contribui muito para o estabelecimento da genémica foi o
“Projeto Genoma Humano” (Lander et al. 2001; Venter et al. 2001).

A gendmica pode ser estrutural ou funcional. A gendmica estrutural se dedica ao
sequenciamento dos nucleotideos, mapeamento e analise de genomas, 0s quais Sao
constituidos por todo o DNA, incluindo os genes estruturais, sequéncias regulatorias e
regides ndo codificantes. A genomica funcional inclui aspectos relacionados com a
funcdo do genoma em si, tais como analise de mutagdes e polimorfismos, bem como
medida de atividade molecular. A gendmica funcional é constituida pelas chamadas "-
Omicas"”, como a transcritbmica, protebmica e a metabolémica.

A transcritdmica estuda a expressdo génica, ou seja, 0 conjunto de transcritos de
um determinado organismo, que s&o altamente dindmicos e se modificam de acordo
com as diferentes condicOes celulares e ambientais. A protedmica estuda a expresséo
das proteinas em larga escala, podendo ser definida pelo estudo do conjunto de
proteinas expressas por um organismo, tecido ou célula, incluindo as modificacbes no
padrdo de expressdo das proteinas em condigdes diferentes. A metabolémica visa
identificar e quantificar o conjunto de metabdlitos produzidos e/ou modificados por um
organismo. O perfil metabdlico pode fornecer um panorama geral sobre o estado

fisiologico de um organismo.

107



A genbmica funcional busca ampliar e sintetizar o conhecimento sobre
gendmica, transcritdmica, protedmica e metaboldmica no intuito de compreender as
propriedades dindmicas em niveis celulares e/ou organismos. 1sso proporcionaria uma
visdo de como uma funcgéo bioldgica surge a partir da informacéo codificada a partir do
genoma de um organismo. Existe muito conhecimento sobre a natureza e conteudo da
informacdo genética, assim como as tecnologias disponiveis para 0 sequenciamento de
genomas em larga escala (Pearson & Lipman 1988). Contudo, os dados obtidos nos
projetos de sequenciamento ndo tém contribuido da forma esperada para o melhor
entendimento do papel que 0s genes e as proteinas desempenham no funcionamento dos
organismos, uma vez que o genoma é um elemento virtualmente estatico, ao passo que
seus produtos, representados pelos RNAs mensageiros, proteinas e metabolitos,
possuem um carater dindmico, caracterizado por mudangas continuas em resposta a
estimulos internos e externos.

As Omicas possibilitam posicionar as fungfes individuais dos genes e seus
produtos dentro de um contexto global. As técnicas analiticas permitem avaliar 0s
padrbes de expressdo génica e protéica nas células e tecidos, para entender como estas
macromoléculas interagem de maneira dindmica para produzir organismos capazes de
se adaptar as influéncias do ambiente e a situagdes fisioldgico-metabdlicas especificas.
Os resultados das pesquisas em genémica funcional tém permitido um entendimento das
relacbes gene-fenodtipo, bem como dissecar as interacfes genotipo-ambientais que
ocasionam mudancas no fenotipo dos individuos.

Uma abordagem bastante utilizada em gendmica, particularmente em estudos
com eucariontes, € 0 sequenciamento das Etiquetas de Sequéncias Expressas ou ESTs
(do inglés, Expressed Sequence Tags), cujo objetivo é caracterizar a expressao temporal

e local dos genes estruturais mediante a identificacdo de seus respectivos RNAS
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mensageiros. Devido a grande instabilidade das moléculas de RNA, a estratégia
utilizada nessa modalidade de sequenciamento € a utilizacdo do principio da transcri¢do
reversa para converter o RNA mensageiro em seu DNA complementar (cDNA), que
posteriormente terd as extremidades sequenciadas. Essas pequenas sequéncias sdo
analisadas por programas computacionais que tém a capacidade de identificar o gene
que lhes deu origem. As colegdes de ESTs sdo muito usadas para os estudos de
gendmica funcional e tém sido largamente applicadas na identificacdo de novos genes,
mapeamento e anotacdo de transcritos, assim como para a constru¢cdo de mapas
comparativos, utilizando informagdes geradas em projetos conduzidos com outras
espécies. Além disso, as bibliotecas de cDNA produzidas nestes projetos fornecem o
substrato para a confeccdo das laminas de microarrays utilizadas em ensaios de
expressao génica.

Microarrays € uma técnica baseada no uso de um chip de DNA, que é uma
plataforma sélida, cuja superficie contém um grande nimero de genes distribuidos de
forma ordenada. Embora existam variagdes, 0 tipo mais comum é aquele em que a
matriz s6lida € uma lamina de vidro usada em microscopia (também chamada de slide),
contendo milhares de spots (locais onde se encontram 0s genes), nos quais esta
depositada uma quantidade infinitamente pequena de DNA (sonda). As fontes de DNA
mais comumente utilizadas como sondas sdo os produtos de PCR amplificados de
cDNAs ou oligonucleotideos sintetizados a partir de sequéncias depositadas no
GenBank. Apesar da crescente popularidade na aplicagédo desta tecnologia, € necessario
ressaltar que a formacdo do RNA mensageiro € apenas o primeiro passo de uma longa
sequéncia de eventos que resultam na sintese das proteinas funcionais, que sédo, em

ultima instancia, as moléculas responsaveis pelo fenotipo das células.
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Logo apos a transcricdo do DNA, o RNA resultante esta sujeito a modificacdes
que podem resultar na formacdao de diferentes isoformas de proteinas, geradas a partir de
um anico gene. Além disso, 0os mecanismos que regulam o processo de traducdo, as
modifica¢bes pos-traducionais e, principalmente, o processo de protedlise celular, sdo
fatores que afetam significativamente as quantidades e as caracteristicas estruturais e
funcionais das proteinas. Neste sentido, o contetdo de proteinas na célula ndo € um
reflexo direto da abundancia dos RNAs mensageiros especificos. As tecnologias que
permitem a caracterizacdo do perfil global das proteinas presentes numa célula, tecido,
ou organismo, como a eletroforese bi-dimensional e a espectrometria de massa, sdo
ferramentas usadas para comparar diferentes estados de um sistema bioldgico.

A aplicacdo conjunta das tecnologias empregadas em estudos de transcriptoma
(microarrays) e proteoma (eletroforese bi-dimensional e espectrometria de massa) em
ensaios que envolvem individuos geneticamente diferentes, ou submetidos a condi¢des
ambientais contrastantes, permite um entendimento das relacdes gene-fenétipo, e
possibilita dissecar as interacfes genétipo-ambientais que ocasionam mudancas no
fendtipo. Em Genética Marinha, as 6micas tém sido usadas, por exemplo, para a
avaliacdo da expressao de genes em peixes expostos a elementos toxicos. Na secdo 1.6.

Cientifico alguns estudos com 6micas sdo descritos.

1.3.8. E Agora José?

A quantidade de métodos e técnicas disponiveis hoje em dia para a amostragem
e estudo da variacao génica em populacdes de organismos marinhos (depois desta “sopa
de letrinhas” é bom lembrar-se do que se trata em Genética Marinha) é imensa.
Portanto, neste momento, perguntas legitimas seriam: qual técnica usar? Existe, dentre

todas elas, uma que seja “A” melhor? Existe uma relagdo biunivoca técnica-
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pergunta/problema em Genética Marinha? Obviamente ndo existem repostas simples
para estas perguntas. O problema especifico que se esta investigando, geralmente, tem
um papel importante na definicdo do método, bem como outros aspectos cientificos
como as caracteristicas do marcador (heranca biparental ou materna, dominéncia etc.), a
forma de preservacdo das amostras (viva, congelada, mantida em alcool etc.) e a
facilidade na sua obtencéo (espécies raras, espécies de tamanho reduzido etc.). Contudo,
existem alguns outros fatores que, no mundo real, também influenciam a escolha de
uma ou outra técnica, por exemplo, os recursos econdmicos e a tradicdo do laboratorio
e, também, o fetichismo associado as técnicas (Lewontin 1991; 1993; Nelkin & Lindee
1995; Tognolli 2003; Schiétterer 2004).

A definicdo do problema a ser investigado deve ser o primeiro critério de
escolha. Diferentes marcadores moleculares apresentam diferentes taxas de substituicao,
ou seja, evoluem em velocidades diferentes. Marcadores que evoluem muito rapido séo
Uteis para o estudo de individuos, familias e populacdes. Isso se da porque altas taxas de
substituicdo determinam que a taxa de mudanca, para uma dada regido da molécula, seja
tdo rapida que individuos, mesmo muito aparentados, serdo diferentes quando estudados
por esse marcador. Por exemplo, técnicas como RAPDs produzem quantidade muito
grande de variacdo observavel. Isto é (til em estudos com organismos clonais,
investigacGes sobre paternidade e modos de reproducdo. Entretanto, como ja se viu,
estes marcadores sdo muito sensiveis as condi¢des experimentais, o que faz com que os
resultados fiqguem, algumas vezes, sub judice. Tanto que algumas revistas ndo aceitam
mais artigos que tenham sido conduzidos exclusivamente com RAPDs (Molecular
Ecology é uma delas). Minisatélites de multiplos loci, nestes casos, € uma alternativa,

embora, 0 pre¢o seja muito maior.
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Marcadores que evoluem mais lentamente sdo mais adequados para os estudos
que envolvem diferentes espécies ou tdxons supra-especificos. Nesse caso, como a taxa
de mudanga é mais lenta, individuos de uma mesma populacdo, por exemplo, nao
apresentardo diferencas, sendo todos iguais, quando estudados por esse marcador. No
entanto, aqueles que pertencem a espécies, géneros ou familias diferentes apresentarao
variagdo, o que possibilita a definigdo das relagdes de parentesco entre estes taxa. Neste
caso, técnicas como RFLP e sequenciamento em exons ou regiGes conservadas, sao
bons exemplos de técnica e sequéncias a serem usadas. Dai encontrarem-se muitos
trabalhos de Filogenia com estas técnicas.

Os marcadores moleculares podem ser classificados de acordo com a existéncia
de dominancia. Técnicas como aloenzimas, microsatélites, minisatélites de locus Unico,
RFLPs, SSCP e SNPs apresentam codominéncia, sendo homozigotos e heterozigotos
facilmente identificaveis no padrdo de bandas visualizado. Por outro lado, técnicas
como RAPDs e minisatélites de loci multiplos apresentam dominancia. Neste caso,
basta a presenca de um Unico genoma que possibilite a amplificacdo do fragmento para
que a banda seja visualizada. Assim, marcadores moleculares com situagdo de
dominancia tornam-se menos Uteis para analises populacionais (Tautz 1989). Nesses
casos, para se estimar as frequéncias génicas a partir da interpretagdo do padréo de
bandas, é preciso que se assuma um pressuposto muito importante e ndo
necessariamente atendido: o Equilibrio de Hardy-Weinberg (ver 1.4.1.2. Testes de
hipGteses).

Outro critério importante a ser observado ¢é o tipo de material disponivel para
estudo. Trabalhos com aloenzimas demandam quantidade razodvel de material
biolégico (10 a 50mg por locus génico analisado), que deve estar, obrigatoriamente,

fresco ou congelado. Dessa forma, dependendo do organismo, a amostragem para 0S
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trabalhos com aloenzimas pode ser destrutiva, impondo limitacGes para sua utilizagéo
em estudos com organismos muito pequenos (ou larvas), bem como com espécies raras.
Trabalhos que utilizam as facilidades da técnica de PCR ndo oferecem esse tipo de
problema. No entanto, o tempo de processamento das amostras no trabalho com
aloenzimas &, tipicamente, menor do que para trabalhos com DNA. Somado a isso, 0
custo favorece as aloenzimas. Fica claro, portanto, que se deve fazer uma reflex&o
substancial no que se refere as questdes relacionadas com eficiéncia, antes de escolher
um curso de agéo.

No mundo real, os laboratérios que tém muitos recursos podem usar técnicas
caras e, laboratérios mais pobres, fazem bem em escolher técnicas mais baratas. Do
mesmo modo, sequéncias ja disponiveis no GenBank facilitam o trabalho para
laboratérios que ndo dispde de muitos recursos, uma vez que permitem o desenho
imediato de primers e partir direto para a PCR. Contudo, a informacdo genética
disponivel esta associada, geralmente, aos organismos mais importantes. Leia-se aqui,
como importantes, aqueles organismos que tém importancia econdmica para quem
financia a pesquisa ou que garante recursos para quem faz a pesquisa. Neste sentido, 0s
laboratérios pobres estardo excluidos na grande maioria dos casos (0 que é de se
esperar, j& que a ciéncia ¢ uma atividade capitalista). Outro fator importante que
determina a escolha da técnica, no mundo real, é a tradicdo, tanto de laboratérios quanto
das técnicas. Uma técnica bem estabelecida deve ser a primeira opgdo, especialmente
para os laboratorios que estdo apenas comecando na area. Da mesma forma, um
laboratdrio que tenha sido pioneiro no uso de uma determinada técnica, pode ser mais
conservador sobre a utilizacdo de abordagens menos tradicionais.

As técnicas moleculares sdo apenas ferramentas, a utilizacdo adequada destes

instrumentos exige compreensao dos problemas que se quer abordar. Assim, a escolha
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da técnica molecular deve ser baseada na eficiéncia, em vez de grau de sofisticag&o.
N&o é preciso amplificar ou sequenciar o DNA quando técnicas de aloenzimas podem
responder & pergunta de forma mais rapida e mais barata. Este fato ndo tem sido
claramente indicado na literatura cientifica, pelo contrario, tem sido observado algo
perto do desdém para com o método de aloenzimas quando comparado a outros
métodos, como microsatélites, por exemplo. Neste caso em especifico, a desvalorizagdo
é, no minimo, interessante, uma vez que as duas técnicas fornecem informacoes
bastante semelhantes. Microsatélites apresentam um ndmero maior de alelos que
aloenzimas, por isso, quando as aloenzimas ndo apresentam variabilidade suficiente
para resolver uma questdo, a analise de microssatélites pode ser extremamente valiosa.
Contudo, se ndo € este o caso, a escolha demonstra um custo, em tempo e dinheiro, que
ndo se justifica... A ndo ser pelo fetichismo associado as técnicas.

Seja por modismo ou por imposi¢cdes econdmicas, uma tendéncia que tém se
estabelecido em Genética Marinha (mas ndo s6 nela) é o fetichismo das técnicas, ou
seja, de maneira acritica (para falar o menos) que pesquisadores, laboratérios e
periddicos cientificos tém negligenciado a analise objetiva (racional!) dos problemas a

serem investigados e tém simplesmente aplicado a formula:

Quanto mais tubos

Quanto mais pipetagens MELHOR CIENCIAI!
Quanto mais reagentes caros

Quanto mais aparelhos sofisticados

N&o se pode falar o suficiente sobre o equivoco desta tendéncia que parece vir
de brinde junto com a compra de qualquer produto de biologia molecular. Pesquisadores
e laboratérios sérios tém sofrido com este fetichismo. Embora algumas vozes tenham se
levantado contra esta tendéncia (ver bibliografia ao final deste capitulo, especialmente

Karl e colaboradores em Common misconceptions in molecular ecology: Echoes of the
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modern synthesis publicado em 2012 na Molecular Ecology (Karl et al. 2012)), ela ndo
parece dar mostras de arrefecimento para breve. Por exemplo, numa pesquisa rapida na
Web of Knowledge, para o ano de 2015, é possivel perceber que o nimero de artigos
cientificos com RAPDs (uma das técnicas de DNA mais criticadas) é sete vezes maior
que aqueles com aloenzimas (um dos marcadores moleculares mais bem estabelecidos
da historia). E claro que muitas interpretagdes podem ser dadas para isto, porém, a
palavra “DNA” (um dos novos icones da cultura de massas) associada a técnica de
RAPD’s deve ter alguma coisa a ver com isso.

As premissas mais basicas subjacentes a utilizacdo das técnicas de DNA sdo que
os marcadores utilizados sdo herdaveis e independentes e que a técnica é repetivel.
Geralmente essas suposicdes sdo validas para a maioria dos estudos. No entanto, ao se
fazer Genética Marinha (como qualquer outra ciéncia) ndo se pode, nunca, esquecer
que, por traz de todas as conclusdes existem, sempre, pressupostos. Para terminar esta
secdo, na tabela 1.1 é apresentado um resumo daquilo que se deve ter em mente ao
escolher uma técnica, método ou marcador molecular para se trabalhar com problemas

de Genética Marinha.
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Tabela 1.1. Resumo dos critérios que devem ser usados na escolha de um DNA alvo, tipo de sequéncia e técnica para o trabalho com Genética

Marinha.
CRITERIOS
Proporcéo . . NUmero .
Taxa qe Neutralidade do Quantl_dagie Heranca Dominéncia Numer'o de Quantlda_de Preservacdo  Custo
evolugdo de variacgéo deloci . .. de material
genoma individuos
DNA ALVO
mtDNA Alta 1 Todo Grande Materna Haploide Um Muitos Pequena NL 4
nDNA * 1 Todo Grande Mendeliana Codominante Grande Muitos Pequena NL 4
rDNA Baixa 1 Parcial Grande Depende Codominante?  Limitada Muitos Pequena NL* 4
TIPO DE SEQUENCIA
Exons Baixa 1 Parcial Pequena Mendeliana Codominante Grande Muitos Pequena NL 4
Introns Alta Sim Parcial Grande Mendeliana Codominante Grande Muitos Pequena NL 4
VNTR Alta Sim Parcial Grande Mendeliana Codominante Grande Muitos Pequena NL Alto
TECNICAS
Aloenzimas Mediana Discutivel Pequena Mediana Mendeliana Codominante Grande Muitos Razoavel L Baixo
RFLP * 1 Parcial Mediana Depende Codominante Grande®*  Muitos Pequena NL Alto
SSCP * 1 Parcial Mediana Depende Codominante Grande®*  Muitos Pequena NL Mediano
SNP * 1 Parcial Grande Depende Codominante Grande®  Poucos Pequena NL Alto
RAPD * Sim Parcial Grande Mendeliana Dominante Grande Muitos Pequena NL Baixo
Sequenciamento * 1 Todo Grande Depende Codominante?  Grande®  Poucos Pequena NL Mediano

* Depende do tipo de sequéncia
1- Depende da regido trabalhada

2- Exceto se hapléide
3- Apenas um locus no caso do mtDNA

4- Depende da técnica utilizada
L- Limitado quanto a preservacgdo, o material precisa ser fresco ou congelado

NL- Excetuando-se fixagcdo em formol, ndo existe limitagGes quanto a preservacéo
Depende- no caso do nDNA, a heranca é mendeliana; no caso do mtDNA, a heranga é materna
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1.4. CONCEITUAL
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Conceitual vem de conceito, aquilo que tem base nos conceitos. Mas o que é um
conceito? Este termo, conceito, como quase todos os termos chave da linguagem
cientifica vem do latim, conceptus (do verbo concipere), e significa "coisa concebida”
ou "formada na mente". Desta forma, em senso amplo conceito define tanto uma ideia
quanto um juizo ou opinido. No entanto, em ciéncia, este termo é a propria negagédo de
um juizo de valor ou opinido. Em ciéncia, um conceito é aquilo que foi construido na
razdo para apreender os objetos do mundo. E neste sentido que se diz que os conceitos
devem ser “objetivos”, ou seja, traduzir de maneira racional 0s objetos do mundo sem
maiores (menores sempre existem) interferéncias de juizos de valores ou opiniGes.

E o que se quer dizer aqui com conceitual? As ferramentas de trabalho de uma
ciéncia sdo 0s conceitos com 0s quais interpreta e interroga 0 mundo de modo a obter
conhecimento e, com estes, intervir de volta no mundo. Como j& foi visto aqui no
“Historico” a Genética Marinha tem como avos a teoria evolutiva darwiniana € o
modelo mendeliano de heranca e como pais a teoria sintética da evolugdo e a genética
molecular. Ja foi visto, também, que, objetivamente falando (e aqui objetivamente ja se
entende como aquilo que é dito por meio dos objetos racionais criados para apreender 0s
objetos do mundo, ou seja, 0s conceitos), a grande novidade da teoria evolutiva
darwiniana foi a perspectiva materialista da variacdo e, da sintese evolutiva, entender
como ocorre a mudanca dos padrdes de variacdo hereditaria (genétipo e fendtipo) ao
longo da geragOes. Portanto, o conceitual aqui apresentado diz respeito a todos os
conceitos que a Genética Marinha usa para descrever a variagdo presente nas

populagdes de organismos marinhos.
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1.4.1. Variagao Intrapopulacional

A primeira tarefa de um evolucionista e, portanto, de um geneticista marinho é a
descricdo da variagdo intrapopulacional. Isto diz respeito a primeira € maior ruptura da
teoria evolutiva darwiniana: negar a existéncia de um tipo (platonico) e de um sistema
de causas que ordenasse a natureza (aristotélico), e estabelecer uma visada populacional

para uma variagédo, de agora em diante, entendida como puramente contingencial.

1.4.1.1. Descricao dos dados empiricos

A variacdo génica intrapopulacional pode ser quantificada através de frequéncias
génicas e genotipicas. A frequéncia de cada um dos gendétipos de um locus (frequéncia
genotipica) numa populacdo pode ser obtida, facilmente, através da divisdo do valor
total de individuos encontrados para determinado genotipo pelo valor total de
individuos amostrados na populacéo. Por sua vez, a frequéncia de cada alelo (frequéncia
génica), neste mesmo locus, pode ser obtida através da divisdo do valor total de um
determinado alelo (em populagdes diploides corresponde a duas vezes o numero de
individuos homozigotos para o determinado alelo, pois cada individuo tera duas copias
do alelo, mais o nimero de individuos heterozigotos portadores do determinado alelo,
pois cada individuo possuira uma copia do alelo) pelo valor total de alelos na populagédo
(em populagdes diploides corresponde a duas vezes o tamanho populacional, pois em

cada individuo s&o encontrados dois alelos) (Quadro 1.4).
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Quadro 1.4. Descricdo matematica do calculo das frequéncias genotipicas e génicas.

A frequéncia genotipica pode ser descrita matematicamente como:
f (AA) = Aj/A/n

Onde:

f (A1A,)- frequéncia do genotipo A;A; na populacéo;

AA- numero de individuos A;A; na populacéo;

n- total de individuos na populagéo.

A frequéncia génica pode ser descrita matematicamente como:
f (A1) = [2(A1A1)+(A1A2)]/2n

Onde:

f (A,)- frequéncia do alelo A; na populacéo;

A;A;- nimero de individuos A;A; na populagéo;

A;A;- nimero de individuos A;A, na populagéo;

n- total de individuos na populagéo.

Por exemplo, em uma populacéo de tubarfes da qual 100 individuos foram amostrados
para um locus e, ap6s analise genética, apresentou individuos dos seguintes gendtipos:

A;A; = 23 individuos, A,A, = 26 individuos, A;A; = 51 individuos
A frequéncia genotipica de AjA; sera:
f (A1A;) = 23/100
f (A1A)) =0,23
E a frequéncia do alelo A; seré:
f (Ay) = [2(23)+(51)]/200
f (A,) = [46+51]/200
f (Ay) =97/200
f (A1A;) = 0,485

Uma forma bastante usada para medir variacdo génica é a heterozigosidade. A
heterozigosidade marca a probabilidade de um individuo de uma determinada populacdo
ser heterozigoto em um determinado locus. A heterozigosidade é calculada atraves do
nimero de heterozigotos em um determinado locus dividido pelo nimero total de

individuos amostrados (Quadro 1.5).
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Quadro 1.5. Descri¢cdo matematica da heterozigosidade por locus.

A Heterozigosidade por locus pode ser descrita matematicamente como:
h=AA)/n

Onde:

A.A;- numero de individuos heterozigotos na populacao;

n- total de individuos na populagéo.

Por exemplo, na populacao de tubardes, da qual 100 individuos foram amostrados para
um locus e, ap6s analise genética, apresentou individuos dos seguintes genétipos:
AsA; = 23 individuos, A,A, = 26 individuos, A;A; = 51 individuos
A Heterozigosidade seré:
h =51/100
h=0,51

Além da heterozigosidade apresentada no quadro 1.5 (chamada de
heterozigosidade observada), existe uma outra forma de calcular a heterozigosidade nas
populacbes naturais, que é através da heterozigosidade esperada. A heterozigosidade
esperada é diferente da heterozigosidade observada porque ela é uma previsdo baseada

nas frequéncias génicas conhecidas (Quadro 1.6).

Quadro 1.6. Descricdo matematica da heterozigosidade esperada por locus.

A Heterozigosidade esperada por locus pode ser descrita matematicamente como:
h=1-X pi

Onde:

h- indice de diversidade génica

Y- somatorio;

p- € a frequéncia do alelo i do gene neste locus.

Por exemplo, na populagédo de tubardes, da qual 100 individuos foram amostrados para
um locus e, ap6s analise genética, apresentou individuos dos seguintes genétipos:
A;A; = 23 individuos, A,A, = 26 individuos, A;A; = 51 individuos
A Heterozigosidade esperada sera:
h =1 - [(0,485)%+(0,515)?]
h=1-[0,235225+0,265225]
h=1-0,50045
h = 0,49955

Do mesmo modo, a quantidade de variacdo génica referente a amostragem de
varios loci na mesma populacéo pode ser apreendida a partir de medidas como o grau de
polimorfismo, nimero de alelos e nimero efetivo de alelos e heterozigosidade média. O

grau de polimorfismo corresponde ao numero de loci polimérficos dividido pelo
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namero total de loci analisados. Um locus pode ser considerado polimdrfico quando
mais de um alelo for detectado. O nimero de alelos é, simplesmente, a média aritmética
do numero de alelos presente em cada loci. Contudo, em algumas circunstancias, alguns
loci podem apresentar, por exemplo, seis alelos, sendo que um deles tem uma
frequéncia de 0,95 (ou 95%, 0 que é a mesma coisa) e, 0s cinco restantes, 0,01 (1%)
cada. Neste caso, embora polimorfico, este locus se apresenta quase como
monomorfico. Para circunscrever problemas como este, uma medida melhor que o
namero médio de alelos dos loci amostrados, € o numero efetivo de alelos. O nimero
efetivo de alelos considera a frequéncia de cada um dos seis alelos e é calculado com
base na frequéncia de cada um dos alelos neste locus. A heterozigosidade média é
calculada como a média aritmética da heterozigosidade esperada encontrada para cada

um dos loci (Quadro 1.7).
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Quadro 1.7. Descricdo matemaética de nivel de polimorfismo, nimero médio de alelos,
numero efetivo de alelos e heterozigosidade media.

O grau de polimorfismo pode ser descrito matematicamente como:
P = np/nl

Onde:

P- grau de polimorfismo;

np- numero de loci polimorficos;

nl- nimero de loci total.

O numero médio de alelos pode ser descrito matematicamente como:
Nal = Xna/nl

Onde:

Nal- nimero médio de alelos;

X- somatorio;

na- nimero de alelos em cada loci;

nl- nimero de loci.

O numero efetivo de alelos pode ser descrito matematicamente como:
Ne = 1/(Zp?)

Onde:

Ne- nimero efetivo de alelos;

Y- somatorio;

p- frequéncia do alelo i do gene neste locus.

A Heterozigosidade média pode ser descrita matematicamente como:
H = X(h/nl)

Onde:

Y- somatorio;

nl- nimero de loci;

h- heterozigosidade esperada por locus.

Por exemplo, em uma populacdo de anémonas-do-mar foram amostrados trés loci que
apresentaram as seguintes frequéncias génicas:
Locus A: A; =0,063; A, =0,874; A3 =0,063
Locus B: B; = 0,325; B, = 0,650; B; = 0,025
Locus C: C; = 1,000

Entdo, o grau de polimorfismo sera:

P=2/3

P =0,66

O numero médio de alelos sera:

Nal = (3+3+1)/3

Nal = 2,33

O numero efetivo de alelos para o locus A sera:
Ne = 1/[(0,063)?+(0,874)*+(0,063)?]

Ne =1/0,7718

Ne =1,29

A Heterozigosidade média sera:

H =(0,2282 + 0,4714 + 0)/3

H =0,2332
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Até este momento, a descri¢do da variagdo intrapopulacional tem sido feita de
forma aritmética e, mais que isso, com forte influéncia dos dados empiricos, ou seja,
depois de amostrados os genoétipos dos individuos por meio de uma das técnicas (e
métodos) descritas em 1.3. Isto sempre pode ser feito, uma vez que o0s genoétipos
pudessem ser amostrados (mesmo que fenotipicamente). Contudo, uma questdo muito
importante em Genética Marinha € como esta variacao que foi descrita vai se comportar
ao longo das geracOes. Dito de outra forma, uma vez que a variacdo génica de uma
populagéo natural de organismos marinhos foi descrita, como ela vai se comportar na

proxima geragao?

1.4.1.2. Testes de hipoteses

A questdo de como saber qual o comportamento das frequéncias genotipicas ao
longo das geracdes foi respondida em 1908, e ndo foi um geneticista quem o fez! Foram
um matematico inglés, Godfrey Hardy e um médico alemao, Wilhelm Weinberg, que
propuseram uma explicacdo matematica simples de como as frequéncias génicas (ou
alélicas) e genotipicas de uma populacdo se comportariam ao longo das geracles, a
famosa Lei de Hardy-Weinberg (Hardy 1908; 1967; Stern 1943; Crow 1987; 1999).

O que Hardy e Weinberg definiram foi que, dadas as frequéncias génicas, é
possivel inferir as frequéncias genotipicas esperadas de uma populacdo dipléide de
reproducdo sexuada. De acordo com eles, as frequéncias genotipicas esperadas sdo
dadas pela soma dos quadrados das frequéncias alélicas. Assim, as frequéncias
genotipicas dependem somente das frequéncias génicas dos genitores e ndo de suas
frequéncias genotipicas. Do mesmo modo, a partir das frequéncias genotipicas

observadas, usando a mesma formulagdo, é possivel estimar as frequéncias génicas. No
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quadro 1.8 esta interpretacdo da relacdo entre frequéncias génicas e genotipicas pela Lei

de Hardy Weinberg esta descrita, tanto algébrica quanto aritméticamente.

Quadro 1.8. Descricdo matematica da Lei de Hardy-Weinberg.

As frequéncias genotipicas esperadas podem ser descritas algébricamente como:
(p+a)*=p’+2pg+q°=1

Onde:

p- frequéncia observada do alelo A; na populacao;

g- frequéncia observada do alelo A, na populagéo;

p?- frequéncia esperada do genétipo A,A; na populagéo;

2pg- frequéncia esperada do genotipo A A, na populacéo;

q°- frequéncia esperada do genétipo A,A, na populacio.

Retomando o exemplo do quadro 1.4 no qual, de uma populacéo de tubardes, foram
amostrados 100 individuos para um locus e encontrados 0s genotipos:
A;A; = 23 individuos, A,A, = 26 individuos, A;A; = 51 individuos
As frequéncias genotipicas observadas sao:
f (A1A) =0,23
f (AlAg) = 0,51
f (A2A2) = 0,26
As frequéncias génicas sdo:
f(A)=0,485=p
f(A2))=0515=q
Portanto, as frequéncias genotipicas esperadas serao:
p? = (0,485)* = 0,235
2pq =2 x 0,485 x 0,515 = 0,500
g = (0,515)? = 0,265

Esta relacdo matemaética entre frequéncias génicas observadas e frequéncias
genotipicas esperadas definem o comportamento dos gen6tipos na populacdo ao longo
de todas as geracGes se, e somente se, a populacdo estiver em equilibrio, de agora em
diante, chamado de equilibro de Hardy-Weinberg. Mas o que é o equilibrio de Hardy-
Weinberg? O equilibrio de Hardy-Weinberg é uma populacdo repetir as suas
frequéncias génicas e genotipicas ao longo de todas as geracfes. E como uma populagédo
pode se manter em equilibrio de Hardy-Weinberg? Se, e somente se, nada estiver
acontecendo com ela! Dito de outra forma, o equilibrio de Hardy-Weinberg afirma que
nada muda numa populacdo se nada acontece com ela. E 0 que pode acontecer na vida

de uma populagdo? Muita coisa:
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1) Nesta populacdo dipldide de reproducdo sexuada pode ser que a chance de encontros
néo seja igual para todos;
2) Pode ser, também, que nem todos tenham a mesma competéncia para se reproduzir;
3) Individuos de outras populacdes podem estar interferindo na reproducdo dos
individuos desta populacao.
E assim por diante. Na verdade, para que uma populagdo consiga se manter em
equilibrio de Hardy-Weinberg ela precisa atender a muitas condigdes.

De um ponto de vista matematico, o que se diz é que a Lei de Hardy-Weinberg
sO funciona se alguns pressupostos forem mantidos. Estes pressupostos sao:
1) Panmixia ou auséncia de cruzamentos preferénciais;
2) Auséncia de Selecdo Natural;
3) Auséncia de Deriva Genética;
4) Auséncia de Migracao;
5) Auséncia de Mutacao.
Ou seja, se nenhuma forca evolutiva estiver atuando na populacdo. Na praética, o que €
feito em Genética Marinha é, a partir de amostras das popula¢bes naturais, inferir as
frequéncias génicas e, a partir delas, calcular as freqliéncias genotipicas esperadas pela
Lei de Hardy-Weinberg (como foi visto no Quadro 1.8). A partir dai, as frequéncias
genotipicas observadas e esperadas podem ser comparadas. Estas comparacfes servem
para se testar se a Lei de Hardy-Weinberg esta sendo seguida. Neste ponto, o trabalho
em Genetica Marinha sai da pura e simples descricdo da variacdo génica
intrapopulacional e comeca a adentrar o campo do teste de hipoteses. Mas 0 que se quer
testar? Se e possivel ou ndo rejeitar a hipotese de equilibrio de Hardy-Weinberg para

uma dada populagéo a partir da amostra que foi tomada. Isto é feito a partir dos desvios
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entre o observado e o esperado pela Lei de Hardy-Weinberg para as frequéncias
genotipicas.

O desvio entre as frequéncias observadas e esperadas pode ser usado como um
importante indicador da dinamica populacional. Como a Lei de Hardy-Weinberg
assume como pressupostos a existéncia de panmixia (todos os cruzamentos s&o
realizados ao acaso), auséncia de selecdo natural, deriva genética, migracdo e mutagao
atuando na populacdo; quando, na amostra de uma populacdo, os valores observados séo
muito diferentes daqueles esperados, diz-se que ndo é possivel aceitar a hipotese de
equilibrio. Neste caso, uma ou mais dos pressupostos ndo estd sendo respeitado.
Contudo, existem desvios pequenos e desvios grandes. Quanto pequeno pode ser um
desvio para que ele seja negligenciavel? Quando um desvio pequeno deixa ser pequeno
e deve ser considerado? O problema do tamanho dos desvios é aquilo que se define
como significancia estatistica.

Para compreender a significancia estatistica de um desvio pode-se pensar em um
exemplo concreto e simples: um jogo de moedas. Imagine que uma moeda seja jogada
para cima dez vezes. A chance de se obter cara e coroa em dez jogadas € a mesma,
contudo, é possivel se encontrar desvios em relacdo aos valores esperados de cinco
caras e cinco coroas, apenas por acaso. Se esta operacdo (jogar uma moeda 10 vezes)
for repetida, por exemplo, 500 vezes, ao final sera possivel saber a frequéncia (quantas
vezes em 500) cada um dos desvios ocorreu. Para ilustrar o que esta se tentando explicar
aqui, isto foi feito (com toda paciéncia do mundo) e os resultados estdo mostrados na

figura 1.18.
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Figura 1.18. Histograma de distribuigdo da frequéncias de cada um dos desvios da
proporcéo esperada de cinco caras e cinco coroas em dez jogadas de uma moeda. A
operacéo foi repetida 500 vezes. Os cinco desvios sdo: 1- quatro caras e seis coroas (ou
vice-versa); 2- trés caras e sete coroas (ou vice-versa); 3- duas caras e oito coroas (ou
vice-versa); 4- uma cara e nove coroas (ou vice-versa) e 5- dez caras (ou 10 coroas).

Estudando a figura 1.18 é possivel observar que 0s desvios menores (0 evento de
cairem seis caras para gquatro coroas, por exemplo), ocorrem muito mais vezes que 0s
desvios maiores. O evento de cairem 10 caras, por exemplo, tem a menor frequéncia de
todas. Desta forma, a significancia estatistica de um desvio esta sempre associada a
chance de observa-lo apenas por acaso. Quando os desvios tém uma chance muito
pequena de ocorrer, admite-se que ele ndo deve estar acontecendo por acaso, mas que,
alguma coisa, deve estar determinando o desvio. Mas qual deve ser a chance
considerada pequena o suficiente para se considerar que 0 desvio ndo estd sendo
determinado pelo acaso? Em ciéncia este nUmero magico é, geralmente, 5% das vezes.
Ou seja, toda vez que um desvio tiver uma chance de ocorréncia menor que 5% das

vezes, rejeita-se a hipoOtese de que ele esta sendo determinado pelo acaso. Logo, é
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provavel que alguma coisa esteja acontecendo. Obviamente nédo é preciso se jogar tantas
moedas, as expectativas e 0s desvios podem ser encontrados em tabelas.

Apenas mais um pequeno detalhe, toda vez que se joga uma moeda 10 vezes e se
obtem 6 caras, sabe-se diretamente dos dados que cairam 4 coroas. Se cairam 8 caras,
sabe-se que o0 numero de coroas foi 2 e assim por diante. Ou seja, dado o valor de um
evento, o0 outro ndo pode variar. A isto se d& o nome de graus de liberdade. Em um jogo
de moedas o0 numero de graus de liberdade € 1, isto porque existem dois eventos e 0
namero de graus de liberdade é sempre igual ao nimero de eventos menos 1. Portanto,
em um jogo de dados com seis lados, os graus de liberdade serdo 5 (graus de liberdade=
6 — 1= 5). Tudo que foi dito aqui pode ser conferido no quadro 1.9, no qual a hipotese
de Hardy-Weinberg é testada para uma amostra. O teste em questdo chama-se qui-
quadrado e pode ser obtido dos resultados de variacdo génica de marcadores co-

dominantes como aloenzimas e microsatélites.
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Quadro 1.9. Teste da hipotese de Hardy-Weinberg por qui-quadrado.

O primeiro passo para se testar a hipdtese de equilibrio Hardy-Weinberg é calcular os desvios
entre as frequéncias genotipicas observadas e esperadas. Sabe-se, pelo quadro 1.4, que uma
amostra de uma populacéo de tubardes apresentou individuos dos seguintes genétipos:

AA; = p* = 23 individuos
A1A; = 2pq = 51 individuos
AA,; = ¢° = 26 individuos

No quadro 1.8 foram calculadasas frequéncias genotipicas esperadas para esta amostra:
p?=10,235

2pg = 0,500

q° = 0,265

Com os dados do quadro 1.8 é possivel calcular os valores esperados para cada um dos genotipos
numa amostra de 100 individuos. Assim:

p?=0,235x 100 = 23,5

2pg = 0,500 x 100 = 50

g°= 0,265 x 100 = 26,5

Agora, é possivel se calcular os desvios usando a formula do qui-quadrado:
2/ =X[(0-e)e]

Onde:

+/- qui-quadrado;

o- frequéncia genotipica observada;

e- frequéncia genotipica esperada;

gl- grau de liberdade.

Portanto, os desvios serao:

Para 0 gendtipo A,A; = [(23-23,5)%/23,5] = [(-0,5)*/23,5] = [0,25/23,5] = 0,01
Para 0 gendtipo A,A, = [(51-50)%/50] = [(1,0)%/50] = [1/50] = 0,02

Para 0 gendtipo A,A, = [(26-26,5)%/26,5] = [(-0,5)%/26,5] = [0,25/26,5] = 0,01

O qui-quadrado sera, entdo:
= (0,01+0,02+0,01) = 0,04

Como séo trés genotipos e dois alelos, os graus de liberdade, neste caso, serdo calculados como:
gl = gendtipos — alelos

Neste caso em especifico:
gl=3-2=1

Com os valores de qui-quadrado (* = 0,04) e graus de liberdade (gl = 1) ¢ possivel, utilizando-se
uma tabela de qui-quadrado, saber qual a chance (ou probabalidade) de se obter um desvio desta

magnitude.
GL\P [ 090 0,80 0,70 0,50 0,30 0,20 0,10 0,05 0,01
1 0,016 0,064 0,148 0,455 1,074 1642 2706 3,841 6,635
2 0,211 0,446 0,713 1,386 2,408 3,219 4605 5,991 9,210
3 0,584 1,005 1,424 2,366 3,665 4642 6,251 7,815 11,345
4 1,064 1,649 2,195 3,357 4,878 5989 7,779 9488 13277
5 1,610 2,343 3,000 4,351 6,064 7,289 9,236 11,07 15,080

Que, neste caso, € maior que 70%, portanto, ndo é possivel rejeitar a hipdtese de Hardy-Weinberg
para esta amostra.

130




Os célculos do quadro 1.9 servem para ilustrar como a hipotese de Hardy-
Weinberg é testada, mas, na prética, todos estes célculos séo realizados diretamente dos

dados a partir de softwares.

1.4.1.3. Em nivel de sequéncias

Sequéncias de DNA informam o maximo possivel sobre a variagdo génica, pois
cada nucleotideo em um grupo de sequéncias alinhadas pode ser considerado
individualmente. Assim, o sequenciamento revela quais sdo os nucleotideos em um
conjunto de pares de bases, o que é definido como um haplétipo (Figura 1.19). As

diferencas de nucleotideos determinam a diversidade de haplotipos.

0

—)» ACTTTGCTC

Individuo 1 Haplotipo 1

= ACTTAGCTC

B

Individuo 2 Haplotipo 2

= ACTTTGCTC

0

Populacgao Natural

Individuo 3 Haplétipo 1

=) AATTAGCTC

\~/
5

Individuo 4 Haplétipo 3

Figura 1.19. Representacdo dos hapl6tipos de quatro individuos de uma populagdo
natural de peixes. Observe que a sequéncia de nucleotideos do individuo um é a mesma
sequéncia de nucleotideos do individuo trés, isso significa que o haplétipo um é igual ao
haplotipo trés.

A variacdo génica nas sequéncias de DNA pode ser descrita em relagdo ao
namero de sitios de nucleotideos que sdo polimorficos em uma amostra de sequéncias

(os haplétipos descritos acima) e, também, em funcdo do numero de sitios de
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nucleotideos que sdo heterozigotos (apresentam diferentes nucleotideos na mesma
posicdo entre diferentes sequéncias). Em um grupo de sequéncias alinhadas, o nimero
de sitios segregantes (sitios de nucleotideos que sdo polimdrficos na amostra) é definido
como “S”, ou seja, o numero de sitios de nucleotideos que diferem entre as sequéncias

alinhadas (Quadro 1.10).

Quadro 1.10. Numero de sitios segregantes.

Numero de sitios segregantes € simbolizado por “S”, onde:
S = Numero de sitios de nucleotideos que diferem entre as sequéncias alinhadas.

Retomando o exemplo da figura 1.19 no qual, de uma populagdo de peixes, foram
amostrados 4 individuos e encontrados os haplétipos:

Haplétipo do individuo 1 = ACTTTGCTC

Haplétipo do individuo 2 = ACTTAGCTC

Haplétipo do individuo 3= ACTTTGCTC

Haplétipo do individuo 4 = AATTAGCTC

O numero de sitios segragantes é:

S=2

A medida mais comum para a variacdo génica, contudo, € a heterozigosidade
(H) que, em se tratando de sequéncias, se denomina diversidade haplotipica (h). A
diversidade haplotipica mede a probabilidade de, retirando ao acaso dois haplo6tipos de
uma amostra, eles serem diferentes (Quadro 1.11).

O numero de nucleotideos que diferem em qualquer par de sequéncias alinhadas
sdo as diferencas de nucleotideos. O numero médio de diferencas de nucleotideos para
cada comparacdo par a par possivel entre as sequéncias alinhadas € a diversidade
nucleotidica (p) das sequéncias comparadas. O valor de p para qualquer amostra €,
portanto, definido como numero total de diferencas de nucleotideos dividido pelo
namero total de comparagdes par a par (Quadro 1.12).

A descricdo da variacdo génica feita aqui em nivel de sequéncias também foi
feita de forma simples, aritmética e definida pelos dados empiricos, ou seja, depois de

obtidas as sequéncias pelo método de Sanger, por exemplo. Também aqui, espera-se
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gue as sequéncias sigam a Lei de Hardy-Weinberg. Contudo, de posse de sequéncias,
testes de hipdteses um pouco mais sofisticados podem ser realizados e isto serd visto

adiante nas sec¢des referentes ao rel6gio molecular (1.4.3) e coalescéncia (1.4.4)

Quadro 1.11. Diversidade haplotipica.

A diversidade haplotipica pode ser definida matematicamente como:
h =X(1 - Zfx’)/NL

Onde:

fx;- frequiéncia do haplétipo i no loco x;

NL- nimero de loci.

Retomando o exemplo da figura 1.19 no qual, de uma populagdo de peixes, foram
amostrados 4 individuos e encontrados os haplétipos:
Haplétipo do individuo 1 = ACTTTGCTC

Haplétipo do individuo 2 = ACTTAGCTC

Haplétipo do individuo 3= ACTTTGCTC

Haplétipo do individuo 4 = AATTAGCTC

As frequéncias haplotipicas sao:

f Haplotipo 1 =2/4=0,5

f Haplétipo 2 = 1/4 = 0,25

f Haplétipo 3=1/4 = 0,25

E a diversidade haplotipica:

h =[1-(0,5*+ 0,25°+ 0,259]/1

h=1-(0,25 + 0,0625 + 0,0625)

h=1-0,375

h =0,625
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Quadro 1.12. Diversidade nucleotidica.

A diversidade nucleotidica pode ser definida matematicamente como:
p = (2 £f,px))/Nhapl

Onde:

fi- freqliéncia do haplétipo Xx;

f,- freqiiéncia do haplotipo y;

Pxy- distancia p entre os dois hapl6tipos;

Nhapl- nimero de haplotipos.

Retomando o exemplo da figura 1.19 no qual, de uma populacdo de peixes, foram
amostrados 4 individuos e encontrados os haplétipos:
Haplétipo do individuo 1 = ACTTTGCTC

Haplétipo do individuo 2 = ACTTAGCTC

Haplétipo do individuo 3 = ACTTTGCTC

Haplétipo do individuo 4 = AATTAGCTC

Sendo as frequéncias haplotipicas:

f Haplétipo 1 = 0,5

f Haplétipo 2 = 0,25

f Haplétipo 3 = 0,25

E as diferencas entre os haplotipos:

Haplétipo 1 = ACTTTGCTC

Haplétipo 2 = ACTTAGCTC

Possuem uma diferenca no total de nove nucleotideos = 1/9 = 0,11

Haplétipo 2 Haplétipo 3
Haplotipo 1 0,11 0,22
Haplotipo 2 okl 0,11

A diversidade nucleotidica:

p=1[(0,5x0,25x0,11) + (0,5 x 0,25 x 0,22) + (0,25 x 0,25 x 0,11)] / 3
p = [0,014 + 0,028 + 0,007] / 3

p=0,048/3

p=0,016
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1.4.2. Variagao Interpopulacional

A segunda tarefa de um geneticista marinho, portanto, de um evolucionista é a
descri¢do da variacdo interpopulacional. Isto diz respeito ao corolario fundamental da
perspectiva materialista da variagdo estabelecida por Darwin: entender a especiacdo
como um processo de fracionamento da variacdo intrapopulacional em variagédo
interpopulacional, tanto no espago (geografia) quanto no tempo (geragdes). Uma
interpretacdo das diferencas populacionais e taxonomicas revolucionaria e, até hoje, mal

compreendida, contudo, com muitas maneiras de ser medida.

1.4.2.1. Estrutura populacional

A extensdo da variagdo observada interpopulacionalmente resulta de um balango
de forgas que produzem uma variagdo génica local e forgas que tendem a produzir uma
homogeneidade génica. A mutagdo e a deriva génica (em populactes de tamanho finito)
e a selecdo natural (que favorece as adaptacBes as condigdes ambientais locais) sdo
exemplos de for¢as evolutivas que levam a diferenciacdo das populacdes. J& migracao,
favorecendo o chamado fluxo génico, se opde a diferenciacdo. O balanco entre essas
forcas determina a escala e o padréo de divergéncia entre as populagdes.

A dispersdo de individuos ou gametas, com posterior participacdo na reproducédo
(migragdo) é um dos principais fendmenos que exercem influéncia na estruturacdo de
organismos marinhos. O fluxo génico, proveniente dos processos migratorios, promove
a evolucdo quando espalha novas combinacGes de genes ou, freia a evolucdo, quando
impede adaptacdes locais. Apesar da aparente homogeneidade nos ambientes marinhos,
populacdes de locais diferentes podem se diferenciar em diferentes escalas devido a
existéncia de barreiras geogréaficas e selecdo apos assentamento (Provine 1971; 1989;

Wright 1978; Wright & Provine 1986).

135



A forma mais antiga e amplamente utilizada para medir a diferenciacdo entre
populacdes é através dos célculos dos indices de fixacdo de Wright (ou estatistica F), a
partir de estimativas de heterozigosidade. Estes indices sdo: Fis, Fst € Fit € se bseiam na
variabilidade dentro e entre as subpopulacbes (Wright 1951). O Fis mede o grau de
endocruzamento dentro de cada subpopulacdo, sendo uma boa indicacdo da deficiéncia
de heterozigotos na subpopulagdo (Figura 1.20, Quadro 1.13). O indice de fixacdao, Fsr,
por sua vez, mede o grau de endocruzamento de cada subpopulacdo em relagdo a
populagdo total (Figura 1.21, Quadro 1.14). O Fr é o indice de endocruzamento total e
inclui tanto a contribuicdo devido ao cruzamento ndo panmitico (cruzamento
preferencial dentro de cada subpopulagdo, Fis), como o efeito da divisdo em

subpopulagdes (Fst) (Figura 1.22, Quadro 1.15).
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Quadro 1.13. Estimativa do Fs.

O nivel de endocruzamento dentro de uma subpopulacdo devido aos cruzamentos
preferenciais pode ser calculado por:
Fis = (He — Ho)/He
Onde:
He- € a heterozigosidade esperada;
Ho- é a heterozigosidade observada.

Por exemplo, tendo sido amostradas trés populactes de Coscinasterias tenuispina (uma
espécie de estrela do mar) e estimada a variacdo génica intrapopulacional para um locus
como:

Populacéo 1:

A;A; =53 individuos, A,A, = 13 individuos, A;A; = 34 individuos
Populagéo 2:

AA; =69 individuos, A,A; = 9 individuos, A;A, = 22 individuos
Populacéo 3:

A;A; = 30 individuos, A,A, = 30 individuos, A;A; = 40 individuos

As heterozigosidades observadas serdo (rever Quadro 1.5 na secéo 1.4.1.1. Descricao dos
dados empiricos):

Populacéo 1:

Ho =34/100=0,34

Populacéo 2:

Ho =22/100=0,22

Populacéo 3:

Ho =40/100=0,40

As heterozigosidades esperadas serdo (rever Quadro 1.6 na secdo 1.4.1.1. Descricdo dos
dados empiricos):

Populacéo 1:
He = 1 - [(0,70)* + (0,30)?] = 1 — [0,49 + 0,09] = 1 — 0,58 = 0,42
Populacéo 2:
He = 1—[(0,80)* + (0,20)"] = 1 —[0,64 + 0,04] =1 - 0,68 = 0,32
Populacéo 3:

He = 1 - [(0,50) + (0,50)°] = 1 — [0,25 + 0,25] = 1 — 0,50 = 0,50

Portanto, o Fs para cada uma das trés populagdes sera:
Populacéo 1:

Fis=(0,42-0,34)/0,42=0,08/0,42 =0,19

Populacéo 2:

Fis=(0,32-0,22)/0,42=0,10/0,32=0,31

Populacéo 3:

Fis = (0,50 - 0,40) / 0,50 = 0,10/ 0,50 = 0,20

O Fs entre as trés populacgdes sera:
Fis=(0,19 + 0,31 +0,20) / 3

F|s = 0,70 /3

F|s = 0,23
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Figura 1.20. Representacéo grafica do Fis que mede o indice de endocruzamento dentro
de cada subpopulacdo. Ou seja, existe uma chance maior de reproducdo entre 0s
individuos dentro de cada subpopulacdo (A, B e C) do que entre os individuos da
populacdo A com aqueles das populacBes B e C; uma maior chance de cruzamento entre
os individuos de dentro da populacdo B do que com aqueles das populacbes A e C e
assim por diante.

Populagédo Total

Figura 1.21. Representacdo grafica do Fst que mede o indice de endocruzamento de
cada subpopulacédo em relacdo a populacdo total. Ou seja, quanto da variagéo total esta
entre as subpopulagdes e ndo dentro das subpopulacdes.
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Quadro 1.14. Representacdo matematica do Fsr.

O endocruzamento de cada subpopulagdo em relagdo a populagéo total pode ser medido
por:

Fst=Vp/(p (1-p))
Onde:

p- € a média das frequéncias do alelo p das subpopulagoes;
Vp- € a variancia das frequéncias do alelo p das subpopulaces.

Para o exemplo do quadro 1.13, frequéncias génicas serdo (rever Quadro 1.4 na secao
1.4.1.1. Descricao dos dados empiricos):

Populacéo 1:

Locus A: A; =0,70; A, =0,30

Populagéo 2:

Locus A: A; =0,80; A, =0,20

Populacéo 3:

Locus A: A; =0,50; A, =0,50

O Fst de cada alelo entre as trés populagfes sera:

Alelo 1

Média das frequéncias do alelo 1 entre as subpopulagdes (rever Quadro 1.1 na se¢éo 1.3) sera:
(0,7+0,8+0,5)/3=0,67

Variéncia das frequéncias do alelo 1 entre as subpopulagdes (rever Quadro 1.2 na se¢éo 1.3)
seré:
[(0,7-0,67)* + (0,8-0,67)* + (0,5-0,67)*]/(3-1) = [0,001+0,018+0,028]/2 = [0,047]/2 = 0,023

Portanto, o Fst para o alelo 1 entre as subpopulaces sera:
Fsr (alelo 1) = 0,023/[0,67 x (1 —0,67)] = 0,023/[0,67 x 0,33] = 0,023/[0,221] = 0,105

Alelo 2

Média = (0,3+0,2 +0,5) / 3=0,33

Variancia = [(0,3-0,33)? + (0,2-0,33)? + (0,5-0,33)°]/(3-1) = [0,047]/2 = 0,023
Fsr (alelo 2) = 0,023/[0,33 x (1 - 0,33)] = 0,023/[0,221] = 0,105

O Fst deste locus para as trés subpopulages sera:
Fst = [Fst (alelo 1) + Fsy (alelo 2)]/2

Fsr = (0,105 + 0,105) / 2

FST = 0,105
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Populacgéo Total

Figura 1.22. Representagdo gréafica do Fr que mede o indice de endocruzamento total
que inclui tanto os efeitos do cruzamento preferencial dentro de cada subpopulagédo
(Fis), quanto o efeito da subdivisdo populacional (Fsr).

Quadro 1.15. Representacao matematica do Fr.

Os indices de fixacdo de Wright estéo relacionados da seguinte forma:
1-Fir=(1-Fis)(1-Fsr)

Onde:

F\7- indice de endocruzamento total;

F\s- indice de endocruzamento dentro de cada subpopulacéo;

Fs7- indice de endocruzamento de cada subpopulagdo em rela¢éo & populagdo total.

Para o exemplo dos quadros 1.13 e 1.14 tém-se:
Fis = 0,230
FST = 0,105

O Ft entre as trés populacdes seré:
1-Fr=(1-0,230) (1-0,105)

1- FIT = (0,770) (0,895)
1-Fr=0,689

- F|T = 0,689 -1

- FIT == 0,311 X ('1)

F|'|' = 0,311
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O Fst esta diretamente relacionado com a variancia das frequéncias alélicas
entre as populacdes. Se o valor de Fst é baixo, quer dizer que a frequéncia dos alelos
dentro da cada subpopulacdo € similar; se seu valor for alto, significa que existem
diferengas razodveis entre as freqiiéncias dos alelos nas diferentes subpopulacées. O
valor de Fst varia de zero a um. Fst = 1 indica subpopula¢Ges com a fixacdo de alelos
distintos entre elas. Fst = 0 indica subpopulac@es com frequéncias alélicas idénticas, ou
seja, ndo existe diferenca genética entre as subpopulagdes. De uma maneira geral, é
possivel dizer que valores de Fst entre 0 e 0,05 indicam pequena diferenciacdo genética.
Entre 0,05 e 0,15 o Fst indica diferenciacdo genética moderada. Fst entre 0,15 e 0,25
indica grande diferenciacdo genética. Acima de 0,25 a diferenciacdo genética é muito
grande.

Na literatura de Genética Marinha abundam diferentes coeficientes e indices de
fixacdo, pois varias estatisticas analogas aos indices de estruturacdo de Wright foram
surgindo ao longo dos anos. Estes diferentes métodos levam em conta que o processo de
geracdo de variabilidade é diferente em diferentes circunstancias e para diferentes tipos
de marcadores moleculares. A maioria dos estimadores baseados em Fst foi
desenvolvida para modelos de popula¢des simétricas. Mastoshi Nei desenvolveu o0 Gsr,
que consiste em um parametro anadlogo ao Fsr com base em medidas de
heterozigosidade. Pela metodologia de Nei, a diversidade genética de qualquer
populagdo pode ser decomposta em termos de heterozigosidade dentro e entre
subpopulagdes. A grande contribuicdo de Nei foi estender o parametro Fst de Wright
para um contexto de analise de dados que leva em consideracdo multiplos alelos num
determinado locus, em vez de apenas dois como no modelo de Wright (Nei 1972; 1978).
Bruce Weir e Clark Cockerham propuseram uma série de parametros populacionais

analogos aos indices de fixacdo de Wright (f, F e 0) nos quais a estimativa é feita a
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partir de componentes de variancia obtidos da andlise de variancia das frequéncias
alélicas nos diversos niveis de hierarquia populacional e, levando em consideracao,
diferentes tamanhos de populagdes (Weir & Cockerham 1984). Montgomery Slatkin
desenvolveu o Rst que é um estimador apropriado para medir a subestruturacéo
populacional quando os dados genéticos sdo obtidos a partir de loci de microssatélites.
Neste caso, assume-se que estes loci sofrem mutacdo seguindo o modelo stepwise
mutation (ver Glossario de Termos e Pesquisadores). O Rst capta a fragdo da
variancia total do tamanho dos alelos que esta entre as populages. O valor de Rst é
similar ao valor de 0 definido por Weir ¢ Cockerham, uma vez que ambos estdo
baseados em componentes de variancia interpopulacional.

Os indices de fixacdo podem ser usados para mensurar o padrdo de estrutura
populacional. A descricdo do padrdo de fluxo génico entre um conjunto de
subpopulagdes, contudo, depende de modelos que descrevem os diferentes padroes

possiveis.

1.4.2.2. Modelos

O Modelo Continente-llhas (Figura 1.23) € o modelo mais simples de fluxo
génico e foi baseado no trabalho de Wright, publicado em 1940 (Wright 1940). Neste
modelo assume-se a ligacdo, por meio do fluxo génico, de uma populacdo grande, na
qual as frequéncias génicas mudam pouco ao longo do tempo, com uma (ou mais)
populacdo pequena. A cada geracao esta populacdo pequena (ilha) recebe imigrantes da
populacdo grande (continente). Migracdo da ilha para o continente tembém existe,
contudo, é desprezivel. Neste modelo unidirecional, as frequéncias alélicas nas

poppulacdes de ilha tendem a se aproximar daquelas da populagdo continental. A taxa

142



de migracéo é semelhante a taxa de mutacdo em qualidade, mas a taxa de migracao €

muito maior que a de mutacao.

Figura 1.23. Representacdo do Modelo Continente-llhas de estrutura populacional.

No Modelo de Ilhas (Figura 1.24), proposto por Wright, em 1943, existem varias
populacdes, todas elas de tamanho equivalente e a migracdo ocorre entre elas ha mesma
taxa. As distancias entre estas populacdes ndo sdo levadas em conta pelo modelo, o que
significa que a migracdo ocorre ao acaso entre as populagdes (Wright 1943; 1946).

Neste modelo, a deriva genética pode ser desprezada devido ao fato das
populacdes serem consideradas com grandes tamanhos (populac@es com mais de 10.000
individuos podem ser consideradas panmiticas). Cada subpopulagdo recebe uma
proporcdo igual de migrantes de todas as demais subpopulagdes, incluindo ela prépria.
Essencialmente, neste modelo, cada subpopulagcdo exporta uma proporcao de individuos
(ou gametas) e os migrantes, de todas as subpopulagGes, formam um conjunto Unico,

cujos membros, entdo, se dispersam aleatoriamente.
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Figura 1.24. Representacdo do Modelo de Ilhas de estrutura populacional.

Na figura 1.25 esta representado o Modelo Stepping-Stone (ou, em portugués,
passo-a-passo ou alpondras) que foi proposto por Kimura, em 1953. Porém, tendo sido
mais bem explicitado, em 1964, por Kimura e Weiss. Neste modelo, todas as
populacdes, com o mesmo tamanho efetivo e taxa de migracdo constante, recebem
migrantes preferencialmente da populacdo vizinha (Kimura 1953; Kimura & Weiss
1964). Desta forma, o fluxo génico é mais acentuado entre popula¢des vizinhas do que
com populagdes mais distantes. Dependendo do numero de populaces vizinhas
consideradas, o Modelo Stepping-Stone se equipara ao Modelo de Isolamento por
Distancia, proposto por Wright em trabalhos publicados entre 1940 e 1951. No modelo
de Wright, o fluxo génico ocorre preferencialmente entre individuos mais préximos

espacialmente, em subpopulagdes de distribuicdo continua.
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Figura 1.25. Representacdo do Modelo Stepping-Stone de estrutura populacional.

Numa populacdo que se forma pela mistura de subpopulacGes geneticamente
distintas, se observa um fenémeno chamado de efeito Wahlund (Johnson & Black
1984b). Neste caso, como as frequéncias dos alelos sdo diferenciadas entre a
subpopulacBes que fornecem migrantes para a nova populagdo, observa-se um grande
namero de loci para os quais a hipdtese de equilibrio de Hardy-Weinberg é violada.
Outros efeitos interessantes (e aparentemente paradoxais), de populaces formadas pela
mistura de subpopulacGes muito diferenciadas é a existéncia de altos niveis de variacao
génica, contudo, com déficit de heterozigotos. Isto se deve ao fato de que alelos
diferentes oriundos de diferentes populacdes doadoras estdo sendo reunidos na
populacdo receptora, sem que, contudo, tenham sido formadas todas as combinag6es
possiveis destes alelos em genotipos heterozigotos. Ou seja, o efeito principal da
mistura de migrantes de subpopulagdes diferenciadas é uma diminuicdo da
heterozigosidade média observada em relacdo aquela esperada se tivessem ocorrido

acasalamentos aleatdrios nesta populacéo total hipotética.
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O efeito Wahlund tanto pode ser tanto de carater espacial quanto temporal, ou
seja, pode ser produzido tanto pela inclusdo na mesma amostra de populacdes de

diferentes areas quanto de diferentes coortes.

1.4.2.3. RelacBes genéticas

Todos os seres vivos partilham o mesmo material genético que, aqui, tem sido
descrito tanto em medidas de fendtipo quanto de gendétipo. Estas medidas podem ser
usadas para inferir a distancia (ou identidade) genética entre individuos, populac@es,
espécies ou outras unidades taxonomicas. Ou seja, é possivel comparar o percentual de
diferenca entre genes (ou seus fendtipos, como no caso das aloenzimas) ou sequéncias
de DNA e obter um valor que é a medida de relacdo genética.

Uma medida de relacdo genética muito utilizada em Genética Marinha é o indice
de Identidade Génica de Nei, publicado em 1972. Nesta medida, as frequéncias génicas
sdo usadas para se calcular a média geométrica das semelhancas padronizadas entre os
loci. Isto é feito dois a dois. Por exemplo, se se quer saber quais sdo as identidades
génicas entre trés populacgdes (1, 2 e 3), € preciso calcular as identidades entre 1-2, 1-3 e
2-3 (ver Quadro 1.16) (Nei 1972). Quanto mais aparentados geneticamente, ou seja,
quanto maior o valor da identidade génica, menor o tempo de separagdo entre as duas
unidades taxondmicas (OTU, do inglés Operational Taxonomic Unit) consideradas. Os
valores de identidade génica podem ser usados, entdo, para calcular outro indice de
relacdo génica que é a distancia génica. A distancia génica é calculada através de uma
operacdo matematica simples (ver Quadro 1.17), que é o negativo do calculo do
logaritimo natural do valor de identidade génica.

Existem outros indices que calculam identidades e distancias génicas além do

indice proposto por Nei, contudo estes indices foram menos utilizados nos trabalhos de
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Genética Marinha. Como exemplos, podem ser citados os indices de Rogers, publicado
em 1972 e Thorpe, publicado em 1979 (Rogers 1972; Thorpe 1979; Suzuki & Phan
1990).

Com os valores de identidades (ou distancias génicas) dois a dois de todas as
unidades taxondmicas trabalhadas é possivel construir uma matriz de identidades
génicas (ver Quadro 1.18) entre as OTU’S e, com ela, produzir um dendrograma, que é
uma representacdo grafica das relagdes genéticas entre estas unidades taxondmicas. No
quadro 1.19, o dendrograma que representa as relacGes genéticas entre trés populacdes
da estrela-do-mar Coscinasterias tenuispina € construido passo a passo, usando um dos
algoritimos mais simples e singelos que podem ser usados em Genética Marinha, o
chamado UPGMA.

UPGMA ¢ uma sigla que significa agrupamento pelas médias aritméticas ndo
ponderadas (em inglés, Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). O
algoritimo UPGMA tem sido largamente utilizado em Genética Marinha, embora
existam, na literatura, muitas criticas a ele. Por exemplo, o fato de que esse algoritimo
assume que todas as linhagens evoluem a uma taxa constante. Isso significa que os
agrupamentos sao feitos entre as diferentes OTU’s e usando medidas de identidades
génicas calculadas para diferente loci, como se tanto os diferentes taxa como loci
evoluissem a mesma velocidade. Ou seja, como se as taxas de substituicdo fossem
sempre as mesmas independente do loci ou do taxa. Portanto, a acurécia deste algoritmo
depende de que a taxa de substituicdo se mantenha constante por toda a filogenia.

O pressuposto de regularidade das taxas de substituicdo entre taxa e loci e,
provalmente, falso para maioria dos casos concretos. Contudo, simulacdes de
computador tém demonstrado que o algoritimo UPGMA ¢é capaz de recuperar

adequadamente relacbes genéticas, especialmente quando utilizado nos niveis
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taxondmicos mais inferiores, como relagdes filogenéticas entre espécies do mesmo
género. No caso da sua utilizacdo para populacdes de uma mesma espécie, o algoritimo
UPGMA é, ainda, o mais simples, singelo e adequado, ndo havendo muitas criticas

gquanto ao seu uso.

Quadro 1.16. Representacdo matematica da identidade génica de Nei.

A identidade génica de Nei pode ser calculada da seguinte forma:
| =Y (fi x fj) / (Cfi° x Yj9)°°

Onde:

fi- é a frequéncia de cada alelo na populacéo i;

fj- € a freqliéncia de cada alelo na populagéo j.

Por exemplo, para as trés populagdes de Coscinasterias tenuispina descritas no quadro
1.13, para um locus que apresentasse as seguintes frequéncias génicas:

Populacéo 1:

Locus A: A; =0,70; A, =0,30

Populacéo 2:

Locus A: A; =0,80; A, =0,20

Populacéo 3:

Locus A: A; =0,50; A, =0,50

As identidade génicas de Nei seréo:

Identidade génica entre as populagdes 1 e 2:

IG 1, = [(0,70 x 0,80) + (0,30 x 0,20)] / {[(0,70)* + (0,30)?] x [(0,80) + (0,20)*]}°°
IG 1., = [0,56 + 0,06] / {[0,49 + 0,09] x [0,64 + 0,04]}°°

IG 1., = 0,62/ {0,58 x 0,68}>°

IG 1., = 0,62/ {0,39}°°

IG 1,=0,62/0,628

IG 1, = 0,987

Identidade génica entre as populacdes 1 e 3:

IG 1.5 = [(0,70 x 0,50) + (0,30 x 0,50)] / {[(0,70)* + (0,30)*] x [(0,50)* + (0,50)*]}**
IG 1.5 = [0,35 + 0,15] / {[0,49 + 0,09] x [0,25 + 0,25]}°°

IG 1.5 = 0,50/ {0,58 x 0,50}°°

IG 1.5 = 0,50/ {0,29}°°

IG 15=0,50/0,538

IG 15=0,928

Identidade génica entre as populagfes 2 e 3:

IG 5 = [(0,80 x 0,50) + (0,20 x 0,50)] / {[(0,80) + (0,20)°] x [(0,50)° + (0,50)°]}"°
IG ,.5 = [0,40 + 0,10] / {[0,64 + 0,04] x [0,25 + 0,25]}°°

IG ,.5 = 0,50/ {0,68 x 0,50}°°

IG ,.5 = 0,50 / {0,34}°°

IG ,5=0,50/0,583

IG 2.3 = 0,857
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Quadro 1.17. Representacdo matematica da distancia génica.

A distancia génica pode ser calculada da seguinte forma:
D=-InIG

Onde:

D- é o valor de distania génica;

In- logaritimo na base natural;

1G- é o valor de identidade génica.

Por exemplo, para as trés populacdes de Coscinasterias tenuispina que tiveram as
seguintes identidades génicas calculadas no quadro 1.16:

Identidade génica entre as populagdes 1 e 2:

IG ,,=0,987

Identidade génica entre as populacfes 1 e 3:
IG 13 = 0,928

Identidade génica entre as populagdes 2 e 3:
IG ,3=0,857

As distancias génicas serao:

Distancia génica entre as populacdes 1 e 2:
Di,=- In 0,987

D 12 = 0,013

Distancia génica entre as populagdes 1 e 3:
D13=-1n0,928
D 13=0,075

Distancia génica entre as populacdes 2 e 3:
D 23 = - In 0,857
D 923 = 0,154

Quadro 1.18. Representacao de uma matriz de identidades e distancias génicas.

Por exemplo, para as trés populacdes de Coscinasterias tenuispina que tiveram as
identidades e distancias génicas calculadas nos quadros 1.16 e 1.17:

Identidade e distancia génicas entre as populagdes 1 e 2:

IG ,,=0,987

D1,=0,013

Identidade e distancia génicas entre as populagdes 1 e 3:
IG 13=0,928
D 13 = 0,075

Identidade e distancia génicas entre as populagdes 2 e 3:
IG 2.3 = 0,857
D 2.3 = 0,154

Teria uma matriz de identidades e distancias génicas como a que segue. As identidades
estdo expressas acima da diagonal e, as distancias, abaixo da diagonal:

Populacéo 1 Populacéo 2 Populacdo 3
Populagéo 1 il 0,987 0,928
Populacgéo 2 0,013 Hxk 0,857
Populacdo 3 0,075 0,154 ol
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Quadro 1.19. Representagdo matemaética e grafica da construgdo de um dendrograma
de UPGMA.

Para o exemplo do quadro 1.16, no qual foram calculadas as identidades génicas de Nei
para trés populac@es de Coscinasterias tenuispina:

Identidade génica entre as populaces 1 e 2:

IG ,,=0,987

Identidade génica entre as populagfes 1 e 3:
IG 13=0,928

Identidade génica entre as populacfes 2 e 3:
IG 2.3 = 0,857

A maior identidade génica encontrada é aguela entre a populacdo 1 e a populacédo 2. Com
esses dados pode-se comecar a montar um dendrograma que refletird esse padrdo de
similaridade:

Pop 1

Pop 2

Contudo, agora, com qual identidade génica a populacéo 3 deve se unir ao grupo formado
pela populacéo 1 + populacdo 2? Neste caso, é calculada a média aritmética simples entre
as identidades génicas da populacdo 3 com a populacdo 1 e da populacdo 3 com a
populacdo 2. Neste caso:

IG5, =0,928

IG A9 = 0,857

Portanto:

IG (123 = (0,928 + 0,857) /2

[€] (1-2)-3 = 1,785 /2

[€] (1-2)-3 = 0,893

Assim, o dendrograma ficara como mostrado abaixo:

Pop1
|_
|_ Pop 2
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Se a regularidade das taxas de substituicdo entre todos os taxa e entre todos loci
ndo se sustenta em nenhum caso concreto, ela ndo é obrigatériamente falsa para
determinados loci em determinados taxa. Nestes casos, em que a taxa de substituicdo é
regular, ela pode indicar o tempo de divergéncia entre duas espécies, dois géneros, duas

familias... Como se fosse o tic-tac de um reldgio.

1.4.3. Reldgio Molecular

Em 1959, Emile Zuckerkandl (que comecou sua carreira como um bidlogo
marinho) comegou um estagio pos-doutoral sob orientacdo de Linus Pauling, um dos
mais renomados bioquimicos do mundo, no California Institute of Technology. O
trabalho de Zuckerkandl era focado na caracterizacdo de moléculas de hemoglobina de
varias espécies utilizando, para tanto, técnicas como a eletroforese e a cromatografia em
papel. Os resultados indicaram que o numero de diferencas entre os aminoacidos que
compunham a hemoglobina das diferentes espécies estudadas seguia um padréo
equivalente a distdncia filogenética entre elas. Ou seja, quanto mais distantes
evolutivamente eram as espécies, maior era 0 nimero de aminoacidos diferentes entre
as suas moléculas de hemoglobina. Contudo, naquele momento esta era apenas uma
observacao curiosa (Zuckerkandl et al. 1960).

Foi somente em 1962 e, posteriormente, em 1965, que Zuckerkandl e Pauling
propuseram a ideia de um relégio molecular (Zuckerkandl & Pauling 1962; 1965).
Comparando o numero de diferencas de aminoacidos nas cadeias o e 3 de hemoglobina
e usando as evidéncias paleontologicas do tempo de divergéncia entre cavalos e
humanos, eles foram capazes de inferir, com base no numero de substituicdes de
aminoéacidos entre as diferentes moléculas, o tempo de divergéncia entre varias espécies

de mamiferos desde o ultimo ancestral entre elas. Tudo isso, assumindo que as
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mudangas de amino&cidos entre as moléculas de proteinas iam sendo acumuladas de
maneira constante ao longo do tempo. Estava, entdo, proposta mais uma ideia
controversa no seio da mais controversa de todas as teorias, que é a teoria evolutiva.

N&o por acaso, os dois trabalhos no quais Zuckerkandl e Pauling desenvolveram
a ideia do relégio molecular, ndo foram artigos que tivessem sofrido a analise estrita do
duplo cego a que sdo, geralmente, submetidos os artigos cientificos. Em ambos os
casos, foram capitulos de livros que os autores tinham sido convidados a escrever e que,
desta forma, pelas suas préprias palavras, eles puderam usar a oportunidade para dizer
algo tdo escandaloso como era a ideia de um relégio molecular (“we took the
opportunity to say something outrageous”).

Basicamente, o relégio molecular € uma hipotese que propde que 0s genes
evoluem a uma taxa constante ao longo do tempo. Desta forma, esta hipotese traz a
possibilidade de inferir o tempo de divergéncia entre duas linhagens a partir do nimero
de substituicdes entre as suas sequéncias de proteinas e/ou DNA (Morgan 1998;
Thomas et al. 2006; Thomas et al. 2010; Calcagnotto 2012; Ho & Duchéne 2014).
Obviamente, as aplicacdes do reldgio molecular se tornaram, rapidamente, comuns em
estudos de Genética Marinha, especialmente nos casos em que eventos como a subida
do Istmo do Panama ou o surgimento do Arquipélago do Hawai possibilitava saber o

tempo de separacdo entre os taxa.

1.4.3.1. Taxa de substituicao
A taxa de substitucdo em nivel molecular é dada pela quantidade de divergéncia
entre sequéncias ocorrida por unidade de tempo. Assim, se duas sequéncias forem

comparadas e se for sabido ha quanto tempos elas divergiram de uma sequéncia
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ancestral comum, € possivel estimar a taxa de substituicdo para estas sequencias (Figura
1.26).

As unidades sdo expressas como substituicdes por sitio de aminoécido (ou
substituicdes por sitio de nucleotidico) por ano. Contudo, em longos periodos do tempo
evolutivo, os aminodcidos presentes em um sitio em particular podem ter sido
substituidos diversas vezes. Primeiramente por um aminoacido qualquer, depois por
outro, depois outro e, ainda, outro. Até que, em algum momento, este processo
determine a volta do aminoécido originalmente presente naquele sitio. Ao serem
comparadas duas sequéncias, apenas 0s sitios que sdo diferentes podem ser
identificados. Portanto, para longos tempos evolutivos, € possivel que alguns dos sitios
que s&o idénticos no presente possam ter sido diferentes no passado. Do mesmo modo,
sitios que sdo diferentes no presente, podem ter sofrido mais do que uma substituicdo.
Para intervalos de tempo relativamente curtos, durante os quais maltiplas substituicdes
sdo, ainda, incomuns, o problema é pequeno. Contudo, para longos intervalos de tempo,
este problema se torna complicado.

O problema das substituicdes multiplas é mais complicado, ainda, no caso de
nucleotideos. Para aminoacidos, a probabilidade de que uma substituicdo ao acaso faca
um sitio retornar ao seu estado original é de 1 para 20 (que é o nimero de aminoacidos).
No caso de nucleotideos, a chance de substituices multiplas é de 1 para 4 (que é o
namero de bases, A, T, G e C). Mesmo estas estimativas sdo simplificacbes, uma vez
que, em ambos 0s casos, se esta assumindo o pressuposto de que a chance de mudanca
de um aminoécido para o outro (ou de um nucleotideo para o outro) é igual entre todos

0S Caso0s.
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Sequéncia da linhagem modemna 1 Sequéncia da linhagem modemna 2

CAATCGATCG CAATTTATTT

25 milhdes de anos depois: 50 milhdes de anos depois:

CAATCGATCG

/

CAATTCGATCG

Ancestral Comum:

CAATTTATCG
CAATTTATCT

CAATTTATITT

Figura 1.26. H& 50 milhdes de anos atras, as duas linhagens modernas tiveram um
ancestral comum. Apos 25 milhoes de anos, as duas linhagens divergiram, cada uma
delas tendo uma mudanca de base. De modo que ficaram diferentes por duas bases.
Apbs outros 25 milhdes de anos, estas duas sequencias acumularam mais duas bases de
diferenca (um nucleotideo mudado para cada uma delas). Assim, apés o total de 50
milhGes de anos as duas linhagens divergiram em quatro bases (duas em cada
linhagem). Segundo a hipdtese do relégio molecular este processo de divergéncia é
constante e regular e, no exemplo ilustrado, o seu tic-tac € de uma mudanca de base a
cada 25 milhdes de anos, portanto, depois de 50 milhGes de anos as duas sequéncias
acumularam quatro diferencas de base entre si e, cada uma delas, duas diferencas em
relagdo ao ancestral comum. O que significam 100 milhdes de anos de divergéncia entre
as sequéncias.

O pressuposto de que as substituicdes ocorrem com igual probabilidade entre
todos os aminoécidos (ou nucleotideos) é desmentido por uma grande quantidade de
dados. Além do fato de que proteinas reais violam esse pressuposto, ndo era esperado
que ele fosse verdadeiro, uma vez que algumas substituicbes de aminoécido requerem
apenas uma unica substituicdo de nucleotideo, enquanto outras requerem duas ou
mesmo trés substituicdes. Modelos mais sofisticados para a evolugdo de aminoacidos

levam em conta essas diferencas ao dar pesos para cada substituicdo de aminoacido de
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acordo com a taxa observada dessas substituicdes em um grande nimero de proteinas.
No caso das sequéncias de nucleotideos as corre¢cdes sdao mais importantes ainda, visto
que é esperado que um terco das substituicbes ao acaso faga com que dois sitios
diferentes se tornem iguais.

Diversos modelos de substituicdo de nucleotideos tém sido propostos e
estudados, os quais diferem, basicamente, nos pressupostos quanto a taxa de
substituicdo entre pares de nucleotideos. O modelo mais simples é o de Jukes-Cantor,
proposto em 1969, no qual as substituicbes ocorrem a uma taxa constante e cada
nucleotideo tem uma chance igual de mutar para qualquer outro. Um modelo mais
complexo do que este foi proposto, em 1980, por Kimura. No seu modelo Kimura
considera o fato de que comparac@es de sequéncias tém demonstrado que a frequéncia
de transicGes (ou seja, mudancgas de uma purina para outra purina-G para A; ou de uma
pirimidina para outra pirimidina-C para T) é maior do que a de transversdes (qualquer
outra mudanca possivel). Neste caso, dois parametros para a taxa de mutacdo sdo
considerados. As transi¢cdes ocorrem com uma frequéncia a, enquanto as transversoes
ocorrem com taxa . Outros modelos, ainda, foram propostos adicionando diferentes
parametros as diferentes possibilidades de substituicdo. Um dos mais populares é o que
permite quatro taxas de substituicdo diferentes, embora, existam modelos ajustados
para, até, 12 taxas de substituicdo diferentes. Contudo, as vantagens de modelos tdo
complexos sdo discutiveis, especialmente nos casos em que modelos mais simples
oferecem resultados ndo muito diferentes daqueles obtidos pelos modelos de muitos
parametros.

A grande licdo disto tudo € que, a despeito do relégio molecular ser amplamente

utilizados em estudos evolutivos no geral, e em Genética Marinha em especifico, ele é,
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de fato, uma grande simplificagdo. Os dados tém demonstrado que existe uma

heterogeneidade muito grande de variaveis relacionadas as taxas de substitui¢ao.

1.4.3.2. Taxa das sequéncias

As taxas de substituicdo ndo séo universalmente constantes. Por exemplo, as
substituicdes de nucleotideo ocorrem a uma taxa maior (1 em 4) do que as de
aminoacidos (1 em 20), como ja foi visto. No caso dos nucleotideos, as substitui¢oes
ocorrem em diferentes taxas dependendo da regido do DNA onde ocorrem, dependendo
do tipo de genoma e, também, se ela é sinénima ou n&o.

Devido a redundéncia do cddigo genético (ver Quadro 1.20), dos vinte
aminoacidos, oito possuem qualquer nucleotideo na sua terceira base e sdo chamados de
sitios quatro vezes degenerados, porque a ocorréncia de qualquer um dos quatro
nucleotideos € indiferente. Sete nucleotideos terminam em qualquer pirimidina (o que
significa T ou C) e cinco nucleotideos terminam em qualquer purina (o que significa A
ou G) e sdo chamados de sitios duas vezes degenerados. Em virtude disto (as chamadas
degeneragdes), os nucleotideos em um gene podem mudar sem afetar a sequéncia de
aminoacidos da proteina que codificam. Essas mudancas sdo chamadas de substituicfes
de nucleotideo sinénimas ou silenciosas. Substituicdes de nucleotideos que trocam
aminoacidos sao substitui¢cfes ndo sinbnimas. As taxas sinénimas sdo, em geral, muito
maiores do que as taxas de substituicdo em sitios ndo sindbnimos. A depressdo na taxa de
substituicdo ndo sinbnima € interpretada como sendo causada por selecdo natural, a qual
elimina aquelas mudancas que sdo deletérias (HipoOtese Neutralista, ver 1.2.1.3.

Controvérsias evolutivas).
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Quadro 1.20. Codigo genético com a apresentacdo da redundancia de varias das trincas
(conjunto de trés bases).

Diz-se que o cddigo genético é degenerado (ou redundante) porque existem varios
codons que codificam para 0 mesmo aminoacido. Por exemplo, os codons UCU, UCC,
UCA e UCG codificam todos eles 0 aminoacido Serina (Ser). Neste caso, pode-se dizer
que Serina é um aminoacido quatro vezes degenerado. Todos os cddons quatro vezes
degenerados estdo marcados em branco.

2% base
U C A G
UUU - Fenilalanina UCU - Serina UAU - Tirosina UGU - Cisteina
U UUC - Fenilalanina UCC - Serina UAC - Tirosina UGC - Cisteina
UUA - Leucina UCA - Serina UAA - Cbdon de parada UGA - Codon de parada
UUG -Leucina UCG - Serina UAG - Cddon de parada UGG - Triptofano
CUU - Leucina CCU - Prolina CAU - Histidina CGU - Arginina
C CUC - Leucina CCC - Prolina CAC - Histidina CGC - Arginina
CUA - Leucina CCA - Prolina CAA - Glutamina CGA - Arginina
g CUG - Leucina CCG-Prolina  CAG - Glutamina CGG - Arginina
9, AUU - Isoleucina ~ ACU - Treonina AAU - Asparagina AGU - Serina
A AUC - Isoleucina  ACC - Treonina AAC - Asparagina AGC - Serina
AUA - Isoleucina  ACA - Treonina AAA - Lisina AGA - Arginina
AUG - Metionina  ACG - Treonina AAG - Lisina AGG - Arginina
GUU - Valina GCU - Alanina ~ GAU - Acido aspartico ~ GGU - Glicina
G GUC - Valina GCC - Alanina GAC - Acido aspartico GGC - Glicina
GUA - Valina GCA- Alanina ~ GAA - Acido glutdmico ~ GGA - Glicina
GUG - Valina GCG - Alanina GAG - Acido glutdmico GGG - Glicina

O padréo de transmissdo hereditéria afeta, também, a taxa de substituicdo. Os
genomas de organelas sdo transmitidos de uma maneira diferentes dos genes nucleares,
e, portanto, sofrem substituicdes com uma dinamica diferente. Mesmo considerando
apenas um tipo de DNA, por exemplo, 0 mtDNA, é possivel observar uma ampla
variagdo nas taxas de substituicdo ao longo do seu pequeno genoma. Em animais, a taxa
de substituicdo no mtDNA é, em geral, muito mais alta do que aquela exibida no nDNA.
Em plantas, comparacOes entre as taxas de substituicdo de nucleotideo entre 0 DNA
nuclear, de cloroplasto e mitocondrial revelam, também, grandes diferencas, sendo que
0 mtDNA exibe menos do que um terco da taxa de substituicdo do cpDNA, o qual por

sua vez apresenta cerca de metade da taxa de substituicdo do nDNA.
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Em principio, o relégio molecular deveria aplicar-se tanto as regides intergénicas
(ndo codificantes) do genoma quanto aos genes em si. Entretanto, para maioria
esmagadora dos casos, a taxa de substituicdo é muito maior para os introns (regifes ndo
codificantes) do que para os exons (regides codificantes). A explicagdo para tal fato,
mais uma vez, esta na teoria neutralista que afirma que as regides codificantes estdo
sofrendo a acdo da selecdo natural e, portanto, sofrem restrigdes as mudangas, que sO
podem ocorrer no caso de ndo causarem danos aos genes. Nas regides ndo codificantes,
como ndo existem restricbes impostas pela selecdo natural (uma vez que elas néo
codificam nada!), a mudanca € livre.

Como resultado da grande variacao entre as taxas de substitui¢do, foi proposta a
idéia de reldgios moleculares locais. Ou seja, relégios especificos para determinados
genomas e suas regides. Contudo, ainda resta o problema de saber se, assumidas estas

restricdes, a taxa de substituicdo € constante entre os diferentes grupos taxondmicos.

1.4.3.3. Taxa dos taxa

A existéncia de um relégio molecular universal foi colocada em duvida devido
ao fato de que as taxas de substituigdo variam amplamente entre os diferentes taxa. Ou
seja, existe um grande nimero de evidéncias que indicam que as taxas de substituicao
podem variar consideravelmente entre as espécies para uma grande gama de taxa. O
reldgio molecular ndo bate a um ritmo constante, mesmo entre linhagens estreitamente
relacionadas!

Diante deste problema, métodos para estimar a variacdo da taxa de substituicao
entre taxa foram desenvolvidos. Contudo, em todos 0s casos, 0s pressupostos destes

métodos s&o, inevitavelmente, ad hoc e sem base empirica. Ou seja, a confianga nesses
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métodos depende de se compreender o que determina a heterogeneidade das taxas de
substituicdo para os diferentes taxa, o que ndo se sabe, portanto.... E preciso dizer mais?

Muitos métodos de datacdo molecular assumem que a variacdo na taxa de
substituicdo é, essencialmente, estocastica. Por outro lado, estima-se que as taxas
variam sistematicamente entre as linhagens, ou seja, seriam determinadas pelas
caracteristicas das espécies. Existe uma gama de correlacdes entre taxa de substituicdo e
historia de vida das espécies, tanto intrinsicas (por exemplo, taxa metabdlica) quanto
extrinsicas (por exemplo, fatores ambientais como temperatura), e, mesmo, processos
evolutivos como o tempo de especiacdo no taxa. Contudo, a melhor caracterizacéo de
uma associacgdo sistematica entre as caracteristicas das espécies e taxa de substituicao é
o efeito do tamanho corporal, observada para vertebrados. Espécies com corpo menor
tendem a ter taxas mais rapidas da evolucdo molecular do que as espécies proéximas com
corpo maior. Para invertrebrados, no entanto, ndo existem boas caracterizagdes. O efeito
do tamanho do corpo dos vertebrados € um caso especial, que ndo pode ser
simplesmente extrapolados para todo os taxa.

Com todas estas limitacGes (heterogeneidade das taxas de substituicdo para
diferentes genomas e suas regides e entre taxa), € evidente que se deve tomar muito
cuidado na escolha do relégio a ser usado, sob o risco de estimativas altamente
enganosas de tempos de divergéncia. Assim, um rel6gio para cada um e para cada lugar.
Mais que isso, € preciso acertar o relégio, ou seja, escolher um ponto adequado de

calibracéo.
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1.4.3.4. Pontos de calibracao

Calibrar é estabelecer, sob condi¢des especificas, a relagdo entre os valores de
um sistema de medigdo e os valores de um material de referéncia. No caso do rel6gio
molecular, acertar a taxa de substitu¢éo ao tempo.

Um dos métodos mais confidveis de calibracdo € a utilizacdo de evidéncias
fésseis que indiquem o tempo de divergéncia entre duas ou mais linhagens incluidas na
topologia que se pretende usar para estimar os tempos de divergéncia. No entanto,
mesmo quando ha disponibilidade de fosseis que definem os tempos de separacéo entre
taxa, fontes de erros na inferéncia filogenética precisam ser consideradas.
Alternativamente, pode-se lancar médo de eventos geoldgicos associados a diversificagao
de espécies de um dos grupos na topologia. Por exemplo, a origem de ilhas oceénicas
cuja data de emergéncia é conhecida. Porém, da mesma forma que com o registro fossil,
existem erros de inferéncia associados a estas estimativas como, por exemplo, a
precisdo do intervalo de tempo para a formacédo da ilha, o tempo de colonizagdo das
populacdes apds a formacdo de cada ilha e a possibilidade de migracéo entre as ilhas.

Por causa dos erros associados a qualquer calibragdo (0 que se torna mais
dramatico com o aumento da distancia entre os nds de separacao entre 0s taxa), o ideal é
usar uma abordagem mdaltipla, na qual varios pontos de calibragdo sdo usados
simultaneamente. Ou seja, um reldgio para cada um, um relégio para cada lugar e,
fundamentalmente, ndo esquecer que conferir cada um contra todos os outros. Afinal,

pior do que tantos relogios é reldgio algum.
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1.4.4. Coalescéncia

Tudo que foi dito até aqui se baseou nas duas novidades da teoria evolutiva
darwiniana: a perspectiva materialista da variagdo e, a partir dela, a possibilidade de
entender o processo de especiagdo como um processo de transformacdo de variagéo
intrapopulacional em variagdo interpopulacional. Mais que isso, todas as medidas e
estimativas discutidas até agora foram baseadas nos desenvolvimentos matematicos
(especialmente de Wright e Fisher) da teoria sintética da evolucdo. Contudo, um dos
coroléarios mais importantes da teoria evolutiva darwiniana é a ancestralidade comum. E
neste corolario que se baseia a teoria da coalescéncia.

Coalescéncia é o processo pelo qual, olhando para tras no tempo, as genealogias
de dois alelos se unem em um ancestral comum (Fernandes 2012). Assim, ao invés de
se olhar o processo de diversificagdo, olha-se retrospectivamente e vé-se a diversidade
de alelos do presente coalescer ao alelo original. Este alelo original é o que se chama na
teoria da coalescéncia de ancestral comum mais recente (ou MRCA, do inglés most
recent common ancestor). Desta forma, em uma amostra de “n” alelos, por exemplo, 0
primeiro evento de coalescéncia une as “n” genealogias atuais em “n-1" genealogias
ancestrais, o segundo evento de coalescéncia as une em “n-2” genealogias e assim por
diante, até que sobre um Unico ancestral comum para todo o conjunto de alelos
amostrados (Figura 1.27).

A cada geracdo, existe um numero de alelos na populacéo, 0s quais podem ser
replicados e estar presentes na proxima geracdo, em alguns casos, porém, um alelo ndo
deixa descendente e é perdido da populacdo. Com a repeticdo desse processo ao longo
do tempo, um dos alelos originais acabara se tornando fixado na popula¢do. Na auséncia

de mutacdo, a populacdo acabaria, portanto, com o mesmo alelo fixado. Entretanto,
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como pode ocorrer mutagdo durante esse processo, 0s alelos observados no presente néo
serdo todos idénticos na sua sequéncia de nucleotideos, embora sejam todos

descendentes de um Unico alelo ancestral comum.

TEMPO

Figura 1.27. Esquema representativo das rotas de ancestralidade de um conjunto de
alelos. A medida que as geragdes avancam no tempo (de cima para baixo), muitos alelos
ndo deixam descendentes e, assim, se extinguem (circulos vazios). No processo ao
contrario (de baixo para cima), a amostra de alelos observada na geracao atual (circulos
cheios) sofre uma série de eventos de coalescéncia nos quais 0s “n” alelos presentes na
geracdo atual tém apenas “n — 1" alelos ancestrais até o ancestral comum mais recente.

Em principio a teoria da coalescéncia parece uma troca de seis por meia dizia.
Ou seja, troca-se uma interpretagdo do processo como sendo diversificador (variagcdo
intrapopulacional gerando variacdo interpopulacional), para uma interpretacdo do
processo como sendo coalescente (ancestralidade comum). Contudo, o poder da teoria
da coalescéncia estd no fato de que para determinadas analises, ela economiza muito
tempo computacional. Por exemplo, na figura 1.27 se se quisesse seguir a evolugéo dos

alelos do passado para o presente (processo diversificador), seria preciso seguir o
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destino de todos os setenta alelos representados, mesmo aqueles 34 alelos que se
extinguiram pelo meio do caminho (circulos vazios). Por outro lado, usando a teoria da
coalescéncia, apenas o destino dos 36 alelos que coalescem para o ancestral comum
mais recente (circulos cheios) seriam relevantes para andlise. Isto significa 50% de
esforgo a menos, o que ndo é pouco!

Estudos de coalescéncia procuram entender as relagfes genealdgicas, ou seja, a
historia evolutiva de determinados genes dentro de uma espécie particular. Além das
forcas evolutivas (selecdo natural, deriva genética, mutacdo e migracdo), muitos
processos historicos (colonizagdo, extincdo, dispersdo, expansao populacional) também
influenciam a distribuicdo geografica de linhagens geneal6gicas dentro de uma mesma
espécie ou mesmo entre espécies proximas. O estudo das relagdes entre genealogias,

fatores histéricos e geografia é o objeto de estudo da filogeografia.

1.4.5. Filogeografia

Filogeografia se define como o estudo dos processos historicos que influenciam
a distribuicdo geografica contemporanea de individuos, sejam eles da mesma espécie ou
de espécies proximas. Assim, considera-se tanto a distribuicdo geogréafica dos
individuos quanto os padrdes genealdgicos de um ou alguns genes (geralmente
mtDNA). O foco na distribuicdo geografica de uma espécie, ou seja, no seu padrdo
biogeografico, é o que confere a filogeografia a sua especificidade, distinguindo-a da
genética de populagdes e dos estudos filogenéticos estritos. Os eventos historicos que
interessam diretamente a filogeografia sdo a expanséo populacional, efeitos de gargalo,
vicariancia e migracdo, uma vez que sao eles que tém efeito direto sobre os padrbes
atuais de distribuicdo geografica dos individuos das espécies (Martins & Domingues

2011; Cunha & Solé-Cava 2012).
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Os estudos nesta disciplina foram inaugurados por John Avise, em 1979,
quando, trabalhando com a genetica de populacfes de roedores da espécie Geomys
pinetis, resolveu, juntamente com seus colaboradores, usar os individuos, ao invés das
populagbes, como OTU’s (Avise et al. 1979). Mais que isso, construiram redes de
hapldtipos para os padrdes de RFLP obtidos para mtDNA, as quais foram sobrepostas
aos locais de amostragem. O resultado desta estratégia foi que eles conseguiram
evidenciar diferencas entre as populagdes coletadas ao leste e a oeste dos Estados
Unidos que apresentavam uma concordancia com o padrdo de glaciagbes do
Pleistoceno. Bingo! Surgia ai uma analise que incorporava dados de relagBes genéticas e
posicionamento geografico, uma filogeografia.

Em um artigo publicado em 1987, Avise e outros pesquisadores lancariam as
bases tedricas e metodoldgicas desta nova disciplina. O titulo do artigo ja dizia tudo:
Intraspecific Phylogeography: The mitochondrial DNA bridge between population
genetics and systematics (Filogeografia intraespecifica: A ponte que o mtDNA faz entre
a genética de populacgdes e a sistematica) (Avise et al. 1987). Ou seja, a biogeografia
que ja existia e estudava como as condicbes geoldgicas, climaticas e ecoldgicas
influenciavam a distribuicdo atual das espécies recebia um reforco da genética de
populagdes, dos marcadores moleculares e da teoria da coalescéncia. Aos poucos,
somaram-se a isso, ainda, as analises cladisticas e as teorias de tectonica de placas e
vicariancia. A filogeografia chegava a sua maioridade. Hoje, amuderece como uma
disciplina prestigiosa que tem contribuido imensamente para Genética Marinha.

Um exemplo classico da utilizacdo da filogeografia em Genética Marinha diz
respeito aos estudos com ourigos-do-mar na regido oeste do Oceano Indo-Pacifico. Esta
regido é, reconhecidamente, um centro de elevada diversidade marinha que declina

acentuadamente em direcdo aos extremos do arquipeldgo indoneésio. Este fato fez com
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gue pesquisadores levantassem a hipo6tese de que esta regido era um centro de origem,
acumulacdo e dispersdo de biodiversidade. Estudos de Filogeografia, realizados na
década de 1990, permitiram evidenciar que as espécies do género Echinometra sdo de
origem recente, tendo divergido dentro do Pleistoceno e a hipdtese de que o oeste do
Oceano Indo-Pacifico é um centro de origem, acumulacao e dispersao de biodiversidade
ndo foi confirmada, sugerindo que a formacdo de espécies pode ocorrer ao longo de
todo Oceano Indo-Pacifico (Palumbi 1996).

Como j& deve ter ficado evidente, o marcador molecular preferido em estudos de
filogeografia € 0 mtDNA. Isto se deve ao fato de que esta molécula de DNA possui
heranga uniparental e ndo apresenta recombina¢do. Contudo, analises baseadas em
arvores de mtDNA representam apenas um locus e, portanto, sdo muito limitadas,
podendo gerar conclusdes equivocadas quanto a historia evolutiva dos taxa. Desta
forma, os estudos de filogeografia tém tentado combinar marcadores mitocondriais e
nucleares nos seus testes de hipoteses filogeogréficas.

Alguns padrdes filogeograficos podem ser categorizados de acordo com 0 grau
de separacdo genética e geografica das linhagens. De uma maneira geral, séo
reconhecidos quatro tipos de estruturas filogeogréficas que formam um continuo no
tempo, desde a separacdo mais antiga até a mais recente. A primeira categoria é
chamada de categoria I, na qual s&o agrupadas as separa¢Ges mais antigas, com grandes
divergéncias genéticas, profundamenete estruturadas. Na categoria 11 estdo agrupadas as
separac¢Ges um pouco menos antigas, com grandes divergéncias geneticas e estruturadas.
A categoria Il ndo apresenta grandes divergéncias genéticas e nem estruturacdo. Por
fim, a categoria IV apresenta as menores divergéncias geneticas. Para as categorias | e
I, o mtDNA € uma Otima alternativa, uma vez que se trata de separacdes mais antiga,

com separacdo completa das linhagens no periodo das ramifivcacbes e por isso,
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geralmente, as &rvores de genes e populagdes apresentam o mesmo padrdo (Figura
1.28). Nas categorias Il e IV ¢é preciso utilizar mais loci do que é oferecido pelo
mtDNA, uma vez que as divergéncias genéticas sdo menores. Nestes casos (populagdes
pouco estruturadas geograficamente), as inferéncias sobre histdria populacional recente
se beneficiam bastante da utilizacdo de andlises filogenéticas de coalescéncia, com
definicdo a posteriori das populagdes. Geralmente, nas categorias 111 e 1V, as &rvores de

genes e populacbes ndo apresentam o mesmo padréao (Figura 1.28).

Figura 1.28. Arvores de espécies (contorno em trago continuo) e arvores de genes
(linha pontilhada). A- A topologia da arvore de espécies e da arvore de genes sdo iguais;
B- A topologia da arvore de espécies e da &rvore de genes sdo diferentes.

Os primeiros tabalhos filogeograficos possuiam uma natureza de narracdo de
fatos e ndo apresentavam rigor estatistico (ndo apresentava testes de hipdteses
alternativas). Mais recentemente, os trabalhos tem se tornado mais sofisticados,
tentando determinar a validade de processos e explicar a concordancia entre distancia

geografica e a proximidade genética.
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1.5. COMPUTACIONAL
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Dependendo da massa de dados obtidos empiricamente, a interpretacdo
conceitual pode ser muito beneficiada pelo auxilio de computadores que, de fato, ndo
sd80 apenas maquinas, mas um sistema, chamado computacional. Este sistema
computacional é o produto da interacdo entre dispositivos eletronicos (a parte fisica ou
hardware, em inglés), programas (a parte logica ou software, em inglés) e os
pesquisadores (programacdo ou uso, peopleware, em inglés). Ou seja, ndo h& duvida
que, neste sistema, sdo 0s pesquisadores que impdem a intengdo sobre uma determinada
massa de dados de forma a produzir as informacdes e resultados de interesse (Althusser
1972; 1980).

Na atualidade, esse sistema de manipulacdo de dados e informacgdes esta
sofrendo uma revolugdo no tempo e eficiéncia de resposta e produzindo riqueza e, ao
mesmo tempo, se desenvolvendo em resposta as demandas do sistema de producdo
capitalista. Ou seja, uma revolucdo que demonstra a relacdo dialética entre
desenvolvimento dos meios e relaces de producdo na sociedade (Marx & Engels 1848;
Engels 1883; Levins & Lewontin 1985). No caso do sistema computacional isto vem
acontecendo desde a era dos dispositivos mecanicos (3000 a.C. até 1880, comegando
com o desenvolvimento, pelos chinese, do &baco), passando pela era dos dispositivos
eletromecénicos (1880-1930, com o desenvolvimento das maquinas de somar acionadas
por motores elétricos), até chegar a esta era atual ou dos computadores (equipamentos
eletronicos de processamento de dados) de que trata especificamente o computacional

referido aqui. Nesta revolucédo, a Genética Marinha menos contribui e mais usufrui.

1.5.1. Revolugdo Computacional
A revolugdo computacional inclui o avango tecnologico, o desenvolvimento de

métodos numeéricos para o processamento de grandes conjuntos de dados e a utilizagdo
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da internet como meio de comunicacdo e como um repositério de dados. O avango
tecnoldgico é visivel no desenvolvimento técnico dos computadores pessoais (Personal
Computer-PC, em inglés). Os PC’s atuais ultrapassam a capacidade dos processadores
que eram exclusivos de grandes laboratdrios ha 30 anos.

Durante o inicio dos estudos empiricos de genetica de populagdes (e, portanto,
da Genética Marinha), na década de 1970, as analises dos dados eram feitas em
programas privados desenvolvidos por pesquisadores individuais que, posteriormente,
circulavam de mdo em madao entre os demais. Neste periodo, o conhecimento de
linguagens de programacédo (como o Fortran, por exemplo) e 0 acesso a equipamentos
especializados eram necessarios para criar, programar e/ou usar os procedimentos
estatisticos necessarios. Hoje, uma grande diversidade de programas esta disponivel
para uso imediato (muitos dos quais disponiveis gratuitamente na “rede”) e sdo
amplamente utilizados pelos pesquisadores (Tabela 1.2).

Da mesma forma, o desenvolvimento da capacidade computacional e sua
acessibilidade, tornaram possivel aos pesquisadores a utilizacdo de métodos que
permitem a manipulagdo de conjuntos gigantescos de dados, viabilizando inferéncias
estatisticas em uma escala inimaginavel ha pouco tempo atras. Este é o caso, por
exemplo, dos testes estatisticos com base em probabilidades e métodos bayesianos que
exigem milhdes de iterages.

Com o desenvolvimento concomitante das possibilidades computacionais,
numéricas e empiricas (chegada ao campo pelas plataformas NGS, ver 4.3.6.5.
Sequenciamento), ocorreu uma explosdo na quantidade de informacgdes produzidas que
ndo poderia ser utilizada sem o acesso direto e facil proporcionado pelos bancos de
dados organizados e disponibilizados na World Wide Web (termo em inglés que, em

portugués, se traduz como algo parecido como "Teia mundial de interligacdo™). Para

169



Genética Marinha os mais importantes deles sdo, provavelmente, aqueles mantidos pelo
centro nacional de informacao tecnoldgica, o NCBI (National Center for Biotechnology
Information, em inglés).

O NCBI foi criado, em 1988, pelo governo norte americano, como fonte de
referéncia de informagfes em Biologia Molecular. O NCBI possui bancos de dados
publicos e faz intercAmbio com outros centros internacionais de pesquisa, como 0S
bancos europeu (EMBnet- The European Molecular Biology Network) e japonés
(DDBJ- DNA Database of Japan). Entre os bancos de dados disponiveis no NCBI
podem ser encontrados aqueles referentes a sequéncias de genes (incluindo introns e
exons), complementares (oriundas da transcrigdo reversa de RNA), proteinas e outros.
Além disso, muitos aplicativos (por exemplo, aqueles referentes a comparacao e busca
de sequéncias) estdo disponiveis nesta plataforma. E facil imaginar como esta nova
realidade (real e virtual) beneficiou o trabalho de pesquisa em biologia molecular,

genética de populagdes e, portanto, da Genética Marinha.
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Tabela 1.2. Softwares, sua func¢&o, sitios onde estdo disponiveis e referéncia original de apresentacdo do programa.

Software Breve descricéo Sitios Referéncia

Biosys Calcula indices béasicos de diversidade genética e http://fortinbras.us/biosys2/ Swofford, D.L. & Selander, R.B. 1981.
estatistica F; teste exato de Equlibrio de Hardy- BIOSYS-1: a FORTRAN program for
Weinberg. the comprehensive analysis of

electrophoretic data in population
genetics and systematics. Journal of
Heredity 72:281-283.

GENEPOP  Calcula indices bésicos de diversidade genética e http://ftp.cefe.cnrs.fr/PC/MSDOS/GENEPOP Raymond, M. & Rousset, F. 1995.
estatistica F; teste exato de Equlibrio de Hardy- GENEPOP (version 3.3): population
Weinberg, de desequilibrio de ligacéo; teste de genetics software for exact tests and
Mantel. ecumenicism. Journal of Heredity

86:248-249.

FSTAT Calcula indices basicos de diversidade genética, http://www2.unil.ch/popgen/softwares/fstat.ntm Goudet, J. 1995. FSTAT (Version 1.2):
riqgueza de alelos e estatistica F; teste exato de A Computer program to calculate F-
Equlibrio de Hardy-Weinberg, de desequilibrio de statistics. The Journal of Heredity
ligacdo; analise de regressdo multipla; teste de 86(6):485-486.

Mantel.

Arlequin Calcula indices de diversidade génica, estatistica F,  http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/ Schneider S, Roessli D and Excoffier
distancias genéticas entre populacdes; teste exato L (2000) Arlequin: a software for
de Equlibrio de Hardy-Weinberg, de desequilibrio population genetics data analysis.
de ligacéo e diferenciacdo da populagdo; testes User manual ver 2.000. Genetics and
seletivos e de neutralidade dentro das populagdes; Biometry Lab, Dept. of Anthropology,
teste de Mantel; estima parametros demograficos University of Geneva, Geneva.
de distribuicdo.

Structure Usa inferéncia Bayesiana para, a partir dos http://pritch.bsd.uchicago.edu/software/structure2_1.html Pritchard, J.K.; Stephens, M. &
genotipos multilocos dos individuos, estimar o Donnelly, P. 2000. Inference of
nimero de populagBes que melhor explica os population structure using multilocus
dados, ao mesmo tempo em que 0s individuos sdo genotype data. Genetics 155(2):945-
atribuidos as populagdes. 959.

MrBayes Usa inferéncias bayesianas para escolha de http://mrbayes.csit.fsu.edu/ Ronquist, F. & Huelsenbeck, J.P.

modelos filogenéticos baseados em dados de
sequéncias de DNA.

2003. MrBayes 3: Bayesian
phylogenetic inference under mixed
models. Bioinformatics 19:1572-1574.
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1.5.2. Softwares

Um dos primeiros programas de computador desenvolvido especificamente para
a analise de dados de genética de populagdes foi o Biosys-1. Programado em Fortran
simples, ele executa as analises genéticas basicas (frequéncias génicas,
heterozigosidades, testes ao equilibrio de Hardy-Weinberg, similaridade e distancia
génica, estatistica F de Wright etc.). Este programa foi extensivamente usado a partir da
sua publicagdo, em 1981, quando, entdo, comecou a dividir 0os seus méritos com
programas mais recentes que calculam, também, as estatisticas basicas e descrevem a
diversidade genética dentro e entre populacbes, como 0 GENEPOP e o FSTAT, ambos
publicados em 1995 e o Arlequim, publicado em 2005.

Mais recentemente, tém surgido programas que utilizam a abordagem bayesiana.
Esta abordagem analitica ndo é nova, contudo, devido ao grande nimero de iteragdes
que demanda, s6 comecou a se popularizar a partir do aumento do poder computacional.
Nas abordagens bayesianas sdo obtidas probabilidades a posteriori, que sdo definidas
em funcdo de probabilidades a priori. As probabilidades a priori referem-se a
distribuicdo dos valores do parametro antes da observacédo dos dados e, a probabilidade
a posteriori, retrata a distribuicdo desses valores apds considerar os dados. A
distribuicdo a posteriori fornece, portanto, uma medida da incerteza relacionada as
estimativas realizadas e, a sua média, pode ser usada como estimativa pontual. Nos
métodos desenvolvidos mais recentemente, varios pardmetros populacionais sdo
estimados a partir dos dados ao mesmo tempo. Assim, os calculos da distribuicdo a
posteriori sdo somas ou integrais complexas, que ndo podem ser resolvidas
analiticamente e cuja aproximacao é feita, geralmente, por simulacdo Monte Carlo com

cadeia de Markov (MCMC, do inglés Markov chain Monte Carlo).
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As MCMC modelam processos estocésticos com um numero finito de estados
nos quais o estado futuro depende apenas do estado presente do sistema e nunca do
estado em momentos passados. Elas sdo usadas para obter a funcdo de probabilidade
posterior de diferentes genealogias (e pardmetros) dentre as possiveis, ja que é
impossivel calcular todas elas devido a demanda computacional. A cadeia move-se pelo
espaco de solugbes possiveis, calculando a cada passo a distribuicdo posterior de uma
mudanga na genealogia e comparando-a com a atual. Se a distribuicdo posterior da nova
genealogia for maior que a atual, a cadeia aceita a mudanca. Dessa forma, séo
amostradas as genealogias que contribuem para estimativas mais provaveis dos
parametros. Um dos pontos fortes de um método bayesiano feito por simulagdo MCMC
é que, varios tipos de dados podem ser combinados em uma Unica analise e, também,
varios parametros podem ser estimados simultaneamente. As analises bayesianas s&o
poderosas e podem fornecer solugdes quando outras abordagens ndo o conseguem.

Os programas mais utilizados para estimar, atualmene, a subdiviséo
populacional e construir filogenias utilizando analise bayesianas sdo o Structure e o
MrBayes, respectivamente. O Structure usa inferéncia Bayesiana para, a partir dos
gen6tipos multilocos dos individuos, estimar o nimero de populacdes que melhor
explica os dados, ao mesmo tempo em que os individuos sdo atribuidos as populacdes.
O critério para 0 agrupamento em populacdes € o de minimizar os desequilibrios de
Hardy- Weinberg e de ligagdo dentro delas. Assim, as populacdes sdo definidas pelos
dados, sem qualquer inferéncia a priori. Posteriormente, a informacdo sobre a origem
geografica das amostras pode ser incorporada a analise para aumentar a resolucdo dos
limites entre as populacbes. O MrBayes é um software que usa, também, inferéncias
bayesianas, mas para escolha de modelos filogenéticos baseados em dados de

sequéncias de DNA.
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Embora a abordagem bayesiana seja muito atraente por incluir o maximo de
informacao e reconstruir eventos complexos, elas nem sempre sdo a melhor abordagem.
Se os dados sdo poucos ou ndo informativos, a analise bayesiana ndo é adequada e,
certamente, as inferéncias tradicionais trazem mais informacdo do que ela, sendo,

portanto, muito mais adequadas nestes casos.

1.5.3. Em Frente para o Passado

Dada a velocidade e a facilidade com que podem ser recolhidos dados
moleculares e as interfaces de facil utilizacdo dos softwares, quase qualquer um com um
computador pode coletar e analisar dados e tentar publicar em Genética Marinha,
independentemente da sua formagdo. O nimero de estudos explodiu durante as ultimas
décadas e, em fungdo disso, alguns equivocos tém sido produzidos nessa massa de
trabalhos cientificos, alguns deles (embora ndo exclusivamente, ver os problemas do
fetichismo das técnicas em 1.3.8. E Agora José?) relacionados com a aplicagdo acritica
dos programas.

Muitos dos equivocos encontrados na producdo cientifica em geral e em
Genética Marinha em particular advém da atitude: “é s6 formatar corretamente os dados
para 0s programas que o resto estd no manual”. Contudo, Sem precisar da teoria da
genética da populacdo, uma vez que eles podem buscé-la ao longo do caminho ou que
todas as informacgdes que eles precisam “estdo no manual”. Espera-se que toda a
discussdo travada até aqui, tenha convencido de que para trabalhar com Genética
Marinha é fundamental a compreensdo das premissas e limitacdes das diversas analises
disponiveis. Fazer ciéncia é uma luta cotidiana para retificacdo de erros e isso s0 pode

ser feito recolhendo dados em funcdo de perguntas e, os resultados, avaliados de
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maneira critica (ver adiante na se¢do 1.6. Cientifico). A figura 1.29 resume as duas
atitudes com relacéo a analise de dados referidas aqui.

METODO CRITICO

*g*i : exll)a?n?ggstal

efinida
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AG ¢
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*
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Resultados
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Interpretacao
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Figura 1.29. Representacdo irbnica das atitudes relativas ao processo de producédo
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cientifica como descritas no texto.
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1.6. CIENTIFICO
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De posse das técnicas e métodos de amostragem da variagdo (génica ou
fenotipica) e das ferramentas conceituais de interrogacdo do mundo e interpretacdo das
suas respostas, é chegada a hora de se fazer ciéncia. Mas o que é isso? Certamente uma
forma de conhecimento, o tdo incensado conhecimento “cientifico”. Mas o que significa
este adjetivo? A ciéncia é filha da filosofia. Desligou-se da sua mée e buscou seu
proprio caminho por volta do século XIX. Nascia ali a ciéncia na sua versdo moderna.
Uma das mais fortes aliadas do capitalismo para aumentar a sua capacidade de producao
e extracdo de mais valia (Loose 1993; Marcondes 2008).

O caminho que a ciéncia tomou, e que a separou da filosofia, foi aquele da
construcdo de um objeto de estudo. Construgdo tedrica, que seja bem entendido, uma
vez que a atividade cientifica ndo se constitui, simplesmente, em tomar do mundo um
objeto particular, mas de produzir, racionalmente, este objeto. E possivel se imaginar,
portanto, que a atividade cientifica € mais modesta do que aquela da filosofia, que se
propde a formular explicacfes gerais para 0 mundo, o universo, o ser etc. Ou seja, a
filosofia se preocupa com o universal e a ciéncia com o particular. No entanto, ¢é
preferivel distinguir mée e filha pelas suas empreitadas: geral e universal para a
filosofia, particular e especifica para a ciéncia.

E possivel, ainda, usar uma metafora para caracterizar o trabalho da filosofia e
da ciéncia. A filosofia teria um interesse horizontal (o geral, o universal) e a ciéncia
vertical (o particular, o especifico). Neste sentido, ambas as empreitadas sdo ilimitadas
quanto a0 movimento que executam na sua busca: ndo existem lados que limitem o
conhecimento filosofico ou fundo que pare o conhecimento cientifico. O adjetivo
“cientifico”, portanto, se define pelas caracteristicas que definem a atividade cientifica.

Mas o qué na atividade cientifica a faz ser “cientifica”? A resposta para esta

pergunta ¢: depende de quem esta respondendo! Contudo, para nao se ficar “em cima do
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muro” € possivel dar uma resposta que, embora ndo resolva todo problema nem seja
unanime, sublinha uma caracteristica tipica da atividade cientifica. Esta resposta foi
dada por um epistemolégo francés chamado Gaston Bachelard.

Segundo Bachelard, ndo se deve ter a ilusdo que em ciéncia se trabalha
diretamente com o real e, nem ao menos, que o conhecimento cientifico, de algum
modo, se aproxima deste real. A questdo do conhecimento cientifico é diferente e se
refere & capacidade que o conhecimento (construido a partir dos seus métodos e
ferramentas conceituais) tem de agir sobre a realidade, ou seja, 0 quanto realizavel ele é.
Por exemplo, toda vez que se constrdi um experimento no laboratério, se esta se
afastando da realidade “real”. Isto porque nos experimentos cientificos € retirado um
monte de variaveis que poderiam atrapalhar a interpretacdo dos resultados. Ou seja, 0
mundo dentro do laboratdrio é, em certo sentido, um mundo inventado, construido para
que perguntas possam ser feitas e, fundamentalmente, que seja possivel se obter
respostas para elas (Bachelard 1978; 1983).

Assim, o mundo do laboratério é outro mundo, diferente do mundo real. O
laboratério € uma fenomenotécnica: fendmenos construidos para funcionar como se
precisa que eles funcionem, geralmente, com todas as condi¢des controladas, exceto
uma, que é aquela que se quer testar. Todo mundo que trabalha ou ja trabalhou em um
laboratdrio sabe que, se fosse “a vera”, no mundo, seria muito mais dificil executar os
experimentos. Portanto, o cientifico aqui apresentado deve ser entendido assim, como
uma realidade cientifica construida a partir da utilizacdo das técnicas e metodos de
amostragem da variacdo (génica ou fenotipica) e das ferramentas conceituais de
interrogacdo do mundo e interpretacdo das suas respostas. Este € o cientifico da

Genetica Marinha a que se refere aqui.
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1.6.1. Variagdo Génica

O debate entre neutralistas e selecionistas (ver 1.2.1.3. Controvérsias evolutivas)
guiou grande parte das pesquisas em Genética Marinha nas décadas de 1970 e 1980.
Contudo, ainda hoje, o interesse em caracterizar os niveis de variacdo génica das
populagdes naturais de organismos marinhos ndo acabou, embora tenha se arrefecido
bastante, especialmente diante da massa de dados que foi produzida nestes 50 anos de
pesquisa. Organismos marinhos apresentam, geralmente, altos niveis de variagdo génica
(ver Quadro 1.21) (Solé-Cava & Thorpe 1989; 1991). No entanto, compreender quais
s80 0S mecanismos que mantém os niveis de variacdo observados é, ainda, contencioso.

Os selecionistas argumentam que os niveis de variagdo génica sao mantidos por
selecdo natural e os neutralistas defendem que a variacdo génica ¢ mantida por um
equilibrio entre taxa de mutacdo e tamanho efetivo de populagdo (ver 1.2.1.3.
Controvérsias evolutivas). A escala e a extensdo que estes fatores determinam os niveis
de variacdo génica permanecem mal compreendidas e, provavelmente, variam,
dependendo do organismo, sua estrutura populacional, da heterogeneidade de habitat e
da estabilidade do ambiente. Apesar de ndo se encontrar mais como ponto central dos
trabalhos de Genética Marinha, a quantidade de variagdo génica nas populacdes naturais

e seus mecanismos mantenedores séo, ainda, um problema estudado e discutido.
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Quadro 1.21. Niveis de variacdo génica em diferentes grupos taxondmicos.

Variacdo génica de grandes grupos e alguns grupos de organismos marinhos.

Grandes grupos Grupos marinhos  Polimorfismo  Heterozigosidade

Plantas 45% 0,17 - 0,19 (Torggler et al. 1995)
Plantas de mangue  18% 0,00 - 0,25 (Dodd & Rafii 2002)
Invertebrados 40 - 50% 0,12 -0,15
Bivalves 44% 0,17
Gastrépodos 46% 0,12
Esponjas 63% 0,27
Cnidarios 70% 0,25
Vertebrados 14 - 30% 0,03-0,08
Peixes marinhos 29,1% 0,059

Exemplos de variacdo génica (medidos como heterozigosidades médias) de alguns organismos
marinhos para diferentes marcadores moleculares.

Grupos marinhos  Espécie Marcador Heterozigosidade
Plantas Avicennia spp. Aloenzimas 0,071 (Duke et al. 1998)
AFLP 0,183 (Duke et al. 1998)
Microsatélite 0,494 (Duke et al. 1998)
Gastropodo Littorina saxatilis Aloenzimas 0,449
Littorina saxatilis Microsatélite 0,678
Bivalve Macoma balthica Aloenzimas 0,385 (Becquet et al. 2013)
Macoma balthica Microsatélite 0,538 (Becquet et al. 2013)
Crustaceo Balanus amphitrite Aloenzimas 0,103
Balanus amphitrite Microsatélite 0,845 (Robson et al. 2009)
Equinodermos Paracentrotus gaimardi Aloenzimas 0,232 (Duarte et al. 2016)
Paracentrotus lividus Microsatélite 0,910 (Calderon et al. 2009)
Peixes Sardinella spp. Aloenzimas 0,043

Theragra chalcogramma

Microsatélite

0,850 (O’Reilly et al. 2004)

Na década de 1970, Jeffrey Levinton realizou um estudo para dois loci de

aloenzimas (Pgi e Lap, ver Quadro 1.22) em oito espécies do género Macoma de

moluscos bivalves, duas das quais da zona entremarés e seis espécies da zona sublitoral

(Levinton 1975). O objetivo de Levinton era testar a hipbtese selecionista de que a

variacdo temporal do ambiente favorece os individuos heterozigotos e desta forma

determina maiores niveis de variacdo génica. Assim, as duas espécies de Macoma da

zona entremarés deveriam apresentar niveis de variacdo génica mais elevados do que as

outras seis do sublitoral. Isto, contudo, ndo foi observado. Por outro lado, outro estudo,
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também com aloenzimas, agora com o mexilhdo Perna canaliculus, para as mesmas
duas zonas litoraneas, encontrou heterozigosidades substancialmente maiores para 0s
individuos da zona entremarés, de acordo com 0s pressupostos da hipdtese selecionista
de variacao temporal no ambiente (Sin et al. 1990).

A lbgica por trds da hipotese de que a variacdo temporal no ambiente é um
mecanismo mantenedor de variacdo génica nos organismos, se baseia na ideia de que,
nestes casos, existe sobredominadncia, ou seja, admitindo-se que diferentes alelos
apresentam diferentes respostas a determinados fatores ambientais, organismos
heterozigotos seriam mais aptos a responder ao gradiente de variacdo ambiental do que
0s homozigotos.

Outra forma possivel de explicar o fendmeno com base nos mesmos
pressupostos € analisd-lo como sendo resultado da heterogeneidade espacial do
ambiente. Neste caso, 0s niveis de variacdo génica dependeriam do ndmero de
subdivisdes percebidas pelo organismo no ambiente, o chamado “grio ambiental”.
Assim, organismos bentbnicos e sésseis sao representantes tipicos de uma estratégia de
"grdo grosso”, ou seja, de organismos que percebem inimeras subdivisdes no seu meio.
Esta sensibilidade dos organismos as diferencas espaciais do ambiente pode ser
relevante no momento do recrutamento (que pode acontecer em épocas € grupos
discretos), quando as larvas podem efetuar uma selecéo ativa de substrato e, também, na
suscetibilidade destas larvas a tipos variados de selecdo ap0s o0 seu assentamento
(Johnson & Black 1982; 1984a).

Naquele mesmo trabalho realizado com as espécies de Macoma, foi observado
que a heterogeneidade ambiental pode selecionar alguns loci no sentido de um aumento
do polimorfismo. Do mesmo modo, em outro estudo, agora amostrando 17 loci

aloenziméticos para o género de gastropodo Littorina, Eviatar Nevo e colaboradores
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demonstraram, também, que altas heterozigosidades podem ser favorecidas em
ambientes espacialmente mais heterogéneos (Noy et al. 1987). Contudo, em todos estes
casos, 0 incremento de variagdo génica das populagbes (polimorfismo,
heterozigosidade) em ambientes heterogéneos ndo estava associado, obrigatoriamente, a
um aumento da adaptabilidade dos heterozigotos. Isto € um problema para a hip6tese de
que a variacdo génica estd sendo mantida por selecéo natural, uma vez que uma simples
correlagdo entre variacdo génica e heterogeneidade ambiental ndo define qual o

mecanismo que esta determinando esta correlag&o.
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Quadro 1.22. As enzimas LAP e PGI (Hilbish & Koehn 1985a; 1985b; Garton & Berg
1989; Chan 1993).

As enzimas séo catalizadores de origem bioldgica classificadas pela Comissao Internacional de
Enzimas de acordo com as reacBes que catalisam. Elas recebem um nome sistematico e uma
identificacdo de quatro digitos, separados por pontos, precedida pela sigla EC (nimero de
comissdo). O primeiro numero corresponde a classe a que a enzima pertence, 0 segundo
determina a subclasse, o terceiro define o tipo de atividade enzimética e o quarto corresponde
ao numero da enzima dentro da sua subclasse.

Enzima LAP - Leucina Aminopeptidase (EC 3.4.11.1)

A leucina aminopeptidase é uma enzima constituida de quatro subunidades. Cada uma
possui um &tomo de Zinco, pertencente ao grupo das exopeptidases cuja atividade
proteolitica é exercida sobre residuos de leucina no aminoacido N-terminal dos peptideos.
Apesar de seu nome, a sua especificidade é fraca e os residuos de outros aminoacidos N-
terminal também podem ser clivados. Sua acdo precisa da presenca de ions metalicos
bivalentes Mg ou Mn.

Enzima PGI - Fosfoglucose Isomerase (EC 5.3.1.9)

A fosfoglucose isomerase € uma enzima constituida de duas subunidades. Esta enzima
catalisa a isomerizacgdo reversivel da glicose 6-fosfato e da frutose 6-fosfato. Uma vez que a
reacdo € reversivel, a sua direcdo é determinada pelas concentragcBes do substrato e do
produto.

PGI
Glicose 6-fosfato <<——>Frutose 6-fosfato

Na amostragem da variacdo génica (ver 1.3.5. Eletroforese de Aloenzimas), as atividades
cataliticas das enzimas sdo usadas para marcar um suporte (geralmente um gel de amido) com a
atividade das suas diferentes isoformas. As isoformas sdo as enzimas de mesma func¢éo, mas
com a sequéncia de aminoacidos diferente. A diferenca na sequéncia de aminoacidos das
isoformas tem origem em pequenas substitui¢des de nucleotideos no DNA responsavel pela sua
codificagdo. Estas substituicdes sdo grandes o suficiente para mudar a mobilidade da enzima
em uma eletroforese (de forma que podem ser identicadas como isoformas da mesma enzima),
mas pequenas o suficiente para ndo mudar a funcdo da enzima, ou seja, sua atividade catalitica
(de modo que as isoformas podem ser consideradas isoenzimas). Esta é a ldgica que faz com
qué as isoenzimas possam ser consideradas aloenzimas, ou seja, isoenzimas que apresentam
um padrdo mendeliano. Assim, aloenzimas podem ser consideradas diferentes alelos de um
locus que é a funcéo catalitica de uma enzima. Quando as diferentes enzimas sdo consideradas
diferentes loci génicos, elas sdo notadas pela sua sigla em italico e com apenas a primeira letra
em maiuscula (por exemplo, LAP-a enzima por Lap-o locus; PGl-a enzima por Pgi-o locus).
As diferentes aloenzimas passam a identificar os diferentes alelos (ou alelomorfos) do locus.

[Enzima_|Loci | Alelo

@ LAP Lap Lap-a
oNA | [ [RNA | roteina |
PGI Pgi Pgi-a

Pgi-b
Pgi-c
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Os vertebrados marinhos apresentam, geralmente, niveis de variagdo génica mais
baixos do que aqueles observados para invertebrados marinhos (ver o Quadro 1.21).
Contudo, alguns loci de vertebrados se apresentam altamente varidveis. Este é o0 caso,
por exemplo, das regides codificadoras do complexo principal de histocompatibilidade
ou MHC (do inglés Major Histocompatibility Complex) que desempenham um papel
importante na resposta imunitaria e estdo entre as regides codificadoras mais
polimorficas conhecidas. O locus de MHC Classe Il DQB foi estudado para uma
populacdo migratéria de baleias azuis (Balaenoptera musculus) que ocorre no Golfo da
California. Um fragmento de 172bp do locus foi sequenciado para 80 individuos desta
populagéo e os resultados encontrados sugeriram que a selecdo natural agiu sobre este
locus ao longo de periodos prolongados de tempo (Moreno-Santillan et al. 2016).

Em um estudo mais extenso sobre variacdo génica de vertebrados marinhos,
Alicia Dalongeville (a época uma estudante de doutorado da Universidade de
Montpellier, na Franca), seus orientadores e colaboradores levantaram dados de
marcadores moleculares do tipo microsatélite para 13 espécies de peixes do Mar
Mediterraneo. O objetivo era tentar correlacionar os padrbes de variacdo génica com
caracteres ecoldgicos tais quais distribuicdo (vertical e horizontal), migracdo, estratégia
reprodutiva e comprimento do corpo das espécies. Os resultados evidenciaram que
alguns dos fatores ecoldgicos investigados eram capazes de explicar (ou seja, eram
correlacionados de forma estatisticamente significativa) uma propor¢do importante da
diversidade genética encontrada nos loci de microsatélite, sugerindo que as estratégias
de vida das espécies podem influenciar a variagdo génica. Por exemplo, mais da metade
da variacdo génica encontrada para as 13 espécies estudadas péde ser explicada pelos
fatores ecologicos distribuicdo vertical (variagdo na profundidade), migracdo e

comprimento do corpo. A distribuicdo vertical mostrou uma associacdo significativa
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com a heterozigosidade. Do mesmo modo, as espécies migratérias apresentaram maior
variacdo génica do que as ndo migratorias. A distribuicdo horizontal (distribuicdo
longitudinal), no entanto, ndo apresentou correlagdo com a variacdo génica
(Dalongeville et al. 2016).

Em todos os casos descritos até aqui, 0 objetivo explicito dos autores foi tentar
correlacionar os niveis de variacdo génica encontrados com o ambiente, ou seja, tentar
atribuir & selecéo natural o papel de mecanismos responsavel pela origem e manutengédo
dos niveis de variacdo génica observados. Contudo, muitos estudos sobre variagao
génica em populagdes naturais de organismos marinhos ndo consideram a selegéo
natural. Muito pelo contrario, a variagdo observada é considerada neutra, ou seja, sem
valor seletivo algum. Nestes casos, a explicacdo segue 0s pressupostos neutralistas,
sendo a variacdo génica mantida por um equilibrio entre o tamanho efetivo da
populacdo e a taxa de mutacdo (ver Quadro 1.23). Por exemplo, 0s niveis de variacdo
génica nos moluscos bivalves Anomalocardia brasiliana (conhecido popularmente
como berbigdo, marisco pedra, vongdle) e Perna perna (conhecido popularmente como
mexilhdo marron, marisco), ambos com ocorréncia no litoral brasileiro, foram
amostrados com o método de eletroforese de aloenzimas. O mexilhdo Perna perna se
mostrou com o dobro da variacdo génica daquela observada para o berbigao
Anomalocardia brasiliana. Ambos 0s organismos habitam a zona entremarés, contudo,
0 mexilhdo vive em costdes rochosos e o berbigdo em praias areno-lodosas. A
explicagdo para os niveis de variagdo génica encontrados poderia, facilmente, ser
buscada nas diferencas ambientais a que estdo sujeitos estes dois organismos. Contudo,
neste caso, de maneira simples, a explicacdo para as diferencas de variagdo génica
encontradas se baseou apenas na inferéncia dos tamanhos de populacdo destas duas

especies (ver Quadro 1.24).
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David Skibinski e seus colaboradores utilizando-se de um grande banco de
dados contendo informacgOes sobre variagcdo génica de aloenzimas para mais de 1500
espécies (de todos os ambientes e taxa e ndo s6 marinhas), testou as expectativas
tedricas das hipoteses neutralista e selecionista em relagdo as heterozigosidades
encontradas. A conclusao foi que os resultados forneciam suporte para a hipétese de que
uma grande percentagem da variagdo génica observada podia ser explicada pela
variacdo na taxa de mutacdo neutra e, uma percentagem menor, pela acdo de selecéo

natural (Skibinski et al. 1983). Portanto, por um lado... mas pelo outro...
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Quadro 1.23. Explicacdo neutralista para variacdo génica e definicdo de tamanho
efetivo de populacéo.

HETEROZIGOSIDADE ESPERADA PARA ALELOS NEUTROS

Se a variacdo alélica for neutra, o padrdo de variacdo génica das populacdes é
determinado por um balanco entre a deriva genética e taxa de mutacdo. Desta forma, a
teoria neutralista prevé que a heterozigosidade pode ser estimada a partir da equagao:

4Nev
H = 1+ 4Nev
Onde:
H = Heterozigosidade
Ne = Tamanho efetivo de populacéo
v= Taxa de mutacdo
Esta equacdo evidencia que para populacdes com grandes tamanhos efetivos séo
esperadas altas heterozigosidades. De modo inverso, para populacGes de pegueno
tamanho efetivo sdo esperadas baixas heterozigosidades (rever a Figura 1.4 secdo 4.2.1.3.

Controvérsias evolutivas).

TAMANHO EFETIVO DE POPULACAO

O tamanho nominal de uma populacéo (N) é diferente do tamanho efetivo de populacao
(Ne). O tamanho nominal diz respeito ao censo do numero de individuos de uma
populacdo. O tamanho efetivo, por outro lado, é definido como o tamanho de uma
populacdo ideal segundo os pressupostos do modelo Wright-Fisher. Neste modelo, os
individuos sdo dipldides, as geracdes sdo discretas (ndo sobrepostas), a migracao garante
a homogeneidade das frequéncias e cada alelo é herdado da geracdo anterior de modo
independente e aleatorio.

O tamanho efetivo de populacdo, portanto, leva em consideragdo apenas os individuos
que participam efetivamente da reproducdo. Individuos muito jovens ou muito velhos
para reprodug¢do ndo contam. Do mesmo modo, o tamanho efetivo de populacéo € sensivel
a mudangas temporais do nimero de individuos que participam da reproducdo, como,
também, a desvios das proporgdes sexuais.

Em funcéo das proporcdes sexuais, 0 tamanho efetivo de populagdo pode ser calculado
usando a equacao:

ANmMNf
Ne= Rm+ N
Onde:
Ne = Tamanho efetivo de populacéo
Nm = Numero de machos
Nf = Numero de fémeas
Assim, se forem consideradas trés populag¢fes, ambas com tamanho nominal igual a 100
individuos, mas com diferentes proporc¢des sexuais, 0s tamanhos efetivos seriam como

mostrados abaixo:

Populacdes N Nm Nf Ne
1 100 50 50 100
2 100 10 90 36
3 100 1 99 4
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Quadro 1.24. Estimativa dos tamanhos de populacdo para Anomalocardia brasiliana e
Perna perna (Solé-Cava et al. 1992; Silva & Solé-Cava 1994).

Como visto no quadro 1.23 a hipdtese neutralista é capaz de prever, matematicamente, a
heterozigosidade de uma populacdo com base no tamanho efetivo de populacdo (Ne) e
taxa de mutacao (v):

H = 4Nev (equacéo 1)
"~ 1+4Nev

Com um pouco de algebra, é possivel transformar a equacéo 1 em:

_ H (equacéo 2)

Nev = @—any

Dadas as heterozigosidades observadas para as espécies Anomalocardia brasiliana e Perna
perna é possivel, usando a equagdo 2, estimar, de maneira simples, o Nev para as
populagdes estudadas destas duas espécies:

Espécie Heterozigosidade Heterozigosidade Média Nev
A. brasiliana 0,16-0,26 0,21 0,07
P. perna 0,32-0,43 0,38 0,15

Neste ponto, é interessante tentar resumir as hipoteses neutralista e selecionistas
(e suas variantes) para explicar a variagdo génica. Este resumo se encontra na figura
1.30 e, como pode ser percebido, algumas previsdes selecionistas podem ser explicadas,
também, por previsdes neutralistas. Este é o caso, por exemplo, das relacdes entre
tamanho do corpo e variagdo génica e homeostase e variacdo génica. E facil perceber
que organismos maiores sdao, também, aqueles que apresentam menores tamanhos de
populagdo, portanto, menor variacdo génica. Do mesmo modo, baixa homeostase é
tipica de organismos mais antigos na evolugdo (como poriferos e cnidarios) e que,
também, apresentam maiores tamanhos de populacdo que aqueles organismos de alta
homeostase, como os vertebrados. A persisténcia da espécie no ambiente e a sua idade
filogenética, também podem ser consideradas tanto de um ponto de vista neutralista
quanto selecionista, uma vez que podem ser interpretadas como resultado de
estabilidade demogréafica ou adaptacdo. Ou seja, como foi dito no comego desta secédo, a

escala e a extensdo que a variacdo génica e determinada por selecdo natural (hipoteses
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selecionistas) ou é resultado da agdo de deriva genética sobre alelos neutros (hipotese
neutralista) deve estar na dependéncia do organismo, dos loci, da estrutura populacional

da espécie, da estabilidade do ambiente etc.

ZONA

COINCIDENTE
HIPOTESE
NEUTRALISTA

Selegao Matural
diversificadora:

Balanceada /

Dependente de
frequéncia

HIPOTESES

Heterogeneidade SELECIONISTAS

ambiental

(J‘

Grao ambiental

Figura 1.30. Representacdo esquematica das explicacbes para os altos niveis de
variacdo génica relacionadas as hipoteses neutralista e selecionista (Ne = tamanho
efetivo de populagdo; v = taxa de mutacdo e Ht = aumento da heterozigosidade).
Maiores explicagdes sobre as hipotese especificas podem ser encontradas no texto desta
secdo, como também em 1.2.1.3. Controvérsias evolutivas, especialmente a figura 1.4
no que diz respeito a hipdtese neutralista.

A Convengdo sobre Diversidade Bioldgica das Nacdes Unidas que aconteceu no
Rio de Janeiro no ano de 1992 (Convention on Biological Diversity, Rio de Janeiro,
Brazil), esteve preocupada com a reducdo da diversidade bioldgica devido a atividades
humanas e definiu a variacdo génica como um dos trés niveis de diversidade biologica
(juntamente com variacdo de espécies e de ecossistemas) a ser preservado, sendo ela
essencial para a persisténcia das espécies em ambientes em mudanca (United Nations
1992). Ambientes como 0s manguezais séo, por exemplo, alvo de grande preocupacao,
uma vez que sdo afetados tanto por causas naturais (como oscilagdes do nivel do mar)

quanto pelas atividades humanas. Muitos taxa de mangue possuem ampla distribuicdo
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geogréfica, que tem sido atribuida a uma eficiente distribuicdo de propagulos que,
provavelmente, proporciona uma coesao genética entre as populagdes. No entanto,
como observado em outros organismos marinhos, estudos de genética com espécies de
mangue sugerem que o fluxo de genes é menos eficaz do que o esperado. Desta forma,
as populagcdes marginais, geralmente exibem niveis mais baixos de variagdo génica em
comparacao com populacdes centrais, como resultado de deriva genética ou da pressao
de selecdo natural. Assim, além da simples informac&o sobre os niveis variacdo génica,
a Genética Marinha tem que tentar compreender os padrdes de estruturacdo génica das

espécies marinhas e suas populac@es, o que sera abordado a seguir.

1.6.2. Estruturacao

As espécies, geralmente, ndo se distribuem homogeneamente por amplas
extensdes geogréaficas, mas sdo divididas em um numero variavel de populacfes. Estas
populacbes podem ser mais ou menos semelhantes, dependendo de vérios fatores tais
quais os tamanhos destas populagdes (suscetibilidade aos efeitos de deriva genética), o
quanto sua constituicdo genética é influenciada pelo ambiente do local que habitam
(acdo da selecdo natural), o quanto estdo conectadas entre si (efetividade da migracgéo)
etc (Slatikin 1985; Hedgecock 1986; Parker et al. 1998). O nivel de diferenciacao
genética encontrado entre estas populacGes é o que se define por estruturacdo. Ou seja,
absoluta homogeneidade genética significa auséncia de estruturacdo. Por outro lado, a
medida que as espécies vao se diferenciando pela sua suscetibilidade as circunstancias,
elas vao se tornando mais e mais estruturadas, ou seja, subdivididas em populacdes ou
com populac6es diferenciadas. Os estudos de estruturacdo podem ser realizados através
de marcacdo e recaptura dos individuos, descri¢do (ou etiquetagem) quimica e, 0 que

interessa aqui, por intermédio de marcadores genéticos.
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O sucesso na dispersdo deixa um rastro genético que revela o padrdo de
conectividade genética. O grau de diferenciagdo entre as populacdes sdo estimados
através de indices de identidade génica e indices de estruturacdo (Fsrt) (ver 1.4.2.
Variacdo Interpopulacional). Os diferentes marcadores genéticos sdo capazes de
evidenciar dispersdo em diferentes escalas de tempo. Os marcadores de frequéncia,
como 0s microssatelites e as aloenzimas, sdo mais efetivos em evidenciar diferenciagcdo
em tempos ecoldgicos ou contemporaneos. Os marcadores de sequéncia como mtDNA e
SNP, sdo indicados para tempos maiores ou histéricos (ver 1.3.5. Eletroforese de
Aloenzimas e 1.3.6. Técnicas de DNA).

O ambiente marinho aparenta ser homogéneo e, devido a este fato, espera-se que
as populacbes de organismos marinhos ndo sejam estruturadas, pois, mesmo 0s
organismos sésseis, podem passar parte da sua vida (fase de vida larvar) no plancton, o
que os permite dispersar por grandes distancias. Entretanto, as populagdes marinhas ndo
estdo completamente conectadas, mas apresentam diferentes padrfes de estruturacéo.
Os principais mecanismos utilizados para explicar a diferenciacdo das popula¢des nos
ambientes marinhos sdo os padrdes de correntes, gradientes ambientais (salinidade,
temperatura etc), selecdo pos-assentamento e ecologia do adulto.

Os organismos com maior capacidade de dispersdo, como 0s que possuem larva
planctotréfica, apresentam, geralmente, populagcbes com altos indices de identidade
génica e baixos indices de estruturacdo (Fst). Em contrapartida, os organismos com
menor capacidade de dispersdo, como aqueles que sdo sesseis ou apresentam larvas
lecitotroficas, apresentam, geralmente, populagfes com baixos indices de identidade
génica e altos indices de estruturacdo. Ou seja, a expectativa é regida pelo modelo de

isolamento por distancia, porém, néo raro, ela pode ser frustrada.
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Diferente das expectativas, a dispersao efetiva de larvas e adultos é bem menor
que a dispersdo potencial. Portanto, o fluxo génico que se realiza é, também, menor que
a capacidade de dispersdo dos organismos. Desta forma, a diferenciagdo geografica dos
organismos marinhos € bem maior do que & primeira vista poderia sugerir 0 seu modo
de dispersdo. Entre os fatores que determinam a diminui¢cdo do fluxo génico entre
populagdes de organismos marinhos estdo, num primeiro momento, as barreiras como a
salinidade, temperatura, disponibilidade de espaco e predacdo e, num segundo
momento, a selecdo pds-assentamento. Contudo, para comegar, serdo exemplificados
alguns casos nos quais as expectativas do modelo de isolamento por distancia ndo sdo
frustradas.

Crassostrea gigas e Saccostrea commercialis sdo duas espécies comerciais de
ostras com larvas planctotroficas que apresentam baixa estruturacdo (Identidade génica
= 0,99), mesmo em faixas geograficas amplas (> 500 Km) (Buroker et al. 1979a;
1979b). Outros invertebrados marinhos sedentarios na vida adulta, mas com larvas
planctotréficas, como o ourigo-do-mar Echinometra mathaei (Fst = 0,013) e a estrela-
do-mar Acanthaster planci (Fst = 0,070), também sdo exemplos de espécies com alta
capacidade de dispersdo que apresentam, como esperado, homogeneidade genética entre
as suas populagbes. No quadro 1.25 séo apresentados alguns outros exemplos de
organismos marinhos para os quais a diferenciacdo geografica é funcdo da capacidade

dispersora.
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Quadro 1.25. Niveis de diferenciacdo geografica em organismos marinhos.

Exemplos de diferenciagdo geografica em alguns organismos marinhos em funcéo da
capacidade dispersora da espécie. A diferenciacéo geogréfica foi definida como pequena,
moderada ou alta em fungéo dos valores de Fst e identidades génicas descritos nos artigos
cientificos.

Organismo Capacidade Diferenciacdo Disténcia entre as populacoes
de dispersao geogréfica (Km)

Homarus Alta Moderada 1000

(lagosta)

Littorina Baixa Alta 1

(gastrépodo)

Tigriopus Baixa Alta 2

(copépodo)

Arbacia Alta Alta 1000 (Marcus 1977)

(ourico do mar)

Ostrea Alta Pequena 2 000 - 3000

(ostra)

Crassostrea Alta Pequena 2000 - 3000

(ostra)

Embiotoca jacksoni Nula Alta 300

(peixe)

Clinocottus analis Baixa Moderada 300

(peixe)

Alloclinus holderi Limitada Baixa 300

(peixe)

Os mexilhdes, que sdo sésseis quando adultos, mas apresentam uma fase larvar
planctotrofica, também séo usados como exemplo do poder da dispersdo larvar para
homogeneizar populacdes distantes muitos quilémetros ao longo da costa. Contudo, um
estudo realizado com populagdes do mexilhdo Perna perna na regido de ressurgéncia de
Arraial do Cabo (Rio de Janeiro, Brasil) mostrou que o fluxo génico entre populacbes
do mexilhdo distantes apenas 50 km era pequeno, quando comparado com populacdes
da mesma espécie de outras regiGes e com outras espécies de mexilhdo. A explicacdo
para estes dados parece estar relacionada ao fenbmeno da ressurgéncia, ja que a maior
diferenciacdo foi observada, sempre, entre populacdes de regiGes sob forte influéncia
deste fenbmeno e aquelas onde a ressurgéncia era ausente ou pouco influente. Desta

forma, é possivel dizer que um fendmeno oceanografico como a ressurgéncia, que
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provoca alteracGes abioticas (temperatura, salinidade etc.) e bioticas (produtividade,
predacdo etc.) na massa d’agua, pode estar funcionando como uma barreira geografica
nos mares e influenciando decisivamente a diferenciacdo entre populacbes de uma

mesma espécie (ver Quadro 1.26).
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Quadro 1.26. Estruturacdo do mexilhdo Perna perna na regido de ressurgéncia em
Arraial do Cabo (Rio de Janeiro, Brasil).

Foram estudadas 5 populagdes (Forno, Fortaleza, Sonar, Buzios e Jaconé) da espécie do mexilh&do
Perna perna na e em torno da regido de ressurgéncia de Arraial do Cabo. A localizacdo destas
cinco populag6es esta mostrada no mapa.
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A tabela abaixo mostra a influéncia da resurgéncia para cada uma das cinco populagdes do
mexilhdo Perna perna, bem como outras variaveis que poderiam ser Uteis para o estudo como, por
exemplo, se o regime de ondas no local era agitado ou calma (o chamado “modo”). Além da
distancia de cada populacao em relacao ao “Sonar”, que foi escolhido como ponto zero, uma vez
que € ali onde a maior intensidade de ressurgéncia é observada.

Distancia
Local Latitude Longitude Modo do Sonar  Ressurgéncia
(Km)

Sonar 23°00° 42°00° Agitado 0 Forte
Fortaleza 22°58’ 42°00° Agitado 15 Fraca
Forno 22°58’ 42°00° Calmo 2 Fraca
Bulzios 22°46° 41°50° Calmo 50 Ausente
Jaconé 22°54° 42°30° Agitado 50 Forte

O indice de estruturacdo foi calculado pelo Fst e, os resultados, comparados com indices de
estruturacgdo para outras populacdes de mexilhdo no mundo. Fica claro, observando os resultados,
gue na regido de ressurgéncia de Arraial do Cabo, os indices de estruturacéo sao obtidos para 50
km de disténcia sdo equivalentes a distancias 150 vezes maiores.

Espécie Localizagdo Disténcia entre as Fsr
populacbes (Km)
Muytilus edulis Reino Unido e Irlanda 1200 0,0004
Perna canaliculus Nova Zelandia 1 800 0,0868 (Gardner et al. 1996)
Perna perna Africa do Sul 3700 0,0333
Perna perna Brasil 50 0,0752
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Ainda com mexilhdes, varios estudos com a espécie Mytilus edulis (o chamado
mexilh&o azul europeu) tém demonstrado variagdes nas frequéncias génicas dos alelos
da enzima Lap (ver Quadro 1.22) em distancias também muito pequenas (50 km). A
alteracdo na frequéncia de um dos alelos deste locus (Lap®) acompanha um gradiente
de salinidade que vai do oceano, onde a frequéncia do alelo alcanca 55%, até o estuario
onde a frequéncia do mesmo alelo cai para 15% (Koehn et al. 1976; 1980; Koehn 1978;
1985). Este tipo de correlacdo entre um fator ambiental e uma caracteristica genética,
associada a uma distribuicdo continua no espaco, define um cline.

A explicagdo pare este fendmeno pode ser resumida como sendo o resultado da
acdo intensa de selecdo natural contra o alelo Lap®™ no ambiente estuarino. O
mecanismo bioquimico de selecdo parece estar associado a acdo da Lap na mobilizacdo
de aminoécidos que regulam o volume celular (Hilbish et al. 1982). Individuos
portadores do alelo Lap® apresentam taxas de excrecdo duas vezes maiores que aqueles
dos gendtipos constituidos pelos outros alelos. Em ambientes com flutuacdo nas
condicBes de salinidade, como é o caso dos estuarios, a presenca de um alelo muito
eficiente na excrecdo de aminoécidos acarreta um custo ecoldgico muito alto, levando a
uma alta mortalidade. Desta forma, em ambientes estuarinos individuos com genotipos
constituidos pelo alelo Lap* apresentam uma desvantagem. Nas condicdes oceanicas,
onde existe maior estabilidade das condicdes de salinidade, o alelo Lap® ndo tem esta
desvantagem e apresenta a maior freqtiéncia (55%) em relacao aos outros trés alelos.

Este mecanismo bioquimico de regulacdo isosmatica no qual os gendtipos do
locus Lap estdo envolvidos, & comumente encontrado em bivalves eurihalinos e ja
foram descritos fisiologicamente, embora ndo genéticamente, para outras espécies de

moluscos bivalves como, por exemplo, Mercenaria mercenaria, Callista chione, Mya
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arenaria, Corbicula japonica, Modiolus demissus, Crassostrea virginica e Macoma
inconspicua, entre outros.

No Brasil, o polimorfismo da Lap foi estudado para o molusco bivalve eurialino
Anomalocardia brasiliana. Os resultados, também neste caso, indicaram a presenca de
diferencas significativas entre a freqiiéncia dos alelos da Lap em fungdo da salinidae. Os
resultados ndo foram tdo expressivos como aqueles descritos para a espécie M. edulis
(ver Quadro 1.27), contudo, fortalecem a idéia de que alteracdes nas frequéncias génicas
da Lap séo influenciadas fortemente pelas variacGes de salinidade. Ou seja, a selecéo
natural pode ter influéncia importante na diferenciacdo geogréfica de populacdes,
mesmo em distancias relativamente pequenas e sem barreira geografica aparente (Silva

2013).
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Quadro 1.27. Diferenciacdo geogréafica das frequéncias génicas dos alelos do locus Lap
em populacdes do molusco bivalve eurihalino Anomalocardia brasiliana na costa

brasileira.

Sete populacbes da espécie Anomalocardia brasiliana foram estudadas em quatro
estuarios ao longo 2000 km da costa brasileira. As localizagdes dos estuarios e das
populacdes estdo mostradas no mapa abaixo.
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As salinidades em cada um dos pontos, bem como a sua distancia em relacdo ao ponto
mais ao norte (Bahia) sdo dadas na tabela abaixo.

. . Salinidade Distancia
Local Latitude Longitude (%) da Bahia
00 (Km)
Bahia 12°55° 38°29° 32,5 0
Boca do Canal 22°53’ 42°00° 35,0 1410
Palmeiras 22°52° 42°03° 45,0 1420
Praia Seca 22°54° 42°20° 65,0 1430
Charitas 22°58’ 43°10° 32,0-36,9 1550
Catalédo 22°50° 43°15° 24,0-32,0 1570
Parana 25°30 48°33° 28,0-31,0 1950

A figura abaixo mostra a correlacéo entre a frequéncia de um dos alelos (Lap®) com a
salinidade. A correlagéo é significativa (p < 0,003) em condig6es hipoalinas, embora néo
para condi¢Oes de altas salinidade. Estes resultados estdo de acordo com aqueles descritos

para espécie Mytilus edu

lis.
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Todos os exemplos mencionados tentaram deixar claro como o processo de
estruturacdo pode estar se dando no mar, a despeito da impressdo de alta
homogeneidade deste ambiente e da alta capacidade dispersiva da sua biota (Berger,
1973; Grant et al. 1992; Beaumont & Nichols 1996; Allendorf & Seeb 2000). Contudo,
a histdria ndo acaba ai. Tudo que foi descrito até aqui disse respeito a casos que foram
estudados com base em dados de aloenzimas. Estudos sobre estruturagdo baseados em
marcadores de DNA ou, mais que isso, comparando resultados de aloenzimas e DNA,
tém trazido resultados interessantes, sendo inesperados.

Um estudo com corais do género Pecillopora em quatro ilhas no Pacifico sul
(Moorea, Tahiti, Tetiaroa e Maiao) as quais, além de estarem separadas por pequenas
distancias (3 a 130 km), séo atravessadas por uma mesma corrente, evidenciou que 0s
corais de cada ilha eram completamente diferenciados entre si. A estruturacdo, neste
caso, foi inferida a partir de dados de mtDNA. A explicacdo para este nivel de
diferenciacdo genética entre populacbes tdo proximas geograficamente e contando com
um veiculo de migracdo tdo eficiente como uma corrente, estd na forma de
recrutamento. Como uma espécie de coral, o recrutamento é altamente local devido a
captura das larvas nas piscinas de maré que sdo comuns neste tipo de ambiente
(Edmunds et al. 2016).

Outro exemplo. A espécie de gastropodo marinho bento-pelagico Concholepas
concholepas é endémica do sudeste do Pacifico, com uma ampla area de distribuicéo
geografica (de ambientes tropicais até ambiente subantarticos). A espécie possui uma
fase larvar que pode durar até trés meses na coluna de agua, sugerindo que a espécie
possui uma grande capacidade dispersiva e, portanto, deve apresentar uma baixa
estruturacdo na sua area de distribuicdo seguindo, provavelmente, o modelo de

isolamento por distancia. Para testar esta expectativa, foram usados marcadores de
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microsatélites associados a uma técnica de amostragem hierarquica. Assim, foram
estudadas trés regides geograficamente distantes (Antofagasta Bay, Valdivia e
Patagbnia) e, para cada uma delas foram amostrados, também, pontos proximos
geograficamente, contudo, que apresentavam diferencas ambientais. Para as trés regioes
foi observado, conforme o esperado, um padrdo de isolamento por distancia. Contudo,
dentro das regides foram observados diferentes padrdes de estruturagdo. Dentro das
regides de Antofagasta Bay e Valdivia havia evidéncia de substancial fluxo génico entre
as populacOes, enquanto que para regido da PatagOnia, as populacdes se apresentaram
altamente estruturadas. Os resultados indicaram, portanto, a existéncia de diferentes
padrGes de estruturacdo genética na dependéncia de diferentes fatores como, por
exemplo, a topografia costeira, que era uma das variaveis estudadas (Cardenas et al.
2016).

A partir da década 1990, os padrdes de diferenciacdo populacional inferidos a
partir de diferentes marcadores moleculares (aloenzimas, mtDNA, nDNA) comecaram a
ser comparados. Os resultados causaram surpresa, uma vez que diferentes padrdes eram
mostrados por diferentes marcadores, por exemplo, a ostra Crassostrea virginica que
por aloenzimas mostrava populacdes genéticamente homogéneas por longas distancias
na costa atlantica dos EUA, se mostrava estruturada quando eram usados marcadores
tanto de mtDNA quanto de nDNA (McDonald et al. 1996). A explicagdo para essa
diferenca, obviamente, teria que estar associada a dindmica evolutiva a qual estes
marcadores moleculares estariam sujeitos. Dito de outra forma, as forcas evolutivas que
estariam moldando o padrédo de variacdo génica nestes marcadores. Migracao era o que
estava se tentando inferir e a taxa de mutacdo é muito baixa, portanto, as forgas
evolutivas responsaveis pela diferenca teriam que ser deriva genética e selecdo natural.

Uma delas estaria atuando em um dos conjuntos de marcadores e, a outra, no outro.
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Como aloenzimas sdo proteinas e, portanto, ttm uma funcdo definida no organismo, a
explicagdo para discordancia entre padrfes de diferenciacdo genética mostrados por
aloenzimas e DNA teria que ser que as aloenzimas estariam sob selecdo natural e o
DNA seria neutro.

Além das ostras, estudos de estruturacdo genética com o copépodo Tigriopus
californicus (Burton & Lee 1994) e com o peixe Gadus morhua (Pogson et al. 1995),
apenas para citar os primeiros e mais impactantes trabalhos neste sentido, também
mostraram discordancia de padrdes entre aloenzimas e DNA. A explicacdo escolhida
por todos eles foi sempre a mesma. As aloenzimas estariam sob acéo da selecdo natural
e, 0s marcadores de DNA, seriam neutros. Para voltar aos mexilhGes, a espécie Mytilus
edulis é estuda h& décadas quanto a estruturacdo das suas populacdo ao redor da Gréa-
Bretanha e serviram, também, a um estudo comparativo dos marcadores moleculares de
aloenzimas e DNA. Os resultados indicaram aquilo que ja se estabeleceu: discrepancias
entre as estimativas de estruturacdo dadas por aloenzimas e DNA (Silva & Skibinski
2009). A explicacdo também foi a mesma: selegdo natural atuando nas aloenzimas. Um

resumo deste estudo se encontra no quadro 1.28.
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Quadro 1.28. Estudo comparativo (aloenzimas e DNA) sobre a estruturacdo genética
das populacdes de Mytilus edulis na costa da Gra-Bretanha.

Dez populaces do mexilhdo azul Mytilus edulis foram amostradas ao redor da Gréa-
Bretanha (1- Ravenglass, 2- Marloes Sands, 3- Milford Haven 2, 4- Dale Point, 5- Milford
Haven 1, 6- Monkton Point, 7- Burry Port, 8- Swansea Bay, 9- Hunstanton, 10- The
Wash) como mostrado no mapa abaixo.

A estruturacdo foi inferida a partir de analise de seis loci de nDNA. Os resultados foram
comparados com dados histéricos de estruturacdo génica do mexilhdo M. edulis obtidos
de mais de 30 anos de estudos com aloenzimas. A figura abaixo mostra de maneira clara a
diferenca entre os dois marcadores. Os Fst’s sio muito maiores para os marcadores de
DNA. Esta diferenca visual é estatisticamente significativa (Teste U de Mann-Whitney). A
conclusdo é que as aloenzimas estéo sob selecéo natural.

aloenzimas DNA

0,08 B

O processo de estruturacdo pode manter, em diferentes regioes geograficas,
populacdes nas quais a frequéncia génica de determinados alelos € significativamente
diferente e estavel. Nesta situacdo, estas populacdes podem ser reconhecidas como ragas

geograficas. Se este processo se mantiver no tempo, pode resultar em uma diferenciacéo
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mais extrema. As populacdes geograficas (ragcas) podem, por exemplo, apresentar
diferentes alelos fixados. Neste caso, individuos and6nimos quanto a sua origem
geogréfica podem ser identificados genéticamente como pertencendo a regido de onde
aquele alelo fixado € caracteristico. Estes sdo os fatos e a I6gica aplicada pela Genética

Marinha quando aplicada a estudos de sistemética e taxonomia.

1.6.3. Sistematica e Taxonomia

O méximo da estruturacdo genética é a divisdo das populacdes em espécies
diferentes. Contudo, a definicdo do que vem a ser uma espécie ndo € consensual. De
fato, existem, na atualidade, mais de 20 conceitos de espécie. O conceito mais popular e
influente é, porém, o conceito bioldgico de espécie (CBE). Mayr definiu-o em seu livro
Populacgdes, espécies e evolucdo como: “Espécies sdo grupos de populagdes naturais
intercruzantes, que séo isoladas reprodutivamente de outros grupos intercruzantes de
populagdes” (Mayr 1963). A idéia central no CBE ¢ a de isolamento reprodutivo que
deve ser primariamente intrinseco (genético) ao invés de extrinseco (barreira
geografica). As espéecies sdo vistas como sistemas fechados, ou seja, sem fluxo génico,
sendo este conceito, por isto, também conhecido como conceito de isolamento de
espécie (CIE).

A Genética Marinha usa 0 CBE como base para utilizacdo dos marcadores
moleculares para estudos de sistematica e taxonomia. Para entender como isto ¢ feito,
basta lembrar o que foi visto no ultimo paragrafo de 1.6.2. Estruturacéo. Ou seja, se
especies sdo populacdes que ndo se intercruzam, entdo, individuos de duas espécies
diferentes vivendo no mesmo local (simpatria) ndo estardo cruzando e, portanto, ndo

estardo partilhando alelos que sdo exclusivos de cada uma destas espécies. Desta forma,
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a amostragem da variacdo em alguns loci podera evidenciar esta situacdo. Neste caso, 0s
loci que mostrarem alelos exclusivos sdo chamados de loci diagndsticos.

Se 0 CBE define as espécies como grupos que nao se intercruzam na natureza e
sdo reprodutivamente isolados de outros grupos, ele independe da diferenciacdo
morfoldgica entre os grupos. Desta forma, a aplicacdo da Genética Marinha a taxonomia
e sistematica é especialmente importante nos casos em que existem duvidas quanto ao
status taxondmico de alguns tipos dentro de um grupo reconhecido como unico, ou seja,
para defini¢do do status taxonémico dos chamados morfotipos (Knowlton 1993; 2000;
Hillis et al. 1996; Klautau et al. 1999; Fukami et al. 2004; Silva 2009a; Chung & Chung
2012, Massana 2015) (ver Figura 1.31). Por exemplo, a espécie de anémona
Anthopleura orientalis apresentava dois morfotipos de cor em simpatria (morfotipo
claro e morfotipo escuro) que, através do método de eletroforese de aloenzimas ficou
evidente que eram, de fato, duas espécies diferentes (Manchenko et al. 2000). Dos 21
loci analisados, oito se mostraram diagnosticos!

A definicdo, pela Genética Marinha, de morfotipos como sendo espécies
diferentes tem publicacgdo certa, ja que a classificacdo adequadada das espécies é tarefa
primaria da biologia. Contudo, resultados negativos, ou seja, quando os morfotipos sdo
mesmo morfotipos e ndo espécies diferentes, ndo tém publicacdo tdo certa assim. Um
exemplo que foge a esta regra é o estudo realizado com o ouri¢o-do-mar Paracentrotus
gaimardi. Este ourigo-do-mar apresenta cinco morfotipos na costa brasileira que séo
caracterizados pelas cores dos seus espinhos (castanho, cinza, preto, rosa e verde). No
sentido de investigar o status taxondmico destes morfotipos, marcadores moleculares de
aloenzimas foram usados (Duarte et al. 2016). Contudo, neste caso, ao invés de terem
sido amostrados apenas os morfotipos em simpatria, 0s autores resolveram amostrar 0s

morfotipos também em alopatria. Desta forma, independentemente dos resultados em
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termos taxonémicos (positivos ou negativos), os autores teriam resultados em relacéo a

distribuicdo da variacdo génica intra e interpopulacional. De fato, ndo foi possivel

demonstrar que os morfotipos de cor do ouri¢o-do-mar eram espécies diferentes, mas

foram produzidos resultados interessantes quanto a distribuicdo da variacdo génica (ver

Quadro 1.29).
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Os alelos sao partilhados
entre os morfotipos

Diferente alelos fixados
entre os morfotipos

— L

Evidéncia de que os
morfotipos sdo uma mesma
espécie

e N S

Evidéncia de isolamento
reprodutivo

LOCUS DIAGNOSTICO

Embora a maioria dos alelos
nao seja compartilhada. um
heterozigoto demonstra o
cruzamento entre os
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Figura 1.31. Representacdo de uma populacdo composta por dois morfotipos de peixes
(cauda branca e cauda preta) vivendo em simpatria. Estdo exemplificados trés loci
usados para definir o status taxonomico dos morfotipos. O primeiro e o ultimo loci ndo
foram diagnosticos, uma vez que estdo mostrando alelos partilhados pelos dois
morfotipos, 0 que € uma indicagdo de auséncia de isolamento reprodutivo entre eles.
Contudo, o locus 2 é diagnostico, ja que indica que os morfotipos, mesmo vivendo em
simpatria, apresentam isolamento reprodutivo, uma vez que nao partilham alelos (nem

um heterozigoto € observado).
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Quadro 1.29. Estudo de sistematica bioquimica com a espécie de ourico-do-mar
Paracentrotus gaimardi no estado do Rio de Janeiro.

Foram amostrados individuos da espécie Paracentrotus gaimardi de ourigco do mar em
duas localidades do estado do Rio de Janeiro (Prainha-Arraial do Cabo e Itaipu-Niteroi)
mostradas no mapa. O objetivo era verificar se os cinco morfotipos de cor (espinhos
pretos, castanhos, cinzas, verdes e rosas) eram espécies diferentes.

A e
22°—
r_,—ﬂA./"-‘ 23° S
< ITA PRA
45° 440 43° 420w
45 k
1 1 | 1 ~A5km

Os resultados ndo evidenciaram nenhum locus diagndstico, portanto, ndo foi possivel
definir os morfotipos como espécies diferentes. Contudo, como os morfotipos foram
amostrados tanto em simpatria quanto em alopatria foi possivel evidenciar que a
variacdo génica estava dividida entre os locais e ndo entre os morfotipos. O dendrograma
de UPGMA abaixo ilustra bem este resultado ao mostrar um agrupamento pelos locais de
amostragem e ndo pelos morfotipos (I = Itaipu, P = Prainha).

I - Castanho

|- Rosa

I - Verde

e P - Marrom

I-Cinza

I - Preto

pr—————— P - Cinza

P - Preto

P - Verde

w— P - ROsa

Duas coisas ndo foram ditas, ainda, sobre a utilizacdo da Genética Marinha em
taxonomia e sistematica. Primeiro é que ela oferece garantias sobre as diferengas, mas
ndo é capaz de fazer o mesmo com as identidades. Ou seja, se um locus diagndéstico é

encontrado, ndo existe duvida de que os morfotipos investigados sdo espécies
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diferentes. Contudo, se o locus diagndstico ndo € encontrado, isto ndo significa que os
morfotipos ndo sdo espécies diferentes, uma vez que um préximo locus amostrado pode
ser aquele que se mostre diagndstico. O que estd se dizendo aqui é que a auséncia de
evidéncia ndo evidéncia a auséncia.

A segunda coisa a ser dita é que a definicdo segura do status taxonémico de
morfotipos s6 pode ser feita quando eles se encontram em simpatria. Quando o0s
morfotipos se encontram em alopatria, os locus diagndsticos ndo podem ser
considerados diagndsticos, uma vez que eles podem estar, apenas, mostrando a
diferenciacéo geografica (mais uma vez ver o ultimo pardgrafo de 1.6.2. Estruturacao).
Ou seja, sO existem locus diagnosticos em simpatria. Como se resolvem, entdo,
problemas taxondmicos com alopatria? John Thorpe tentou dar uma resposta da
Genética Marinha para definicdo do status taxonémico de morfotipos que ndo se
encontram em simpatria. Ele analisou diversos trabalhos que estudavam, com
aloenzimas, a estruturacdo genética entre populaces da mesma espécie e as identidades
genéticas entre espécies dentro do mesmo género, dentro da mesma familia etc. Com
base no conjunto de dados compilados, ele foi capaz de observar que populacdes
coespecificas (da mesma espécie) apresentavam identidades genéticas (IG) que,
geralmente, se encontram acima de 0,80 e espécies congéneres (do mesmo género)
apresentavam valores de IG que variavam entre 0,15 e 0,85. Estes valores ndo eram
definidos com base em um conceito, eram, apenas, determinacfes empiricas, portanto,
ndo sdo seguras, mas sdo boas indicacOes para se definir o status taxonémico de
morfotipos que vivem em alopatria (Thorpe 1983; Thorpe & Solé-Cava 1994). A figura

1.32 apresenta os resultados de Thorpe.
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Figura 1.32. Grafico de probabilidade da distribuicdo da Identidade Génica de Nei para
populacdes coespecificas, congéneres e géneros de uma mesma familia.

Além das limitacdes do CBE para os casos de alopatria, ele apresenta outras e,
por isso, tem sofrido severas criticas ao longo dos anos. A mais antiga critica diz
respeito a sua operacionalidade. Embora o CBE defina espécies pelo seu isolamento
reprodutivo, a capacidade de intercruzamento da grande maioria das espécies é
desconhecida. Por isto mesmo, na prética, a taxonomia baseada no CBE continua sendo
feita com base na morfologia, ou seja, utilizando um conceito morfolégico de espécie
(CME). Do mesmo modo, o isolamento reprodutivo ndo é um critério universal, ja que
ndo se aplica para classificacdo de espécies com reproducdo assexuada ou fésseis. Pelo
CBE, espécies, por definicdo, ndo dizam. Contudo, um grande nimero de “boas”
espécies (aquelas facilmente identificaveis e aceitas pelos sistematas como tal)
intercruzam-se na natureza, em geral, e no mar (Gardner 1997). Por exemplo, as

espéecies de caranguejo Menippe mercenaria e M. adina na Florida; as espécies de

208



bivalves Mercenaria mercenaria e M. campechiensis na Carolina do Sul e as algas
Fucus spiralis e F. vesiculosus na Inglaterra. Por ultimo, mas ndo somente, o CBE
assume uma correspondéncia entre grupos reprodutivos e unidades morfoldgicas e
ecoldgicas discretas (Hillis 1987). Contudo, isto ndo é verdade para muitos casos,
especialmente no mar onde, com o advento da biologia molecular, um grande nimero
de espécies cripticas (morfologicamente muito similares embora geneticamente
distintas) tem sido revelado.

Um exemplo disto que se esta falando é a espécie de esponja-do-mar Cliona
celata (Xavier et al. 2010). Cliona é uma espécie ecologicamente importante ja que é
escavadora e desempenha papel na dindmica dos ambientes costeiros. Ela era
considerada uma espécie cosmopolita, com presenca extensivamente documentada nos
oceanos Atlantico, indico e Pacifico, bem como no Mediterraneo e outros mares
fechados. Contudo, quando o status taxonomico de diferentes formas de crescimento foi
investigado em populagdes simpatricas e alopatricas do nordeste do Atlantico e do
Mediterraneo ficou evidente que se tratava de pelo menos quatro espécies diferentes. A
analise foi feita com marcadores de mtDNA (COI e Atp8) e nDNA (28S). C. celata
passou a ser reconhecida, entdo, como um complexo de espécies para o qual as
diferentes espécies sdo, praticamente, indistinguiveis. Isto porque, taxonomicamente,
esponjas sao classificadas com base nas suas espiculas e, as espécies do complexo, se
distinguem pelo modo de crescimento. Assim, Cliona celata que era cosmopolita,
passou a ter uma distribuicdo mais restrita: duas espécies vivendo na costa européia do
Oceano Atlantico e outras duas vivendo no Mediterraneo.

A técnica de PCR e a sua capacidade de amplificar segmentos de DNA que séo
especie-especificos tém um impacto importante também para a atividade de

identificacdo de ovos, larvas e jovens no plancton, que é um trabalho laborioso e muitas
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vezes impossivel. Esta abordagem ja foi bem sucedida em estudos de identificacdo de
larvas e jovens de mexilhdes, ictioplancton e bactérias de sedimento, entre outros. Do
mesmo modo, a capacidade da técnica em discriminar as espécies através de marcadores
moleculares, tem sido atil, também, no controle e fiscalizacdo da pesca. A identificagdo
da espécie de origem da carne apreendida em barcos pesqueiros ja foi feita para
fiscalizacdo da pesca ilegal de baleias e moluscos, no que tem sido chamado de genética
forense da pesca. A genética marinha tem sido importante, também, para estabelecer ou
auxiliar o entendimento de relagbes evolutivas entre os mais diversos grupos de
organismos marinhos, de diatoméaceas a mamiferos marinhos.

Dito isto, a taxonomia e sistematica feita com base na Genética Marinha ndo
substituiu e nem ird substituir a taxonomia e sistematica classica. A taxonomia e
sistematica molecular é uma ferramenta que permite a identificacdo de espécies nos
casos em que as caracteristicas utilizadas pela sistemética classica ndo séo suficientes,
como na distin¢do de espécies morfologicamente simples. Contudo, mesmo ai, técnicas
de morfometria e citogenética, que sdo mais baratas, podem, algumas vezes, fazer o
servico. Por exemplo, no leste da Australia foram coletados 97 espécimes dos
platelmintos Gyratrix hermaphroditus para analises morfoldgicas e citogenéticas. Os
resultados evidenciaram a existéncia de, pelo menos, oito espécies cripticas todas
caracterizadas por diferentes nimeros e tamanhos de cromossomos, bem como
diferentes indices centrométricos (definidos em funcdo da posicdo do centrémero)
(Curini-Galletti & Puccinelli 1998). As diferentes espécies apresentaram, também,
formas diferentes para o 6rgdo reprodutor masculino. As diferencas foram observadas
tanto em simpatria quanto em alopatria, 0s grupos em simpatria consitiam claramente
em espécies diferentes. No caso da alopatria, contudo, a caraterizacdo das espécies

ainda é problematica.
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1.6.4. Genética Ecoldgica

A genética ecologica tenta demonstrar como a selecdo natural atua nas
populacdes de organismos marinhos. Esta é uma tarefa que, muitas vezes, demanda a
interacdo da Genética Marinha com outras disciplinas como, por exemplo, a ecologia, a
fisiologia e a bioquimica. Pois bem, um fato ja estabelecido em relacdo as populagdes
naturais € que 0s seus niveis de variacdo génica, em nivel molecular, séo altos. Mais que
isso, a explicacdo basica para este fato é a hipotese neutralista (ver 1.2.1.3.
Controversias evolutivas). Por outro lado, os selecionistas buscam explicar a variacdo
génica a partir da sua relacdo com a variacdo ambiental. Desta forma, em muitos
aspectos, as explicagbes da genética ecologica e do selecionismo se sobrepdem;
entretanto, genética ecoldgica e selecionismo ndo sdo a mesma coisa! A genética
ecologica surgiu antes da teoria selecionista, ja na década de 1920, e era a denominacgéo
dada por Edmund B. Ford aos seus estudos sobre a acdo da selecdo natural em
populacdes naturais. Os dois exemplos classicos desse campo de estudo sdo aqueles
referentes a mariposa Biston betularia e o melanismo industrial e sobre o padrdo de
listras no caracol Cepaea nemoralis, nenhum dos quais € marinho, contudo, 0s
primeiros estudos em Genética Marinha se devem, também, a Ford (ver 4.2.2. O
Comeco). A teoria selecionista data da década de 1960, com a entrada em cena dos
marcadores moleculares (ver 1.2.1.3. Controvérsias evolutivas).

Se os estudos sobre aquilo que se compreende como genética ecoldgica é mais
antigo, o termo s6 surgiu na década de 1950, mais exatamente em 1956, quando o
Ecological Genetics Group (Grupo de Genética Ecoldgica) realizou um encontro em
Aberystwyth, no Pais de Gales. Contudo, ¢ creditada a Ford a criagdo do termo, a partir

da publicacdo do seu livro Ecological Genetics, em 1964. Mais que isso é de Ford,
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também, uma primeira defini¢cdo formal da area, como aquela que estuda as adaptacdes
das populagOes naturais ao seu ambiente. Embora muito clara esta definicdo esconde
dificuldades que advém da definicdo de adaptacdo (Gould & Lewontin 1975) . Esta
palavra possui muitas conotacgdes diferentes, tanto no senso comum, quanto em Ciéncia.
Por exemplo, diz-se que pessoas estdo bem adaptadas a algum local ou situa¢do quando
elas estdo confortaveis ou desenvolvem lagos sociais. Nesse caso, adaptacdo é quase um
sinbnimo de bem-estar, satisfacdo ou, mesmo, felicidade. De modo semelhante, em
disciplinas como a fisiologia, por exemplo, a palavra pode ser usada como sinénimo de
ajustamento fenotipico de um organismo individual ao seu ambiente, ou seja, um
processo que seria mais bem denominado de aclimatacgdo fisiologica (Ford 1975).

Em termos da genética ecoldgica, duas coisas sdo fundamentais para que se
defina adaptacéo. Primeiro, é necessario que exista variacdo génica, que é o material
sobre o qual a selecdo natural ira agir e, segundo, a selecdo natural. Portanto, adaptacdo
diz respeito, sempre, a selecdo natural e a variagdo génica. Isso tem consequéncias
muito importantes para a compreensdao do fendmeno. Por exemplo, observando um
carater que é utilizado para uma funcdo especifica por um determinado organismo, é
possivel imaginar solucbes mais adequadas do que aquelas que se vé. Contudo, as
adaptacOes sdo, sempre, produto da historia evolutiva das espécies e, como tal, elas sdo
limitadas pela variacdo génica presente nas populagdes. A selecdo natural ndo inventa
ou determina a variacdo necessaria para dada circunstancia, ela simplesmente aproveita
o material disponivel. A figura 1.33 resume o que foi dito até aqui, ou seja, o
enguadramento tedrico e pratico no qual os estudos de genética ecoldgica se dao.

A utilizacdo do argumento de que a selecdo natural é a forca determinante das
alteracdes nas frequéncias génicas em um ou mais loci, depende da observacdo de

alguns fatos: (1) variacdo nas frequéncias génicas ao longo do tempo que nao possa ser
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explicada apenas pela acdo do acaso; (2) um desequilibrio de ligacdo entre loci que
possa ter sido gerado por selecdo natural; (3) a correlacdo da variagcdo de frequéncia
com algum fator ambiental e (4) que o padréo se repita em outras unidades evolutivas.
Mesmo assim, a aceitacdo de que um polimorfismo molecular é mantido por selecdo
natural depende, ainda, que seja demonstrado que: (a) os alelos em questdo produzem
fendtipos diferentes; (b) que estas diferengas fazem sentido no ambiente e (c) que estas
diferengas tenham algum tipo de impacto na sobrevivéncia dos individuos. Existem,
pelo menos, trés bons exemplos do desenvolvimento deste programa de pesquisa em
organismos marinhos. Um deles é o do locus Lap, em moluscos, que ja foi discutido

aqui (ver 1.6.1. Variacao Génica e 1.6.2. Estruturacao).

POPULAGAO AMBIENTE

VARIAGAO FATORES
GENICA

. Y|/ || ) Fomeach]

RELACIONADA Bidticos  Abiéticos
COM ADAPTAGAO
Migragao

Populagio Y

SELEGCAO NATURAL

Mutagio —_—
Recombinacio

Figura 1.33. O enquadramento tedrico da genética ecoldgica. Sao mostradas as fontes
de variacdo génica que sdo intrinsecas (mutacdo e recombinacdo) e extrinsicas
(migracdo). Contudo, desta variacdo, aquela que interessa aos estudos de genética
ecologica sdo aquelas que sdo sensiveis ao ambiente, ou seja, estdo relacionadas com a
adaptacdo. A selecdo (natural) dos variantes populacionais herdaveis (variacdo génica) €
que vai determinar a adaptacéo.

O outro exemplo classico diz respeito aos efeitos do polimorfismo da enzima
Transaminase Glutamato Piruvato (GTP) na regulacdo do volume celular no copépodo

Tigriopus californicus (Burton & Feldman 1983). Da mesma forma que no caso da LAP
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em moluscos, GTP tem um papel relevante na osmorregulagéo, contudo, neste caso, a
funcdo enzimatica esta relacionada a resposta dos copépodos ao estresse hiperosmatico.
Existem dois alelos mais comuns do locus GTP nas populacdes de Tigriopus, GTPF (F
de fast, em inglés, ou seja, rapido, em portugués) e GTP® (S de slow, em inglés, ou seja,
lento, em portugués). O alelo GTP" determina a producgdo da forma aloenzimica que
tem uma maior atividade que aquela produzida pelo alelo GTP®. Desta forma,
individuos com genétipo GTP3/GTP® estdo sujeitos a uma maior mortalidade das suas
larvas em condicdes de estresse hiperosmoético.

O terceiro exemplo classico € do peixe teleosteo Fundulus heteroclitus (Powers
& Place 1978; Place & Powers 1984; Gonzalez-Vilasenor & Powers 1990; Ropson et al.
1990). Um grande nimero de evidéncias indica que o polimorfismo da enzima Lactato
Desidrogenase (LDH) neste peixe estd envolvido nos mecanismos de adaptagdo a
diferentes temperaturas no ambiente marinho. Os dois alelos mais comuns do locus
LDH-B (Ldh-B* e Ldh-B") apresentam uma diferenca de frequéncia que &
estatisticamente significativa, estavel no tempo e que acompanha a linha norte/sul ao
longo da costa atlantica dos Estados Unidos. As diferencas podem ser explicadas pelas
atividades cinéticas das enzimas produzidas pelos alelos alternativos do locus: O alelo
Ldh-B®, para o qual a frequéncia é maior nas aguas frias do norte, determina a producéo
da forma aloenzimatica que tem maior atividade em temperaturas mais baixas (altas
latitudes). O alelo alternativo (Ldh-B®), por outro lado, apresenta maior frequéncia nas
aguas quentes do sul e a sua forma aloenzimatica € mais eficiente em temperaturas mais
elevadas (baixas latitudes). Assim, o polimorfismo e as diferencas de frequéncia
observadas sd@o mais bem explicados por sele¢do natural do que por qualquer outra das

trés (mutacdo, deriva e migracdo) forcas evolutivas.
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Embora estudos bioquimicos, morfoldgicos e fisioldgicos realizados com os trés
exemplos classicos da genética ecoldgica tenham evidenciado clines consistentes de
frequéncias génicas (de aloenzimas) em relacdo a gradientes ambientais, clines ndo séo,
necessariamente, produzidos por selecdo natural. Algumas vezes, a historia evolutiva
das espécies € a chave de interpretacdo de um cline. No caso da espécie Fundulus
heteroclitus, por exemplo, foram realizados estudos tanto com mtDNA quanto com
microsatelites (Adams et al. 2006) e os resultados evidenciaram que mesmo para estes
marcadores, considerados neutros, eram encontrados padrdes correspondentes aqueles
vistos para os loci de aloenzimas.

Os estudos utilizando mtDNA revelaram dois grupos de hapl6tipos, um dos
quais, mais homogéneo, correspondendo, geograficamente, as populagdes do norte. O
outro grupo, mais heterogéneo, correspondia as populagdes do sul. No caso dos
microsatélites, foram utilizados oito loci, todos mostraram 0 mesmo cline de frequéncia
norte-sul, bem como um aumento na diversidade de alelos nas populagdes do sul. As
diferencas entre as regides norte e sul coincidem com uma barreira zoogeografica que
limitou ou impediu o fluxo génico da espécie Fundulus heteroclitus durante o Gltimo
periodo de glaciacdo. Nestes casos, portanto, a explicacdo para os clines observados
reside no modelo de isolamento por distancia. Ou seja, € um componente historico e
demografico que esta produzindo o padrdo de variagdo observado.

A espécie F. heteroclitus é um exemplo para o qual foi possivel compor dados
de diferentes marcadores moleculares para entender a origem dos clines observados,
tanto aqueles presumivelmente neutros (MtDNA e microssatélites) quanto aqueles para
0s quais existem boas evidéncias de selecdo natural (Ldh em aloenzimas) (Schmidt et al.

2008).
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Com a disponibilidade atual de uma ampla gama de marcadores moleculares de
DNA, outra abordagem da genética ecoldgica tem sido possivel, os chamados scans
gendmicos. Neste caso, um grande numero de loci pode ser amostrado em extremos de
um gradiente ambiental e os Fst calculados. Pela hipdtese neutralista, espera-se uma
homogeneidade dos valores de Fsr. Se alguns marcadores apresentarem valores de Fst
excepcionalmente elevados, isto é uma indicacdo de que a selecdo natural pode estar
envolvida neste padréo. Certamente, ndo diretamente sobre os marcadores de DNA que
séo, supostamente, neutros. Mas, provavelmente, em outros loci que se encontram
ligados a eles. Aqui o termo “marcador molecular” fica bem claro: os loci de DNA estéo
marcando que alguma coisa anbmala estad ocorrendo em funcdo do fator ambiental.
Embora, nestes casos, ndo seja possivel identificar 0s mecanismos causais que estdo
determinando o fenémeno, é interessante demonstrar que a sele¢cdo natural esta
deixando as suas marcas genéticas. Esta abordagem foi utilizada com o molusco
gastropodo Littorina saxatilis comparando médio e sublitoral com um scan de 306
marcadores de AFLP (Mclnerney et al. 2009). Foi possivel encontrar muitos dos
marcadores para 0s quais os valores de Fst eram maiores do que aquilo que se esperaria
pela hipoGtese neutralista. A selecdo natural é a explicacdo, embora ndo direta, para o
padrdo encontrado.

Uma variacdo ambiental dramética a qual os organismos marinhos tém estado
sujeitos, especialmente nos Gltimos séculos, é a poluicdo antropogénica. A seguir sera
visto como a Genética Marinha tem colaborado, sendo para resolver, para evidenciar 0s

problemas da polui¢do no ambiente marinho.
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1.6.5. Genética e Poluigdo

Os ecossistemas marinhos costeiros vém sofrendo um intenso processo de
degradacdo em todo o mundo. Relatos de grandes contaminagfes, como 0s casos de
derramamento de petroleo, sdo amplamente divulgados pela midia. Nestas ocasides, a
fonte poluidora é conhecida e as consequéncias sao visiveis, como mudancas abruptas
na paisagem e a morte massiva de animais. Entretanto, o tipo mais comum de poluicao
consiste em descargas constantes de efluentes de origem industrial e doméstica que
comprometem os ambientes de forma menos evidente, mas nem por isso, menos toxica.
Os poluentes podem provocar diversas alteracBes nos organismos, incluindo alteracdes
genéticas (Dixon & Wilson 2000).

A poluicdo marinha é capaz de causar dois tipos de efeito na constitui¢do
genética dos organismos. Primeiro, a acdo dos poluentes pode causar danos ao material
hereditario, trazendo como consequéncia mutacGes genéticas pontuais (um ou poucos
nucleotideos) ou aberragdes cromossémicas. O resultado destes eventos pode ser a
morte do individuo, o desenvolvimento de neoplasias ou de mosaicos de células no
organismo. Em qualquer dos casos ocorre uma diminuicdo da adaptabilidade dos
individuos afetados que, dependendo da extensdo do dano genético, pode acarretar uma
ameaca de extin¢do da populacdo ou mesmo da espécie como um todo.

Outro efeito que os poluentes podem ter na constituicdo genética das populacdes
advém do fato de que, como eles alteram o ambiente marinho, podem acabar agindo
como agentes seletivos. Nestes casos, a populagdo sofre um ajuste as novas condigoes
ambientais, o que pode significar a modificacdo das frequéncias génicas em loci
especificos ou a alteragdo da constituicdo genémica como um todo.

Em Genética Marinha, os efeitos dos poluentes nos organismos marinhos podem

ser estudados, por exemplo, através da citogenética. Danos no material hereditéario
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podem ser mensurados através de marcadores como os micronucleus (microndcleos em
Portugués). Os micronucleos sdo estruturas produzidas nas células por acéo, geralmente,
de compostos clastogénicos (substancias ou processos que causam rupturas
cromossOmicas) ou aneugénicos (substancias ou processos que afetam a diviséo
celular). Mexilhdes do género Mytilus spp. foram utilizados para avaliar o nivel de
poluigdo ambiental no Mar Baltico, em localidades que diferem tanto quanto aos niveis
de poluicdo ambiental quanto em termos de condi¢Bes hidrogréficas (salinidade,
oxigénio, temperatura) (Barsiene et al. 2006). Os resultados da comparacdo das
localidades evidenciaram que as diferencas na ocorréncia de microndcleos estava
relacionada com o grau de contaminagéo do habitat por Bifenilas policloradas ou PCBs
(do inglés, Polychlorinated biphenyls) e Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaéticos ou
PAHSs (do inglés, Polynuclear Aromatic Hydrocarbons). A contagem de microntcleos
permite, portanto, uma avaliacdo da quantidade de transformacdes morfoldgicas do
material genético. Outros marcadores, como as aloenzimas, avaliam mudangas nas
frequéncias génicas.

Trabalhos realizados com a craca Balanus amphitrite, demonstraram que as
frequéncias de varios alelos da aloenzima Pgi estavao correlacionadas com os niveis de
poluicdo. Do mesmo modo, no mexilhdo Perna viridis, os metais pesados, cadmio e
cobre, foram identificados como os principais responsaveis pelas alteracGes de
frequéncias alélicas neste loci. Outros resultados interessantes a respeito da relacao
entre variacdo alélica de aloenzimas e poluigéo é a correlacdo que ja foi observada entre
heterozigosidade e poluicdo. Em Israel, espécies de gastropodos dos géneros
Monodonta, Littorina e Cerithium apresentaram uma correlacao positiva entre niveis de
diversidade genotipica (heterozigosidade, grau de polimorfismo e numero efetivo de

alelos) e resisténcia a poluentes como metais pesados, 0leos e detergentes.
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Estudos experimentais também podem ser realizados e, com raras excecdes, sdo
desenvolvidos com modelos que diferem daqueles para os quais foram realizadas as
observagdes diretas no campo, o que torna a comparacgéo dificil. Do mesmo modo, as
concentracOes de poluentes utilizadas em laboratdrio sdo, geralmente, muito superiores
aquelas que seriam realisticas no campo. Contudo, em alguns casos, boas correlagcdes
puderam ser obtidas entre resultados experimentais e observagdes no campo. Estudos
com os gastropodos Littorina neritoides e L. punctata, realizados ao longo da costa de
Israel, demonstraram que alelos que eram negativamente selecionados sobre a a¢do do
mercurio no laboratério, eram o0s mesmos que estavam em frequéncia
significativamente baixa em areas poluidas quando comparados com &reas nao poluidas.
Outro bom exemplo de parceria entre estudos de campo e laboratério foi realizado com
a craca Balanus amphitrite na Laguna de Veneza, onde os efeitos da poluicdo térmica e
quimica foram estudados em trés populacBes naturais por um ano. A composi¢do
especifica de metais pesados no sedimento e nos tecidos das cracas foi identificada.
Posteriormente, ensaios de laboratério determinaram que a temperaturas por volta de
20°C e sobre a agdo de diferentes concentracdes de cobre e zinco, a atividade da enzima
Pgi era significativamente maior em homozigotos que em heterozigotos nos individuos
das trés populagdes.

Além dos marcadores que avaliam diferencas na forma do material genético e
mudancas nas frequéncias génicas causadas pela poluicdo, existem, também, aqueles
que avaliam alteracbes nos niveis de transcricdo de genes relacionados com a
transformacido de determinados poluentes (ver Microarrays em 1.3.7. Omicas). O
citocromo P4501A é uma familia de proteinas responsavel pela transformacdo de
compostos orgénicos, como PCBs e PAHs. No estado de Santa Catarina os niveis de

transcricdo de quatro isoformas de P4501A foram avaliados por meio de PCR
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guantitativa de transcptase reversa (qQRT-PCR) com ostras da espécie Crassostrea
brasiliana transplantadas e mantidas durante 24 horas em trés &areas potencialmente
contaminadas por esgoto sanitario. Os resultados evidenciaram que os niveis de
transcricdo do gene CYP2AUl (uma das isoforma de P4501A) aumentaram,
evidenciando, desta forma, uma correlagdo positiva com a polui¢do (Bainy & Marques
2001; Pessattia et al. 2016).

Os estudos a respeito de genética e poluicdo ndo sdo muitos e os resultados
muitas vezes sdo contraditorios. Estes dois problemas se devem, principalmente, ao fato
da poluicdo marinha ser um evento contingencial, histérico e multifatorial. Por conta
disto, efeitos observados em uma regido ndo podem, geralmente, ser extrapolados para
outras e o agente causal das alteragdes na constituicdo genética das populacdes €
obscurecido pela grande quantidade de agentes envolvidos no fendmeno da poluicao, ou
na relacdo entre dois ou mais agentes (naturais e/ou poluentes) que podem atuar de
modo simples ou sinergistico. A figura 1.34 resume a abordagem da Genética Marinha

aplicada aos problemas de poluicdo do ambiente marinho.
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Figura 1.34. Esquema indicando algumas abordagens da Genética Marinha para 0s
estudos sobre poluicdo do ambiente marinho.

1.6.6. Genética Pesqueira

A pesca é praticada, principalmente, como uma atividade extrativista que produz
efeitos na diversidade e abundancia das espécies marinhas, podendo levar a mudancas
significativas na estrutura das comunidades locais. E neste sentido que a atividade
pesqueira demanda politicas de manejo que preservem 0S recursos e garantam sua
exploracdo em longo prazo (Hilsdorf 2006; EMBRAPA 2012). O manejo de um recurso
pesqueiro depende de conhecimento a respeito de varidveis fisioldgicas,
comportamentais e ecoldgicas das espécies de interesse, de modo que se possa
determinar como suas populacdes sobrevivem e se reproduzem nos diferentes ambientes
e locais. Mais que isso, é fundamental se saber de quantas e quais espécies se esta
falando. Ou seja, é fundamental conhecer a estrutura genética populacional de uma dada
especie ou, como se diz em biologia pesqueira e, também, em Genética Marinha definir
0 estoque que sofre o esforco de pesca (Ryman & Utter 1987; Waples 1987; Ward et al.
1992; Ward et al. 1994; Ward & Grewe 1994; Carvalho & Hauser 1995; Waples et al.

2008). Além da identificagdo das unidades reprodutivas (estoques), a aplicacdo da
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Genética Marinha a biologia da pesca envolve, ainda, a estimativa de tamanhos de
populacdo e a compreensdo da relacdo entre varidveis como heterozigozidade e
crescimento (ver 1.6.7. Aquicultura). De fato, tudo isto esta relacionado com uma coisa
sO: a capacidade da Genética Marinha de descrever a variagdo génica e entender o seu
padrdo de distribuigdo e organizagédo nas populacgdes naturais (ver 1.4. Conceitual).

Com relagdo aos procedimentos de delimitacdo de estoques, a abordagem mais
usada é a amostragem extensiva na area de pesca, seguida de comparacbes das
frequéncias génicas em sistemas polimorficos entre os varios pontos de coleta, visando
avaliar se todos eles fazem parte de apenas uma grande populacdo panmitica (i.e., se
existe apenas um estoque) ou se a variabilidade esta distribuida de maneira hierarquica
em varios estoques diferentes. No primeiro caso, 0 manejo do recurso deve ser feito de
maneira unificada entre todos os grupos que o exploram. Isto porque a exploracdo de
um recurso pesqueiro pode envolver desde diferentes frotas de barcos até diferentes
nacgdes. No segundo caso, 0 manejo deve ser feito separadamente para cada unidade de
pesca (ou subpopulacdo). Uma vez que, se a espécie se apresenta estruturada, o impacto
da exploracdo seré sentido em cada unidade na dependéncia do seu tamanho efetivo. Ou
seja, vai depender muito dos niveis de migracdo e mistura (os niveis de fluxo génico)
entre as subpopulagdes.

A Genética Marinha tem obtido relativo sucesso no estudo de populacGes e na
delimitacdo de estoques de varias espécies de peixes marinhos comerciais (por exemplo,
para as espécies Thunnus thymnus-Atum azul, T. alalunga-Atum branco e Sarda sarda-
Bonito) utilizando diferentes marcadores moleculares. Estudos de genética pesqueira
(neste capitulo, a Genética Marinha aplicada a pesca) foram fundamentais, por exemplo,
para resolver a disputa entre 0s governos da Australia e da Tailandia em relagcdo ao

manejo dos estoques de cacao pelos dois paises e, também, entre os governos dos EUA
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e do Canad4 sobre a pesca da perca. Desta forma, estudos de delimitagdo de estoques
tém, muitas vezes, importancia, também, para assuntos geopoliticos, como a atribuicéo
de responsabilidades na administracdo dos recursos naturais. Entretanto, na prética, as
decisbes ndo sdo tomadas por geneticistas em solo, mas por grupos de cientistas,
politicos e administradores que precisam trabalhar juntos para definir melhor as
estratégias que servirdo de base para elaboragdo de leis com 0s objetivos de manejo e
conservacao dos recursos pesqueiros.

No Brasil, a Genética Marinha tém sido importante, desde a década de 1970, na
definicdo do numero de estoques pesqueiros da espécie Micropogonias furnieri, a
corvina. O primeiro trabalho precupado com o problema desta espécie foi realizado com
biometria e morfometria e definiu, entdo, a existéncia de dois estoques de corvina para
costa sul-sudeste do Brasil. Trabalhos posteriores, ja usando marcadores moleculares
(aloenzimas e mtDNA) ndo foram capazes de definir a existéncia de mais de um
estoque. Contudo, mais recentemente, com a utilizacdo de marcadores moleculares mais
variaveis (microssatélites e EPIC) e amostragem mais extensiva (coletas realizadas entre
0 Rio de Janeiro e 0 Rio Grande do Sul, mas, também, uma populacdo do estado do
Pard) foi possivel demonstrar a existéncia de trés estoques de corvina muito bem
diferenciados: norte do Brasil (Pard), regides sudeste e inicio da regido sul e outro mais
ao sul. Estes resultados definiram que as pescarias desta espécie devem ser geridas com
acOes especificas para cada um dos trés estoques (Vasconcellos et al. 2015).

A existéncia de um estoque de M. furnieri na costa norte brasileira era esperado
devido a grande distancia geogréafica da populacdo do norte e das populagdes do sudeste
do Brasil (mais de 5000 km). Contudo, mais que isso, padrées semelhantes tém sido
encontrados para outras espécies sugerindo que o fluxo génico entre as populacdes de

peixes do norte e do sudeste do Brasil pode ser muito restrito. Um fator que pode
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explicar a diferenciacdo entre essas duas regides € a prevaléncia de correntes oceanicas
ao longo da costa atlantica da América do Sul. Por outro lado, a presenga de dois
estoques distintos entre as regides sudeste e sul do Brasil pode estar relacionada com a
influéncia da corrente quente do Brasil e da corrente fria das Malvinas, que formam a
convergéncia subtropical quando se encontram no sul do Brasil. Biélogos marinhos ja
haviam apontado a existéncia desses dois estoques que s foram reconhecidos pela
Genética Marinha recentemente. Este fato chama atencdo para o fato de que a
conservacao e o manejo dependem de um bom dialogo entre os diferentes campos de
conhecimento interessados nestes problemas.

Embora muitas vezes os marcadores moleculares sejam a escolha natural para
resolver problemas de delimitacdo de estoques, isto nem sempre € necessario. As vezes
apenas com marcadores de forma, como as técnicas de morfometria sdo suficientes para
resolver o problema. Por exemplo, estoques do carapau do mediterraneo, Trachurus
mediterraneus, foram estudados nos mares Negro, Marmara, Egeu e Mediterraneo
(Turan 2004). Os resultados sugeriram que as popula¢des poderiam estar estruturadas e,
mais que isso, apresentando um recrutamento local. Estes resultados foram suficientes
para que houvesse a indicacdo de uma gestdo independente para as diferentes areas, uma
vez que um esgotamento de qualquer dos estoques ndo poderia ser compensado pela
imigracdo, ao menos em velocidade rapida o suficientemente para evitar a extingéo.
Contudo, algumas vezes, para uma identificacdo confiavel de um estoque é necessaria
uma variedade de meétodos, ja que resultados contraditérios podem ser encontrados para
um par de métodos ou entre os resultados de um método e dados bioldgicos, culturais
etc. Na figura 1.35 é apresentado um esquema geral daquilo que foi apresentado aqui

sobre a aplicacdo da Genética Marinha a pesca.
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Figura 1.35. Esquema indicando a abordagem da Genética Marinha aplicada a pesca.
Detalhes de estudos nessa perspectiva estdo descritos no texto.

No Brasil, outro recurso pesqueiro importante € a espécie de mexilhdo Perna
perna que ocorre do Espirito Santo ao Rio Grande do Sul, fazendo parte do cardapio de
restaurantes através de todo pais (0o mexilhdo € exportado para as areas onde ndo ocorre)
(Kant de Lima & Pereira 1998). Além do que, sua exploracdo direta de bancos naturais
constitui um importante recurso alimentar e econémico para populagdes de baixa renda,
0S marisqueiros, que sobrevivem do seu consumo e comercializagdo. As atividades de
cultivo de Perna perna ainda sdo incipientes no Brasil, contudo, se desenvolvem
rapidamente como atestam as atividades de cultivo no Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa
Catarina. Em fungdo do desenvolvimento das atividades de cultivo do mexilhdo, a
contradicdo de interesses comeca a se instaurar entre a tradicional exploracdo de bancos
naturais e a moderna atividade de cultivo, principalmente no que diz respeito a obtengéo
de sementes. Este € um caso para 0 qual a genética pesqueira tem intersecdo com a

aquicultura, para qual as contribui¢es da Genética Marinha s@o expostas a segulir.
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1.6.7. Aquicultura

A aquicultura possui um importante papel na producdo de recusros alimentares
que em outro momento eram obtidos através da exploracdo das populacbes naturais
(Oliveira 2009). Esta atividade refere-se ao cultivo de diversos organismos aquéaticos
como plantas, moluscos, crustaceos e peixes, sendo que a intervencdo ou manejo do
processo de criacdo é imprescindivel para 0 aumento da producéo. A herancga de tracos
desejaveis na aquicultura tem sido a base para a criagdo, com programas concentrados
em selecionar os reprodutores com as caracteristicas mais convenientes. Estes
programas levaram a sistemas de aquicultura eficientes, produtivos e rentaveis. Neste
caso, a Genética Marinha tem desempenhado papel significativo no desenvolvimento de
estratégias que envolvem, principalmente e ndo obrigatériamente isoladas, o
melhoramento genético, a selecdo de matrizes e a manutencdo da qualidade dos
cultivos.

A base das estratégias de melhoramento genético de organismos marinhos é
mais ou menos semelhante aquelas utilizadas para os organismos terrestres. A diferenca,
neste caso, reside no fato de que os organismos marinhos tém niveis mais elevados de
variacao génica e, portanto, oferecem mais material para programas de selec¢éo artificial.
A selecdo de matrizes € um processo em que os individuos com fenétipos particulares
sdo identificados e usados como reprodutores para produzir descendentes com a
caracteristica desejada. Os programas de selecdo incluem a selecdo em massa e a
selecdo de familias. Na selecdo em massa, o desempenho de todos os individuos é
comparado e a selecdo € baseada no desempenho de cada um, desconsiderando a
filiagcdo. Na selecdo de familias, o desempenho medio das familias é comparado e
familias inteiras sdo selecionadas. Para garantir a eficacia de um programa de selecdo, a

herdabilidade da caracteristica em foco deve ser tdo grande quanto possivel.
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Muitas caracteristicas podem ser correlacionadas, positiva ou negativamente.
Por exemplo, a taxa de crescimento rapido é frequentemente correlacionada com uma
taxa de conversdo alimentar mais eficiente em algumas espécies. Desta forma, a selecao
para organismos de crescimento rapido também seleciona para organismos com uma
melhor taxa de conversdo alimentar. No entanto, se o0s tragos estdo correlacionados
negativamente, a selecdo para uma caracteristica pode afetar negativamente o outro. Por
exemplo, o crescimento rapido pode ser negativamente correlacionado com a
capacidade de reproducéo, de modo que a selecdo para os organismos de crescimento
rapido poderia reduzir a capacidade reprodutiva. Portanto, os programas de selecdo
devem ser cuidadosamente monitorados para determinar se ha alguma correlagéo entre
as caracteristicas e, portanto, evitar resultados indesejaveis.

Se a herdabilidade da caracteristica desejada é muito baixa, 0os métodos de
selecdo de caracteres fenotipicos ndo serdo uma boa opg¢do. Neste caso, programas de
selecdo artificial dependem de que variacdo génica seja grande, de modo a propiciar
combinacBes variadas de alelos. Uma estratégia para aumentar a variacdo génica e,
portanto, 0 nimero de combinacBes possiveis, € 0 cruzamento de organismos com
diferentes historias genéticas, um processo chamado de hibridizacdo. A hibridizacao
pode ser entre individuos de diferentes cepas, linhagens ou populagdes. Neste caso, ela é
chamada de hibridizacdo intraespecifica, uma vez que 0s pais sdo da mesma espécie.
Alternativamente, os pais podem ser de diferentes espécies. Neste caso, a hibridizacdo é
interespecifica. A estratégia de hibridizacdo é empirica, ou seja, é feita através de
tentativa e erro, ja que os hibridos podem, ou ndo, ter caracteristicas desejaveis.
Contudo, hibridos apresentam, obrigatoriamente, mais variacdo génica que 0s pais e
isso, por si sO, é uma coisa desejavel em programas de aquicultura, inclusive por que

alguns estudos tém demonstrado uma correlagcdo entre heterozigosidade (uma das
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medidas de variagdo génica, ver 1.4.1. Variacdo Intrapopulacional) e caracteristicas
importantes para aquicultura de organismos marinhos.

A heterozigosidade é estimada em organismos de cultivo usando-se marcadores
moleculares (aloenzimas, mtDNA, nDNA). No caso das estimativas de heterozigosidade
baseadas em aloenzimas, existem dois grupos de hipoteses para explicar a correlagdo
entre heterozigosidade e melhor desempenho dos organismos. No primeiro caso, é
apontado um envolvimento direto das aloenzimas no fendmeno. Assim, a correlagéo
positiva entre heterozigosidade e componentes da adaptacao estaria relacionada a maior
eficiéncia média do metabolismo basal nos individuos mais heterozigotos (Garton et al.
1985; Zouros & Mallet 1989; Zouros & Pogson 1994). A energia poupada por
individuos mais heterozigotos seria entdo desviada para fun¢des como crescimento e
reproducdo. O outro grupo de hipdteses, conhecido como sobredominancia associada,
assume que as aloenzimas sdo apenas marcadores da heterozigosidade gendmica dos
organismos, ou seja, a homozigosidade a nivel aloenzimico estaria em desequilibrio de
ligagdo com a homozigosidade para genes deletérios a nivel gendmico. Resultados
experimentais para correlagcdo entre heterozigosidade e taxa de crescimento ndo séo
conclusivos, mostrando correlagdes que variam do positivo ao negativo, as vezes para a
mesma espécie, como é o caso do mexilhdo Mytilus edulis que, em quatro estudos,
apresentou correlagdo positiva entre heterozigosidade e taxa de crescimento em dois
deles, sendo que nos demais esta correlagdo ndo estava presente ou era negativa
(Gaffney 1990). Estudos com o bivalve Placopecten magellanicus, usando marcadores
moleculares de DNA nuclear (microsatelites e RFLP), ndo foram capazes de encontrar
correlagBes positivas entre heterozigosidade ao nivel de DNA e taxa de crescimento, o
que é uma evidéncia contra a hipotese da sobredominancia associada (Volckaert &

Zouros 1989).
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Apesar da correlacdo entre heterozigosidade e produtividade ser contenciosa, a
perda de variagdo génica ndo € desejavel para as populacGes cultivadas. A atividade de
aquicultura produz, quase que invariavelmente, uma perda de variagdo génica dos
estoques cultivados, o que pode ser observado em estudos com salmdes (Salmo salar e
S. truta), camardes (Penaeus japonicus) e bivalves (Mercenaria mercenaria e
Crassostrea gigas). Este fendmeno ocorre, geralmente, porque o tamanho efetivo de
populacdo (ver Quadro 1.23) envolvido em cultivos é muito menor que o aparente
namero de progenitores. Isto porque, o tamanho efetivo de populacdo depende
fortemente de fatores como a proporcdo de machos e fémeas no estoque original e do
endocruzamento ao longo das geragdes. Como consequéncia da mudanca de
composi¢do genética de estoques cultivados, o repovoamento de estoques naturais com
estoques cultivados ou o escape acidental destes estoques para natureza pode ter
consequéncias dramaticas para as populagdes naturais. Entre os possiveis efeitos podem
ser citados: a quebra de conjuntos génicos coadaptados e a perda de alelos exclusivos
devido a introgressdo ou hibridizacdo entre os estoques natural e cultivado. Do mesmo
modo, o estabelecimento de competicdo entre 0s estoques pode determinar a completa
extincdo de populacdes locais. Grandes fugas de estoques cultivados de salmdes (Salmo
salar) na Noruega, por exemplo, revelaram que a composi¢cdo genética das populacdes
atuais reflete, quase que exclusivamente, o padréo dos estoques cultivados. Alelos raros
da populacdo natural foram perdidos, bem como 0s seus genotipos caracteristicos
encontram-se hoje em frequéncias muito baixas nas populagdes.

A figura 1.36 resume a utilizagdo da Genética Marinha no desenvolvimento de

estratégias para aquicultura.
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Figura 1.36. Esquema indicando a utilizacdo da Genética Marinha Marinha no
desenvolvimento de estratégias para aquicultura.

1.6.8. Bioinvasao

As invasdes bioldgicas ou bioinvasfes sdo a chegada, estabelecimento e
subsequente difusdo de espécies ndo nativas em comunidades naturais nas quais elas
ndo existiam. Elas podem ser de dois tipos: expansdes e introdugdes. As expansdes
consistem na dispersdo natural dos organismos. As introdugdes, por outro lado, ocorrem
quando as espécies sdo transportadas por atividades humanas (intencionalmente ou nao)
para um local onde ndo ocorriam. Devido ao aumento do comércio e do transporte
global durante as Ultimas décadas, varias regiGes tém sido invadidas por novas espécies
(Carlton 1987; Schormann et al. 1990; Geller 1999; Holland 2000; 2001; Silva 2001a;
2004; 2012; Barnes 2002; Lee 2002; Roman & Darling 2007; Prentis et al. 2008; Duarte
& Silva 2016; Pierri et al. 2016).

Na literatura sobre o assunto sdo encontrados termos como espécies exaticas
estabelecidas e/ou naturalizadas ou invasoras. Quando uma espécie é detectada de forma
recorrente em um ambiente fora da sua area de distribuicdo normal, apresentando
indicios de aumento populacional, diz-se que esta espécie estd estabelecida ou

naturalizada (termos que podem ser considerados sindnimos). Uma espécie naturalizada
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pode permanecer estavel, com uma pequena populacdo, durante um tempo variavel até
que algum fenémeno natural ou de origem antropogénica facilite o aumento da sua
distribuicdo. Ao apresentar abundancia e/ou dispersdo geografica capaz de interferir na
sobrevivéncia de outros organismos numa determinada area ou ampla regido geogréfica,
a espécie passa a ser considerada invasora, podendo ser enquadrada, ainda, na categoria
atual ou potencial (Figura 1.37).

Um fato notavel a respeito das espécies invasoras € que elas ndo compartilham
um passado evolutivo com a comunidade invadida e isso faz das invasdes biolégicas um
modelo interessante para compreensdo dos processos que atuam na evolugdo dessas
espécies e suas populacdes. As espécies invasoras estdo sujeitas a, pelo menos, cinco
tipos de mudangas evolutivas: bottleneck, hibridizacdo, rearranjos genémicos,

modificagdo do genoma induzida pelo estresse e efeito de determinados genes.

Expansio _» | Extingao
dispersao natural Mortalidade
da espécie
Estabelecida /
Naturalizada -
Introdugao Evento
transporte da facilitador
e }
g el ™S pvasora - Climax

O acaso é a explicacdo causal da chegada, expanséao ou extingdo da espécie no novo ambiente

Figura 1.37. Algumas categorias definidas para as espécies exoticas, ilustrando
gradiente crescente do potencial de invasdo e a explicacdo causal da chegada, expanséo
ou exting¢do da espécie no novo ambiente.

A chegada acidental de um ou poucos individuos de uma espécie em um novo
ambiente, € um exemplo extremo de deriva genética chamado de bottleneck (também
conhecido como efeito fundador). Neste caso, como poucos individuos estdo chegando

ao novo ambiente, deduz-se que apenas uma pequena propor¢cdo de todos os alelos
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presentes na populacdo original estara disponivel no novo ambiente, reduzindo, desta
forma, a capacidade de adaptacéo desta populacdo que estd chegando. Da mesma forma,
como esta nova populagdo possui apenas uma amostra do conjunto de alelos da
populacédo original, pode-se imaginar que ela serd, também, diferente da sua populagéo-
mée (Figura 1.38).

Nas circunténcias especiais da bioinvasdo, outra mudanca evolutiva a que estao
sujeitas as espécies invasoras € a hibridizacdo. Neste caso, ela consiste no cruzamento
entre espécies de bioinvasores com espécies nativas ou com outras espécies invasoras.
A hibridizacdo, entre espécies ou entre populacfes da mesma espécie (dos bioinvasores
com espécies nativas ou com outras espécies invasoras) pode reduzir a perda de
variacdo génica associada ao bottleneck, produzindo uma gama de novos genotipos
importantes a adaptacdo da espécie invasora ao novo ambiente. Os efeitos positivos da
hibridizacdo ao processo de bioinvasdo incluem crescimento mais rapido, maior
tamanho dos hibridos e um aumento da agressividade, tornando-se uma alternativa as
mudangas lentas envolvidas no processo de adaptacao.

Outro tipo de fendbmeno que pode determinar a adaptacdo rapida das populacGes
invasoras sdo 0s varios tipos de rearranjos que ocorrem no genoma dos organismos,
como poliploidia e a alopoliploidia. Poliploides podem ofertar novos gendétipos a acao
da selecdo natural e, portanto, permitir a adaptacdo, em curto prazo, da populagéo
invasora. E reconhecida, também, a importancia de certas inversdes cromossémicas na
adaptacdo das espécies invasoras. Uma forca importante na determinagdo dos rearranjos
gendmicos podem ser 0s transponsons, que podem se inserir em diferentes posi¢Ges no
genoma causando um processo de liga/desliga nos genes. A exposi¢do as condicdes
bidticas e abidticas do novo ambiente pode, também, causar uma instabilidade no

genoma, nesse caso, mediada pelo estresse ambiental. Tem sido demonstrado que
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elevadas exposi¢cdes aos raios ultravioletas, patdgenos, bem como estresse abiotico
produzem instabilidade do genoma, com o aumento da taxa de recombinacdo homologa,
ativagdo de transponsonse mutacdes. Embora alteracdes ao acaso do genoma mediadas
pelo estresse ambiental sejam, na grande maioria das vezes, deletérias, variacOes
génicas benéficas associadas as pressdes de selecdo natural produzem adaptacdo. Como
pode ser percebido, a Genética Marinha é uma teoria importante para entender as

mudangas evolutivas envolvidas no processo de bioinvasao.

Bottleneck
Populagao Invasora 1
' .Populagéo Invasora 2

Populagao Geografica Natural .
Popula¢ao Invasora 3

Figura 1.38. Representacdo grafica de bottlenecks (efeito gargalo) na formacdo de
populacgdes invasoras.

A introducdo de organismos exoticos pode ter consequéncias irreversiveis e
devastadoras para 0s ecossistemas naturais, afetando tanto a biodiversidade quanto as
atividades econémicas. Neste contexto, a Genética Marinha se constitui, também, numa
ferramenta atil para controlar o processo global de bioinvasdes. As abordagens da
Genética Marinha, nesse caso, envolvem a busca e 0 uso de marcadores moleculares e
sua interpretacdo usando a fundamentacdo tedrica da genética de populacdes para
identificacdo de espécies (distinguindo as espécies invasoras das nativas) e da origem

das populagdes invasoras, bem como acompanhar a dinamica dos processos de invasao.
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No caso da identificacdo de espécies, a técnica de PCR tem permitido, por
exemplo, a identificacdo de ovos, larvas e jovens no plancton. Este tipo de abordagem é
extremamente Util quando é preciso identificar as espécies invasoras nas fases mais
iniciais do desenvolvimento larval, como é o caso das bioinvasGes mediadas pela agua
de lastro. Outro exemplo € aquele das recentes investigagdes genéticas sobre os
mexilhdes da costa sul da Califérnia e da Baia de Monterey. O mexilhdo Mytilus
galloprovincialis era considerado a espécie mais abundante naquela regido. Contudo, ao
sequenciar uma regido do gene do RNA ribossomal 16S de mexilhdes do século XIX,
mantidos em colecOes, foi possivel demonstrar que estes mexilhGes eram da espécie
Mytilus trossulus, hoje rara nesta regido. Estes dados levaram a concluséo de que o
declinio das populagdes de M. trossulus no sul da Califérnia e Baia de Monterey foi
devido, provavelmente, a chegada do mexilhdo europeu M. galloprovincialis, a partir de
1870. O declinio das populacbes nativas de M. trossulus nao foi percebido devido a
presenca da espécie criptica bioinvasora (Heath et al. 1995).

No caso da origem das populagdes invasoras, esta pode ser inferida a partir do
calculo de indices de identidade génica entre populacBes de varios possiveis pontos de
origem e a populacdo invasora em questdo (ver 1.4.2.3. Relacbes genéticas). As
identidades génicas sdo calculadas par a par, neste caso, o par: populacdo invasora-
possivel populacéo de origem que apresentar o maior valor de identidade génica estara
indicando, possivelmente, a origem geografica da bioinvasdo. ldentidades genéticas
podem ser calculadas com base em dados de marcadores moleculares de aloenzimas,
MtDNA e nDNA.

No Brasil, a Genética Marinha foi utilizada para estudos com Isognomon
bicolor, um bivalve marinho pertencente a familia Isognomonidae e endémico do mar

do Caribe (Lopes et al. 2014). Esta espécie esta presente no litoral brasileiro desde
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meados da década de 1980, quando foi registrado em Atol das Rocas (Natal, RN).
Atualmente, este bivalve esta presente em grande parte da costa brasileira, incluindo as
regides Nordeste (RN, PE e BA), Sudeste (SP e RJ) e Sul (PR e SC). Foi realizado um
estudo sobre padrdo variagdo temporal dos niveis de variacdo génica desta espécie de
bivalve invasor na Praia de Itaipu (Niter6i, Rio de Janeiro). Os resultados revelaram
consideraveis niveis de heterozigosidade em todos os anos estudados (2005, 2009 e
2013). De certa forma, estes resultados foram surpreendentes, uma vez que se esperava
que as populagdes invasoras tivessem sofrido bottleneck e, portanto, apresentassem
niveis de variacdo génica (heterozigosidade, nimero de alelos etc.) baixos. Contudo,
altos niveis de variacdo génica em bioinvasores podem ser explicados como
consequéncia do efeito Wahlund (ver 1.4.2.2. Modelos).

Uma marca que o efeito Wahlund deixa nas popula¢des € um grande nimero de
loci com desvios significativos do esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg. Numa
populacdo que é o resultado da mistura de grupos geneticamente distintos, as
frequéncias dos alelos sdo diferenciadas, portanto, o equilibrio de Hardy-Weinberg s6
pode ser alcancado depois de varias geracfes de cruzamentos ao acaso. Antes que isto
aconteca, muitas das combinacOes esperadas de alelos ndo serdo encontradas na
populagdo misturada. Contudo, no estudo com Isognomon bicolor apenas dois loci
apresentaram desvios significativos ao equilibrio de Hardy-Weinberg. A estabilidade
temporal dos niveis de variacdo génica desta espécie na Praia de Itaipu pode ser uma
indicacdo de que esta populacdo tenha atingido a fase do processo evolutivo da
bioinvasdo conhecida como “climax” (ampla distribui¢do geografica e¢ grandes
densidades). Assim, em um primeiro momento, o efeito Wahlund pode ter contribuido
para que a populacdo de Itaipu respondesse as pressdes ecoldgicas no sentido contrario

a reducdo populacional e a extingdo. Em um segundo momento, esta populacédo
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amadureceu para o “climax” alcangando o equilibrio de Hardy-Weinberg para maioria
dos loci. Nesta fase, populacfes invasoras tornaram-se dominantes ou extremamente

conspicuas, ou seja, podem ser consideradas naturalizadas.

1.6.9. Conservagao

A diversidade bioldgica estd sendo rapidamente esgotada como consequéncia
direta ou indireta das agdes humanas (poluigdo, extincdo de habitat, sobrepesca,
bioinvasdes etc). Um nimero desconhecido, porém grande, de espécies ja esta extinto,
enquanto muitas outras tém tido seus tamanhos de populagdo reduzidos a niveis
preocupantes e que as colocam em risco. Uma conseqliéncia imediata destas
circunstancias é que, hoje, muitas espécies ja dependem da intervencdo humana para
garantir a sua sobrevivéncia. No ambiente marinho esta situacdo ndo é diferente e afeta,
principalmente, aquelas espécies que vivem na zona costeira (e, portanto, mais sujeitas
aos impactos das atividades humanas) ou que sdo exploradas comercialmente (espécies
pescadas e ornamentais, por exemplo). Vérias das aplicacGes da Genética Marinha
discutidas até aqui tém relevancia direta para os esforcos de conservacdo da
biodiversidade marinha. Por exemplo, as teorias sobre a origem e natureza da variagao
génica, os estudos de estrutura de populaces, a identificacdo de espécies cripticas, a
definicdo de estoques pesqueiros, a identificacdo e acompanhamento de bioinvasoes etc
(Frankham 1995; Menezes & Parulekar 1998; Amos & Balmford 2001; Hedrick 2001;
Solé-Cava 2001; Faleiro 2007; Solé-Cava & Cunha 2012).

De uma maneira geral, as espécies sdo unidades dinamicas e, portanto, capazes
de absorver e incorporar, até certo limite, as mudancas ambientais. Ou seja, a
biodiversidade abrange certo grau de resiliéncia que lhe permite existir no espaco e no

tempo. A Geneética Marinha aplicada a conservacdo busca compreender como 0S
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pardmetros genéticos das populacdes estdo relacionados com esta resiliéncia e, a partir
disso, usa-los como informacdo de base para tomada de decisdes. Por exemplo, dados
como niveis de heterozigosidade estdo diretamente relacionados com a historia
evolutiva das espécies (ver Quadro 1.30) e esta informacdo foi usada no caso dos
elefantes marinhos das espécies Mirounga angustirostris (da costa do Pacifico da
América do Norte) e Mirounga leonina (do sul da Argentina) (Bonnel & Selander 1974;
Slade et al. 1998). A espécie M. angustirostris foi fortemente cagada no século X1X nos
Estados Unidos, de modo que, no final daquele século, a espécie foi considerada extinta.
No entanto, a partir de uma pequena col6nia, de cerca de 50 casais, que habitava uma
ilha desconhecida dos cacadores, as populagdes desse elefante marinho puderam se
reproduzir e desenvolver, de modo que, no final do século XX, j& chegavam a mais de
30.000 individuos. A despeito do grande nimero de individuos, um estudo genético da
espécie revelou uma baixissima heterozigosidade (H < 0,2%) quando comparada, por
exemplo, com os elefantes marinhos da Argentina (H = 10%), que nunca haviam sofrido
reducdes populacionais devido a caga.

Uma atividade importante quando se esta lidando com espécies ameacadas € a
determinacdo do sexo dos animais, isto por que esta informacdo é fundamental quando
se pretende, por exemplo, formar pares para reproducdo em cativeiro ou entender a
estrutura familiar de uma espécie na natureza. Em animais com pouco dimorfismo
sexual externo (como, por exemplo, em golfinhos) essa determinacdo do sexo sem
producdo de estresse desnecessario pode ser dificil. A Genética Marinha pode ajudar na
solucdo desse problema a partir da analise de genes que se situam nos cromossomos
sexuais. No Brasil, esse procedimento foi usado com sucesso para determinar 0 sexo de

Sotalia guianensis (Cunha & Sole-Cava 2007).
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Quadro 1.30. Previsbes teodricas da hipdtese neutralista sobre os valores de
heterozigosidade em populagdes naturais.

Segundo os neutralistas existe uma relacédo direta entre tamanho efetivo de populacéo e
heterozigosidade. Isto porque em populacfes grandes a variacdo que estd entrando por
taxa mutacdo demora a se perder por efeito de deriva, que é pequena em populagdes
grandes. Por outro lado, como em populagdes pequenas o efeito de deriva € elevado, as
mutagdes que entram se perdem rapidamente (ver Figura 1.4 se¢do 1.2.1.3. Controvérsias
evolutivas). Assim, heterozigosidades altas sdo esperadas em populac6es grandes e baixas
heterozigosidade em populacdes pequenas. Esta relacdo entre heterozigosidade e tamanho
efetivo de populacéo pode ser estimada facilmente por meio de uma férmula simples (ver
Quadro 1.23 em 1.6.1. Variacao Génica). Desta forma, para uma dada taxa de mutagao, é
possivel construir uma curva tedrica que representa a distribuicdo esperada da variacao
génica (medida como heterozigosidade) em funcio dos Ne’s, como pode ser observado
abaixo no grafico.

>

Ne

Esta é a teoria que serve como base para o uso dos dados de Genética Marinha nas
intervencdes de manejo de populagcbes de tamanho pequeno usando dados de
heterozigosidade.

A Genética Marinha pode ter um papel importante, também, na conservacgao dos
ambientes marinhos. Por exemplo, foi demonstrado, recentemente, a partir do
sequenciamento de DNA mitocondrial e nuclear, que as espécies de corais dos recifes
do Brasil e do Caribe formam, ao contrério do que se pensava, um grupo evolutivo

original e bem diferenciado dos recifes do Oceano Pacifico. Desta forma, no caso de
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politicas de conservacao, a regido dos recifes de corais do Atlantico, incluindo o Brasil,
passa a ser tdo importante quanto a do Oceano Pacifico.

A cria¢do, manutencdo e manejo de areas marinhas protegidas é outro exemplo
da utilizacdo da Genética Marinha para o problema da conservacao. O pressuposto para
criacdo e manutencao dessas areas € aquele de que este tipo de unidade de conservagdo
é capaz de aumentar, estabilizar e preservar 0s ecossistemas marinhos, ndo sé na regiao
das reservas como, também, para além dos seus limites. Portanto, um dado importante
para entender o funcionamento e a dindmica dessas areas € o quanto populacdes
espalhadas ao longo da faixa de distribuicdo de uma espécie estdo ligadas por meio do
movimento de larvas, recrutas, juvenis ou adultos, ou seja, o0 seu nivel de conectividade
(Palumbi 2001). Nestes casos, contudo, é importante se ter em mende que a utilizagdo
dos dados da Genética Marinha deve ser feita com cuidado, uma vez que eles sdo mais
bem interpretados em uma escala evolutiva do que em uma escala ecoldgica (ver 1.4.2.
Variacao Interpopulacional).

Para além da biologia pura e simples, os dados de conectividade do ambiente
marinho podem ser importantes, também, para problematicas sociais relacionadas com
alguns tipos de areas marinhas protegidas. Este € o caso, por exemplo, das unidades de
conservacao conhecidas como Reservas Extrativistas (Resex). A principal diferenca das
Resex em relacdo a outras como, por exemplo, 0s “Santuarios Ecologicos” é que, nas
primeiras, as populagdes humanas sdo consideradas como um componente do
ecossistema e, portanto, as suas regras de gestdo sdo feitas “pela” propria comunidade e
ndo “para” a comunidade. Antropologos tém relatado que, nas Resex, a definicdo dos
recursos naturais como ‘locais’ € um importante componente na problematica da

identidade social de uma Reserva extrativista marinha. Ou seja, os recursos “locais” sdo
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aqueles para os quais se tem uma representacdo tradicional sobre sua ocorréncia e
abundancia e, portanto, re-afirmam a identidade local de certas comunidades.

Em Arraial do Cabo, no estado do Rio de Janeiro, foi criada, em 1997, uma
Resex. A discussao identitaria nesta reserva incluiu varios atores sociais, entre eles 0s
marisqueiros, que tentavam incorporar seus interesses na gestdo da reserva. Contudo,
muita discussdo se dava quanto a natureza do recurso natural por eles explorado, o
mexilhdo Perna perna. Tanto assim que, hoje, em Arraial do Cabo, 0s marisqueiros
estédo organizados na ACRIMAC (Associacdo dos Coletores e Criadores de Mariscos de
Arraial do Cabo), diferente da AREMAC (Associacdo da Reserva Extrativista Marinha
de Arraial do Cabo). Um estudo sobre a natureza do recrutamento deste mexilh&o nos
costdes de Arraial do Cabo demonstrou que as larvas da espécie ao invés de serem
aparentadas com os adultos do local (o que caracterizaria um recrutamento local), eram
distantes genéticamente deles e entre si também (caracterizando um recrutamento
cadtico). Um resultado interessante no desenvolvimento das discussdes identitarias na
Resex Mar de Arraial do Cabo.

Ainda com relacdo ao mexilhdo Perna perna, ele é fonte relevante de renda para
familias que, no Brasil, realizam tanto a seu extrativismo quanto o seu cultivo. Contudo,
atualmente vem sendo discutida a hipdtese de que ele seria uma espécie exotica do
litoral do Brasil, tendo sido introduzida no pais ha pouco mais de 400 anos, devido ao
trafego de navios negreiros oriundos do continente africano. Esta hipotese é baseada,
fundamentalmente, em dados de zooarqueologia que ndo revelam a presenca desta
especie em sambaquis tdo antigos quanto 1.000-8.000 anos A.P. Esta discussdo foi
responsavel pela proibicdo do cultivo da espécie em alguns estados do pais. Nesse
contexto, a Genética Marinha tem se envolvido em um esforgo colaborativo com outras

disciplinas como a arqueologia, biologia molecular, fisica e biogeografia, entre outras
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(Souza et al. 2003; 2004; 2009; Silva & Souza 2004; Weber & Silva 2008; Fernandes et
al. 2011). Contudo, neste caso, a contenda ndo estd ainda resolvida. Ah! Fala-se de
2016.

Outra aplicacdo da Genética Marinha para conservagdo das espécies esta
relacionada ao controle da pesca ilegal. Algumas espécies que estdo ameacadas de
extincdo sdo protegidas por lei, no entanto, ainda assim, sdo pescadas de forma
irregular. Para esconder o delito, os contraventores processam a carne das espécies
protegidas para dificultar a sua identificacdo pelas autoridades fiscalizadoras. Esta é, por
exemplo, a situacdo da caca realizada sobre a maior parte das espécies de baleias e que é
proibida por lei. Contudo, como algumas espécies podem, ainda, ser cagadas, como a
baleia Minke, que é considerada abundante, os baleeiros (embarcagdes especializadas na
caca de baleias) que cagcam a Minke matam, também, outras espécies que tem a caca
proibida. Conhecimento das sequéncias de diferentes espécies da baleias permitiram
que, no Japdo, filés apreendidos pudessem ter as suas espécies de origem identicadas e,
o infratores, punidos.

A mesma estratégia foi usada no Canada com relacdo a pesca de vieiras. As
vieiras Placopecten magellanicus (espécie maior) e Chlamys islandica (espécie menor)
sdo moluscos bivalves comercialmente importantes e tém a sua pesca regulada pelo
tamanho dos individuos (Kenchington et al. 1993). Contudo, ap6s 0 processamento
realizado dentro das embarcagdes, o contole fica dificil. Masculos adutores destas duas
especies foram analisadas atraveés de trés técnicas (aloenzimas, sequenciamento e
RFLP) com o objetivo de definir marcadores genéticos especificos para as duas
especies. Os resultados evidenciaram que todas as trés técnicas podem ser utilizadas de
modo efetivo nos programas de fiscalizagdo da pesca de vieiras. Os resultados de

eletroforese de aloenzimas evidenciaram dois loci diagnosticos (ver 1.6.3. Sistematica e
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Taxonomia). Os resultados de sequenciamento do gene 18S rRNA mostrou 15
diferengas de nucleotideos (em mais ou menos 1815 pares de base). Com rela¢do ao
RFLP, a digestdo com a enzima de restricdo Xho | evidenciou que a espécie
Placopecten apresentava um padrdo de duas bandas e, a espécie Chlamys, trés (ver

4.3.6.3. RFLP).

1.6.10. Biogeografia

Os estudos em biogeografia marinha s&o, essencialmente, descritivos e
comparativos e, na sua fase atual, encontram-se, muito ainda, preocupados em
caracterizar padroes de distribuicdo geogréfica e delimitar unidades biogeograficas. As
unidades biogeogréficas sdo definidas pelo nivel de endemismo e descontinuidades de
habitat reconhecidos. Por exemplo, uma provincia biogeogréfica é, geralmente, definida
por um nivel de endemismo de 10%. Outros tipos de unidades biogeograficas sdo as
regides e os centros de endemismo (Briggs 2006; Floeter et al. 2009; Pelc et al. 2009;
Miranda & Marques 2011; Miller et al. 2013).

A preocupacdo da biogeografia marinha em definir unidades biogeogréficas
advém, em grande parte, do fato de que o ambiente marinho € percebido como
homogéneo e os taxa marinhos como bons dispersores. Como ja foi visto neste capitulo,
as coisas ndo sdo bem assim. Em muitas regides do mundo foram identificados limites
importantes a distribuicdo das comunidades marinhas como as correntes oceanicas,
gradientes térmicos e descontinuidades de habitat. Mais que isso, a extensdo destes
limites é influenciada, também, por fatores como tragos da historia de vida e ecologia
das espécies.

De um modo geral, os processos envolvidos na determinacdo dos padrdes de

distribuicdo espacial dos taxa marinhos podem ser recentes ou historicos. Os processos
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recentes sdo, geralmente, de ordem ecolégica como, por exemplo, temperatura,
salinidade, disponibilidade de alimento e sedimentos e afetam, principalmente, o nivel
infra-especifico, ou seja, como se estruturam as popula¢des dentro de uma espécie.
Exemplos de como a Genética Marinha pode auxiliar a entender estes padrdes foram
descritos em 1.6.2. Estruturacdo. A escala de tempo, nestes casos, é curta e a
biogeografia preocupada com estes padrGes e processos € chamada de biogeografia
ecoldgica.

Nos casos nos quais os padrdes de distribuicdo dos taxa sdo deteminados por
processos de grande escala temporal, a biogeografia € chamada histérica. Os niveis
estudados séo, entdo, supraespecificos (espécies diferentes, géneros, familia etc.) e os
principais processos sdo de ordem evolutiva (especiacdo, extingdo, irradiacdo) e
geoldgica (tectbnica de placas). Tanto no caso da biogeografia ecoldgica quanto da
biogeografia historica, os dois grandes modelos explicativos dos padrdes biogeogréficos
séo a dispersao e a vicariancia.

Se, como ja foi dito, a biogeografia marinha ¢, fundamentalmente, uma ciéncia
descritiva e comparativa, o auxilio da Genética Marinha tem possibilitado a ela que os
seus modelos explicativos sejam testados experimentalmente. Por exemplo, no caso da
dispersdo, a espécie Donax deltoides foi usada para testar a influéncia de correntes
oceénicas no sudeste da Australia. Esta especie € um molusco que possui um grande
potencial de disperssdo por meio das suas larvas planctotroficas. Além disso, ndo possuli
restricoes de habitat na regido, sendo, por isso, um bom modelo para entender a
influéncia das correntes na sua dispersdo naquela regido. Foram analisadas as
frequéncias alélicas de dez loci polimdrficos de microsatélites e sequencias de mtDNA
em 11 localidades de uma regido de convergéncia de correntes. Os dados de mtDNA

ndo forneceram nenhuma evidéncia de estruturacdo genética, de acordo com a
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expectativa de grande dispersdo da espécie mediada pelas correntes. Do mesmo modo,
os resultados de microsatélite indicaram uma estrutura genética consistente com as
principais correntes oceanicas da regido, evidenciando que elas sdo o fator mais
influente no padrédo de distribuicéo das populagdes D. deltoides no sudeste da Austrélia.

A biogeografia marinha tem se beneficiado também dos estudos de
filogeografia. Quebras filogeograficas podem refletir impedimentos histéricos ou atuais
ao fluxo génico. A congruéncia destas quebras em vérias espécies fornece uma visao
historica evolutiva da conectividade genética entre as populagdes. Contudo, examinar a
concordancia de quebras filogeogréficos ndo € simples, pois as escalas de amostragem
variam em estudos de genética de populagbes e os organismos utilizados possuem
diferentes historias de vida. A acumulacdo de dados de marcadores moleculares
(aloenzimas, microsatélites, mtDNA) tem comecado a revelar alguns padrBes
interessantes como, por exemplo, de que a estrutura filogeogréafica em espécies com
larvas plancténicas parece refletir padrGes oceanograficos contemporaneos, enquanto
em espécies com dispersao restrita, a estrutura parece refletir processos historicos.

Um estudo com Pleurobranchomorpha que séo lesmas do mar e representam um
clado de gastrépodos marinhos distribuidos por todo o mundo teve a sua biogeografia
investigada em escala global (Gobbeler & Klussmann-Kolb 2010). As espécies deste
clado apresentam uma morfologia bastante homogénea e com varios caracteres
diagndsticos. Contudo, sua filogenia ndo € bem estabelecida, o que deixa mal resolvidos
muitos aspectos da sua biogeografia. Por exemplo, na dltima classificacdo realizada
para o clado, ficou definido que ele é constituido de uma uUnica superfamilia
(Pleurobranchoidea) com uma unica familia (Pleurobranchidae). Esta familia é dividida
em duas subfamilias. A primeira subfamilia Pleurobranchaeinae compreende trés

géneros: Pleurobranchaea, Euselenops e Pleurobranchella. A segunda subfamilia
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Pleurobranchinae é dividida em trés tribos: Pleurobranchini, Berthellini e
Bathyberthellini. A tribo Pleurobranchini é constituida pelo género Pleurobranchus (o
mais diverso de Pleurobranchomorpha). A tribo Berthellini compreende os géneros
Berthella, Berthellina, Pleurehdera e Tomthompsonia. Por fim, a tribo Bathyberthellini
inclui os géneros Bathyberthella e Boreoberthella (ver a figura 1.39 que apresenta uma

estruturacdo taxondmica dos taxa que foram referidos neste paragrafo).

Reino: Animalia
Filo: Mollusca
Classe: Gastropoda
Clado: Heterobranchia
Clado: Euthyneura
Clado: Nudipleura
Clado: Pleurobranchomorpha
Superfamilia: Pleurobranchoidea
Familia: Pleurobranchidae
Subfamilia: Pleurobranchaeinae
Género: Pleurobranchaea
Género: Euselenops
Género: Pleurobranchella
Subfamilia: Pleurobranchinae
Tribo: Pleurobranchini
Género: Pleurobranchus
Tribo: Berthellini
Género: Berthella
Género: Berthellina
Género: Pleurehdera
Género:Tomthompsohia
Tribo: Bathyberthellini
Género: Bathyberthella
Género: Boreoberthella

Figura 1.39. Estruturacdo taxondmica dos taxa de Pleurobranchomorpha. Os sete
géneros que foram amostrados no trabalho descrito sdo: Pleurobranchaea, Euselenops,
Pleurobranchus, Berthella, Berthellina, Tomthompsonia e Bathyberthella.
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Para entender a origem geografica do clado Pleurobranchomorpha foram
realizados estudos com quatro marcadores moleculares (os loci 18S rDNA, 28S rDNA,
16S rDNA e COI) que foram amplificados em reacfes de PCR e, depois, sequenciados.
Foram 36 taxa estudados que correspondiam a 17 espécies de Pleurobranchomorpha
(abrangendo sete dos dez géneros descritos), 16 espécies representantes de todos 0s
principais subgrupos da Ordem Opisthobranchia, duas espécies do clado Heterobranchia
e Littorina littorea como grupo de fora.

As analises filogenéticas apontaram para monofilia de Pleurobranchomorpha,
entretanto, ndo para os principais subgrupos Pleurobranchaeinae e Pleurobranchinae.
Mais interessantes que tudo, as andlises indicaram uma origem antartica para
Pleurobranchinae. As estimativas de tempos de divergéncia, baseadas no reldgio
molecular, indicaram que o clado Pleurobranchomorpha é muito antigo, enguanto
Pleurobranchinae divergiu no inicio do Oligoceno e depois sofreu uma rapida radiacédo
durante Oligoceno e inicio do Mioceno. Nesta irradiacdo, Tomthompsonia divergiu e
saiu da Antartica. Esta interpretacdo dos dados da filogenia molecular coincide com
dois grandes eventos geologicos: i) inicio da glaciacdo na Antartica e ii) abertura da
passagem de Drake que permitiu a formacdo da Corrente Circumpolar Antartica (ACC).
Estas mudancas subitas e dramaticas de clima levaram ou a migracdo posterior do
ultimo ancestral comum dos Pleurobranchinae restantes para regides mais guentes,
engquanto a ACC pode ter contribuido para a dispersdo das larvas da espécie para o
Atlantico Oriental. Na figura 1.40 este cendrio biogeografico esta representado. Como
pode ser percebido a Genética Marinha oferece um ““auxilio luxuoso” aos estudos da

biogeografia marinha.
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* Inicio da glaciagdo na Antartica
MilhSes de Era Periodo Epoca
anos P
65 Paleoceno
Divergéncia de
* Pleurobranchinae
55 Paleogeno Eoceno
36 Oligoceno
—
23 Canoziica Mioceno =
- Abertura da passagem de Drake
que permitiu a formagdo da
9 Corrente Circumpolar Antartica
5 Plioceno
Neogeno
2 Pleistoceno
Radiagdo de Pleurobranchinae
(Tomthompsonia saiu da
0,01 Holoceno Antartica)
4 ->

Figura 1.40. Tempos geoldgicos com indicacdo dos periodos de divergéncia e radiacao
de Pleurobranchinae.

1.6.11. Microbiologia

A microbiologia é o ramo da biologia que estuda os microrganismos em sentido
amplo, incluindo virus, bactérias, archaea e eucariontes unicelulares. Nos oceanos, para
além da biodiversidade discutida até aqui, existe uma vasta vida microscopica. Estudos
de filogenia estimaram que a diversidade microbiana no mar pode variar desde centenas
até milhares de espécies diferentes por mililitro de agua. Mais do que a sua diversidade,
a vida microbiana é essencial em praticamente todos 0s processos biogeoquimicos e,
dessa forma, tem um impacto direto no clima e na vida macroscépica da Terra (DeLong
& Karl 2005; Heidelberg et al. 2010).

O oceano é um sistema integrado, onde transformac6es de matéria e energia séo
regidas por processos fisicos e quimicos interdependentes, mas, também, e, talvez,

principalmente, por processos bioticos regidos pelos microorganismos. Contudo, se 0s
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fundamentos da fisica e da quimica do oceano estdo bem estabelecidos, no caso da
microbiota, a prdpria diversidade é desconhecida. Portanto, a despeito da sua relevancia,
a compreensdo sobre o metabolismo, ecologia e evolugdo da vida microbiana marinha é
precaria. A Genética Marinha tem estimulado avancos nesta area, principalmente pela
incorporagdo das plataformas NGS que tém revolucionado a forma de se obter
informagdes genéticas sobre as comunidades microbianas.

De uma maneira geral, a forma de catalogacdo de espécies em microbiologia se
baseia na tomada de amostras ambientais e no cultivo das espécies em diferentes meios
de cultura (liquida e sélida). Contudo, menos de 1% das espécies marinhas é suscetivel
a estes cultivos, o que sempre tornou a sua identificacdo dificil. Pesquisas de sistematica
molecular tém circunscrito este problema e estdo revelando uma imensa diversidade,
acima de todas as expectativas. Desta forma, mesmo depois de algum tempo de
aplicacdo das técnicas moleculares ao estudo da biodiversidade microbiana, a
descoberta de novas espécies continua sendo comum. Investigar a diversidade
microbiana por meio da Genética Marinha ¢ feito a partir da extracdo de DNA e RNA
diretamente de solos e aguas marinhas, a submissao destes DNA’s e RNA’s a reagdo em
cadeia da polimerase, o sequenciamento direto dos produtos de PCR e a comparacéo das
sequéncias obtidas com bancos de sequéncias. Sequéncias ausentes no banco de dados
representam novas espécies.

Além da andlise de sistemas microbianos livres, ferramentas moleculares tém
desempenhado um papel importante na elucidacdo de relacbes endosimbioticas.
Analises baseadas em rRNA foram usadas para identificar bactérias associadas com
hospedeiros invertebrados que vivem em fontes hidrotermais. O foco destas abordagens
tem sido tentar compreender a especificidade das relacdes ecoldgicas e evolutivas entre

simbionte-hospedeiro. Um trabalho desta natureza foi realizado, por exemplo, em
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bactérias luminescentes simbioticas que habitam os 6rgaos de luz de peixes e lulas. O
objetivo era investigar a ecologia do simbionte enquanto ndo associado com 0 seu
hospedeiro. Os resultados demonstraram que a abundancia e distribuicdo de uma
bactéria marinha (Vibrio jscheri) na coluna de agua era diretamente influenciada pela
presenca de seu hospedeiro animal (a lula, Euprymna scolopes) no ambiente.

Os microbios eucariontes compreendem um conjunto diversificado de criaturas
fototroficas e heterotréficas que sdo conhecidos por desempenhar papéis fundamentais
em processos ecoldgicos. Os protistas, por exemplo, sdo responsaveis pela maior parte
da conversdo de produtividade bacteriana. No entanto, a contribuicdo desses organismos
para o funcionamento dos sistemas marinhos é, muitas vezes, negligenciado. Além
disso, neste caso, 0 uso da abordagem genética é limitado, uma vez que 0s organismos
eucariontes tém genomas maiores (10-10.000 vezes maior que O genoma de
procariontes) sendo, portanto, mais dificil de obter, para eles, sequenciamentos de
genomas inteiros.

Superando a dificuldade do trabalno com eucariontes, um estudo sobre
biodiversidade e sucessao sazonal do grupo das haptophyta (também conhecidas como
"algas douradas/amarronzadas”) foi realizado a partir do sequenciamento parcial da
regido 18S do rDNA. Amostras mensais foram coletadas durante dois anos em uma
estreita baia na area de Skagerrak (entre Noruega, Suécia e Dinamarca). A regido possui
um ciclo anual de temperatura que varia de 1°C até 18°C. Os resultados evidenciaram
uma sucessdo sazonal marcante com cerca de 30% da variagdo sendo explicada pelo
ciclo anual de luz/temperatura, com a riqueza sendo mais alta no outono e mais baixa na
primavera. Muitas das espécies encontradas neste estudo ndo tinham correspondéncia
com espécies conhecidas, evidenciando mais uma vez a biodiversidade escondida nas

assembléias microbianas e que tem sido revelada pela abordagem da Genética Marinha.
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Estes foram apenas poucos exemplos da utilizacdo da abordagem da Genética
Marinha aplicada a microbiologia marinha. Certamente que o maior impacto desta
abordagem tem sido na identificacdo de novas espécies. Contudo, o futuro reserva,
ainda, novas e importantes aplicagdes desta disciplina na compreensdo do papel e

fungéo dos microorganismos marinhos.
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1.7. CONCLUSAO
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Neste capitulo buscou-se apresentar, descrever e ilustrar com exemplos, as mais
diversas areas nas quais a Genética Marinha pode ser aplicada. Nao foi a intencéo
apresentar uma revisdo detalhada da bibliografia ou, ainda, colocar os problemas na
perspectiva das ultimas inovagBes técnicas. Pelo contrério, foi feita uma opgéo
deliberada de apresentar as bases historicas, empiricas, conceituais e cientificas da
disciplina, fazendo para aqueles que trabalham ou se interessam por genética e
evolugéo, biologia molecular e biologia marinha uma apresentacéo. Leve e ilustrativa o
suficiente para um leigo curioso ou um estudante interessado; precisa e informada o
suficiente para um profissional ou colega da area. Numa perspectiva a0 mesmo tempo
geral e especifica. Nao se teve a esperanca dos complementares, mas aceitou-se 0 risco
dos contrarios e 0 movimento da sua tensdo, numa dialética materialista.

No geral, esperava-se que o leitor encontrasse a fundamentacdo teorica e
empirica da genética de populacbes e dos marcadores moleculares. No especifico, o
texto tentou discutir como os modelos se aplicam ao ambiente marinho e sua
biodiversidade. Nos oceanos, os padrbes de biodiversidade tém sido descritos em duas
categorias. Primeiro, a producdo alopatrica de espécies endémicas em regides nas quais
barreiras geograficas (tais quais os padrdes globais de temperatura) propiciam o
isolamento e, segundo, a especiacdo simpatrica em centros de origem, com sua posterior
dispersdo para outras areas. Contudo, grandes padrdes ndo explicam nem respondem
detalhes. Neste sentido, o texto tentou enfrentar, também, as ideias em torno do macro e
do micro. Desta forma, com geral e especifico, macro e micro, a decisdo de escrever
este capitulo foi perigosa, por isso buscou-se, sempre que possivel, a historia das idéias
e sua dialética de teses, antiteses e sinteses, mas sem verdades.

Como foi dito no comeco, a Genética Marinha tem um espaco de existéncia que

é uma intersecdo, ou seja, a zona sombreada do cruzamento entre genetica de
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populacbes (teoria), biologia molecular (técnicas) e biologia marinha (objetivos).
Portanto, neste entremeio, o “topos” desta disciplina se configura, de fato, como um “u-
topos”. Sem querer dizer que a Genética Marinha ndo tem um lugar ou, que como uma
utopia, ela ndo existe. O que esta se dizendo é que o status epistemoldgico desta
disciplina é algo a se pensar. Esta questdo foi uma provocacdo deste capitulo, desde a
sua introducdo (na qual o problema foi explicitado), passando pela sua prdpria estrutura,
até onde temos que acabar. Contudo, ndo se quis resolvé-la teoricamente, embora se
espere que a heuristica da Genética Marinha tenha sido demonstrada de forma clara e
sonante.

Neste ponto, portanto, o leitor poderia se perguntar, talvez, que, entdo, este
capitulo pudesse ser re-nomeado como “Genética”, simplesmente. Ou seja, um texto
ilustrando técnicas, teorias e casos de transmissdo das caracteristicas bioldgicas de
geracdo a geracdo. E preciso que se diga que ndo seria um erro absoluto, afinal muitos
dos estudos fundadores da Genética Marinha revelavam a engenhosidade metodoldgica
dos precursores e seu esforco de demonstracao tedrica da herancga biolégica. Contudo, o
leitor, possivelmente, concordaria que ficaria faltando dgua neste moinho.

A agua que estaria faltante é a perspectiva populacional da heranca bioldgica e,
portanto, sua inevitavel ideia de mudanca. Ou seja, esta genética é 4gua em movimento,
flui em mudanca no tempo e no espaco, é evolucdo! O leitor poderia, entdo, concluir:
este capitulo poderia, portanto, se chamar “Genética ¢ Evolugio” (“Genética e Agua”,
talvez) ou, simplesmente, “Evolu¢do”, ja que a d4gua da genética que se esta falando ¢ a
evolugdo. Mas, ainda assim, estaria faltando alguma coisa: toda &gua em movimento,
flui para o mar!

O que faz da &gua mar e do mar oceano é sal, mais que cor, mais que extens&o.

Assim, a genética e a evolucdo de que se tratou aqui tém agua, tém movimento e tém
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sabor! Um sabor marisma, estuario, laguna, costeiro, mas, também, ilha oceénica, mar
profundo, antartica, ao largo. E de fato uma Genética Marinha, se ndo no lugar
(epistemolGgico), na profissdo (heuristica). E neste sentido que este capitulo tratou de

uma Genética Marinha. Ou seja, ele se dedicou a 4gua e ao sal da genética.
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