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RESUMO

Coryphaena hippurus Linnaeus 1758 é uma espécie de peixe marinho bastante
explorada pela pesca industrial, artesanal e esportiva em diversas partes do mundo. No
Brasil, figura entre os principais recursos pesqueiros, tendo representado, no estado do
Rio de Janeiro, uma média de 1,7% do total da producdo pesqueira marinha
desembarcada entre os anos de 2011 e 2017. Diante da grande presséo de pesca a qual
essa espécie esta submetida, informacGes sobre sua variagdo génica sdo fundamentais
para a criacdo de planos de manejo e medidas de conservacdo que permitam 0 uso
racional desse recurso. Assim, o presente trabalho se propds a descrever a variacao
génica para um loco de microssatélite (Chi002) para os dois morfotipos de Coryphaena
hippurus que ocorrem na costa do estado do Rio de Janeiro. Os resultados indicaram
niveis de variacdo génica elevados, embora, menores do que o observado para a espécie
em outros trabalhos utilizando marcadores moleculares dessa natureza. Com relacdo ao
status taxondmico dos morfotipos, ndo foram encontradas evidéncias que corroborem
que eles sejam unidades naturais verdadeiras. Por fim, foram observados alguns
desequilibrios de Hardy-Weinberg que podem ser explicados por duas hipdteses nao
mutuamente exclusivas, gque sdo cruzamentos preferenciais na espécie e erros de
genotipagem associados a interpretacdo conservadora dos resultados.

Palavras-chave: Genética Marinha, Marcadores Moleculares, Peixes Marinhos, Pesca.
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ABSTRACT

Coryphaena hippurus Linnaeus 1758 is a marine fish heavily exploited by industrial,
artisanal and sportive fisheries around the world. Along Brazilian coast it represents an
important fisheries resource, being responsible in Rio de Janeiro for an average of 1,7%
of the total production shored in the state in between 2011 and 2017. Due to this high
fisheries pressure, information on genetic variation and other population genetics
parameters are desirable in order to inform conservation and management plans and also
a rational exploitation of this resource. Therefore, the main aim of this research was to
describe levels of genetic variation to a microsatellite loci (Chi002) for two commercial
morphotypes (Palombeta and Dourado) occurring at Rio de Janeiro coast. Results
showed high levels of genetic variation although still lower than what is commonly
described for the species when using molecular markers such as microsatellites.
Concerning the taxonomic status of the studied morphotypes, no genetic evidence could
be found that they are natural units. Finally, Hardy-Weinberg disequilibrium registered
can be explained by preferential mating or/and due the conservative approach which
was used in the interpretation of the results.

Keywords: Fisheries, Marine Fishes, Marine Genetics, Molecular Markers.
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1. INTRODUCAO

A primeira parte dessa introducdo se dedica a fazer uma pequena revisao sobre os
estudos de genética aplicados a modelos marinhos, a chamada genética marinha. Ela
estd baseada em artigo publicado na revista de divulgacdo cientifica portuguesa
“Ciéncia Elementar” (NETO, J. L.; DUARTE, M. R.; SILVA, E. P. A genética e 0 mar.
Revista Ciéncia Elementar 7(1):015, 2019. Ver Apéndice 1). Na segunda parte, a
producdo bibliografica referente a genética das populacdes de Coryphaena hippurus
Linnaeus 1758, ao redor do mundo e no Brasil, € revisada, especialmente no que se

refere ao uso de marcadores moleculares.

1.1 A Genéticae o Mar

Entende-se por genética a ciéncia que estuda os fatores hereditarios (ou genes) dos
individuos e as leis que governam sua transmissdo de geracdo para geracao
(GRIFFITHS et al., 2016; MOREIRA, 2013a). A constituicdo genética dos individuos
pode ser definida como o conjunto de genes (ou gendtipos ou alelos) que um individuo
possui, sendo 0s genes a unidade funcional da hereditariedade (MOREIRA, 2013b).
Quando o interesse € pela mudanca na constituicdo genética dos grupos de individuos
(as populagées) ao longo do tempo, se esta estudando genética de populacées. Ou seja, a
genética de populacdes estuda como a proporcao dos genes muda de uma geracao para
outra. Mais que isso, ela preocupa-se em entender o que determina que essas mudangas
acontecam (HARTL & CLARK, 2010; SILVA, 2001). Pode-se dizer, entdo, que estuda-
la é estudar o processo evolutivo (SILVA, 2009).

Quando a producdo de informacOes referentes a genética de populacbes diz
respeito a populagdes naturais de organismos que vivem nos estuarios, mares e oceanos,

entra-se no campo da genética marinha, que pode ser definida como a ciéncia que



estuda a genética de populagdes de organismos marinhos utilizando-se de uma
perspectiva evolutiva (pois trabalha com a mudanca) e ecoldgica (uma vez que também
leva em consideracdo os ambientes em que esses organismos vivem) (SILVA, 2009).

Ha registros de estudos realizados no campo da genética marinha que datam desde
a década de 1910 (SCHMIDT, 1918), contudo, em seu inicio, essa area de
conhecimento possuia uma aplicacdo bastante restrita, visto que enfrentava problemas
de ordem prética no que dizia respeito aos tipos de organismos marinhos que podiam
ser estudados. Isso se devia em grande parte ao fato de que para se estudar genética de
populacOes era necessario manter as populagdes estudadas em cultivos laboratoriais de
modo que fosse possivel a realizacdo de cruzamentos controlados. No caso de espécies
marinhas, essa possibilidade era muito limitada. Por exemplo, ndo era possivel estudar
organismos de grande porte e, naguele tempo, o cultivo da maioria das espécies
marinhas ndo era vidvel. Assim, por conta dessas limitagfes, o desenvolvimento da
genética marinha se deu de forma tardia no século XX (SILVA, 2009).

Tal cenario de limitacdes sofreu uma mudanca apenas no final da década de 1960,
com a aplicacdo da técnica de eletroforese de aloenzimas ao estudo da constituicdo
genética dos individuos nas populagdes naturais (HUBBY & LEWONTIN, 1966;
LEWONTIN & HUBBY, 1966). As aloenzimas sdo proteinas que se comportam como
diferentes alelos de um mesmo gene e a técnica consiste na separacdo dessas proteinas
por meio da sua migracdo ao longo de um suporte (que pode ser um gel de amido,
agarose ou poliacrilamida ou um papel, como o acetato de celulose) sob a acdo de uma
corrente elétrica (SOLFERINI & SELIVON, 2012). Depois que essas proteinas sao
separadas e coradas por processos bioguimicos elas apresentam um padrdo de bandas
que pode ser interpretado como 0s genotipos dos individuos.

O fato de que o padrdo de bandas de proteinas colorido em um gel pode ser
interpretado como alelos advém do chamado “dogma central da biologia molecular” que
diz que o DNA ¢ transcrito em RNA e este, por sua vez, traduzido em proteinas
(CRICK, 1970; MOREIRA, 2015). Assim, assume-se que amostrar a variacdo de
aloenzimas €, também, amostrar variacdo do DNA (HUBBY & LEWONTIN, 1966).
Com isso, estava sendo inaugurado o uso daquilo que chamamos de marcadores
moleculares, que nada mais sdo que moléculas que representam genes com algum tipo

de variacdo, de modo que podem ser usados para amostragem da constituicdo genética



das populagdes naturais (SOLE-CAVA, 2001). As aloenzimas foram, portanto, o
primeiro marcador molecular da histéria de uma ciéncia que estava nascendo naquele
momento, a genética molecular.

Desde entdo, as espécies marinhas comecgaram a ser estudadas rotineiramente com
0 novo método, visto que ndo havia mais a necessidade do uso de cultivos laboratoriais
e a realizacdo de cruzamentos controlados para se estudar genética marinha. Em muitos
casos, apenas uma amostra de tecido dos individuos era necessaria para o estudo
genético das populacGes desses organismos (SOLFERINI & SELIVON, 2012).
Contudo, ainda que a eletroforese de aloenzimas seja usada amplamente, ela apresenta
algumas limitagOes que precisam ser pontuadas.

A primeira delas diz respeito a se assumir uma correspondéncia entre 0s genes e
seus produtos (as proteinas). Ao passo que 0s aminoacidos sdo as unidades formadoras
das cadeias proteicas, os nucleotideos séo as unidades formadoras dos acidos nucleicos
(DNA e RNA). No codigo genético, trincas de nucleotideos, conhecidas como cddons,
sdo as responsaveis por codificar os vinte aminoacidos principais que constituem as
proteinas. Entretanto, o cddigo genético possui a caracteristica de ser degenerado, 0 que
significa que diferentes codons podem codificar o mesmo aminoéacido (MOREIRA,
2014). Isso quer dizer que algumas mudangas de coédons ndo véao acarretar mudanga do
aminoacido codificado. Desta forma, pode-se dizer que h& casos em que ocorrem
mudancas na sequéncia de nucleotideos do DNA sem que ocorram mudancas na
sequéncia de aminoacidos da proteina.

A segunda limitacdo da técnica refere-se a carga elétrica dos aminoécidos. Sabe-
se que dos vinte aminoacidos que constituem as cadeias proteicas cinco apresentam
carga elétrica, sendo trés de carga positiva e dois de carga negativa. Diante disso,
proteinas com constitui¢cGes diferentes irdo apresentar cargas diferentes e, portanto,
padrdes de migracéo eletroforética diferentes. Nessa circunstancia, o que se da é que a
substituicdo de aminoacidos que acontece, ocorre sem mudar a carga, ou seja, 0S
aminoacidos trocados possuem cargas iguais. Assim, como ndo ha mudancga na carga
elétrica da proteina, também ndo h4 mudanca da mobilidade dela no gel de eletroforese.
Portanto, proteinas com sequéncias diferentes de aminoacidos vao apresentar um padrao
igual de bandas (SILVA, 2009; SOLFERINI & SELIVON, 2012).



Por fim, uma vez que as proteinas ndo sdo diretamente originadas do DNA, mas
sim do RNA mensageiro, e que esse sofre um processamento que elimina partes que néo
codificam nada, os chamados introns, pode-se dizer que a variacao presente nessas
porcdes ndo codificantes do DNA também ndo é amostrada na eletroforese de
aloenzimas (RICHARDSON et al., 1986). A partir disso, a conclusdo a que se chega é
de que a técnica é capaz de fornecer apenas uma subestimativa da variacdo génica
presente N0 genoma, ou seja, a variacdo perceptivel pela técnica de eletroforese é, muito
certamente, menor do que aquela que esta presente no cddigo genético (SILVA, 2009).

A partir da década de 1970, muito pelas limitacdes da eletroforese de aloenzimas,
passou-se a usar a recém desenvolvida técnica de sequenciamento de DNA,
desenvolvida, em 1975, por Frederick Sanger (1918-2013), o que possibilitou o acesso
mais direto a variacdo génica presente no codigo genético (SANGER & COULSON,
1975). Na década de 1980 surgiu a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (ou
PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) desenvolvida, em 1983, por Kary Mullis, o
que tornou possivel, para um grande nimero de laboratorios, trabalhar com variacdo em
DNA. A PCR é realizada em uma maquina chamada termociclador, que assim se chama
porque repete varios ciclos de temperaturas diferentes que servem para, em ultima
andlise, dar origem a uma grande quantidade de cdpias de DNA a partir de uma fita
dupla original (SAIKI et al., 1988). Contudo, apesar das novas técnicas proporcionarem
um acesso mais direto a variacdo presente no cddigo genético do que as aloenzimas,
elas ainda representam estimativas indiretas da variacdo génica, uma vez gque assumem,
por exemplo, que 0 DNA que esta sendo amplificado é aquele que se deseja e que todos
os alelos estdo sendo amplificados igualmente e corretamente (SILVA, 2009; SOLE-
CAVA, 2001).

Atualmente, as técnicas que permitem medir a variacdo génica tém sofrido uma
revolugdo com os sequenciadores de nova geracdo ou NGS (New Generation
Sequencers, do inglés). Nestas novas tecnologias, o sequenciamento de DNA é
promovido em plataformas capazes de gerar informacdo sobre milhGes de pares de
bases com grande economia de tempo e custo (CARVALHO & SILVA, 2010).

Uma vez disponiveis diversas técnicas para amostragem da variacdo génica
presente nas populacdes naturais e de posse dos aparatos teoricos da genetica de

populacdes, os problemas com os quais a genética marinha trabalha podem, enfim, ser



estudados. Esses encontram-se nos mais diversos campos de conhecimento da biologia
marinha, contudo, em ultima andlise, pode-se dizer que todos servem ao mesmo
objetivo, que seria 0 de caracterizacdo da biodiversidade presente nos ambientes
marinhos (SILVA & RUSSO, 2000). No caso de espécies de interesse comercial esse
objetivo é especialmente relevante, uma vez que envolve a exploracdo racional dos
recursos renovaveis. O objeto de estudo desse trabalho envolve um problema dessa

natureza, como descrito na proxima secéo.

1.2 Genética de Populagdes de Coryphaena hippurus Linnaeus 1758
1.2.1 Mundo

Um dos usos da genética de populacbes na biologia marinha se da no campo da
biologia da pesca, no sentido de estimar os niveis de estruturacdo populacional e
identificar unidades reprodutivas (ou estoques) dos recursos pesqueiros. Estudos dessa
natureza sdo fundamentais para planos de manejo e medidas de conservacdo (WARD,
2000), uma vez que somente a partir deles é que pode ser realizada uma exploracédo
racional dos recursos renovaveis da pesca, prevenindo o esgotamento de seus estoques.
O recurso pesqueiro objeto de estudo deste trabalho é o peixe marinho Coryphaena
hippurus Linnaeus 1758, um predador de topo de cadeia que apresenta crescimento
rapido e pode chegar a 2 metros de comprimento furcal e pesar até 30 kg com a idade de
3 anos. A espécie apresenta dimorfismo sexual, onde os machos adultos possuem uma
pronunciada crista 6ssea na cabeca gque é ausente nas fémeas, e a maturidade sexual é
atingida com cerca de 50 cm de comprimento furcal. C. hippurus é um peixe
epipelagico com grande capacidade migratoria que vive em latitudes tropicais e
subtropicais de todos os oceanos (PALKO et al., 1982), nos quais sua distribuicdo €
limitada pela isoterma de 20°C (GIBBS & COLLETTE, 1959).

A espécie é bastante explorada pela pesca industrial, artesanal e esportiva em
diversas partes do mundo (PALKO et al., 1982; SAKAMOTO & KOJIMA, 1999;
MORALES-NIM et al., 1999; CIB, 2007; MARTINEZ-ORTIZ et al., 2015; FAO,
2019), inclusive no Brasil (AMORIM et al., 2011; NOBREGA et al., 2015), onde figura
entre 0s principais recursos pesqueiros desembarcados no estado do Rio de Janeiro.

Entre os anos de 2011 e 2017 apresentou uma média de 1,7% do total da producao



pesqueira marinha do estado (Tabela 1; FIPERJ, 2013; 2014, 2015; 2016; 2017; PMAP-
RJ, 2018).

Tabela 1. Estatistica pesqueira para o estado do Rio de Janeiro com énfase na producdo de
Coryphaena hippurus entre os anos de 2011 e 2017.

POSICIONAMENTO

PRODUCAO PRODUCAO VALOR

ANO TOTAL DE DEC. hippurus PERCENTUAL MOIRANLUNG O
PESCADO (1) ® (%) RECURSOS MAIS

DESEMBARCADOS

2011 78.991,33 1.839,47 2,3 6° lugar

2012 90.688,59 1.680,80 1,9 5° Jugar

2013 77.168,91 649,31 0,8 10° lugar

2014 76.524,28 854,73 1,1 7° lugar

2015 60.683,81 405,46 0,7 7° lugar

2016" 368,85 48,91 13,3 1° lugar

2017? 26.704,95 890,92 33 5° Jugar

t = tonelada

' 0 ano de 2016 refere-se, praticamente, apenas ao monitoramento dos desembarques pesqueiros
realizados no municipio de Macaé.

2 0s dados de 2017 séo referentes apenas ao 2° semestre do ano (entre julho e dezembro).

Diante desta grande pressdo de pesca a qual a espécie esta sujeita, uma das
ferramentas que vém sendo utilizadas na tentativa de delimitar os estoques de
Coryphaena hippurus sdo os marcadores moleculares (ROSENBLATT & WAPLES,
1986; MERTEN et al., 2015; MAROSO et al., 2016; SACCO et al., 2017). PLA &
PUJOLAR (1999), por exemplo, fazendo uso de aloenzimas, demonstraram auséncia de
diferencas significativas entre amostras coletadas no Mar Mediterraneo e no Atlantico
Oriental, sugerindo a presenca de uma Unica populacio na éarea. Contudo, DIAZ-
JAIMES et al. (2010), em um estudo filogeografico global, usando o gene mitocondrial
NADH desidrogenase subunidade | (NDI mtDNA), constataram diferencas
significativas entre uma amostra proveniente do Mar Mediterraneo e amostras oriundas
dos outros oceanos, incluindo o Atlantico. Esse resultado foi confirmado por MAGGIO
et al. (2018), usando 0 mesmo gene, e por SACCO et al. (2017) usando, alem de NDI
mtDNA, o loco da citocromo c¢ oxidase subunidade 1 (COI). Quanto ao Mar

Mediterraneo, todas as evidéncias genéticas indicam a presenca de uma Unica populacao



na area (PLA & PUJOLAR, 1999; MAROSO et al., 2016; SACCO et al., 2017;
MAGGIO et al., 2018).

Também no Oceano Atlantico, OXENFORD & HUNTE (1986) encontraram
diferencas genéticas em marcadores de aloenzimas entre amostras coletadas no norte e
no sul da regido ocidental do Atlantico Central, sugerindo a presenca de dois estoques
distintos, o que, no entanto, ndao foi confirmado por MERTEN et al. (2015), que
encontraram baixos niveis de diferenciacdo entre amostras coletadas na mesma regido,
através do gene mitocondrial NDI. Ainda no Atlantico, usando o mesmo gene,
MAGGIO et al. (2018) sugeriram a presenca de dois estoques distintos presentes na
regido, um no Atlantico Oriental e outro no Atlantico Ocidental.

Com relacdo ao Oceano Pacifico, DIAZ-JAIMES et al. (2006), através do uso de
marcadores moleculares de mtDNA (NDI), ndo foram capazes de demonstrar diferencas
genéticas significativas entre amostras provenientes da costa oeste do México. Esse
resultado, no entanto, ndo foi confirmado por ROCHA-OLIVARES et al. (2006), que
analisando polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restri¢do (restriction fragment
length polymorphism — RFLP) do mesmo gene mitocondrial, conseguiram observar
diferencas génicas significativas entre espécimes de C. hippurus coletados na mesma
regido, o que foi reafirmado por BOBADILLA-JIMENEZ (2007), usando marcadores
de microssatélites. Contudo, TRIPP-VALDEZ et al. (2010), também fazendo uso de
microssatélites, ndo foram capazes de rejeitar a hipotese nula de panmixia para amostras
da espécie coletadas no Golfo da Califérnia, o que concorda com os resultados obtidos
por DIAZ-JAIMES et al. (2006). Ainda em relagio aos estudos realizados no Oceano
Pacifico, contudo, ndo mais em relagdo a costa oeste mexicana, CAETANO-NUNES
(2013), através de mtDNA (NDI), observou a presenca de duas populacbes de C.
hippurus na Colémbia. Ademais, TING (2014) ndo observou diferencas significativas
entre espécimes oriundos de Taiwan, das llhas Guam e do Havai, usando também o
gene NDI e a regido controle do DNA mitocondrial. Com relacdo a costa do Peru,
GOZZER-WUEST (2015), utilizando microssatélites, percebeu a existéncia de duas
populagbes do recurso pesqueiro na rea amostrada.

Além das questbes relacionadas a estrutura de populacdes, questdes sistematicas
também tém sido investigadas no género Coryphaena. PUJOLAR & PLA (2002), por

exemplo, identificaram, com base em aloenzimas, a ocorréncia de duas espécies



congéneres nas llhas Canarias (C. hippurus e C. equiselis), uma das quais (C. equiselis)
era reconhecida como juvenil de C. hippurus no local. E nesse tipo de problema que

estd concentrada a pequena producdo referente a espécie C. hippurus no Brasil.

1.2.2 Brasil

Como mencionado anteriormente, a producéo relacionada a espécie C. hippurus
no Brasil é muito pequena, no que diz respeito a estudos sobre a genética de suas
populacdes. MACEDO et al. (2014) investigaram a ocorréncia de Coryphaena equiselis
no litoral sul-sudeste através do gene mitocondrial citocromo b, ndo encontrando a
presenca da espécie nas amostras coletadas que eram compostas apenas de espécimes de
Coryphaena hippurus. BONNER et al. (2017), fazendo uso de marcadores de
aloenzimas, investigaram o status taxonémico de dois morfotipos da espécie na costa do
Rio de Janeiro que sdo reconhecidos como dois recursos distintos pelos pescadores
locais, sendo, inclusive, comercializadas a precos diferentes no mercado. Os resultados
indicaram, contudo, que os morfotipos correspondiam apenas a diferentes estagios de
vida de C. hippurus. Esses dois trabalhos (MACEDO et al., 2014; BONNER et al.,
2017) séo os Unicos que foram realizados acerca da genética de populacbes da espécie
para a costa brasileira.

Dessa forma, diante dos fatos de que (1) Coryphaena hippurus € uma espécie que
sofre um grande esforco de pesca ao longo de sua distribuicdo geogréafica, (2) de que ha
evidéncias de estruturacdo entre suas populacbes (ROCHA-OLIVARES et al., 2006;
BOBADILLA-JIMENEZ, 2007; DIAZ-JAIMES et al., 2010; CAETANO-NUNES,
2013; GOZZER-WUEST, 2015; SACCO et al., 2017; MAGGIO et al., 2018), e (3)
frente a escassez de trabalhos sobre a genética de populacGes da espécie para a costa
brasileira, o presente trabalho se propfe a descrever a variagcdo génica para um loco de
microssatélite (Chi002; TRIPP-VALDEZ et al., 2010) para os dois morfotipos de
Coryphaena hippurus previamente estudados por BONNER et al. (2017).



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Descrever a variacdo génica de um loco de microssatélite (Chi002) em dois morfotipos
comerciais (Dourado e Palombeta) da espécie Coryphaena hippurus (Actinopterygii:

Coryphaenidae) na costa do estado do Rio de Janeiro.

2.2 Objetivos Especificos

= Descricdo da variagdo génica a partir das frequéncias génicas e genotipicas,
heterozigosidade e testes da hipétese de Hardy-Weinberg;

= Inferir o grau de diferenciacdo entre os morfotipos a partir dos indices de fixacéo e
identidades génicas;

= Estimativa do nimeros de populacdes genéticas presentes nas amostras a partir de

analise Bayesiana.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem e Area de Estudo

Amostras de musculo esquelético foram coletadas de 75 espécimes de
Coryphaena hippurus obtidos através de desembarques pesqueiros realizados entre
novembro de 2013 e abril de 2014 na regido de Cabo Frio (Rio de Janeiro, Brasil). Os
espécimes sdo reconhecidos pelos pescadores locais como pertencentes a dois recursos
pesqueiros diferentes, correspondentes a um morfotipo maior (comprimento total médio
de 126,07 cm, variando de 97 a 155 cm) que é denominado de Dourado e um morfotipo
menor (comprimento total médio de 59,26 cm, variando de 42 a 81 cm) que €
denominado de Palombeta (Figura 1). Dos 75 espécimes amostrados nesse trabalho, 28
pertencem ao morfotipo grande (Dourado), sendo 22 fémeas e 6 machos, e 47 ao
morfotipo pequeno (Palombeta), sendo 25 fémeas, 20 machos e 2 espécimes de sexo

nao identificado.

Figura 1. Morfotipos de Coryphaena hippurus. (A) Morfotipo maior ou Dourado. (B)
Morfotipo menor ou Palombeta.
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A regido de Cabo Frio é um dos diferentes pontos de desembarque de pescado
contemplados pelo Programa de Monitoramento da Pesca do Estado do Rio de Janeiro,
que visa o acompanhamento regular dos desembarques pesqueiros ao longo do litoral
fluminense. O programa é desenvolvido pela Fundacédo Instituto de Pesca do Estado do
Rio de Janeiro (FIPERJ), desde 2010, em parceria com o Laboratorio de Biologia do
Nécton e Ecologia Pesqueira (ECOPESCA-UFF).

Os espécimes foram capturados por pescadores atraves da utilizacdo de duas artes
de pesca distintas, o espinhel de superficie, usado entre 60 e 160 metros de
profundidade e a linha de mé&o, usada entre 60 e 140 metros de profundidade. Na Tabela
2 estdo listadas as coordenadas geograficas dos pontos de captura dos espécimes
amostrados e, na Figura 2, essas localidades sdo mostradas em um mapa da costa do Rio
de Janeiro. A 4rea amostrada equivale a 3.806 Km?, sendo a maior distancia entre os
pontos equivalente a 156 Km.

Tabela 2. Coordenadas geograficas dos pontos de captura de Coryphaena hippurus.

Ponto Identificacio Latitude (S) Longitude (W)
Cabo Norte 24° 04’ 33,55” 42°25° 55,07
Sul do Cabo (ponto 1) B 24°01° 10,60 42°00° 21,23”
Sul do Cabo (ponto 2) C 23°30’ 47,88’ 42°00° 10,47
Sueste do Cabo Frio (ponto 1) D 23°23’ 43,60’ 41° 39’ 41,28
Leste do Cabo Frio (ponto 1) E 23° 04’ 30,69’ 41° 16’ 50,13’
Leste do Cabo Frio (ponto 2) F 23° 01’ 59,84’ 41°26’ 41,09
Sueste do Cabo Frio (ponto 2) G 23°23’ 51,60’ 41° 39’ 09,87’

S = Sul; W = Oeste (do inglés West).
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Figura 2. Mapa da regido de Cabo Frio, com os pontos de captura de Coryphaena hippurus
destacados (Fonte: BONNER et al., 2017).

3.2 Extracdo e Amplificacdo de DNA

As 75 amostras tiveram seu DNA extraido pelo método de fenol-cloroférmio
descrito por GREEN & SAMBROOK (2012) com pequenas modificagfes (maceracéo
do musculo esquelético dos espécimes de C. hippurus com o uso de nitrogénio liquido).
A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR) foi
otimizada para um loco de microssatélite (Tabela 3; TRIPP-VALDEZ et al., 2010) e
consistiu de um periodo de desnaturagdo inicial de 94°C por 5 min, 35 ciclos de 94°C
por 30s, temperatura de anelamento de 55°C por 30s e mais 72°C por 30s, e um periodo
de extensdo final de 72°C por 10 min. As solucGes de reacdo da PCR tiveram um
volume total de 15 ul e consistiram de 6,5 ul de agua miliQ, 1,5 ul de tampéo 10X, 2,0
pl de MgCl;, (25mM), 1,0 pl de dNTP (10mM de cada), 1,0 ul de cada primer (10 puM),
1,0 pul de Uni-Tag DNA Polymerase 5U/ul (Uniscience) e 1,0 pl do template (DNA dos
espécimes).
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Tabela 3. Primers referentes ao loco de microssatélite de Coryphaena hippurus utilizado neste
trabalho (Fonte: TRIPP-VALDEZ et al., 2010).

Loco Tamanho Primers Sequéncia Chave de
(bp) acesso
Chi002 104 F:GAAAAACTCACACGG (CT)s(CA),CG(CA); AY135025
TCACTTG
R:GGCTTGCCAACCTGA
GATTA

Os resultados da PCR foram conferidos por eletroforese em gel de agarose a 2,5%
em tampdo TBE 0,5X. As condi¢bes de corrida eletroforética foram 133V e 50mA por
70 minutos. O tamanho dos amplificados foi estimado a partir do marcador de peso
molecular 100bp DNA Ladder RTU (KASVI®). Os géis foram corados com GelRed® na
proporcdo 1:10.000 e o padrdo de bandas visualizado sob luz UV. Os resultados das
eletroforeses foram registrados em um sistema de fotodocumentacdo (Gel Doc™ EZ
Imaging System). A genotipagem dos individuos foi feita com o auxilio do /mage Lab™

Software acoplado ao sistema de fotodocumentagéo.

3.3 Andlise dos Dados

As frequéncias génicas e genotipicas, heterozigosidade e testes da hipotese de
Hardy-Weinberg para o loco Chi002 foram calculadas para os dois morfotipos
separadamente e também considerando Dourado e Palombeta como uma Gnica amostra.
Além disso, o grau de diferenciacdo entre os morfotipos foi estimado a partir dos
indices de fixacdo de WEIR & COCKERHAM (1984) e das identidades génicas de NEI
(1972). Todas essas analises foram realizadas utilizando-se dos programas GENEPOP
4.2 (ROUSSET, 2008) e Fstat 2.9.3.2. (GOUDET, 2001). A significancia dos indices de
fixacdo de WEIR & COCKERHAM (1984), 0 e f, foi testada por qui-quadrado (y°)
segundo WAPLES (1987).

Além das estimativas da genética de populacbes foi utilizada uma andlise
Bayesiana para inferir o nimero de populacgdes presentes no conjunto de dados. Todos
os individuos foram analisados utilizando 5 x 10° iteraces pelo método Monte Carlo
via Cadeias de Markov (MCMC), descartando as primeiras 1 x 10° iteracBes como

burn-in. Cada andlise foi repetida 10 vezes para cada valor de K simulado, que variou
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entre 1 a 10. A escolha da melhor estimativa do nimero de parti¢cbes (K) foi feita
através do uso dos dados de LnP(D). A analise Bayesiana foi realizada no programa
Structure 2.3.3 (PRITCHARD et al., 2000).
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4. RESULTADOS
Foi encontrado um total de 4 alelos para o loco Chi002 e a Figura 3 apresenta um
exemplo de alguns dos genoétipos observados. O alelo “b” foi o mais frequente para

ambos os morfotipos e o alelo “a” o menos frequente.

1.500bp f-—ﬁ
P el

3.000bp

DNA ladder

100bp Dourado 9 Dourado 10 Dourado 17

Figura 3. Foto do gel de agarose (2,5%), corado com GelRed® e visualizado sob luz UV.
Exemplos de espécimes que apresentaram resultados para o loco Chi002 e seus respectivos
genotipos: Dourado 9 (BB), Dourado 10 (CC) e Dourado 17 (CD).

Os resultados de frequéncias génicas e heterozigosidades (observada e esperada)
para cada um dos morfotipos estdo descritos na Tabela 4. A identidade génica entre os
morfotipos apresentou um valor de 0,984, indicativo de grande similaridade entre eles.
Resultado muito semelhante foi obtido com o indice de diferenciacdo presente entre as
amostras (0), que apresentou valor negativo (6 = —0,003) e, portanto, ndo significativo.
Por outro lado, o indice de endocruzamento (f) se apresentou altamente significativo

(P=0,0007). A hipotese de Hardy-Weinberg foi rejeitada para o morfotipo Dourado
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(P=0,0008) no sentido de um déficit de heterozigotos. Os valores encontrados para 0s
indices de fixacdo e identidade génica, bem como os valores de P para o teste de

equilibrio de Hardy-Weinberg também se encontram descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados das principais estimativas de genética de populagdes para o loco Chi002
nos dois morfotipos de Coryphaena hippurus. Onde: N = nimero de espécimes amostrados para
cada morfotipo; a, b, ¢, d = frequéncia de cada um dos alelos amostrados; Ho =
heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; H-W = probabilidade para o teste
de Equilibrio de Hardy-Weinberg; F = indice de endocruzamento total; f = indice de
endocruzamento dentro de cada morfotipo; 6 = indice de endocruzamento de cada morfotipo em
relagéo ao total; | = identidade génica (NEI, 1972).

Dourado Palombeta

N 28 47

a 0,036 0,053

b 0,625 0,511

c 0,250 0,277

d 0,089 0,160
Ho 0,286 0,489
He 0,552 0,643

H-W 0,0008 0,0896

F 0,319

f 0,321*

0 —0,003"°

| 0,984

*P = 0,0007; NS = Néo significativo.

A analise Bayesiana mostrou que o maior valor de LnP(D) foi para K = 1 (a média
LnP(D) com base em 10 analises independentes foi igual a —165,9 +0,094), como pode
ser observado na Figura 4. Esses resultados indicaram que para as amostras de C.
hippurus analisadas ndo foi possivel identificar nenhum grupo geneticamente

diferenciado.
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Figura 4. Resultado da anélise Bayesiana. O maior valor médio de LnP(D) foi para K =1 (-
165,9 +£0,094; As barras representam os desvios padréo).

Diante dos resultados obtidos, Dourado e Palombeta também foram analisados
juntos, como sendo apenas um grupo. As frequéncias génicas e heterozigosidades
(observada e esperada) obtidas para essa Unica amostra estdo descritos na Tabela 5, bem
como o resultado para o teste da hipdtese de Hardy-Weinberg, que apresentou valor
altamente significativo (P=0,0007), rejeitando a hipotese nula de equilibrio para essa

amostra.

Tabela 5. Resultados obtidos ao analisar os morfotipos como um Unico grupo. Onde: N =
numero de espécimes amostrados; a, b, ¢, d = frequéncia de cada um dos alelos amostrados; Ho
= heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; H-W = probabilidade para o
teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Coryphaena hippurus

N 75
a 0,047
b 0,553
o 0,267
d 0,133
Ho 0,413
He 0,608
H-W 0,0007
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5. DISCUSSAO

As amostras estudadas nesse trabalho sdo uma subamostra daquelas trabalhadas
por BONNER et al. (2017) e, do mesmo modo que naquele trabalho, o indice de
identidade génica (1) de NEI (1972) foi alto, bem como foram obtidos valores baixos e
ndo significativos de 0 (Tabela 6). A analise geral desses resultados somada aos
resultados obtidos a partir da analise Bayesiana, que indicou auséncia de grupos
genéticos diferenciados na amostrada estudada, corrobora com a hipdtese de que
Dourado e Palombeta ndo representam unidades naturais. Muito provavelmente os dois
morfotipos representam apenas diferentes estagios de vida de Coryphaena hippurus,
como defendido por BONNER et al. (2017), sendo Palombeta a forma jovem da espécie

e Dourado a forma adulta.

Tabela 6. Comparacéo entre os resultados observados em BONNER et al. (2017) e no presente
trabalho. Onde: N = nUmero de espécimes amostrados para cada morfotipo; Na = nimero de
alelos; Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; H-W = probabilidade
para o teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg; F = indice de endocruzamento total; f = indice de
endocruzamento dentro de cada morfotipo; 6 = indice de endocruzamento de cada morfotipo em
relacdo ao total; | = identidade génica (NEI, 1972).

BONNER et al. (2017) PRESENTE TRABALHO
Dourado Palombeta Dourado Palombeta
N 32 85 28 47
Na 2,7 3,2 4 4
Ho 0,257 0,382* 0,286 0,489
He 0,378 0,485" 0,552 0,643
H-W 0,0000 0,0000 0,0008 0,0896
F 0,308"° 0,319
f 0,243"° 0,321*
0 0,087 —0,003"®
I 0,922 0,984

Valores médios em relagdo a todos os locos amostrados.
*P =0,0007; NS = Ndo significativo.
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Os resultados encontrados para numero de alelos do loco Chi002 diferiu daquilo
que foi observado anteriormente em trabalhos que utilizaram esse loco de microssatélite
para caracterizar a variacdo génica de populacdes de C. hippurus (BOBADILLA-
JIMENEZ, 2007; TRIPP-VALDEZ et al., 2010; GOZZER-WUEST, 2015).
BOBADILLA-JIMENEZ (2007) encontraram de 6 a 11 alelos (média de 8,13) nas
populacdes da espécie na costa oeste mexicana e numeros muito préximos a esses foram
encontrados por TRIPP-VALDEZ et al. (2010) quando analisando populacbes do Golfo
da California (nmero de alelos variando entre 6 e 14, com media de 10,17). Além
disso, GOZZER-WUEST (2015) encontraram um numero de alelos que variou entre 5 e
9 (média de 6,8) para amostras coletadas na costa do Peru. Essa divergéncia, no sentido
de um menor nimero de alelos, pode ser explicada pelas seguintes hipdteses nédo
mutuamente exclusivas: baixa variacdo génica das populacdes da espécie na costa
brasileira, presenca de alelos nulos e/ou baixa resolucdo dos géis de agarose.

Dos dois estudos anteriores que foram realizados para a espécie na costa brasileira
(MACEDO et al., 2014; BONNER et al., 2017), apenas um se preocupou em descrever
a variacdo génica presente nas populagdes amostradas (BONNER et al., 2017). Nesse
trabalho, os niveis de heterozigosidade encontrados para marcadores de aloenzimas nao
diferiram muito dos niveis encontrados aqui para o loco de microssatélite estudado
(Tabela 6). Contudo, estudos que compararam 0s niveis de variacdo génica de
marcadores moleculares de aloenzimas e microssatélites encontraram, geralmente,
niveis de variacdo génica mais elevados para marcadores de microssatélites (BARKER
et al., 1997a; BARKER et al., 1997b; ALLENDORF & SEEB, 2000; DUFRESNE et
al., 2002; ASTANEI et al., 2005; GOSLING et al., 2008). Tal tipo de resultado €
esperado, uma vez que microssatélites apresentam uma taxa de evolugdo mais rapida do
que aloenzimas (GOSLING et al., 2008). BONNER et al. (2017) relataram que 0s
niveis de variagdo génica estimados em seu trabalho foram altos quando comparados
com outros trabalhos realizados com peixes utilizando aloenzimas como marcador
molecular. Dessa forma, é pouco provavel que os resultados observados aqui para o
loco Chi002 sejam devidos a uma suposta baixa variacdo génica presente nas

populacdes de Coryphaena hippurus da costa brasileira.
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Alelos nulos sdo aqueles que, na PCR, ndo sdo amplificados em niveis de
deteccdo. Isso pode acontecer devido a mutagdes que ocorrem na regido da sequéncia do
DNA onde os primers se ligam ou, alternativamente, devido ao fato que alelos de
sequéncias mais curtas sdao mais facilmente amplificados do que alelos de sequéncias
mais longas, o que pode acarretar que nos individuos heterozigotos a deteccdo se dé
preferencialmente para as sequéncias mais curtas (DAKIN & AVISE, 2004). A
presenca de alelos nulos ja foi relatada em diversos estudos realizados com
microssatélites (DAKIN & AVISE, 2004; ASTANEI et al., 2005; KELLY et al., 2011;
MILLER et al., 2019), inclusive em um trabalho utilizando o loco Chi002 com a
espécie C. hippurus, (GOZZER-WUEST, 2015). Dessa forma, a hipo6tese da presenca
de alelos nulos ndo pode ser descartada como uma possivel explicacdo para o baixo
namero de alelos amostrado no presente trabalho.

Os trabalhos realizados para as populages de C. hippurus com microssatélites
(BOBADILLA-JIMENEZ, 2007; TRIPP-VALDEZ et al., 2010; GOZZER-WUEST,
2015) utilizaram como suporte para eletroforese a poliacrilamida que, geralmente,
apresenta uma melhor resolucdo dos fragmentos de DNA em relacdo a agarose
(CORONADO et al., 2009). Isso é particularmente verdade para locos de
microssatélites que apresentam repetices de apenas dois pares de bases em suas
sequéncias, como € o caso do loco Chi002 (SENIOR et al., 1998). Mais que isso,
comparagOes entre o poder de resolucdo dos géis de poliacrilamida em relacdo aos de
agarose, ja foram realizados (CORONADO et al., 2009). BRANDES et al. (2009), por
exemplo, trabalhando com milho, foram capazes de demonstrar que apenas em 15,2%
dos casos 0s géis de agarose recuperavam a mesma variacdo de alelos de microssatélites
revelada pela poliacrilamida. Assim, da mesma forma que a hipotese de alelos nulos, a
baixa resolucdo dos géis de agarose ndo pode ser excluida como uma explicacdo para o
baixo nimero de alelos observado para o loco Chi002 nesse trabalho.

A utilizacdo da agarose para genotipagem de microssatélites, no entanto, encontra
justificativa em alguns fatos. Primeiro, a agarose € um composto ndo téxico, o que
facilita a sua utilizacdo em relacdo a géis de poliacrilamida que sdo neurotoxicos.
Segundo, o custo dos geis de agarose & muito inferior aqueles de poliacrilamida
(MORGANTE et al., 2001; CORONADO et al., 2009). Por fim, existem registros na

literatura cientifica da utilizagdo da agarose como suporte de eletroforese em trabalhos
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que utilizam microssatélites (SENIOR et al., 1998; XIA et al., 2004; GARCIA et al.,
2010; SONG et al., 2010; DIEKMANN et al., 2012; GIRALDO et al., 2012; COSSON
et al, 2014; BAILEY et al, 2015, DU et al, 2015; BHATTARAI &
MEHLENBACHER, 2017; BOHRA et al, 2017; BHATTARAI &
MEHLENBACHER, 2018; AUGUSTINOS et al., 2018; SAKTHIPRIYA & SABU,
2018). Mais que isso, a consequéncia direta de uma possivel baixa resolucdo da agarose
para deteccdo dos alelos de microssatélites € uma subestimativa da variacdo génica que
leva a uma interpretacdo conservadora dos resultados. A opc¢do de produzir
interpretagdes conservadoras com relacdo a variagdo @énica amostrada por
microssatélites pode ser justificada tanto com base em questdes técnicas quanto tedricas.

As razdes técnicas para se optar por registrar um namero menor de alelos em vez
de um numero maior estdo relacionadas a observacdo de bandas fantasmas (stutter
bands) em microssatélites. Stutter bands sdo bandas menores do que o tamanho
esperado que aparecem devido a erros na replicagio do DNA durante a PCR
(HOSSEINZADEH-COLAGAR et al., 2016). O aparecimento dessas bandas ocasionam
uma série de dificuldades e erros na interpretacdo dos resultados, sendo o erro mais
comum uma superestimativa dos niveis de variacdo génica (LADAS et al., 2018). Por
exemplo, TRIPP-VALDEZ et al. (2010) relataram o problema do aparecimento de
stutter bands em seus resultados, principalmente em relacdo ao loco Chi002. Com
relacdo as razbes tedricas, elas estdo relacionadas ao fato de que subestimativas de
variacdo génica diminuem o erro do tipo Il, dificultando, dessa forma, a rejei¢cdo da
hipotese nula. Quando se trabalha com hip6teses que dizem respeito a diferencas entre
grupos, esse procedimento é preferivel. Ou seja, é preferivel dizer que duas coisas sdo
iguais, quando elas sdo diferentes (Erro do tipo 1), do que dizer que duas coisas sao
diferentes quando de fato elas sdo iguais (Erro do tipo II).

Por fim, resta discutir os testes para equilibrio de Hardy-Weinberg que indicaram
resultados significativos no sentido de um deficit de heterozigotos, tanto ao analisar os
morfotipos separadamente, quanto ao ignorar a morfotipagem. O desequilibrio de
Hardy-Weinberg pode ser explicado por uma das hipoteses ndo mutuamente exclusivas:
(1) Selecédo natural, (2) Deriva, (3) Auséncia de panmixia e (4) Erros de genotipagem.

Serdo ignorados aqui os efeitos da mutacdo (com frequéncia muito baixa para produzir
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efeitos relevantes no caso estudado) e migracdo (uma vez que se trata de uma espécie
com alto poder migratério).

A hipotese de selecdo natural € uma explicacdo muito pouco provavel, uma vez
que marcadores moleculares de microssatélites sdo considerados seletivamente neutros
(SILVA, 2013). Contudo, BONNER et al. (2017) sugeriram no seu trabalho que um dos
locos de aloenzimas amostrados (Odh-1) poderia estar sob selecdo. Nesse caso, um
desequilibrio de ligacdo entre os locos Odh-1 e Chi002 poderia explicar os desvios
significativos ao equilibrio de Hardy-Weinberg encontrados. Contudo, além dessa
associacao nao ter sido testada, a explicacdo de selecdo natural associado a desequilibrio
de ligagdo entre locos de marcadores moleculares distintos € muito pouco parcimoniosa.
Dessa forma, a hipdtese de selecdo natural ndo se constitui numa boa explicacdo para o
desequilibrio de Hardy-Weinberg encontrado.

Com relacdo a deriva genética, essa é uma forca evolutiva que esta diretamente
relacionada aos tamanhos efetivos das populagdes, apresentando maior influéncia na
mudanca das frequéncias génicas de populacbes pequenas, enquanto que em populacdes
grandes apresenta influéncia bastante limitada. Populacdes de peixes marinhos com
grande capacidade migratoria apresentam tamanhos efetivos bastante elevados (ELY et
al., 2005), como € o caso de Coryphaena hippurus (DIAZ-JAIMES et al., 2010). Logo,
os efeitos de deriva génica parecem, também, um explicacdo muito pouco provavel para
os resultados aqui apresentados.

Quanto a auséncia de panmixia, do mesmo modo que na discussdo sobre a deriva
génica, esse seria um caso pouco provavel ja que a espécie € um peixe marinho com alta
capacidade migratéria. Contudo, o indice de endocruzamento (f) se mostrou altamente
significativo. Nesse sentido, a despeito de Coryphaena hippurus ser um peixe marinho
que apresenta, provavelmente, grandes tamanhos populacionais, 0s cruzamentos podem
ndo estar acontecendo ao acaso, mas seguindo algum tipo de cruzamento preferencial.
De fato, existe na literatura observacdes nesse sentido que estdo relacionadas ao
dimorfismo sexual presente na espécie. Ao que tudo indica, o sistema de acasalamento
de C. hippurus segue um padréo poliginico, onde machos maiores e que possuem cristas
0sseas mais pronunciadas apresentam comportamento territorial de monopolizacdo de
grupos de fémeas e defesa de seu territorio quanto a presenca de machos menores

(DUFFY, 2007). Dessa forma, a hip6tese de auséncia de panmixia por cruzamentos
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preferenciais ndo pode ser rejeitada como explicacdo para o desequilibrio de Hardy-
Weinberg encontrado. Por fim, a hip6tese de erros de genotipagem ja foi discutida com
relacdo ao numero de alelos observados e, embora ela ndo possa ser descartada, ndo
existem boas evidéncias de que poderia, por si sO, gerar o extenso deficit de

heterozigotos observado.
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6. CONCLUSOES

Em sintese, ndo foram encontradas evidéncias que corroborem que os morfotipos
trabalhados sejam unidades naturais verdadeiras. Palombeta e Dourado parecem
representar diferentes fases de vida de uma mesma espécie (jovens e adultos) conforme
ja sugerido anteriormente. Com relacdo aos niveis de variacdo génica encontrados no
presente trabalho, esses foram elevados, contudo, menores do que o observado para a
espécie em outros trabalhos utilizando marcadores dessa natureza, o que pode ser
explicado por problemas de genotipagem. Por fim, os desequilibrios de Hardy-
Weinberg observados podem ser explicados por duas hipGteses ndo mutuamente
exclusivas, que sdo cruzamentos preferenciais na espécie e erros de genotipagem

associados a interpretacdo conservadora dos resultados.
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A genética e o mar

Jéssica Lopes Neto™’, Michelle Rezende Duarte', Edson Pereira da Silva*

* DBM, Instituto de Biologia, Universidade Federal Fluminense
" Programa de Pés-gradugéo em Biologia Marinha e Ambientes Costeiros, Universidade Federal Fluminense
*jessicaln@id.uff.br

A genética marinha é um campo interdisciplinar da biologia que se dedica ao estudo
da genética dos organismos marinhos sob uma perspetiva populacional, evolutiva e
ecoldgica, integrando conhecimentos da genética de populagdes, biologia molecu-

lar e biologia marinha.

Entende-se por genética a ciéncia que estuda os fatores hereditarios (ou genes) dos
individuos e as leis que governam sua transmissao de geragio para geragao’. A consti-
tuigdo genética dos individuos pode ser definida como o conjunto de genes (ou gendti-
pos ou alelos) que um individuo possui, sendo os genes a unidade funcional da heredi-
tariedade®. Quando o interesse é pela mudanca na constituigio genética dos grupos de
individuos (as populacgdes) ao longo do tempo, se esta estudando genética de popula-
¢oes. Ou seja, a genética de populagdes estuda como a proporgdo dos genes muda de
uma geragao para outra. Mais que isso, ela preocupa-se em entender o que determina
que essas mudangas acontecam. Pode-se dizer, entdo, que estuda-la é estudar o pro-
cesso evolutivo ® 12, Quando a producgdo de informacdes referentes a genética de
populacgdes diz respeito a populagdes naturais de organismos marinhos, entra-se no
campo da genética marinha, que pode ser definida como a ciéncia que estuda a gené-
tica de populagdes de organismos marinhos utilizando-se de uma perspetiva evolutiva
(pois trabalha com a mudanca) e ecoldgica (uma vez que também leva em considera-
¢do os ambientes em que esses organismos vivem).

Ha registros de estudos realizados no campo da genética marinha que datam desde
a década de 1910, contudo, em seu inicio, essa area de conhecimento possuia uma
aplicacdo bastante restrita, visto que enfrentava problemas de ordem pratica no que
dizia respeito aos tipos de organismos marinhos que podiam ser estudados. Isso se
devia em grande parte ao fato de que para se estudar genética de populagdes era ne-
cessario manter as populagdes estudadas em cultivos laboratoriais de modo que fosse
possivel a realizagdo de cruzamentos controlados. No caso de espécies marinhas, essa
possibilidade era muito limitada. Por exemplo, ndo era possivel estudar organismos
de grande porte e, naquele tempo, o cultivo da maioria das espécies marinhas nao era
vidvel. Assim, por conta dessas limitagdes, o desenvolvimento da genética marinha se

deu de forma tardia no século XX.
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Tal cenario de limitagGes sofreu uma mudanga apenas no final da década de 1960,
com a aplicacdo da técnica de eletroforese de aloenzimas ao estudo da constituicdo
genética dos individuos nas populagdes naturais. As aloenzimas sdo proteinas que se
comportam como diferentes alelos de um mesmo gene e a técnica consiste na separa-
cdo dessas proteinas por meio da sua migragéo ao longo de um suporte (que pode ser
um gel de amido, agarose ou poliacrilamida ou um papel, como o acetato de celulose)
sob a agdo de uma corrente elétrica > °. Depois que essas proteinas sio separadas e
coradas por processos bioquimicos elas apresentam um padréo de bandas que pode
ser interpretado como os genétipos dos individuos, como mostrado na FIGURA 1. O fato
de que o padrio de bandas de proteinas colorido em um gel pode ser interpretado como
alelos advém do chamado “dogma central da biologia molecular” que diz que o DNA
é transcrito em RNA e este, por sua vez, traduzido em proteinas (FIGURA 2) *. Assim,
assume-se que amostrar a variagdo de aloenzimas &, também, amostrar variagdo do
DNA*®, Com isso, estava sendo inaugurado o uso daquilo que chamamos de marcado-
res moleculares, que nada mais sdo que moléculas que representam genes com algum
tipo de variacdo, de modo que podem ser usados para amostragem da constituicao
genética das populagdes naturais. As aloenzimas foram, portanto, o primeiro marcador
molecular da histéria de uma ciéncia que estava nascendo naquele momento, a gené-
tica molecular.

Desde ent3o, as espécies marinhas comecgaram a ser estudadas rotineiramente com
0 novo método, visto que ndo havia mais a necessidade do uso de cultivos laboratoriais
e a realizacdo de cruzamentos controlados para se estudar genética marinha. Em mui-
tos casos, apenas uma amostra de tecido dos individuos era necessaria para o estu-
do genético das populacdes desses organismos. Contudo, ainda que a eletroforese de
aloenzimas seja usada amplamente, ela apresenta algumas limitagdes que precisam
ser pontuadas. A primeira delas diz respeito a se assumir uma correspondéncia entre
0s genes e seus produtos (as proteinas). Ao passo que 0os aminoacidos sdo as unidades
formadoras das cadeias proteicas, os nucleotideos sdo as unidades formadoras dos
acidos nucleicos (DNA e RNA). No cédigo genético, trincas de nucleotideos, conhecidas
como cddons, sdo as responsaveis por codificar os vinte aminodacidos principais que
constituem as proteinas. Entretanto, o cddigo genético possui a caracteristica de ser
degenerado, o que significa que diferentes cédons podem codificar o mesmo aminoa-
cido (FIGURA 2) 2. Isso quer dizer que algumas mudancas de cédons ndo vdo acarretar
mudanca do aminoacido codificado. Desta forma, pode-se dizer que ha casos em que
ocorrem mudangas na sequéncia de nucleotideos do DNA sem que ocorram mudancgas
na sequéncia de aminoacidos da proteina.

A segunda limitagdo da técnica refere-se a carga elétrica dos aminodacidos. Nessa cir-
cunstancia, o que se da é que a substituicdo de aminoacidos que acontece, ocorre sem
mudar a carga, ou seja, 0s aminoacidos trocados possuem cargas iguais. Assim, como nao
ha mudanca na carga elétrica da proteina, também ndo ha mudanca da mobilidade dela
no gel de eletroforese. Portanto, proteinas com sequéncias diferentes de aminoacidos vao

apresentar um padrao igual de bandas.
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FIGURA 1. Eletroforese de aloenzimas. Depois de feita a amostragem de uma populagdo natural (A), amostras de tecido
dos individuos coletados sao retiradas (B) e homogeneizadas (C) antes de serem aplicadas no material suporte da eletrofo-
rese (D). Feito isso, 0 suporte é submetido a uma corrente elétrica (E) que fard com que as proteinas migrem ao longo dele
de maneira diferenciada em fungao de seu peso molecular e carga elétrica. Essas proteinas serdo coloridas por processos
bioquimicos (F), produzindo um padrZo de bandas que pode ser interpretado como o gendtipo dos organismos (G, H, I).
Convencionalmente, a banda que percorreu o caminho mais longo no gel é considerada como o alelo A do gene em questao,
e as bandas subsequentes sdo nomeadas seguindo a ordem alfabética.
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Por fim, uma vez que as proteinas ndo sio diretamente originadas do DNA, mas sim do
RNA mensageiro, e que esse sofre um processamento que elimina partes que nao codifi-
cam nada, os chamados introns, pode-se dizer que a variagdo presente nessas porcoes
nao codificantes do DNA também n3o é amostrada na eletroforese de aloenzimas. A partir
disso, a conclusdo a que se chega é de que a técnica é capaz de fornecer apenas uma
subestimativa da variacdo génica presente no genoma, ou seja, a variagio percetivel pela
técnica de eletroforese é, muito certamente, menor do que aquela que esta presente no

c6digo genético L.

FIGURA 2. Ilustracdo gréafica do chamado “dogma central da biologia molecular” que diz que o DNA é transcrito em RNA
que é traduzido em proteinas (A) e tabela com as informac@es referentes a tradugao do cddigo genético em aminodcidos
(B). Percebe-se que quase todos os aminoacidos sdo codificados por mais de uma trinca de nucleotideos, com as Unicas
excegdes sendo a metionina e o triptofano.

A partir da década de 1970, muito pelas limitagGes da eletroforese de aloenzimas, pas-
sou-se a usar a recém desenvolvida técnica de sequenciamento de DNA, desenvolvida, em
1975, por Frederick Sanger (1918-2013), o que possibilitou o acesso mais direto a varia-
¢30 génica presente no cédigo genético . Na década de 1980 surgiu a técnica da Reagdo
em Cadeia da Polimerase (ou PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) desenvolvida,

em 1983, por Kary Mullis, o que tornou possivel, para um grande nimero de laboratdrios,
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trabalhar com variacio em DNA °. A PCR é realizada em uma maquina chamada termo-
ciclador, que assim se chama porque repete varios ciclos de temperaturas diferentes que
servem para, em Ultima analise, dar origem a uma grande quantidade de copias de DNA a
partir de uma fita dupla original (FIGURA 3). Atualmente, as técnicas que permitem medir
a variagdo génica tém sofrido uma revolugdo com os sequenciadores de nova geragédo ou
NGS (New Generation Sequencers, do inglés). Nestas novas tecnologias o sequenciamento
de DNA é promovido em plataformas capazes de gerar informagao sobre milhdes de pares
de bases com grande economia de tempo e custo. Apesar das novas técnicas proporciona-
rem um acesso mais direto a variagdo presente no codigo genético do que as aloenzimas,
elas ainda representam estimativas indiretas da variagdo génica, uma vez que assumem,
por exemplo, que o DNA que esta sendo amplificado é aquele que se deseja* 1%,

Explicado tudo isso, os problemas com os quais a genética marinha trabalha encontram-
-se nos mais diversos campos de conhecimento da biologia marinha, contudo, em ultima
analise, pode-se dizer que todos servem ao mesmo objetivo, que seria a caracterizagdo da
biodiversidade presente nos ambientes marinhos. O uso da genética na biologia da pesca,
por exemplo, relaciona-se a identificagdo de unidades reprodutivas (ou estoques) de um
determinado recurso pesqueiro. A determinagdo de estoques pesqueiros é uma tarefa in-
dispensavel a conservagao do recurso que esta sob exploragao, uma vez que dependendo
do nimero e tamanho dos estoques as estratégias de conservacgao utilizadas serado dife-
rentes. Assim, se for demonstrado pela genética marinha, que os individuos pertencentes
a diferentes regides pertencem a um mesmo estoque, todos aqueles que exploram tal re-
curso pesqueiro devem unir seus esforgos de manejo de modo a promover a conservagao
daquela populagao. Por outro lado, se for observado que cada regido possui um estoque
diferente, 0 manejo deve se dar de forma separada, para evitar que os estoques sejam
completamente esgotados.

Outro exemplo do uso da genética de populagGes na biologia marinha é nas areas de
taxonomia e sistematica, que sdo as ciéncias responsaveis pela classificagdo e organi-
zacdo dos seres vivos em grupos hierarquicos. Nesse caso, a genética marinha tem sido
amplamente aplicada em estudos de identificagdo de espécies cripticas, que sdo aquelas
espécies que apresentam caracteristicas fisicas muito semelhantes a ponto de serem con-
fundidas entre si. Tais estudos permitem que essas espécies sejam corretamente classifi-
cadas, de modo a fornecer melhores informacdes a respeito da biodiversidade.

Sem a correta classificagdo das espécies presentes no ambiente marinho, a conserva-
cdo e 0 manejo ndo podem ser realizados de maneira satisfatdria. Variantes de uma mes-
ma espécie que sdo considerados como pertencentes a espécies diferentes podem gerar
esforcgos inuteis de manejo e conservacao que poderiam ser empregados em espécies ver-
dadeiramente distintas. Por outro lado, considerar espécies diferentes como pertencentes
a um mesmo grupo nos planos de manejo pode levar a extingdo de uma das espécies sem
gue nem sequer se tenha tido conhecimento sobre ela '*. A metodologia de DNA barcode
(sequenciamento do gene citocromo oxidase I-COI do DNA mitocondrial), tem sido utili-
zada para caracterizar molecularmente algumas espécies e, dessa forma, tem permitido

acdes de conservacgao que dependem de identificagdo precisa.
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FIGURA 3. Técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A técnica consiste na amplificagdo do DNA através do uso
de duas pequenas sequéncias de nucleotideos, conhecidas como iniciadores, que sdo responsaveis por marcar os limites da
porgdo da fita de DNA que serd amplificada. A primeira temperatura utilizada no termociclador serve para separar a fita
dupla da molécula de DNA em duas fitas simples que servirdo como molde para os iniciadores (A). A segunda temperatura
¢ aguela em que esses iniciadores irdo se unir as fitas molde (B). Por fim, na terceira temperatura ocorre a sintese de novas
fitas duplas de DNA a partir das fitas simples nas quais os iniciadores estdo acoplados (C). Esse ciclo de temperaturas é
repetido por diversas vezes de modo a produzir uma grande quantidade do DNA molde. Se ao final do primeiro ciclo sdo
originadas duas fitas duplas a partir da fita dupla original de DNA (D), ao final do segundo ciclo serdo produzidas quatro e
assim sucessivamente (E, F, G) em escala exponencial.

Revista de Ciéncia Elementar | doi: 10.2492//rce2019.015 | margo de 2019 6


http://doi.org/10.24927/rce2019.015

REVISTA DE CIENCIA ELEMENTAR

A aplicagdo da genética marinha como ferramenta de estudo da biodiversidade também
se da em estudos sobre bioinvasio. As bioinvastes sdo a chegada e o estabelecimento de
organismos nao nativos em ambientes onde eles ndo ocorrem naturalmente, sendo um
fendmeno que na maioria das vezes é mediado pela acdo humana. Uma das consequéncias
de uma bioinvas3o € a alteragéo do ecossistema invadido, com possivel perda da biodiver-
sidade local e extingdo de espécies nativas, o que gera consequéncias nio so6 ecoldgicas,
mas também sociais e econdmicas. Dessa maneira, cada vez mais estudos tém sido rea-
lizados com o objetivo de entender como o processo de invasao acontece, e 0 uso da ge-
nética marinha tem se mostrado muito Util em diversos aspetos, como no reconhecimento
das espécies invasoras quando elas s3o ainda muito jovens e ndo podem ser identificadas
por métodos morfoldgicos; na diferenciagcdo entre essas espécies e as nativas no caso de
haver grande semelhanca fisica entre elas; ou mesmo na inferéncia do local de origem dos
organismos invasores. Tudo isso abre maiores possibilidades de controle do processo de
bioinvasao .

Os exemplos que foram dados representam apenas alguns poucos estudos nos quais a
genética marinha tem sido utilizada como ferramenta metodoldgica, existindo ainda va-
rios outros tipos de problemas que podem ser resolvidos com sua aplicagio. Assim, essa
ciéncia ultrapassa as fronteiras disciplinares, integrando conhecimentos de areas diversas
como a genética de populagdes no que se refere as suas teorias, a biologia molecular com
relagdo as técnicas de que faz uso, e a biologia marinha no que diz respeito aos objetivos
que persegue. Dessa forma, pode-se dizer que a genética marinha é uma ciéncia de carater
interdisciplinar 1.
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