AVALIACAO DA CONECTIVIDADE GENETICA DE Epinephelus marginatus
POR SEQUENCIA D-LOOP MITOCONDRIAL
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INTRODUCAO

A garoupa verdadeira, Epinephelus marginatus (Lowe, 1834) na América do Sul ocorre
desde o Rio de Janeiro/Brasil até o Golfo da Patagbnia/Argentina (GILLES et al.,
2000). A espécie possui hermafroditismo protoginico, maturacao sexual tardia, inverséo
sexual, sedentarismo, habita litoral rochoso, apresenta fidelidade territorial, além de
grande importancia para a pesca comercial, devido seu grande porte e aceitacdo pelo
mercado consumidor. Essas caracteristicas inseriram-na no Livro de Espécies
Ameacadas de Extingdo da IUCN (International Union for Conservation of Nature) e
recentemente na fauna ameacada de extingdo do Estado de Sdo Paulo (RODRIGUES-
FILHO et al.,, 2009). Sendo assim, um pré-requisito importante para 0 manejo
sustentado dos recursos marinhos € o conhecimento de como as populacdes de uma
determinada espécie estdo estruturadas geneticamente (HILBORN et al., 2003), e para
avaliar essa diversidade genética utiliza-se técnicas moleculares, onde as mais utilizadas
sdo as do DNA mitocondrial, que € uma molécula circular, de transmissdo materna, com
rapida taxa de evolugédo e transmissdo sem recombinacdo (MARTINS et al., 2003).
Parte dessa molécula corresponde a regido controladora ou D-loop, que é uma regido
ndo codificante de aproximadamente 1.200 nucleotideos, além de ser mais sensivel a
processos mutacionais quando comparado ao DNA nuclear (MARTINS et al., 2003),
sendo entdo muito utilizada para estudos de diversidade genética populacional.

OBJETIVO

Avaliar a diversidade genetica da populacdo de Epinephelus marginatus do litoral
paulista pela comparacéo de sequéncias da regido D-loop do DNA mitocondrial, a fim
de fornecer subsidio para programas de manejo e conservacao desse recurso genético.

METODOLOGIA

O DNA total de 40 individuos coletados no litoral paulista, sendo S&o Sebastido (n=20)
e Bertioga (n=20) foi extraido seguindo o protocolo de extragdo salina, logo apos,
quantificado em gel de agarose 2% e em espectrofotometria dptica. Posteriormente
realizou-se teste de gradiente de temperatura e concentracdo de MgCl2 com os primers
Dloop-FI3 e 12S-RE4 (Tabela 1) para obter a melhor condicdo da reacdo de PCR
(Polymerase Chain Reaction), a fim de amplificar a regido D-loop do DNA
mitocondrial. Apds a obtencdo das melhores condicbes foram realizadas reacOes de
PCR com todas as amostras. Os produtos de PCR (amplicons) foram purificados com
ExoSAP (Exonuclease | - Shrimp Alkaline Phosphatase -Affymetrix®) e enviados para
sequenciamento na ESALQ-USP/Piracicaba,SP. As sequéncias obtidas foram editadas



no software CodonCode Aligner (Codon Code Corporation). A diversidade (haplotipica
e nucleotidica) e expansdo populacional foi verificada pelos softwares DNAsp 3.0
(ROZAS & ROZAS, 1999) e ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER et al., 2010). A rede de
haplotipos foi obtida utilizando o software NetWork (BANDELT et al., 1999).

Tabela 1. Descricdo dos primers, localizacdo no DNA mitocondrial, tamanho do amplicon em pares de
bases (pb) utilizados nas reagdes de amplificacdo.

Primer Sequéncia (5’-3’) Local Amplicon Referéncia
Dloop- F:CTGGCATTTGGTTCCTACTTCAGG Meio do DAMASCENO et
FI3 D-loop 700-750 al., 2015

12S- R: GCGGATACTCGCATGTGTAA 12S SANTA BRIGIDA
RE4 etal., 2007

RESULTADOS E DICUSSAO

A extracdo de DNA foi eficiente. Segundo Faleiro et al. (2002) a extracdo de DNA é
uma das etapas bésicas para o sucesso de andlises genéticas, uma boa qualidade de
extracdo tem relacdo direta ao sucesso do uso dos marcadores moleculares. O teste de
gradiente para os primers Dloop-FI3 e 12S-RE4 revelou que a melhor condicao para a
reacdo de PCR foi com a temperatura de anelamento a 54°C e a concentragdo de MgCl:
a 3.0mM, onde foi possivel obter amplicon de 700-750pb. Das 40 amostras
sequenciadas, sendo 20 de S&o Sebastido e 20 de Bertioga, somente 17 amostras de S&o
Sebastido puderam ser utilizadas nas analises estatisticas do presente estudo. As
amostras de Bertioga vieram com sequéncias inadequadas para analise, por este motivo,
ndo foram utilizadas, pois quando analisadas no Blast/NCBI ndo demonstraram
similaridade com nenhuma espécie do género Epinephelus, isso levou a acreditar que
talvez essas amostras ndo fossem realmente de Epinephelus marginatus, pois as mesmas
foram coletadas por pescadores da regido de Bertioga, ndo sendo possivel uma
identificacdo morfoldgica. Mas, andlises do gene COIl serdo realizadas a fim de
confirmar se essas amostras sdo realmente de E. marginatus. Sendo assim, essas
amostras de Bertioga ndo puderam ser utilizadas nesse estudo, a fim de evitar resultados
equivocados. Sendo assim, foi possivel avaliar a diversidade genética da populacdo de
Sao Sebastido e sua expansao populacional. As sequéncias da regido controle do DNA
mitocondrial (D-loop) apresentaram 28 sitios varidveis em 536pb e 11 haplétipos
identificados em 17 individuos de Epinephelus marginatus coletados em Sao
Sebastido/Litoral Paulista, A frequéncia nucleotidica foi de C: 17.44%, T: 22.06%, A:
37.61%, G: 22.90%. Segundo Meyer (1993), as extremidades do D-loop sdo regides
ricas em AT, corroborando com os resultados encontrados no presente estudo, onde AT
(59,67%) apresentou indices mais elevados que CG (40,34%). A diversidade
nucleotidica encontrada em Epinephelus marginatus (0,015= 1,5%) e diversidade
haplotipica (0,94) (Tabela 2) foram consideradas altas, pois segundo Grant & Bowen
(1998) a diversidade nucleotidica e haplotipica sdo altas quando sdo maiores que 0.5% e
0.5, respectivamente. De acordo com Grant & Bowen (1998), niveis altos de
diversidade entre hapl6tipos pode ser atribuido a um contato secundario entre linhagens
que passaram por um longo periodo de isolamento, produzindo a distribuicdo bimodal
encontrada nessa populacdo. O teste de neutralidade (desvios em relagéo a neutralidade)
de D de Tajima apresentou D=-0,14 (p>0,10) e o teste Fs de Fu apresentou Fs=-0,89
(p>0,02) (Tabela 2) ndo foram significativos, demonstrando existir uma selecdo sobre
0s heterozigotos que por serem mais diversos geneticamente sobrevivem a essa selecao,
revelando os altos niveis de diversidade, mas essa diversidade s esta sendo alta por que
a populacéo esta sofrendo uma pressao.



Tabela 2. Analise da diversidade e teste de neutralidade.

Populagdo Numero NUmerode Diversidade Diversidade Fu’sFs TajimaD

amostral haplétipos  haplotipica nucleotidica Fs p D p
Séo 17 11 0.949 0.015 -0.89 0,38 -0.14 044
Sebastido

Os resultados da rede de hapl6tipos (networks) e da matriz de distancia nucleotidica
revelaram que o haplotipo mais frequente foi o Hap 5 e que a populacdo apresentou 3
grandes grupos, sendo, grupo 1 (haplotipos 2, 7, 10, 6, 4 e 11), grupo 2 (hapl6tipo 5),
grupo 3 (hapldtipos 8, 1, 9 e 3), mas com auséncia de estruturacdo populacional, pois a
grande maioria dos ramos da arovere de Neighbour-joining apresentou baixos valores
de bootstrap.

CONCLUSAO

Foi possivel avaliar a diversidade genética da populacdo de Epinephelus marginatus de
Sdo Sebastido/Litoral Paulista, por meio de analise do DNA mitocondrial (D-loop). A
populacao apresentou altos indices de diversidade genética (haplotipica e nucleotidica) e
padrdo de distribuicdo bimodal, revelando um contato secundario entre linhagens que
passaram por um longo periodo de isolamento. Os altos indices de diversidade genética
sugerem que a populacdo esta sofrendo uma pressao, pois os testes de neutralidade ndo
foram significativos. Sendo assim, tornan-se necessdrias medidas de manejo e
conservacao desse recurso genetico.
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