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RESUMO

Este estudo visou preencher lacunas no conhecimento sobre a diversidade
genética e filogenética do género Siderastrea (Blainville, 1830), importantes
organismos construtores dos recifes de corais, com maior foco na espécie Siderastrea
stellata (Verrill, 1868). Colbnias parcialmente branqueadas da espécie S. stellata
foram coletadas na praia de Gaibu, no periodo de novembro de 2022 a janeiro de
2023 e o DNA gendmico das colbénias foi extraido utilizando o Kit Wizard Genomic
DNA Purification Kit. Foi desenhado um par de primers especifico para a confirmacao
da espécie S. stellata e a identificacdo das colbnias foi realizada pela técnica de PCR
convencional. A analise da variabilidade entre as colénias foi realizada pela técnica
de RAPD utilizando 06 primers randémicos do tipo ITS. Além disso, para analisar se
existia variabilidade genética entre as amostras de S. stellata, existentes no banco de
dados gendbmico Genbank, as sequéncias depositadas foram utilizadas para o
alinhamento e posteriormente foram realizadas analises filogenéticas entre amostras
depositadas utilizando a plataforma Mega. Por fim, analises de restricao enzimatica in
silico foram realizadas na busca de enzimas de restricdo que pudessem ser utilizadas
na diferenciagao entre os isolados. Os resultados alcangados com a técnica de RAPD
nao forneceram dados suficientes para permitir identificar variabilidade genética entre
as amostras analisadas no presente estudo. Por outro lado, em relagdo aos dados da
analise filogenética, foi possivel encontrar diferencas entre as sequéncias de isolados
de diferentes regides. Houve uma maior proximidade genética entre isolados de S.
stellata do Panama e do Brasil e menor proximidade com o isolado do México. A
Siderastrea savignyana se destacou como o ancestral mais distante dentro do género.
Além disso, foi possivel detectar variagbes genéticas preliminares entre as populacoes
avaliadas, utilizando dados da analise de restricdo in silico. Desta forma, o presente
estudo traz uma primeira abordagem de analise genética de variabilidade dentro das
especies de S. stellata. Contudo, estudos mais aprofundados sao necessarios e
poderdo auxiliar no esclarecimento da complexidade da variabilidade genética do
género, além da auxiliar nas estratégias de manejo e conservagao desses organismos

e dos ecossistemas marinhos que eles sustentam.

Palavras-chave: Variabilidade Genética, Corais, Bioinformatica.



ABSTRACT

This study aimed to fill gaps in knowledge about the genetic and phylogenetic
diversity of the genus Siderastrea (Blainville, 1830), important coral reef-building
organisms, with a greater focus on the species Siderastrea stellata (Verrill, 1868).
Partially bleached colonies of the species S. stellata were collected on Gaibu beach,
from November 2022 to January 2023 and the genomic DNA of the colonies was
extracted using the Wizard Genomic DNA Purification Kit. A specific primer pair was
designed to confirm the species S. stellata and the identification of the colonies was
performed by the conventional PCR technique. The analysis of the variability between
the colonies was performed by the RAPD technique using 06 random ITS primers.
Furthermore, to analyze whether there was genetic variability among the S. stellata
samples in the Genbank genomic database, we downloaded all sequences and
performed sequence alignment. Subsequently, phylogenetic analyses were performed
among the deposited samples using the Mega platform. Finally, in silico restriction
enzyme analyses were performed to search for restriction enzymes that could be used
to differentiate between the isolates. The results obtained with the RAPD technique did
not provide sufficient data to identify genetic variability among the samples analyzed
in the present study. On the other hand, regarding the data from the phylogenetic
analysis, it was possible to find differences between the sequences of isolates from
different regions. There was greater genetic proximity between S. stellata isolates from
Panama and Brazil and less proximity to the isolate from Mexico. Siderastrea
savigneana stood out as the most distant ancestor within the genus. In addition, it was
possible to detect preliminary genetic variations among the populations evaluated,
using data from the in silico restriction analysis. Thus, this study provides a first
approach to genetic analysis of variability within the species of S. stellata. However,
more in-depth studies are needed and may help to clarify the complexity of the genetic
variability of the genus, in addition to assisting in management and conservation

strategies for these organisms and the marine ecosystems they support.

Keywords: Genetic Variability, Corals, Bioinformatics.
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1. INTRODUGAO

Os ambientes recifais sdo de grande importancia no ecossistema marinho, uma
vez que atuam como areas de reproduc¢do, desova, alimentagdo e abrigo para uma
grande diversidade de organismos marinhos (Moberg; Folke, 1999). Contudo, esses
ecossistemas sdo extremamente sensiveis a variagbes abidticas das aguas
oceanicas, tais como: mudangas no pH, na salinidade e na temperatura, (Glynn,
1993), e nesses locais podemos encontrar os corais pétreos do género Siderastrea,
objeto principal do nosso estudo.

Esses organismos marinhos sdo cruciais para os ambientes recifais, por
fornecer habitat e alimento, dentre outras contribuicbes, para outros organismos.
Pernambuco € um dos locais em que observamos a presencga do coral Siderastrea
stellata, sendo por isso escolhido para o desenvolvimento deste estudo.

Até o momento, ndo existem investigagcdes abrangentes sobre a diversidade
genética e filogenética de Siderastrea, baseadas em sequéncias gendmicas
disponiveis publicamente. Ademais, o Siderastrea stellata apresenta praticidade e
facilidade de acesso a coleta.

A presente pesquisa teve como objetivo central a realizagcdo de um
levantamento, no oceano atlantico ocidental, do género Siderastrea, tendo como
objetivos especificos: 1) analisar a possivel ocorréncia de variabilidade genética
dentro da espécie Siderastrea stellata; 2) realizar o levantamento e a analise das
sequéncias depositadas em bancos génicos de Siderastrea; e 3) elaborar Contig's
para analises bioinformaticas das populagdes.

Dessa forma, o estudo se desenvolveu em trés capitulos: 1- introdugao geral
do conteudo abordado; 2- UM referencial tedrico, ao qual se baseou esta pesquisa.
Traremos pesquisadores como Kitahara (2016), Pinheiro (2016), Santos et al. (2021)
e Tunala (2022); 3- trabalharemos mais detidamente sobre a metodologia,
apresentando como desenvolvemos e guiamos a pesquisa e quais materiais e
métodos utilizamos; 4- mostraremos o resultado de nossa pesquisa e as
consideracgdes finais, trazendo os dados e informagdes que reunimos a partir da nossa
investigacao.

Isto posto, frisa-se a importancia deste estudo pelo seu ineditismo, utilizando
as metodologias qualitativa, descritiva e de campo para o seu desenvolvimento.
Nestes termos, seguiremos para o capitulo seguinte, avangando em nosso referencial

tedrico.



2. REFERENCIAL TEORICO

Os corais pétreos do género Siderastrea sao organismos marinhos
fundamentais e essenciais dos recifes de coral, fornecendo estrutura, habitat e
alimento para uma ampla gama de organismos marinhos, desempenhando um papel
crucial na formagao e manutengdo desses ecossistemas (Veron, 2000). As quatro
espécies do género, sendo elas S. stellata, S. radians, S. siderea e S. savignyana
(Figura 1), se destacam por sua ampla distribuigdo geografica, abrangendo o Atlantico
Ocidental, o mar do Caribe e o Golfo do México (Cairns et al., 2009). Sua importancia

ecologica e econOmica, aliada a sua ampla distribui¢do, o torna um alvo ideal para

estudos aprofundados sobre sua possivel histéria evolutiva, diversidade genética e
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Figura 1. Espécies do género Siderastrea. A: S. stellata; B: S. radians; C: S. siderea;
D: S. savignyana. Fonte: Google Imagens.

No entanto, apesar de sua importancia ecoldgica, estudos que integrem
analises filogenéticas, biogeograficas e moleculares do género ainda séo incipientes,
causando uma lacuna significativa no conhecimento sobre a diversidade genética e
filogenética desses organismos, uma vez que a maioria dos estudos existentes se
concentra em aspectos especificos da biologia da espécie, como crescimento (Costa
et al., 2008; Hoogenboom et al., 2012; Pinheiro, 2016), reprodugéo (Hughes et al.,
1992; De Barros, Pires, 2006; Harrison, 2011) ou resposta ao estresse ambiental
(Kelmo, 1998; Agostinho, 2020; Drury, Lirman, 2021; Santos et al., 2021; Tunala,
2022).

A falta de estudos abrangentes limita a compreenséao da histéria evolutiva e da
variabilidade genética dentro do género, assim como da conectividade entre
populag¢des geograficamente distantes (Van Oppen et al., 2006, 2011). Desta forma,
o presente estudo se propds a preencher essa lacuna ao realizar um levantamento
das sequéncias genéticas de Siderastrea depositadas online no banco de dados do
GenBank do NCBI.




Por meio da analise de sequéncias ribossomais, buscamos identificar possiveis
padrées de diversidade genética, combinando analises filogenéticas, biogeograficas
e moleculares das sequéncias genémicas selecionadas, a fim de desvendar possiveis
graus de parentesco entre populagbes e as caracteristicas genéticas especificas
associadas a diferentes localidades geograficas (Fukami et al., 2004a, 2004b; Garcia
etal., 2017).

Dessa forma, o estudo se dedicou em desvendar a variabilidade génica do
género, identificando relagdes de parentesco entre as populagdes e inferindo
possiveis eventos que podem ter moldado a distribuicdo geografica da espécie
(Knowlton, Jackson, 2008; Pinheiro et al., 2017). Além disso, foi avaliada a diversidade
genética dentro da espécie, avaliando o nivel de variabilidade genética entre as
populagdes e reconhecendo possiveis areas de endemismo genético (Baums et al.,
2005; Kitahara, 2016). Por fim, se investigou a conectividade populacional (Neves et
al., 2008), elucidando o fluxo génico entre as populagdes, e identificando barreiras
geograficas que possam ser fatores limitantes (Hellberg, 2009).

Nesta perspectiva, este estudo se torna relevante, em face de seu ineditismo
ao combinar diferentes ferramentas e técnicas, oferecendo uma nova visédo sobre o
tema, uma vez que até o momento nao ha investigacdes recentes e abrangentes sobre
a diversidade genética e filogenética de Siderastrea baseadas em sequéncias
genbmicas disponiveis publicamente, nem abordando a diversidade genética e
conectividades geograficas populacionais.

Além disso, a realizagao deste estudo também destaca a importancia crescente
de estudos de bioinformatica aplicados a ecologia e biologia marinha, uma vez que
esse campo de pesquisa € pouco explorado, pincipalmente em relagédo aos corais
(Louis et al., 2017). A integracdo de técnicas bioinformaticas avancgadas, como
analises filogenéticas, montagem de Contig’s e simulagdes de restricdo enzimatica in
silico, permite uma compreensao mais abrangente e detalhada da diversidade
genética e da estrutura populacional desses organismos marinhos.

Ademais, a pesquisa traz uma preocupag¢ao em face da situagao climatica
global atual. Isto porque, os corais vém enfrentando eventos catastréficos recorrentes,
como o branqueamento em massa, associada a uma alta taxa mortalidade nas ultimas
décadas, que levantaram questdes sobre o futuro dos ecossistemas de recifes de
corais (Glynn, 1993; Leao, Kikuchi; Oliveira, 2008; Santos et al., 2021). Mesmo que o

branqueamento seja bem estudado, ele ndo é compreendido de forma integra, pois



ainda ndao ha uma descricdo completa e precisa de como as diversas condicoes
ambientais interferem de fato nesse evento, além da falta de nuances na descrigao
dos limites biologicos dos corais e as reagdes fisiolégicas dos organismos a
temperaturas elevadas e outros fatores, bem como a grande falta de dados sobre a
variagdo genética e sua interferéncia no branqueamento (Burgess, 2021; Virgen-
Urcelay; Donner, 2023), uma vez que grande parte das colbnias que apresentam
combinagdes genotipicas locais sofre algum branqueamento visivel atribuido ao
estresse térmico (Drury; Lirman, 2021).

Assim, a existéncia de colbnias aparentemente tolerantes ao evento do
branqueamento pode estar associada a aclimatagdo continua dos corais a
temperaturas crescentes, bem como a questdo das mudancas na composicido da
comunidade em dire¢ao a genaotipos mais tolerantes ao calor (Thompson; Van Woesik,
2009; Hughes et al., 2019; Decarlo; Harrison, 2019), sendo necessaria a investigagao
dos seus gendtipos locais.

Por fim, este tipo de analise pode fornecer insights valiosos para a conservagao
e manejo desses ecossistemas marinhos crescentemente ameagados, direcionando
esforgos para possiveis areas prioritarias e identificando populagbes geneticamente
distintas que possam necessitar de prote¢cao especial, ajudando a reduzir impactos
das mudancas climaticas e outras atividades humanas sobre os recifes de coral (Lima,
Coutinho, 2016; Arrigoni et al., 2017; Riginos et al., 2024).

3. MATERIAIS E METODOS

Escolhemos o género Siderastrea Blainville, 1830, como objeto de nosso
estudo, por ele ter uma espécie com ampla ocorréncia no litoral Sul de Pernambuco,
a espécie Siderastrea stellata (Verrill, 1868), e pela praticidade de acesso para coleta,
vez que ele pode ser encontrado em poucos centimetros de profundidade nessa
regiao.

Para isso, a praia escolhida foi a de Gaibu, devido a facilidade de localizar
colénias do género escolhido em pogas com aguas calmas durante a maré baixa, e
pela grande quantidade de colbnias parcialmente branqueadas, utilizadas nas

analises genéticas.



3.1. REGISTROS E COLETAS EM CAMPO

As colbnias coletadas, por meio da Licenga Permanente do SISBio, Numero:
15332-5, foram escolhidas aleatoriamente, desde que estivessem parcialmente
branqueadas (com uma regido branqueada e uma regido saudavel) e distantes no
minimo 10 metros umas das outras, afim de evitar a coleta de clones derivados da
mesma colbnia-mae (Pinheiro, 2016) (Figura 2). Além disso, ndo foram coletadas
colénias recrutas, apenas maduras, e que estivessem em pogas paradas (sem
correnteza), a fim de assegurar que todas as regides das colbnias estivessem sob as

mesmas influéncias e interferéncias ambientais.
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As colbnias coletadas foram armazenadas em potes separados (Figura 3),
devidamente etiquetadas e transportadas em agua do mar cobertas, para evitar a
exposicao excessiva a radiagao solar e para manter as temperaturas relativamente
constantes, até serem armazenadas em um refrigerador, para posterior analise
(Banaszak, 2007).



Figura 3. Materiais Htilizados para coleta do coral Siderastrea stellata. Fonte: imagem do autor.

As coletas foram realizadas na Praia de Gaibu, no periodo de novembro de
2022 a janeiro de 2023, para realizagao dos testes pilotos da extracdo de DNA, assim
como para realizacao dos testes de PCR.

3.2. PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

No Laboratério de Ambientes Recifais (LAR), localizado na Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), foi realizada a estocagem das amostras em
um refrigerador, com as amostras sendo, posteriormente, processadas no Laboratério
de Genética, Bioquimica e Sequenciamento de DNA (GENOMA) da UFRPE.

Antes do processamento das amostras, as superficies das coldnias foram
lavadas com agua destilada, para remover possiveis organismos contaminantes
(Figura 4), sendo feitas, posteriormente, as raspagens de 2 a 3 cm? do tecido
coralineo, com estilete ou navalhete (Banaszak, 2007). Nessa etapa, uma amostra da
area branqueada e uma da area saudavel foram retiradas de cada col6nia, sendo
colocadas em tubos de eppendorf, devidamente etiquetados, para ter seu DNA

extraido.



Figura 4. Preparagéo para a raspagem do tecido coralineo das colénias coletadas de Siderastrea

stellata. Fonte: imagem do autor.

3.2.1. Extracao de DNA gendémico e analise em gel de agarose

A extragcdo do DNA piloto das colbnias de coral foi realizada utilizando o Wizard
Genomic DNA Purification Kit, seguindo as instrugdes do fabricante para a extragcéo
de DNA de tecido animal. Em seguida, o DNA extraido foi submetido a separacéo
eletroforética em em gel de agarose a 1% para verificagdo da qualidade da amostra

extraida, e visualizada em luz ultravioleta.

3.2.2. Identificagao molecular de Siderastrea stellata
Para identificacdo da espécie Siderastrea stellata, foram desenhados primers
especificos para a regido ITS do RNA ribossomal 18s, utilizando dados da plataforma

GenBank, NCBI (National Center for Biotechnology Information):

ITS1F: 5°- TCC GTA GGT GAA CCT GCG G -3'.
ITS5F: 5°- GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G -3.
ITSR: §’- CCA ACT CTT TGG AAG AAA GGC CGT -3'.

A mistura dos componentes da reagcao da PCR para identificacdo da
regido ITS de Siderastrea stellata, consitiu de: 1X Tampao Taq DNA polimerase
(Invitrogen), 200uM dNTP, 2,5mM MgClz (Invitrogen), 1pmol de cada primer; 2U
Taq polimerase (Invitrogen) e 3uL de DNA extraido.



A amplificacdo da sequéncia foi realizada no Termociclador LifeTouch da
BIOER, seguindo as seguintes condigdes de reacao: Hold inicial de 95°C por 2
min; seguidos de 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e

72°C por 45 segundos; e uma extensao final de 72°C por 5 minutos) (Figura 5).

Figura 5. Programacgéo da ciclagem da PCR para regido ITS de Siderastrea stellata. A tela
representa as condicdes da PCR. Na parte superior estdo colocadas as amostras para serem
amplificadas. Fonte: imagem do autor.

3.2.3. Identificagao RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) foi utilizada para
analisar variabilidade genética entre as diferentes regides das colonias branqueadas,
com o objetivo de identificar se esta variabilidade esta relacionada com o
branqueamento das colbnias.

Inicialmente, foram realizadas analises utilizando primers RAPD, da regiao do
RNAr 18S usados na identificacdo de variabilidade genética em Caiman (jacarés),
com 6 primers randémicos (10-mer) da série CAM (PROMEGA), cujas sequéncias
estdo descritas abaixo:

A01: 5- CCC AAG GTC C -3'.

A02: 5’- GGT GCG GGA A -3..

A03: 5- AAG ACC CCT C-3.

A05: 5- CAC CAG GTG A -3'.

B04: 5- TGC CAT CAG T -3..

B0O7: 5- AGATCG AGC C -3

As reagdes foram realizadas para um volume final de 15ul, montadas com as

seguintes concentragdes: ~50ng/ul DNA; 0,3 pmol de cada primer; 1X tampao da Taq



polimerase 10X (PROMEGA); 2,5mM MgCI2 ; 0,2mM dNTP e 2U da enzima Tag-
Polimerase 5U/ ul (PROMEGA).

A reacado de amplificacdo do DNA foi realizada no termociclador automatico
PTC100 da MJ, com os seguintes passos: 45 ciclos de 94°C por 2min; 36°C por 1 min;
72°C por 2 min; e uma extensao final de 10 minutos a 72°C.

Os fragmentos de DNA obtidos (bandas), para os 8 primers foram analisados
pela técnica de eletroforese em gel de agarose 1,5% submersos no tampé&o TBE (Tris
Borato EDTA — 1X), e corados com Gel Red, visualizados com o auxilio de um
transiluminador de luz ultravioleta e fotografados para as analises (Ferreira;
Grattapaglia, 1998). As bandas foram analisadas juntamente com um marcador de
peso molecular ladder de 50pb (Promega).

Além disso, também foi aplicada a técnica de RAPD, utilizando os primers
desenvolvidos para a identificacdo de S. stellata, usando apenas um primer por reagao

e reduzindo a sua temperatura de anelamento para 45°C.

3.3. ACESSO E SELECAO DE SEQUENCIAS GENETICAS

Para realizar este estudo de bioinformatica, inicialmente, acessamos o banco
de dados do GenBank do NCBI (National Center for Biotechnology Information) (USA,
2024a) e realizamos uma busca por sequéncias gendmicas de Siderastrea, utilizando
a os seguintes termos: "Siderastrea", "18s", "ITS1", "56.8s", "ITS2" e “28s”, além de
utilizar combinagdes entre os termos (por exemplo, "Siderastrea stellata 18S ITS1").

Todas as sequéncias encontradas foram baixadas no formato FASTA e
armazenadas em um banco de dados local, sendo triadas, selecionadas e utilizadas
para as analises subsequentes todas as sequéncias disponiveis que

correspondessem aos critérios de inclusdo, sendo eles:

e Sequéncias completas ou parciais para algum dos genes ribossomais
de interesse (18S, ITS1, 5.8S, ITS2 e 28S).

e Sequéncias de alta qualidade (Phred score = 20).

¢ Informagdes geograficas sobre o local de coleta da amostra.

e Exclusao de sequéncias duplicadas ou redundantes.
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3.4. MONTAGEM DOS CONTIG’S

ApoOs a selegcdo das sequéncias genéticas, procedeu-se a montagem de
Contig’s (USA, 2024b). As sequéncias foram agrupadas com base nas localizagbes
geograficas das amostras, visando identificar padrdes de distribuicdo geografica e
potenciais diferencas genéticas entre populagbes. O software MEGA11 foi utilizado
para realizar o alinhamento entre as sequéncias selecionadas, e o programa Contig
Assembly (CAP) do software BioEdit foi utilizado para criar Contig’s a fim de fazer a
montagem completa da sequéncia (Choudhary et al., 2023) considerando os
parametros de montagem padrdes adequados para cada regido genémica, e sendo
ajustados de acordo com a qualidade das sequéncias e o tamanho dos Contig’s
desejados (Yang et al., 2021), sendo posteriormente verificados manualmente para
garantir a qualidade da montagem.

3.4.1. Caracterizagao e identificagcao de genes

Com os Contig’'s montados, procedemos a caracterizagdo dos genes de
interesse. Focamos na identificagdo e analise dos genes 18s, ITS1, 5.8s, ITS2 e 28s,
que sao importantes marcadores genéticos para estudos filogenéticos e de
diversidade genética (Takabayashi et al., 1998; Cuif et al., 2003; Forsman et al., 2005;
Grajales et al., 2007; Menezes et al., 2012; Gong et al., 2018). Utilizamos ferramentas
de bioinformatica, como BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), para anotar as
regides e os limites dos genes identificados, comparando-os com sequéncias de

referéncia disponiveis no banco de dados do NCBI.

3.5. ANALISE FILOGENETICA BIOGEOGRAFICA

Realizamos analises filogenéticas das sequéncias de genes ribossomais para
identificar possiveis graus de parentesco e diversidade genética (Forsman et al., 2005;
Grajales et al., 2007; Fukami et al., 2008), para tal, utilizamos o programa MEGA11
para alinhar as sequéncias e construir arvores filogenéticas utilizando o método de
Maxima Verossimilhanga (Maximum Likelihood - ML) (Nunes et al., 2008; Wirshing,
Baker et al., 2014). Foi utilizado o alinhamento ClustalW (Larkin et al.,2007), usando
os parametros padrdes de alinhamento de acordo com o tamanho das sequéncias e
o grau de divergéncia, com a robustez das arvores sendo avaliada utilizando Bootstrap

ou métodos similares (Arrigoni et al., 2017).
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Com os Contig’s mapeados e criados de acordo com a distribuicdo geografica
das populacdes de Siderastrea, foram correlacionados os padrées de parentesco e
diversidade genética obtidos nas analises anteriores (Menezes et al., 2018), tendo
seus dados cruzados com 0 mapa das correntes maritimas, com o foco em:
¢ Relagdes de parentesco entre populacdes de Siderastrea de diferentes
regides geograficas, com o foco em S. stellata.
e Padrbes de divergéncia genética entre as populagoes.
e Barreiras geograficas que podem estar restringindo o fluxo génico entre

populacdes.

3.6. DIGESTAO IN SILICO

Para analisar o perfil de corte com enzimas de restricdo foi utilizada a
plataforma online NEBcutter® (v.3.0.19) da New England Biolabs. As enzimas foram
escolhidas de acordo com o sitio de corte e 0 tamanho de bandas geradas, para
facilitar a posterior analise em gel, além de serem selecionadas as enzimas que
digerissem os genes escolhidos em todos os Contig’s gerados (Costa et al., 2008;
Nissa et al., 2024), sendo assim, eleitas as regides génicas 5.8S e ITS2, pois foram
0s Unicos que apresentaram consisténcia e qualidade em todos dos Contig’s gerados.

Desta forma, foram selecionadas para o estudo a enzima “Sfa NI” para o gene
5.8S e a enzima “Fnu 4HI” para o gene ITS2, uma vez que seus sitios de
reconhecimento sao frequentes em todos os Contig’s e os padrdes de corte sao

distintos.

3.6.1. Analise da Digestao In Silico

Os padrbes de fragmentagdo gerados in silico para cada populagdo e gene
foram comparados, a presenca ou auséncia dos sitios de restricdo e o tamanho dos
fragmentos de DNA foram utilizados para identificar possiveis polimorfismos entre as
populagdes. Utilizamos ferramentas disponiveis nos programas para simular a
digestao das sequéncias dos Contig’s com as enzimas selecionadas e analisamos os
padrées de fragmentagao resultantes da digestdo para observar possiveis variagdes
genéticas (Loenen et al., 2024; Nissa et al., 2024).

Para analisar os fragmentos gerados apos a digestao utilizou-se os seguintes
parametros: gel de agarose a 2% (para separagéo dos fragmentos de DNA digeridos

in silico devido a maior qualidade da visualizagao das bandas) e o marcador molecular
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“‘pBR322 Mspl Digest” para melhor visualizagdo do deslocamento entre os fragmentos

gerados.

4. RESULTADOS E CONSIDERAGOES FINAIS

4.1. OBTENCAO DO DNA GENOMICO DE S. STELLATA (VERRIL, 1868)

Na figura 6, observa-se precipitagdo do DNA gendmico de S. stellata durante a
fase de precipitagdo com etanol a 100%, numa das etapas finais do protocolo do kit
Wizard Genomic DNA Purification Kit.

Figura 6. Precipitacdo de DNA de corais Siderastrea stellata com Isopropanol.

Fonte: imagem do autor.

O DNA gendmico extraido de diferentes coldnias foi posteriormente submetido
a separacao eletroforética em gel de algarose a 1%, conforme mostrado na Figura 7
abaixo. As setas abaixo indicam a posicdo do DNA gendmico de cada amostra

submetida ao processo de extracao de DNA de coldnia.
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Figura 7. Andlise do DNA extraido de Siderastrea stellata, com o Wizard Genomic DNA Purification
Kit em gel de agarose a 1%. Fonte: imagem do autor.

4.2. IDENTIFICACAO DA ESPECIE S. STELLATA (VERRIL, 1868)

ApoOs a extragdo do material genético, seguiu-se a amplificagdo da regiao ITS

espécie especifica para confirmagao da espécie em estudo (Figura 8).

e jxv.
¢ao da regiao ITS de Siderastrea stellata.
Fonte: imagem do autor.

De todas as amostras extraidas e testadas, apenas quatro amplificaram para
S. stellata. As demais amostras nao amplificaram, provavelmente, devido a
contaminagao por organismos associados, que estao presentes no tecido do coral,

dificultando a extracdo apenas do material genético coralineo (Figura 9).
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Figura 9. Eletroforese de uma amplificacdo da regido ITS de Siderastrea stellata. Linhas: 1= Controle
negativo (Branco); 2-7= amostras de DNA gendmico; 8- marcador de peso molecular, laddder de 50
pb; 9-13 amostras de DNA gendmico. A seta indica o tamanho esperado do produto amplificado de S.
stellata. Fonte: imagem do autor.

4.3. AVALIACAO DE PRIMERS ITS PARA TESTE DE RAPD

As quarto amostras positivas para S. stellata foram submetidas a amplificacédo
com quarto sequencias de primers ITS (CAM A01, CAM A02, CAM A03 e CAM AQ05)
(Figura 10). Os resultados mostraram que apenas as amostras 3 e 4 amplificaram com
os primers selecionados. As duas amostras apresentaram resultados semelhantes
para os primers A0O1 e A02, podendo-se notar uma certa diferenca entre estas duas
amostras para os primers A0O3 e A05, sugerindo que os mesmos poderiam ser
utilizados para avaliagédo da variabilidade genética. Contudo, o fato das amostras 1 e
2 nao terem funcionado se faz ainda necessario maiores adaptagdes na metodologia,

uma vez que todas as amostras amplificaram para a espécie S. stellata anteriormente.
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Figura 10. Anélise RAPD em gel de agarose a 1,5%, utilizando primers CAM (Caiman). Linhas 1-4:
amostras de S. Stellata amplificadas com o primer AO1; Linha 5: controle negativo sem DNA para o
primer AO1; Linhas: 6-9: amostras de S. Stellata amplificadas com o primer A02; Linha 10: controle
negativo sem DNA para o primer A02; Linhas 11-14: amostras de S. Stellata amplificadas com o primer
AO03; Linha 15: controle negativo sem DNA para o primer A03; Linhas 16-19: amostras de S. Stellata
amplificadas com o primer A05; Linha 20: controle negativo sem DNA do primer AO5; Linha 21:

marcador de peso molecular ladder de 50 pb. Fonte: imagem do autor.

As quarto amostras positivas para S. stellata também foram submetidas a
amplificagdo com mais duas sequencias de primers ITS (CAM B04 e BO7) (Figura 11).
O resultado novamente mostrou amplificacdo para apenas duas das quatro amostras

analisdas e apenas em relagdo a amplificacédo com o primer BO7, porém nao mostrou

diferenga entre as duas amostras amplificadas.
2o A B 7 Gl e ) e

Figura 11. Analise de RAPD para S. stellata utilizando primers CAM B04 e BO7. Linhas: 1-4: amostras
de S. stellata usando o primer B04; Linhas 5-8: amostras de S. stellata usando o primer BO7; Linha 9:
marcador de peso molecular /ladder de 50 pb; Linha 10: controle negativo, sem DNA para o primer
B04; Linha 11: controle negativo, sem DNA para o primer BO7; Linha 12: controle negativo da reagéo,

sem primers. Fonte: imagem do autor.
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Sendo assim, os resultados preliminares mostraram que dos seis primers ITS
utilizados, 03 mostraram-se promissores para testes de RAPD em S. stellata, contudo
aprimoramento da técnica é necessario para que todas as amostras sejam
amplificadas e analisadas. E importante salientar que a falta de recursos financeiros
decorrentes de apoio de pesquisa € necessaria para continuagao deste projeto, uma
vez que todo material de biologia molecular € muito caro, isto impossibilitou a
continuidade do projeto, desde material para extragdo do DNA gendmico até o
material necessario para o desenvolvimento do RAPD.

4.4, ANALISE BIOINFORMATICA (CONTIGS)

Ao investigar a diversidade genética e filogenética do género Siderastrea,
utilizando as sequéncias genémicas disponiveis no banco de dados do GenBank do
NCBI, a metodologia adotada permitiu a identificacdo e caracterizacdo de Contigs
distintos, representando diferentes populagbes e espécies dentro do género
Siderastrea. Cada Contig foi categorizado e classificado com base nos seus genes
ribossomais (18s, ITS1, 5.8s, ITS2 e 28s), totalizando sete Contigs gerados, um para
cada uma das quatro espécies do género, e mais trés apenas da espécie Siderastrea
Stellata, com esses se diferenciando entre si através da localizagdo geografica, com

depdsitos do Brasil, Mexico e Panama (Figura 12).

u Paises com amostras sequenciadas e
depositadas no GenBank

Figura 12. Paises com localizagao conhecida nas sequéncias de Siderastrea depositadas no
GenBank.
Fonte: imagem do autor, desenvolvida a partir do MapChart'.

" Disponivel em: https://www.mapchart.net/world.html.
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Todos os Contigs gerados tiveram seus genes identificados integralmente ou
parcialmente dependendo da disponibilidade das sequéncias depositadas no
GenBank (figuras 13 a 19).

CONTIG SIDERASTREA RADIANS

0 161 376 537 730 890
I I I S I N I NI S I S R A A A A .
' ' ' 1 ' 1
' ' ' ' ' 1
[ PARCIAL [ ' ' ' PARCIAL 1
' 18s ] ITS1 ¥ 5.8s ' ITS2 ' 28s 1
' (161 pb) ' (215 pb) ' {161 pb) [ (193 pb) [ (160 pb) 1

Figura 13. Contig gerado das sequéncias de Siderastrea radians. Fonte: imagem do autor.

CONTIG SIDERASTREA SAVIGNYANA

0 1797 0 140 306 412
[P P P P O PO P PN PO O P PO O TP PO O P PO O B
1 1 1 1 1 1
; : : : : PARCIAL :
1 18s ' ITS1 ' 5.8s 1 ITS2 1 28s 1
1 (1797 pb) 1 (GAF) ] (140 pb) 1 (166 pb) 1 (166 pb) 1

Figura 14. Contig gerado das sequéncias de Siderastrea savignyana. Fonte: imagem do autor.

CONTIG SIDERASTREA SIDEREA

0 1803 2023 2180 2373 2724
[P P NI P 1 P NP PO T PO N PO I P O P I P P P |
1 1 1 1 1 1
1 [ ] ] 1 [ ] 1
1 ] ] [ 1 PARCIAL '
1 18s 1 ITS1 1 5.8s 1 ITS2 1 28s 1
. (1803 pb) . (220 pb) . (157 pb) . {193 pb) ' (351 pb) [

Figura 15. Contig gerado das sequéncias de Siderastrea siderea. Fonte: imagem do autor.

CONTIG SIDERASTREA STELLATA

0 165 418 598 795 1193
TP PR P PN PR PR PO TP AR P N PR PR PR PO B P B B B
] 1 1 1 1 1
] 1 1 1 1 1
] PARCIAL 1 ] 1 ] PARCIAL ]
] 18s ] ITS1 [ 5.8s ' ITS2 ' 28s '
1 (165 pb) 1 (252 pb) 1 (181 pb) 1 (197 pb) 1 (398 pb) 1

Figura 16. Contig gerado das sequéncias de Siderastrea stellata. Fonte: imagem do autor.
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CONTIG SIDERASTREA STELLATA BRAZIL
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Figura 17. Contig gerado das sequéncias de amostras do Brasil de S. stellata.
Fonte: imagem do autor.

CONTIG SIDERASTREA STELLATA MEXICO

PARCIAL
18s
(164 pb)

PARCIAL
28s
(394 pb)

ITS1
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5.8s
(179 pb)

ITS2
{196 pb)
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164 402 581 777 171
| | |
1 1 1
: : :
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Figura 18. Contig gerado das sequéncias de amostras do Mexico de S. stellata.
Fonte: imagem do autor.

CONTIG SIDERASTREA STELLATA PANAMA

157 371 529 722 990
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ITS2
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Figura 19. Contig gerado das sequéncias de amostras do Panama de S. stellata.
Fonte: imagem do autor.

4.5. ANALISE FILOGENETICA

Os resultados da analise filogenética revelaram padrbes interessantes de
parentesco entre as espécies de Siderastrea, como mostram as figuras 20 e 21. O
ancestral mais distante em ambas as analises dos genes escolhidos (5.8s e ITS2) foi
Siderastrea savignyana, sugerindo uma divergéncia evolutiva mais ancestral dentro
do género. Os Contigs mais préximos na arvore filogenética divergiram entre os dois
genes, apenas se mantendo Siderastrea radians, sugerindo uma possivel distancia
evolutiva mais recente, ou até mesmo, a possibilidade da espécie ter
compartilhamento genético mais amplo com as outras espécies do seu género (Nunes
et al., 2008).
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Figura 20. Analise filogenética usando o gene 5.8s de Siderastrea, mostrando as bases ancestrais e
os valores de diversidade das sequéncias e distancia genética dos ramos. Fonte: imagem do autor.
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Figura 21. Analise filogenética usando o gene ITS2 de Siderastrea, mostrando as bases ancestrais e
os valores de diversidade das sequéncias e distancia genética dos ramos. Fonte: imagem do autor.

Nas analises filogenéticas biogeograficas dos Contigs isolados de Siderastrea
stellata, observou-se que os Contigs do Panama e do Brasil estdo mais proximamente
relacionados filogeneticamente do que o do México, como mostram as Figuras 22 e
23. Esses resultados sugerem uma histéria evolutiva compartilhada entre algumas
populagcdes (Menezes et al., 2018), como Panama e Brasil, além de indicar a
existéncia de possiveis padrdoes de dispersdo das populagdes de S. stellata no
Atlantico Ocidental, que podem estar relacionados a fatores que moldaram a
distribuicdo atual das populagbes, como correntes oceanicas e outras barreiras

(vicariancia geografica, dispersdo secundaria, entre outros) (Kitahara, 2016), ainda a

serem investigados na continuag&o da pesquisa.
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Figura 22. Analise filogenética usando o gene 5.8s de Siderastrea stellata, mostrando as bases
ancestrais e os valores de diversidade das sequéncias e distancia genética dos ramos.
Fonte: imagem do autor.
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Figura 23. Andlise filogenética usando o gene 5.8s de Siderastrea stellata, mostrando as bases
ancestrais e os valores de diversidade das sequéncias e distancia genética dos ramos.
Fonte: imagem do autor.

4.6. ANALISE DE DIGESTAO ENZIMATICA IN SILICO (RFLP)

As analises de restricdo enzimatica in silico forneceram insights adicionais
sobre a variabilidade genética entre as populacdes de Siderastrea, revelando padrdes
de fragmentagcdo distintos para cada Contig. Os Contigs Siderastrea siderea,
Siderastrea radians e Siderastrea stellata do Panama e do Brasil apresentaram

fragmentos similares para a enzima SfaNI (gene 5.8S), os Contigs de Siderastrea
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Stellata e Siderastrea stellata do México também apresentaram semelhangas entre si,

sendo o Contig Siderastrea savignyana o mais divergente (Figura 24).

Analise in silico utilizando a enzima de restricdo sfaNI no gene 5.8s

Marker  Siderastrea  Siderastrea Siderastrea Siderastrea Siderastrea Siderastrea Siderastrea
pBR322  savigniana siderea radians stellata stellata stellata stellata
Mspl Digest Mexico Brazil Panama

Figura 24. Analise in silico no gene 5.8s de Siderastrea, usando a enzima sfaNI.

Fonte: imagem do autor.

Na figura 25, analise da digestao in silico foi para o gene ITS2, usando a
digestdo com a enzima Fnu4HI. Os Contigs de Siderastrea stellata foram
divergentes para todas as amostras analisadas, com excec¢ao do Contig do Brasil
e do México, que apresentaram o mesmo resultado (Takabayashi et al., 1998;
Forsman et al., 2005; Grajales et al., 2007), sugerindo falta de variabilidade entre

as duas amostras analisadas.

Analise in silico utilizando a enzima de restricdo Fnu4HI no gene ITS2

Marker Siderastrea  Siderastrea Siderastrea Siderastrea Siderastrea Siderastrea Siderastrea
pBR322 savighiana siderea radians stellata stellata stellata stellata
Mspl Digest Mexico Brazil Panama

Figura 25. Analise in silico no gene ITS2 de Siderastrea, usando a enzima Fnu4HI.
Fonte: imagem do autor.
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Em suma, os resultados deste estudo fornecem uma compreensdo mais
abrangente da diversidade genética e filogenética de S. stellata e das outras espécies
de Siderastrea. Essas informagées podem ser fundamentais para o manejo e
conservacgao desses importantes organismos recifais, bem como para o entendimento
dos processos evolutivos que moldaram a diversidade genética dentro do género.

Dessa forma, os resultados obtidos representam um avancgo significativo no
entendimento da diversidade genética e filogenética das espécies do género
Siderastrea, com foco especial em Siderastrea stellata. A analise das sequéncias
genbmicas disponiveis revelou padrdes interessantes de parentesco entre as
populagdes estudadas, bem como insights sobre sua distribuicdo geografica e
possiveis processos evolutivos que influenciaram a diversidade genética no grupo.

Embora a analise biogeografica tenha identificado possiveis padrées de
parentesco entre os Contigs, a relagdo com as correntes maritimas ainda nao foi
explorada. A integragado desses dados podera fornecer vislumbres sobre o papel das
correntes maritimas na dispersdo larval e na conectividade populacional de
Siderastrea stellata.

Nas analises do gene 5.8s, o Contig Siderastrea savignyana apresentou maior
divergéncia ente as espécies analisadas, confirmando sua posigdo como o ancestral
mais distante na arvore filogenética. Os Contigs Siderastrea siderea, Siderastrea
radians e Siderastrea stellata Panama e Brasil apresentaram fragmentos muito
proximos, sugerindo um ancestral comum recente ou fluxo génico entre essas
populagdes, diferente do Contig Siderastrea stellata México, que mostrou diferengas
sugerindo eventos de diversificacdo local ou adaptagdo a diferentes condi¢des
ambientais.

Em relacdo as analises do Gene ITS2, os unicos Contigs similares foram todos
os Siderastrea stellata, com exceg¢ao do Contig do México, que se apresentou
divergente. Essa similaridade pode indicar fluxo génico recente entre as populag¢des
de Siderastrea stellata, diferente dos demais Contigs, que mostraram padrdes
distintos.

Por fim, a analise de digestao in silico com enzimas de restricdo é um método
preditivo e ndo substitui a analise experimental em laboratério. Com isso, estudos
mais aprofundados se mostram necessarios e esperamos que, futuramente, eles

possam ser desenvolvidos.
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