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Muitos filosofos ecologistas mostraram que toda a civilizacdo ocidental esta na

errada, em rota de colisio com aquilo que o nosso planeta pode suportar(...) além dos
fenomenos concretos de poluicao e destruicao ambiental, concluiram que ha algo de
errado no proprio modo de pensar do Ocidente.(...) filosofos ecologistas debateram, por
exemplo, o proprio conceito de desenvolvimento. Este conceito baseia-se na premissa de
que o homem ¢é superior na natureza, e que é o seu dono.(..) Nos proprios meios
cientificos muitas vozes se levantaram nos altimos anos para explicar que o nosso modo
cientifico de pensar se encontra perante uma “mudanca de paradigma”, ou seja, uma
transformacao fundamental. Em alguns campos especificos vimos ja os primeiros frutos,
por exemplo, em ''movimentos alternativos'' que péem a tonica num pensamento global

e trabalham para um novo estilo de vida.

Gaarden, Jostein O mundo de Sofia.
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RESUMO

O repovoamento de rios € uma das estratégias que vem sendo frequentemente usada para a
reabilitacdo pesqueira, atuando como uma medida mitigadora de curto prazo, embora envolva
riscos relativos a eficiéncia do programa quanto aos seus resultados, a preservacdo do pool
genético e a possibilidade de introducdo de doencgas, além de outros aspectos ecoldgicos e
econdmicos. No rio Sao Francisco, esta pratica vem sendo realizada ha mais de duas décadas
com algumas espécies de peixes. No entanto, ndo existem relatos quantitativos de sua
eficiéncia. Prochilodus argenteus, conhecido popularmente como curimati-pacu, constitui
uma espécie de relevante valor econdmico para a bacia do Sdo Francisco, representando cerca
de 50% de toda produgdo de pescado. O presente trabalho teve como objetivo tragar o perfil
genético de uma populagdo de cultivo de Prochilodus argenteus, visando identificar a
variabilidade genética deste estoque. Foram utilizados 13 loci de microssatélites previamente
descritos na literatura e seus dados foram comparados com os de populagdo selvagem de
trabalhos anteriores. Testes feitos com os programas Microchecker, Genepop e Fstat
detectaram baixa homozigose, reducao da variabilidade alélica quando comparada a estoques
naturais, um ndmero aumentado de heterozigotos quando comparado com o esperado e
coeficiente de endogamia negativo, tais dados apontam para um possivel efeito gargalo
(bottleneck) recente na populagdo cultivada. Testes feitos com o programa Bottleneck
confirmaram essa hipdtese. Resultado de tais teste se tornaram muito expressivos, quando o
mesmo teste foi feito com dados de uma populacdo selvagem para parametros de comparagao.
Os dados obtidos no presente trabalho demonstram que programas de manejo e cultivo do
Prochilodus argenteus necessitam de um conhecimento do perfil genético da populacdo (de
cultivo ou selvagem), para que ndo haja introgressido deletéria na populacdo selvagem com
seu posterior declinio. Discussdes sobre recuperacao de ambientes aquiticos mostram que
acoOes integradas sdo necessdrias para que de fato se tenha uma efetiva recuperacido desses
ambientes. Dados genéticos poderdo subsidiar e viabilizar programas de peixamentos mais
eficientes e, assim, contribuir com estudos relacionados ao manejo de pesca, piscicultura e
conservacao bioldgica deste peixe.

Palavras-chave: microssatélite, Prochilodus argenteus, peixamento, conservagdo, populacdo
cultivada,



ABSTRACT

Introduction of hatchery fish in river has been the major using strategy for river fishery
rehabilitation, working to attenuate river damage in short time. But there are effective risks
about their efficiency and results, concerning the pool gene preservation and illness
proliferation, beyond others ecologies and economics aspects. At Sao Francisco river, during
two decades it was used this kind of procedure with some species of fish, but there are no
quantitative data about their efficiency. Prochilodus argenteus, popular known as Curimata-
pacu, is pointed as the most important economic specie at Sdo Francisco basin, responsible for
50% of all fishery production. Therefore, this project goals to trace the genetic profile of a
Prochilodus argenteus hatchery population, looking for identify stock genetic variability
through 13 SSR loci previous described, and to compare theses data with others described in
literature from wild stocks. Tests made with Microchecker, Genepop, and Fsat softwares
detected low homozygosis; reduced allelic variability when compared with wild population;
increase in heterozygosis when compared with expected; and negative inbreed coefficient,
these data got a trace for bottleneck phenomena in a cultured population, and Bottleneck
software tests confirm this hypothesis. When the same test was ruled with wild population
data results very far from those found in hatchery populations, give a high reliability. To
conclude, at cultured and/or management programs are necessary the knowledge of genetic
profile population (hatchery or wild) to prevent damaging introgression in wild population
and consequently extinction. These data can be used to made fishery river rehabilitation
program more efficient, and so, adding with information to fish procreation, industrial fishery
and biologic fish conservation studies.

Key words: SSR, Prochilodus argenteus, fishery programs, conservation, hatchery
population,
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1. INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS BIOLOGICOS DE Prochilodus argenteus

Prochilodontidae é uma familia de peixes Actinopterigios pertencentes a ordem
Characiformes que tém como principal caracteristica sua alta estruturacao labial, de dentes e
maxilar. Sao rapidamente distinguiveis morfologicamente do resto da ictiofauna neotropical e,
em suma, de todos os outros peixes (MENIN & MIMURA, 1991). Com excecao da larva, os
prochilodontideos t€m um ldbio carnudo marcante, equipado com duas séries de dentes
numerosos, relativamente pequenos, falciformes ou espatulados, anexados com mobilidade
aos labios, mais especificamente ao osso da mandibula (MENIN & MIMURA, 1991). Essa
mandibula projetada e esses labios distintos formam um disco oral contornado por um anel de
pequenos dentes. A estruturacdo dos labios, dentes e mandibula observada nesta espécie de
peixe € convergente com suas pronunciadas modificacdes de multiplos componentes de
branquias e musculo mandibular (MENIN & MIMURA, 1991; CASTRO & VARI, 2004).
Similarmente, o trato digestivo apresenta especializacdes do estdmago, ceco pilérico e
intestinos, tendo que esses dois ultimos sistemas sdo mais visivelmente elaborados e
alongados (MENIN & MIMURA, 1991, CASTRO & VARI, 2004). Essas modificacdes
permitem eficiéncia no processo de obter sua alimentagdo primdria, detritivora. A familia
compreende 21 espécies distribuidas em trés géneros: Ichthyelephas (duas espécies),
Semaprochilodus (seis espécies) e Prochilodus (13 espécies) (CASTRO & VARI, 2004).
Dentre os prochilodontideos, o género Prochilodus sp. tem uma grande relevancia, ja que s@o
os peixes de dgua doce mais conspicuos, abundantes e largamente distribuidos, vivendo nos
rios da América do Sul que desdguam no Oceano Atlantico. Eles sdo os maiores migradores
detritivoros que suprem importantes contingentes de pescas em muitas partes do continente
(WELCOMME, 1979; SIVASUNDAR et al., 2000; CASTRO & VARI, 2004).

Esses peixes tipicamente fazem migracdes de longas distancias rio acima antes
do inicio da estacdo chuvosa. Durante o ciclo anual, os Prochilodus nadam centenas de
quilometros pelo rio, das dreas de inundagcdo onde se alimentam ou de regides mais baixas
para areas de desova, perto das cabeceiras (SIVASUNDAR et al., 2000). Na bacia do Paran4,
a espécie P. lineatus é responsavel por mais de 50-90% do total da ictiomassa na parte baixa
do rio e nas lagoas de inundagdao (BONETTO, 1986; CORDIVIOLA DE YUAN, 1992;
SIVASUNDAR et al., 2000).
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Especificamente, o Prochilodus argenteus (AGASSIZ, 1829), classificado
anteriormente como P. marggravii (WALBAUM, 1792), se destaca por ser a espécie de
piracema mais abundante na regiao de Trés Marias (MG), representando cerca de 50% de toda
producdo de pescado. Essa espécie, principalmente, tem grande relevancia quando se leva em
consideracdo a alta degradacdo dos ambientes aqudticos. Ela é endémica na bacia do Sao
Francisco, possui o maior porte da familia e pode atingir até 15 kg de peso corporal. Tem
habito alimentar ili6fago, desova total, periodo reprodutivo estendendo-se de novembro a
janeiro na estacdo chuvosa, coincidindo com a época de cheias, altas temperaturas e longos

fotoperiodos (GODINHO & GODINHO, 2003; SATO et al., 2005).

1.2 ASPECTOS DA BACIA DO RIO SAO FRANCISCO

Quando se trata da necessidade de preservacdo da fauna de dgua doce do
Brasil, a bacia do rio Sdo Francisco toma uma posi¢cao de destaque, localizada entre 21°00° e
7°00” de latitude e com altitude de mais de 1.600 m acima do nivel do mar. Esta bacia abrange
condi¢cOes diversas de clima: a média anual de temperatura do ar é de 18 a 27° C, a taxa de
evaporacao relativa alta de 2.300 a 3.000 mm/ano, 2.400 a 3.300 horas de luz/ano, um
dominio ecoldégico variando de Mata Atlantica para Cerrado e Caatinga, e clima variando de
tropical imido para semi-drido. A bacia do Sdo Francisco cobre uma drea de 631.133 km?, ou
7,4% do territério do Brasil. Com nascentes na Serra da Canastra, na parte mais sul dos
Estados de Minas Gerais e Bahia, vira para leste correndo 400 quilometros entre os Estados
da Bahia, Pernambuco, Sergipe e Alagoas para desaguar no Oceano Atlantico (SATO &

GODINHO, 2004).

Considerando as espécies migratdrias da bacia do rio Sdo Francisco, excluindo
as espécies diddromas (aquelas que migram entre o mar e a d4gua doce), sdo registradas cerca
de 158 espécies de peixes de dgua doce para a bacia (ALVES & POMPEU, 2001; SATO &
GODINHO, 1999; BRITSKI e al., 1988), mas novas espécies tém sido descritas com
frequéncia. Sete espécies, todas importantes para a pesca, foram consideradas por Sato et al.
(2003) como provavelmente migradoras de longa distancia: curimatd-pacu (Prochilodus
argenteus), curimata-pioda (Prochilodus costatus), dourado (Salminus brasiliensis), matrincha
(Brycon orthotaenia=Brycon lundii), piau-verdadeiro (Leporinus obtusidens), pira
(Conorhynchos conirostris) e surubim (Pseudoplatystoma corruscans) (GODINHO &
GODINHO, 2003).
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Vindo da premissa que a nascentes dos rios sdo dreas prioritdrias no que
concerne preservacdo, independente do seu estado de conservagcdo. Godinho & Godinho
(2003), descrevem condicdes de outros trechos da bacia do rio Sao Francisco e sugerem, que a
fauna de peixes migradores sanfranciscanos apresenta diferentes status de conservagdao ao
longo dessa bacia. Assim, ela estd relativamente estdvel no segmento que se estende da foz do
rio Abaeté a entrada da represa de Sobradinho, incluindo os rios Urucuia, Carinhanha,
Corrente e Grande. Ela se encontra vulneravel no trecho do rio Sao Francisco a montante da
represa de Trés Marias e nos rios Abaeté, Paracatu e Pandeiros. A ictiofauna estd, ainda,
ameacada nos rios Pard, Paraopeba, das Velhas, Verde Grande e no baixo Sdo Francisco, a
jusante da barragem de Xingd. Seu status de conservacao € critico na represa de Trés Marias e

no segmento do rio limitado pelas represas de Sobradinho e Xingé.

Na calha principal do rio Sdo Francisco, existe a represa de Trés Marias
(Figura 1) construida em 1961 com o propésito de regular as inundagdes, cheias e geracao de
energia elétrica, com capacidade de 21 a 109 m’ de dgua, inundando uma drea de
aproximadamente 100.000 ha (BRITSKI et al., 1988). A regido a jusante dessa represa
conjuntamente com os baixos cursos dos principais afluentes desse trecho, foram
considerados como dreas prioritdrias para a conservacdo da biodiversidade do Estado de
Minas Gerais devido a riqueza da ictiofauna, a presenca de espécies de peixes endémicas, a
reproducdo de peixes de piracema e/ou por ser ambiente tinico no Estado (COSTA et al.,
1998). As principais recomendacdes para essas dreas foram: manejo das descargas da represa
de Trés Marias, manuten¢do do regime de cheias, manuten¢do do trecho 16tico, criacdo de
unidade de conservagdo, manejo dos recursos pesqueiros e recuperacao da qualidade da agua.
Outros trechos da por¢ao mineira da bacia também foram indicados como 4reas prioritdrias,

tais como os rios Paraopeba e Cip6é (GODINHO & GODINHO, 2003).
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1.3 IMPACTO DAS HIDRELETRICAS
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Figura 1. Bacia do Rio Séo Francisco, destaque para represa de Trés Maria
(figura retirada de Sato et al., 2005).

As barragens hidrelétricas produzem um forte impacto negativo na pesca, e
segundo Godinho & Godinho (1994), estdo entre as principais causas do declinio da pesca em
rios de muitos paises. A regulariza¢do do regime hidroldgico de um rio por meio de barragens
¢ geralmente reconhecida como uma das formas mais devastadoras de degradacdo do habitat

de 4guas interiores.

A constru¢do de barragens pode modificar o regime hidrolégico natural e a
qualidade da dgua, de modo a afetar negativamente as condi¢des de jusante. Mudancas
ocorrem nos habitats de desova, em dreas de abrigo e nos gatilhos do ciclo de vida (PETTS,
1989). Em peixes neotropicais, a piracema (migracdo rio acima para desova) é disparada pelo
principio de chuvas e temperaturas elevadas e o sucesso reprodutivo € associado com esses

fatores (LOWE-MCCONNELL, 1987; PARKINSON et al., 1999; SATO et al., 2005).
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Construcdes de barragem geram a interrup¢do da subida da piracema por se tornar um
obstaculo instransponivel, além de um ambiente que proporciona o fendomeno (devido a
modificacdo da temperatura e regime de cheias) chamado de atresia folicular. Esse fendmeno
se caracteriza pela reabsorcdo do ovdcito em qualquer fase de desenvolvimento, mais
comumente apds a ovulacdo (SHANBHAG & SAIDAPUR, 1996; SATO et al.; 2005). Esse
fendbmeno se dd pelo comprometimento da migracdo dos peixes, que ndo permite a
metabolizacdo da gordura acumulada no esfor¢o da subida o rio produzindo 4cido latico.
Sendo que o aumento do nivel do dcido latico na corrente sanguinea do animal atua no
estimulo das glandulas inter-renal e hipdfise, que sdo responsaveis pela elaboragcdao dos
hormoénios goénada estimulantes, que permitem o desenvolvimento das gonadas e
consequentemente maturacao dos gametas e estimulo final da desova. Além disso, o segmento
a jusante torna-se reguldvel de acordo com as necessidades de geracdo de energia hidrelétrica,
atenuando as grandes cheias. Vdirzeas, antes alagdveis, deixam de receber 4gua,
comprometendo o seu papel de bercarios de jovens de peixes migradores. A instalacdo de um
regime hidrolégico favoravel €, portanto, uma importante forma de restauracdo do habitat
(SWALES, 1994). Além disso, as barragens constituem uma barreira intransponivel na rota
migratéria dos peixes de piracema, que sdo os mais valiosos do ponto de vista pesqueiro,
reduzindo seu sucesso reprodutivo. A nova situacdo no segmento a montante da barragem
também ¢é dramatica para a pesca. Todavia, seus efeitos dependem da posi¢do geografica da

barragem na bacia hidrografica (GODINHO & GODINHO, 2003).

Tem sido constatado que as espécies reofilicas ndo se reproduzem em cativeiro,
pois ndo encontram as condi¢des ambientais adequadas para fazé-lo, e por esta razdo é
indispensavel induzir o processo aplicando as técnicas convencionais de inducdo hormonal
(ZANIBONI-FILHO & NUNER, 2004). Diante desse fato, pode-se inferir a relevancia das
corredeiras para a efetiva reproducdo desse animal e como o confinamento de grandes
extensdes de dgua por barragens hidrelétrica tem um impacto altamente danoso na densidade

populacional dos mesmos.

Visando analisar o impacto que a constru¢do da barragem de Trés Marias (e
outras alteracdes ambientais como o desmatamento intensivo) promove sobre a ictiofauna
local, estoques de B. orthotaenea e Prochilodus argenteus, dois dos mais importantes peixes
comerciais migratérios que ocorrem na bacia do rio Sdo Francisco, foram estudados. Assim,
se observa que muitos espécimes dessas duas espécies coletadas na regido a jusante da

barragem de Trés Marias, no sistema do Médio Sao Francisco, tém diminuido de tamanho e
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tém apresentado gonadas imaturas na estacdo de desova, o que pode estar relacionado com
atresia folicular, descrita anteriormente, provida provavelmente das condicdes ambientais
menos favoraveis para sua reproducdo. Uma condi¢@o distinta tem sido observada a 30 km
depois da jusante da barragem em um ambiente menos perturbado, onde esses animais

geralmente t€ém tamanho normal e gonadas desenvolvidas (SATO et al., 2005).

Sendo evidente a degradacdo dos ambientes aqudticos naturais, medidas
preventivas devem ser tomadas enquanto o banco genético in situ da popula¢ido considerada
ainda ndo sofreu grandes impactos. Grandes ou irreversiveis alteragcdes ambientais conduzem
para uma perspectiva de manejo em cativeiro de espécies de peixes afetadas. Neste caso, €
necessdrio selecionar individuos que representem a diversidade genética em populacdes
naturais de maneira a habilitar uma futura estabilizacdo da flutuagao genética entre estoques
em cativeiro e populacdes naturais (RYDER, 1986; SEAL, 1988; WASKO et al., 2004). Por
isso, a correta selecdo de estoques que serdo usados para esse propésito € de suma

importancia (WASKO et al., 2004).

1.4 REPOVOAMENTO DE RIOS

O repovoamento € uma das estratégias mais usadas para a reabilitacdo
pesqueira, embora envolva riscos relativos a eficiéncia do programa quanto aos seus
resultados, a preservacdo do pool genético e a possibilidade de introdu¢do de doencgas, além
de outros aspectos ecoldgicos e econdmicos (HICKLEY, 1994). Quando empregado
isoladamente, atua como medida mitigadora de curto prazo e ndo atinge as causas da
debilitacdo da pesca (COWX, 1994). No entanto, segundo Godinho & Godinho (2003), ndo
existem didvidas de que o repovoamento tornar-se-4 cada vez mais importante como
ferramenta para o manejo de rios, para a manutengdo de estoques altamente explorados ou de
espécies que, de outra forma, se extinguiriam. As trés principais recomendacodes para o uso de
repovoamento sdo: manter a produgdo face a exploragdo intensiva, mitigar ou compensar

impactos negativos e aumentar a producdao de um dos componentes do sistema aquético

(WELCOMME, 1989).

SATO & GODINHO (2004) relatam que, desde 1983, cerca de sete milhdes de
alevinos de Prochilodus argenteus, Prochilodus costatus, Leporinus elongatus, Brycon
orthotaenia, Salminus brasiliensis e Pseudoplatystoma corruscans tém sido produzidos e

soltos na regidao a montante da barragem de Trés Marias pela Companhia de Desenvolvimento

do Vale do Sido Francisco (CODEVASF). S6 no ano de 2005, foram liberados 500 mil
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alevinos dessas espécies naquela regido. Embora isso ja venha sendo feito ha mais de duas
décadas, ndo existem relatos quantitativos de sua eficiéncia. Contudo, hé indicacdes de que as
populacdes de B. orthotaenia, que estavam praticamente extintas localmente, t€m repovoado
essa regido vagarosamente desde o inicio da reintrodugdo em 1988. Além disso, P. argenteus,
L. elongatus e P. costatus, que eram raros nas capturas naquela regido, também tém
aumentado em abundincia desde os anos 80 (SATO & GODINHO, 2004; COSTA et al,
2006).

Empresas do Setor Elétrico t€m realizado diversos programas de repovoamento
dos reservatorios, com diferentes espécies de peixes. As informacdes cientificas sobre esse
assunto sdo escassas € os programas tém sido executados sem o necessdrio conhecimento dos
aspectos ecoldgicos do ambiente, da ictiofauna, dos aspectos relacionados a pesca, etc. Em
geral, ndo sdo realizados programas de monitoramento que permitam avaliar a eficiéncia da
acdo. Quando realizados, evidenciam que os repovoamentos nio tém sido satisfatorios, com
raras excecoes. As espécies utilizadas nos peixamentos continuos que vem sendo realizados
nos reservatérios nao desenvolveram populacdes auto-sustentdveis. Dessa forma, os
repovoamentos tém gerado poucos beneficios para a conservagao da biodiversidade ou para a

producdo pesqueira nos reservatorios e rios, em niveis sustentaveis (M.M.E, 2007).

Um possivel motivo para esse insucesso deriva do fato de que um dos
principais propdsitos dos programas de manejo e conservacdo de espécies ameacadas € a
manutencdo de variagdo génica. Assim, a variagdo genética presente em populacdes naturais
deve ser identificada para ser acessada em programas de conservacdo. Adicionalmente, para o
efetivo sucesso de um programa de conservagdo e comprovar sua eficicia, € necessario
estimar o nivel de variacdo genética em estoques de cativeiro e compard-lo com a variacdo
genética observada em populagdes naturais (WASKO et al., 2004). Um ponto critico
relevante extensivamente pesquisado € a questdo da estruturagdo de populacdes selvagens que
pode tornar o manejo de peixamento mais dificil de ser realizado (WASKO & GALETT]I,
2002; HATANAKA & GALETTI, 2003; HATANAKA et al., 2006; SANCHES &
GALETTI, 2007).

Experiéncias anteriores com peixamentos em que fluxos génicos advindos de
peixes domesticados para as populacdes selvagens, providas do escape de populacdes
confinadas em aquicultura de plantas ou de estoques deliberadamente isolados, mostraram-se
problematicos, sendo que essa situacdo nao recebeu uma considerdvel aten¢do na area da

biologia da conservacdo (HINDAR et al., 1991). Numerosos estudos tém objetivado estimar
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os efeitos da introducdo de peixes domesticados em populagdes selvagens (CHILCOTE et al.,
1986; LARGIADER & SCHOLL, 1996; POTEAUX et al., 1999; HANSEN et al., 2000;
HANSEN et al., 2001).

Atualmente, muitos estudos tém utilizado marcadores moleculares no
diagndstico destes problemas. Marcadores microssatélites podem ser particularmente uteis
para gerar informacOes relevantes para a manutencdo de populagdes vidveis e auto-

sustentaveis.

1.5 MARCADORES MICROSSATELITES: DEFINICAO E APLICACOES

O declinio e a extin¢gdo de algumas espécies de peixe tém chamado a atencdo
de agéncias governamentais e de cientistas, no intento de restaurar ambientes degradados,
conduzindo pesquisas na drea da ecologia e programas de desenvolvimento de propagacao,
perpetuacdo e reintroducdo de espécies. Entretanto, até o presente momento, os estudos de
conservagao usando marcadores moleculares estdo bastante restritos a fauna de peixes da
América do Norte e Europa (FERGUSON & DANZMANN, 1998; VRIJENHOEK, 1998).
Porém anélises deste tipo em peixes neotropicais estdo apenas comec¢ando, tendendo a crescer
com a rotineira aplicacdo de técnicas moleculares. O ganho de informag¢des bioldgicas e de
variacdo genética de espécies de peixes, conjuntamente com dados ecolégicos e demograficos
pode ser altamente importante para o desenvolvimento de estratégias eficientes de

conservacdo (WASKO et al., 2004).

As ferramentas moleculares sao os mais modernos e efetivos recursos que tém
possibilitado anédlises genéticas em larga escala, se tornando de uso rotineiro em muitos
laboratérios ao redor do mundo (POKE et al., 2005). Os marcadores moleculares incluem
microssatélites ou sequéncias simples repetitivas (Simple Sequence Repeats, SSR) (LITT &
LUTTY, 1989), polimorfismos de DNA amplificados ao acaso(Random Amplification of
Polymorphic DNA, RAPD) (WELSH & MCCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990),
polimorfismo de tamanho de fragmentos amplificados (Amplified Fragment Length
Polymorphism, AFLP) (VOS et al., 1995), polimorfismo de tamanho em fragmentos de
restri¢ao (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP) (GRODZICKER et al., 1974) e
DNA mitocondrial (mtDNA), onde se amplifica loci do DNA mitocondrial em estudos de

diferenciacdo de hapldtipos, coalescéncia e resolucio de questdes de filogenia.

Os microssatélites consistem de arranjos repetitivos de dois a seis pares de base

(pb) dispostos em tandem. Estes arranjos sdo amplamente distribuidos através de todo o
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genoma e formam grupos de até 10 pb em comprimento, os quais podem variar entre
diferentes espécies e até mesmo entre os individuos (CHAMBERS & MACAVOY, 2000).
Apresenta uma alta taxa de mutacdo (107), explicada principalmente pelo deslizamento ou
slippage durante a replicagdo, e/ou pelo crossing-over desigual (SMITH et al., 1986;
LEVINSON & GUTMAN, 1987). Alguns termos sao comumente usados para designar
microssatélites: SSR, repeticdes curtas em tandem (Short tandem repeats, STR),
polimorfismo de tamanho em sequéncia simples (Simple sequence length polymorphism,
SSLP) e repeticoes em tandem de nimeros varidveis (Variable number of tandem repeats,
VNTR) (RAKOCZY-TROJANOWSKA & BOLIBOK, 2004) sendo que esta tltima tem sido
mais recentemente usada em seguimentos de minissatélites.

Os microssatélites estdo presentes tanto em regides nao codificadoras, bem
como nas codificadoras, sua frequéncia € alta em regides transcritas (RAKOCZY-
TROJANOWSKA & BOLIBOK, 2004) e grande propor¢do do genoma de organismos
eucariotos € composta de sequéncias repetitivas de DNA, porém, estas propor¢cdes sao
variaveis (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996). Em estudos populacionais, os
microssatélites sdo de grande relevancia, ja que sdo tipicamente codominantes e multialélicos,
permitindo uma precisa identificacdo até mesmo em individuos intimamente relacionados
(KIRSTI et al., 2005; DEWOODY & AVISE, 2000; O’REILLY & WRIGHT, 1995). Essa
alta precisdo advém do fato de que os fragmentos de microssatélites sao amplificados por
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction) utilizando-se pequenas
quantidades de DNA, que devido a alta especificidade desta reacdo e alta informacao contida,
estes marcadores permitem também a determinacdo da identidade baseada em estimativas
formais derivadas de frequéncias alélicas (KIRSTI ez al. 2005) como € caso de testes de
paternidades. Uma das maiores dificuldades que pode comprometer o uso de tais marcadores
€ o tempo, trabalho e dinheiro despendidos com métodos de isolamento dessas sequéncias

repetitivas e suas respectivas regioes flanqueadoras (O’CONNELL & WRIGHT, 1997).

Por isso, dentre os marcadores moleculares atualmente disponiveis, 0s
microssatélites estdo entre os mais utilizados (BALLOUX & LUGON-MOULIN, 2002)
principalmente em peixes (TAUTZ, 1989; PIORSKI et al., 2008), andlises de microssatélites
tém sido muito eficientes para analisar subestruturacdo populacional (SIVASUNDAR et al.,
2001; WASKO & GALETTI 2002; HATANAKA & GALETTI, 2003; HATANAKA et al.,
2006; SANCHES & GALETTI, 2007; CARVALHO-COSTA et al., 2008); avaliar a

diversidade genética de populacdes naturais e cultivadas de Brycon opalinus (BARROSO et
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al., 2005); comparar composi¢do genética de amostras recente e antiga (NIELSEN et al.,
1997); além de serem bastante utilizados em estudos de mapeamento genético (KNAPIK er

al., 1998; SHIMODA et al., 1999; GILBEY et al., 2004; OHARA et al., 2005).

1.6 ESTUDOS GENETICOS EM PEIXES

Um dos principais objetivo da utilizagdo de marcadores genéticos em
piscicultura € determinar se as amostras de cultivos ou populagdes naturais sdo geneticamente
diferenciadas umas das outras, visando a deteccdo de diferentes estoques (CARVALHO &
HAUSER, 1994), pois em caso diferenciacdo, esse estoques devem ser tratados como
unidades de manejo separadas (MORITZ, 1994). Manejo de populacdes naturais € baseado na
idéia que estoques t€m seus padrdes proprios de recrutamento e mortalidade, e reagem a
predacdo e exploracdo independentemente (CARVALHO & HAUSER, 1994). Um modo
comum em andlises genéticas de diagnosticar diferentes estoques baseados na diferenciacdo
genética, tem sido realizado através de estudos de variabilidade genética, deteccdo de alelos
privados ou haplétipos por mtDNA (ROFF & BENTZEN 1989; ZAYKIN & PUDOVKIN,
1993; DANZMANN & IHSSEN, 1995, FERGUSON et al. 1995).

Entender os diferentes padroes genéticos em diferentes estoques e
consequentemente tratd-los de forma diferenciada € fruto direto do conceito unidade
reprodutiva (ESU — Evolutionary Significant Unity) que segundo WAPLES (1995) pode ser
definida como uma popula¢do ou um grupo de populacdes que estd reprodutivamente isolada
de outras unidades populacionais relacionadas. Além disso, a ESU representa um importante
componente no legado evolutivo da espécie (WAPLES, 1995). Comparacdes de diferentes
populacdes de mesma espécie tém mostrado que populacdes naturais podem encontrar-se
geneticamente estruturadas, ou seja, constituem sub-populacdes com composi¢do genética
definida, e que estdo adaptadas e equilibradas a determinadas condi¢cdes ambientais
(FORESTI et al., 1992; PANARARI, 2006; WASKO & GALETTI 2002, HATANAKA &
GALETTI, 2003; HATANAKA et al., 2006; SANCHES & GALETTI, 2007). Essa
biodiversidade genética detectada nos peixes tropicais ndo se encontra espalhada ao acaso
dentro da drea geogréafica onde vive historicamente uma determinada espécie, mas estd
contida nos chamados Bancos Genéticos Selvagens (SMITH & WAYNE, 1996; TOLEDO-
FILHO et al., 1999). O conhecimento e a manutencao da integridade genética de subunidades
populacionais ou populagdes locais sdo aspectos fundamentais em programas de preservagao

e manejo da espécie (PANARARI, 2006; PIORSKI et al., 2008).

19



Constata-se que a ocorréncia de maior polimorfismo genético em populacdes
naturais € esperada, posto que normalmente o0s cruzamentos ocorram ao acaso € a
possibilidade de consanguinidade € menor. No entanto, alguns fatores podem levar a um
declinio da diversidade genética. Entre eles, incluem-se a deterioracdo dos ambientes
aqudticos por polui¢do, assoreamento e barramento de rios, pesca predatoria e introducao de
espécies exoticas (BRUTON, 1995). Além disso, a captura intensiva de populagdes naturais
ou estabelecimento de programas de peixamento em larga escala com populagdes produzidas
em centrais de producdo de alevinos por muitas geracdes pode alterar a estrutura genética da
espécie. J4 que esses fatores podem gerar rdpida diminui¢do da populacdo e/ou do tamanho

efetivo da mesma.

Para que esta alteracdo ndo ocorra, ou ainda, torne-se minimizada, € importante
que os reprodutores utilizados nos cruzamentos para producdo de alevinos, com finalidade de
repovoamento, sejam representantes da variabilidade genética presente no ambiente natural
(PANARARI, 2006). A variabilidade genética pode ser reduzida em uma populacio
recentemente introduzida, e estd relacionada a eventos, tais como o efeito de gargalo de
garrafa (bottleneck) onde uma populagdo € reduzida drasticamente, ou devido ao baixo
nimero de colonizadores iniciais (efeito fundador), que torna expressiva a deriva genética.
Este efeito serd mais forte quando todos os colonizadores sdo derivados de uma mesma
populacdo. Sendo assim, a nova populacdo estabelecida provavelmente serd menos diversa
geneticamente do que a populacdo que a originou (SAKAI et al., 2001). Deve-se ressaltar que
existe uma diferenca entre bottleneck e efeito fundador, ja que bottleneck se refere a
diminui¢do de uma populagdo pré-existente a um nimero reduzidos de individuos. Ja o efeito
fundador € quando inicia-se uma populagdo com um nimero reduzido de individuos. Do
ponto de vista estatistico, o que é de fato relevante, é se os fundadores da populacdo ou os
individuos restantes de uma populacdao que sofreu a redug¢do por bottleneck, sdo ou nao
aparentados, ja que isso pode gerar ou ndo uma alta heterozigosidade inicial. No caso desse
texto por mera conveng¢do, nomearemos como bottleneck recente, a geracdes advindas de
poucos progenitores ndo aparentados que conseqiientemente tendem a ter uma

heterozigosidade alta inicial.

Fendmenos como bootleneck e efeito fundador, levam ao aumento da
endogamia que leva a um aumento da homozigose, possibilitando que alelos deletérios raros e
detrimentais tenham maior chance de se expressarem, o que afeta o crescimento, o

desempenho reprodutivo, o aumento de anormalidades e de mortalidade (HANSSON &
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WESTERBERG, 2002; POVH et al., 2005; PANARARI, 2006) tendo que isso € o cerne do

problema quando se fala em populacdes depredadas.

Trabalhos analisando populacdes de piscicultura (e.g. PANARARI, 2006),
constataram alto grau de similaridade genética. Este fato pode estar relacionado a fatores
como o uso de poucos peixes reprodutores, o emprego de estratégias de reproducdo
inapropriadas, deriva genética e cruzamentos consanguineos (WASKO et al. 2004).
Resultados de estudos comparativos populacionais de cultivo e naturais de peixes como os
obtidos por Chilcote (2003), sugerem que hd uma associacdo significativa entre a
produtividade da populagdo e a proporcdo média de peixes selvagens inserido na populagdo
de matrizes. Populacdes de truta (Oncorhynchus mykiss) com altas frequéncias de peixes
selvagens tendem ser mais produtivas que aquelas com uma baixa frequéncia de peixes

selvagens (mais peixes de cultivo).

Apenas recentemente um grande numero de espécies de vertebrados tem sido
apontado em situacdo de risco ou até mesmo de extin¢do. O ecossistema aquatico representa
um dos ambientes mais afetados quanto a redugdo/extincdo de muitas espécies ou de
populacdes de peixes. Algumas causas t€m sido relatadas, tais como: a degradacdo dos
habitats e de pesca predatdria, introducdo de espécies exodticas, sedimentagdo de rios,
desmatamento, polui¢do, reducdo de recursos para alimentacdo e constru¢do de barragens

hidrelétricas (WASKO et al., 2004, PIORSKI et al., 2008).

Estudos das populacdes naturais de peixes viabilizam a selecdo de individuos
com variado grau de diversidade, que nestes casos, seriam utilizados como reprodutores em
programas de repovoamento da espécie, introduzindo as geracdes obtidas em locais onde elas
se encontram ameagadas ou extintas. E assim, para que o novo estabelecimento seja bem
sucedido, a diversidade genética das populacdes naturais deve ser mantida nas populagdes
produzidas em estagdes de piscicultura. Em locais onde a pressdo de pesca é maior, este
procedimento ainda se torna mais relevante, porque através do uso de um nimero adequado
de matrizes, os individuos capturados podem ser repostos no ambiente pelas geracdes obtidas

em instalagcdes de piscicultura, sem perda da sua diversidade genética (PANARARI, 2006).

Realizada uma cuidadosa selecdo de estoques naturais apropriados, baseada em
critérios genéticos, pode-se oferecer um grande potencial de sucesso na recuperacdo de
espécies e manutencdo de programas de conservacdo (QUATTRO & VRIJENHOEK, 1989).

Estudos que se fundamentam no DNA de animais em recuperacdo sdo 0os mais interessantes
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por gerar informagdes a respeito da diversidade, da conservagdo bioldgica e permitir analises

populacionais (O’BRIEN, 1994; AVISE, 1996; SNOW & PARKER, 1998).

Desta forma, considerando o repovoamento de rios que sdo realizados na
regido a montante da barragem de Trés Marias desde 1983 com alevinos cultivados de P.
argenteus, o presente estudo visou comparar dados de variabilidade genética de um estoque
de alevinos cultivados em um cruzamento F1 com dados produzidos na literatura sobre
populacdes naturais, ja que ndo existem relatos quantitativos da eficiéncia desta pratica no rio

Séao Francisco.

2. OBJETIVOS

Considerando o repovoamento periddico realizado pela CODEVASF com a
espécie Prochilodus argenteus, em que milhares de alevinos sdo constantemente liberados no
rio Sdo Francisco, e a significativa importancia econdmica que esta espécie representa para a
pesca artesanal e profissional desta bacia, o presente projeto possuiu como objetivos:

1) analisar exemplares da progénie F; de P. argenteus provenientes de um
cruzamento realizado pela CODEVASF, visando identificar a variabilidade genética deste
estoque através de microssatélites previamente descritos;

2) comparar estes dados com os descritos na literatura, de estoques naturais, e
assim, contribuir com estudos relacionados ao manejo de pesca, piscicultura e conservagao

bioldgica deste grupo de peixes.
3. MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL

3.1.1 ESPECIE ESTUDADA

No presente trabalho foi analisada a espécie Prochilodus argenteus (Figura 2).
O desenvolvimento do cruzamento para a obtencdo da geracdo F; foi realizado em
colaboracdo com o pesquisador Dr. Yoshimi Sato da CODEVASF. Para o cruzamento,
realizado em dezembro de 2005, foi coletado um macho procedente da regido a jusante da
confluéncia dos rios Sdo Francisco e Abaeté, e uma fémea da regido imediatamente abaixo da
barragem de Trés Marias. Apds a reproducao induzida, os alevinos foram transportados para
tanques (Figura 3) de 600 m? onde permaneceram por trés meses, em uma propor¢io de 200
larvas/m?. Passado este tempo, cerca de 500-600 alevinos foram mantidos em tanques de 200

2 . . . e
m”, por um periodo aproximado de nove meses. Aproximadamente 300 individuos foram
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coletados aleatoriamente do tanque de 200 m” no més de setembro de 2006, sendo entdo
medidos, pesados e sacrificados para a retirada dos tecidos, tais como figado, musculo e
nadadeira caudal. Estes tecidos foram entdo armazenados em Etanol 100% (Baker). No

presente projeto, analisou-se 93 exemplares.

Figura 2. Foto ilustrando um dos exemplares de Prochilodus argenteus da F.

Figura 3. Foto ilustrando a CODEVASF (Companhia de Desenvolvimento do Vale do S@o Francisco) em
Trés Marias (MG).

3.2 METODOS

3.2.1 EXTRACAO DE DNA DE TECIDOS SOLIDOS UTILIZANDO TAMPAO
SALINO (ALJANABI & MARTINEZ, 1997)

Aproximadamente 100 mg de tecido foram macerados em nitrogénio liquido
com auxilio de um bastdo. Foram adicionados 400 pl de tampao salino (NaCl 0,4M; Tris-HC1
10 mM pH=8,0 e EDTA pH=8,0 2mM). Em seguida, foram adicionados 40ul de SDS 20%
(CF = 2%) e 8ul de Proteinase K 20 mg/ml (Cf = 400ug/ul). As amostras foram incubadas a
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55°C por aproximadamente 3 h. Transcorrido este prazo, foram adicionados 300ul de NaCl
6M e as amostras foram agitadas por 30s a velocidade maxima e centrifugadas por 30 min a
13.000 rpm em microcentrifuga. O sobrenadante foi transferido para outro tubo. Um volume
igual de isopropanol foi adicionado e as amostras foram incubadas a —20°C por 1 h. As
amostras foram entdo novamente centrifugadas por 20 min a 13.000 rpm em microcentrifuga.
O pellet foi lavado com etanol 70%, as amostras foram secas em estufa a 37°C e o pellet foi

ressuspendido em 200ul de TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1 mM pH 8,0).

3.2.2 QUANTIFICACAO DO DNA

A quantificacdo e a andlise da integridade do DNA foram realizadas em gel de
agarose 0,8 %, comparando-se as amostras com um marcador contendo concentracdes de
DNAs conhecidas (Low DNA Mass Ladder'™ e High DNA Mass Ladder, Invitrogen Life
Technologies®).

3.2.3 AMPLIFICACAO DOS LOCI DE MICROSSATELITES

As amplificagdes dos alelos por PCR foram realizadas de acordo com o
protocolo descrito por SCHUELKE (2000), denominado “one-tube, single-reaction nested
PCR method”. E um procedimento mais econdmico para fragmentos de PCR marcados com
fluorescéncia, permitindo assim a realizacdo da genotipagem mais rdpida em sequenciador.
As reacdes de PCR sdo realizadas com a utilizacdo de trés primers, sendo que a sequéncia
especifica do primer forward do locus a ser amplificado apresenta uma fusdo em sua
extremidade com uma cauda universal M13(-21) (Figura 4, A); ja a sequéncia do primer
reverse nao contém a citada cauda (Figura 4, B). Existe, além disso, um primer universal
M13(-21) marcado com fluorescéncia (Figura 4, C). De acordo com o autor, durante os
primeiros ciclos o primer forward com a cauda M13(-21) € incorporado e acumula-se no
produto de PCR, até que este seja esgotado (Figura 4, D). Entdo a temperatura de anelamento
¢ reduzida para facilitar o anelamento do primer universal M13(-21) marcado, que assume a
posicdo de primer forward e incorpora a marcagdo fluorescente no produto de PCR (Figura 4,
E), essa fluorescéncia integrada na fita forward permite a verificacdo do tamanho do alelo em
um sequenciador automdatico com uma precisao de dois nucleotideos de diferenca (Figura 4,

F).
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Figura 4. Esquema da amplificacdo de um fragmento com marcagdo com cauda M13(-21),
retirado de Schuelke (2000)

As reagOes foram realizadas em um termociclador PTC-100 (MJ-Research),
programado para uma desnaturacdo inicial de 94°C (5 min) e 30 ciclos de 94°C (30 s), 47-65°
- temperatura de anelamento especifica do primer - (45s) e 72°C (45 s), seguido de 8 ciclos de
94°C (30 s), 53°C (45 s) e 72°C (45 s) e uma extensao final de 72°C (10min). Em cada reagao
foram utilizados 0,2 mM de dNTPs, tampdo de amplificagdo 1x, 1,5-3,0 mM de MgCl,, 2
pmoles do primer Forward, 8 pmoles do primer Reverse e 8§ pmoles do primer M13 marcado
com NED, 6-FAM ou HEX, 0,5 U de Tag DNA Polimerase e 100 ng de DNA, completando
um volume total de 10ul. Os loci de microssatélites que foram utilizados encontram-se na

tabela abaixo (Tabela 1.).
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Tabela 1. Descricdo dos loci que foram utilizados com relacdo a unidade repetitiva dos microssatélites,

amplitude da variacdo em pares de bases (pb), temperatura de anelamento (Ta) e nimeros de acesso do

GenBank.
Locus Unidade repetitiva Amplitude Ta (°C) Nuamero de Acesso
P p

(pb) GenBank
Parl0' (TO), 178-208 56,0 DQ367227
Parl2' (AAAC), 192-232 56,0 DQ367228
Par14' (TGTC)s 232-278 48,0 DQ367230
Par21' (ATGA), 165-193 47,2 DQ367233
Par26' (GA);(CAGA), 256-266 47,2 DQ367234
Par31' (GAGT)4(GA)s(GGGA);(GA), 267-279 56,0 DQ367235
Par35' (GA);(GTGA)s(GAAA)(GA)g 252-274 61,6 DQ367240
Par53' (GTT),A(GTTT)s 164-192 48,0 DQ367238
Par66° (AACA)+2 153-185 47,0 DQ524172
Par69” (TTAT)7(TCAT)6 222-256 55,6 DQ524173
Par76> (CAGT)6 226-242 53,4 DQ524175
Par80’ (CT)3, 221-279 51,3 DQ524176
Par82’ (CT)y 177-209 51,3 DQ524177
Par83’ (CACT); 264-300 55,6 DQ524178
Par85” (AG)ys 227-271 51,3 DQ524179
Par86° (GA) 46 135-181 57,8 DQ524180
Parl15° (TAGA); 134-196 53,4 EU255784

" Barbosa et al.

(2006)

2 Barbosa et al. (2008)

3 Nzo publicado

3.2.4 VISUALIZACAO DOS RESULTADOS

Ap6s uma prévia verificagdo do sucesso da amplificacdo feita em gel de

agarose 1% (Figura 5), os produtos de amplificacdo foram analisados em um sequenciador

automéatico MegaBACE 1000 (GE Healthcare Life Sciences) com auxilio de um marcador de

tamanho ET-550R (GE Healthcare Life Sciences). Os tamanhos dos alelos foram

identificados através do software Fragment Profiler 1.2 (GE Healthcare Life Sciences) (Figura

6).

(AR
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Figura 5. Verificacdo da amplificagdo do produto de PCR em gel de agarose 1 %, usando ladder 1 Kb plus
(Invitrogen®).
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Figura 6. Ilustracdo de um eletroferograma evidenciando os alelos do Par 14, e a esquerda,
os valores indicam a intensidade da fluorescéncia.

3.2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para andlise de possiveis artefatos de genotipagem como sttuter, dropout e
alelos nulos foi usado o programa MICRO-CHECKER (versdao 2.2.3) (OOSTERHOUT, et
al., 2006) com nivel de significancia de 0,05 (Figura7).

A variabilidade genética intrapopulacional foi analisada mediante a
determinacdo dos niveis de heterozigosidade (ROUSSET & RAYMOND, 1995), e a
diversidade génica, que consiste na proporcdo esperada de individuos heterozigotos para as
freqii€ncias alélicas observadas, através do programa GENEPOP (versao 1.2) (RAYMOND &
ROUSSET, 1995). O calculo do valor de P (nivel de significancia 0, 01572, levando em
consideragdo Narum, 2006), e teste de desequilibrio de ligacdo e o cédlculo do coeficiente de
endocruzamento (Fis) (WEIR & COCKERHAM, 1984), usando o FSTAT 1.2 (GOUDET,
1995).

Teste de bottleneck recente foi feito pelo programa BOTTLENECK versdo 5.1
(CORNUET & LUIKART, 1996), variancia por T.P.M — 95%; e propor¢cdo de S.M.M. de
90%.
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Figura 7. Tlustragdo do resultado do programa MICRO-CHEKER com relagdo ao locus Parl4.

3.2.6 CONSIDERACOES SOBRE AS ANALISES ESTATISTICAS

Dois modelos mutacionais foram inicialmente propostos para descrever a
variacdo. O modelo de mutagdo de alelos infinitos ou I.LA.M. (Infinite Allele Mutation Model)
assume que a mutagdo originard um novo alelo pela adi¢do de unidades repetitivas (KIMURA
& CROW, 1964). Em contraste, 0 modelo de mutacdo por passos ou S.M.M. (Stepwise
Mutation Model) assume que a muta¢do ocorre pelo ganho ou perda de uma unidade
repetitiva, o que significa admitir a ocorréncia de homoplasia (KIMURA & OTHA, 1978).
Porém, existem muitas controvérsias sobre qual modelo € o mais adequado para estudos com
populacdes. Muito provavelmente o modo de mutagdo dos microssatélites seja locus
especifico, tendo que alguns podem estar no modelo LLA.M., e outros no S.M.M.

(O’CONNELL & WRIGHT, 1997).
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Em caso de bottleneck recente, aponta-se como principal evidéncia o excesso
da heterozigosidade, essa caracteristica s6 se apresenta em [oci envolvidos no modelo de
alelos infinitos (.LA.M.) (MARUYAMA & FUERST, 1985). Se os loci estiverem estritamente
sob o modelo de mutag@o por passos (S.M.M.), entdo pode ser que situacdes de excesso de
heterigozidade ndo sejam observadas (CORNUET & LUIKART, 1996). Entretanto, poucos
loci seguem estritamente o modelo de S.M.M., sendo que esses aos poucos, no decorrer do
tempo, podem se enquadrar no modelo de mutacao restrito para o I.A.M. e exibir um excesso
de heterozigosidade como uma consequéncia de bottleneck genético. Tendo isso, resultados
significativos para bottleneck recente em uma populacdo analisadas usando loci de
microssatélite com o modelo mutacional S.M.M. podem ser desconsiderados. Porém, por
causa desses poucos loci que podem seguir estritamente S.M.M., em um primeiro momento, €
recomendado o uso do modelo de mutacdo de duas fases ou T.P.M. (Two-phased model) no
teste de bottleneck. O T.P.M. € intermedidrio entre o S.M.M. e o I.LA.M.. Muitos dados de
microssatélites sao mais adequados ao T.P.M. do que ao S.M.M. ou ao [.A.M. (DI RIENZO et
al., 1994).

No presente trabalho, embora a anédlise das genotipagens tenha sido realizada
com base nos genétipos dos parentais e sua progénie, foi utilizado o programa MICRO-
CHECKER (OOSTERHOUT et al., 2006) na tentativa de eliminar possiveis erros. Alguns
artefatos técnicos de genotipagens podem resultar em andlises errOneas. Os stutters, por
exemplo, sdo alelos que ndo aparecem como banda discreta (principalmente [locus
dinucleotideo), e sim como uma série de bandas. Isto provavelmente ocorre devido ao
deslizamento ou slippage da Taq polimerase durante a PCR (SCHLOTTERER & TAUTYZ,
1992; HAUGE & LIT, 1993). Ja dropout ocorre quando alelos menores sdo amplificados
intensamente em relacdo aos alelos de maior tamanho, o que poderia ser explicado pela
competicdo entre os alelos (BANKS er al, 1999). E finalmente, temos os alelos nulos
resultantes da ndo amplificacdo de alguns alelos devido a substitui¢des, inser¢des ou delecdes
no sitio de anelamento dos primer (CALLEN et al., 1993).

O MICRO-CHECKER (OOSTERHOUT et al., 2006) reamostra os alelos de cada
locus através da simulacdo de Monte Carlo (bootstrap), criando um intervalo de confianca
entre da frequéncia esperada de homozigotos e de heterozigotos para cada classe de tamanho
de alelo. Gréficos sdo gerados indicando no primeiro momento as frequéncias de homozigotos
observados e esperados para cada locus, no segundo diferencas em pares de bases para os
genotipos heterozigotos observados e esperados, ambos a partir da reamostragem do

programa. O programa apresenta também a probabilidade de encontrar um nimero maior ou
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igual de homozigotos comparado com o observado para cada locus. Isso é feito pela
distribuicdo binominial cumulativa (WEIR & COCKERNHAN, 1984), pela formula p =1 -
0.5[4 -4(PAA+ PA*)]”°. O valor obtido para p é utilizado para estimar a probabilidade de
cada classe de homozigoto baseado no teste Exato de Fisher. Os desvios em relacdo ao
equilibrio de Hardy-Weinberg sdo obtidos (diferenca entre homozigosidade esperada e
observada) e indicam se estdo relacionados com presenca de alelos nulos, dropout de alelos
ou stutter.

Ja a combinacdo dos testes de excesso de homozigotos e a distribui¢ao
uniforme desta homozigose entre as classes de alelos indicam alelos nulos. Caso ndo haja essa
uniformidade, o programa MICRO-CHECKER (OOSTERHOUT et al., 2006) alerta sobre
uma possivel endogamia na populacdo. Além disso, outros tipos de erros associados a excesso
de homozigotos também sao considerados. A presenga de stutter como fator que influencia na
genotipagem € detectado por baixa frequéncia de heterozigotos que diferem por uma unidade
repetitiva em relacdo ao esperado e hd uma grande quantidade de homozigotos em alelos
maiores, ja que stutters sao mais comuns nesses alelos. Nesse caso, o programa calcula que
bandas que foram consideradas stutter podem ser de individuos heterozigotos. Dropout é
considerado quando a maior quantidade de homozigotos estd nos extremos das distribuicdes
alélicas, tendo que a amplitude da amplificacdo deve ultrapassar 150 pares de bases.

Visto que o bottleneck recente reduz radicalmente o nimero de homozigotos e
que, como descrito acima, todos os testes do MICRO-CHECKER (OOSTERHOUT et al.,
2006) sao baseados na presenca de homozigotos, o programa pode se tornar ineficiente nesse
tipo de situacdo especifica. Identificar populagdes que tenham experimentado uma severa
reducdo de tamanho é importante porque bottlenecks podem incrementar a aleatoriedade
demogrifica, a taxa de endogamia, a perda de variedade genética e a fixagdo moderada de
alelos deletérios. Além disso, reduz o potencial evolutivo e aumenta a probabilidade de

extingdo populacional (e. g. VRIJENHOEK, 1998; LUIKART e? al., 1998).
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4. RESULTADOS

Foram genotipados 17 loci de microssatélites para andlise da variabilidade
genética de uma populagdo F1, totalizando 93 individuos irmdos. Os parentais também foram
genotipados, para se verificar a segregacdo mendeliana dos alelos e minimizar erros como
sttuters, drop out, alelos nulos e bandas espurias. Verificou-se que os loci Par66 e Par69
apresentaram uma série de individuos com os genétipos discrepantes dos parentais
(provavelmente devido ao fendmeno drop out, ja que muitas proles se mostravam mostraram
homozigética sem um alelo maior que necessariamente teria herdado de uns dos pais), e,
portanto, ndo foram utilizados para as andlises estatisticas, genétipos dos parentais também
nido foram utilizados para o mesmo, € nem os loci monomérficos. Dos 17 loci, dois se
mostraram monomorficos, (35 e 53) (Tabela 2), que foram descartados das andlises
estatisticas, embora o locus 35 tenha apresentado 11 alelos em trabalhos anteriores com
populacdes selvagens (Tabela 3) (GALZERANI, 2007). Posteriormente, foram realizados
testes com o programa MICRO-CHECKER (versao 2.2.3) (OOSTERHOUT et al., 2006) nos
13 loci restantes e nenhum deles apresentaram stfuters, dropout ou alelos nulos, dando mais
confiabilidade aos dados. O programa mostrou que a homozigosidade esperada foi quase
sempre maior do que a observada para todos os loci, com excecao do locus Par12 (Tabela 4).

Testes feitos com o programa GENEPOP (version 1.2) (RAYMOND &
ROUSSET, 1995) mostraram que nenhum dos 13 loci estavam ligados, nivel de significancia
P=0,00987, conforme o fator de correcdo de Bejamini e Yekutieli (2001) indicado em Narum
et al. (2006). Desta forma, todos os loci puderam ser usados nos tratamentos estatisticos sem
maiores restricdes. Foi calculado também a heterozigosidade e esta foi comparada a

populacdo selvagem (Tabela 5).

31



TABELA 2. Frequéncia e nimero total de alelos detectados em 15 loci de microssatélites de Prochilodus

argenteus.
Loco Alelo | Frequéncia Loco Alelo | Frequéncia
Par10 187 0,382 | Parl2 217 0,478
191 0,618 221 0,522
N* 93 N* 69
Parl4 209 0,506 | Par21 175 0,702
213 0,261 184 0,298
217 0,233
N* 88 N* 89
Par26 248 0,471 | Par31 263 0,657
256 0,267 277 0,343
260 0,262
N* 86 N* 89
Par76 220 0,244 | Par80 234 0,038
224 0,256 238 0,500
228 0,500 244 0,317
252 0,145
N* 82 N* 93
Par82 186 0,474 | Par83 264 0,180
188 0,269 273 0,500
190 0,256 281 0,320
N* 78 N* 86
Par85 229 0,264 | Par86 150 0,180
235 0,270 160 0,325
248 0,236 164 0,320
254 0,230 168 0,174
N* 87 N* 89
Parl15 150 0,184
159 0,287
195 0,213
207 0,316
N* 87
Par35%*% 246 1,000 | Par53** 171 1,000
N* 88 N* 92

* N: ndmero de individuos testados para o locus

** Primers monomorficos
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TABELA 3. Comparagdo de nimero de alelos para cada locus entre as populagdes de cativeiro e selvagem

Locus

No. de
alelos

Pop. Cativeiro

Pop. Selvagem*

Par12
Par14
Par21
Par35
Par76
Par80
Par82
Par85

AR LW N

16
18
11
11
10
31
20
22

TABELA 4. Homozigose esperada e observada em 13 loci de uma populagdo cultivada de Prochilodus

argenteus calculada pelo programa MICRO-CHECKER (versdo 2.2.3) (OOSTERHOUT et al., 20006).

*Dados disponiveis em Galzerani (2007)

Locus HomExp HomObs
Par10 0,527978 0,236559
Par12 0,500942 0,594203
Parl4 0,378284 0,261364
Par21 0,581798 0,404494
Par26 0,361744 0,232558
Par31 0,525849 0,301075
Par76 0,375073 0,000000
Par80 0,433725 0,000000
Par82 0,618667 0,487179
Par83 0,386419 0.000000
Par85 0,290851 0,287356
Par86 0,268764 0,000000
Parl15 0,260402 0,195402
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TABELA 5. Heterozigosidade esperada e observada em 13 loci de uma populagdo cultivada e 6 loci de uma

populacdo selvagem de Prochilodus argenteus.

Locus Populacio Cultivada Populacao Selvagem*
HetExp HetObs HetExp HetObs
Par10 0,621621 0,763441
Par12 0.502697 0,405797 0,694102 0,632653
Par14 0,846506 0,738636 0,427002 0,367347
Par21 0,706215 0,595506 0,620543 0,530612
Par26 0,836523 0,767442
Par31 0,661016 0,685393
Par35 e s 0,174502 0,142857
Par76 0,628760 1,000000
Par80 0,630282 1,000000 0,424376 0,322380
Par82 0,819461 0,782051 0,796817 0,812500
Par83 0,618863 1,000000
Par85 0,753106 1,000000 0,892556 0,875000
Par86 0,732338 0,988764
Par115 0,742741 1,000000
Total 0,756632 0,825156 0,600920 0,560162

*Dados disponiveis em Galzerani (2007)

Posteriormente, foi calculado pelo programa GENEPOP (version 1.2) (RAYMOND &
ROUSSET, 1995) o coeficiente de endogamia. Com excec¢do do locus Parl12, todos os loci
mostraram valores negativos contrastando com os dados em populacdo selvagem de
GALZERANI (2007). Outra excecao € Par82 que contrariando a tendéncia na populacao
selvagem apresentou um valor negativo (Tabela 6). Finalmente, comparagdes feitas entre a
diversidade génica da populacdo cultivada e natural resultaram em valores sempre menores

para a populacdo cultivada (Tabela 8).

TABELA 6. Coeficiente de endogamia para cada locus e total na populacdo cultivada e selvagem de

Prochilodus argenteus.

Fis
Locus Populacao P Fi;smaller** Populacio selvagem™

cultivada Pop. cultivada
Parl0 -0,614 0,008 e
Par12 +0,194 0,9769 +0,089
Parl4 -0,183 0,0077 +0,141
Par21 -0,419 0,0038 +0,146
Par26 -0,197 0,0192 e
Par31 -0,517 0,0038 e
Par35 - 0,0038 +0,183
Par76 -0,596 0,0038 e
Par80 -0,592 0,0077 +0,242
Par82 -0,222 0,0038 -0,020
Par83 -0,622 0,008 e
Par85 -0,330 0,0038 +0,020
Par86 -0,368 0,008 e
Parl15 -0,349 0,0038 e
Fis Total -0,368 0,0038 +0.084

* Dados disponiveis em Galzerani (2007)
** P smaller, verificagdo de excesso de heterozigotos, nivel de significancia 0,05 34



Tabela 7. Diversidade génica por locus em Prochilodus argenteus

Locus Diversidade Populacdo Cultivada Diversidade Populacio Selvagem*
Par10 0473
Par12 0,503 0,740
Parl4 0,625 0,456
Par21 0,420 0,662
Par26 0641
Par31 0452
Par35 0,000 0,190
Par76 0626
Par80 0,628 0,879
Par82 0,640 0,850
Par83 0617
Par85 0,752 0,952
Par86 0731 e
Par115 0741

* Dados disponiveis em Galzerani (2007)

Os testes realizados no programa para os trés modelos BOTTLENECK versao
5.1 (CORNUET & LUIKART, 1996) resultaram em valores idénticos e significativos
indicando o possivel efeito de gargalo na populacdo cultivada, destacando-se o teste de
Wilcoxon que se mostrou mais robusto e apropriado para essa situagcdo. Os resultados foram
comparados com os de populacdo selvagem de Galzerani (2007), cujos dados foram

submetidos ao mesmo teste (Tabela 8).

Tabela 8. Resultado do teste de botleneck com trés modelos de mutagdo adotado: T.P.M. - Modelo de Duas

Fases (Two-Phased Model); S.M.M. - Modelo de Mutacao por Passos (Stepwise Mutation Model) e . AM. -
Modelo de Alelos Infinitos (Infinite Allele Model).

Modelo de Mutacao Teste Wilcoxon
Populacio Cultivada Populacao Selvagem™
T.P.M 0,00012 0,01367
S.M.M. 0,00012 0,00293
LLAM 0,00012 0,69531

* Nivel de significancia de 0,05
* Disponivel em Galzerani (2007)

Considerando uma populacdo em equilibrio de deriva e mutacdo, na qual o
tamanho efetivo se manteve constante no passado recente, hd uma probabilidade
aproximadamente igual que um locus mostre um excesso ou um déficit na heterozigosidade.
Assim, para se verificar se uma determinada populagdo exibe um significante nimero de loci
com heterozigosidade, podem-se utilizar alguns testes chamados de “sing fest”. Um deles € o
teste de “Wilcoxon sing-rank”, que segundo Luikart (1997) requer pelo menos 20 loci

polimérficos, mas devido ao alto poder, pode ser usado com poucos loci, como por exemplo,
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quatro loci em qualquer nimero de individuos (entre 15-40 individuos e 10-15 loci
polimorficos sdo recomendados para alcancar alto poder de deteccdo de bottleneck). Tal
situac@o foi encontrada no presente trabalho, com 13 loci analisados e aproximadamente 86
individuos em média, indicando que o teste de Wilcoxon pode ter sido a escolha mais

adequada.

5. DISCUSSAO

Com excecdo do locus Parl2, os valores de heterozigosidade observada da
populacdo cultivada foram maiores para todos os loci em comparacdo com a heterozigosidade
esperada, diferentemente dos dados da populacdo selvagem. Além disso, os valores negativos
dos coeficientes de endogamia da populagdo em cativeiro, excetuando também o locus Parl2
(Tabela 7), conjuntamente com a perda da diversidade génica na mesma populacdo,
demonstraram uma distribuicdo alélica evidentemente diferente, quando comparada a
populacdo selvagem (Tabela 3).

Esses resultados podem indicar um possivel efeito de gargalo (bottleneck)
recente na populagdo, principalmente quando contrastados com os dados da populagdo
selvagem, ja que segundo Luikart er al. (1998), populagdes que experimentaram uma recente
reducdo no seu tamanho efetivo exibem uma correlativa redu¢do do nimero de alelos e
efetivo aumento da heterozigosidade observada. Testes feitos com o programa BOTTLENECK
corroboraram a hipdtese na populacdo de cativeiro, obtendo resultados idénticos
independentemente do modelo de mutagdo adotado, os quais s@o expressivos principalmente
quando comparados com os da populacdo selvagem. No modelo S.M.M., a populacdo
selvagem mostra valor significativo (abaixo 0,05) para o bottleneck, porém esse modelo de
mutacdo € pouco preciso no caso de microssatélites, mostrando-se inadequados, por isso
foram desconsiderados. Embora os parentais tenham sido coletados aleatoriamente no rio, e
consequentemente nao passaram por um processo de endogamia envolvendo vérias geragcdes
sucessivas, estes dados podem ser alarmantes, uma vez que os alevinos resultantes destes
cruzamentos tém sido liberados na regido a montante da barragem hd mais de duas décadas
sem um devido monitoramento, e pode ao longo das geragdes gerar uma consistente perda da
diversidade génica, como visto em nossa populagdo cultivada.

Dados de Barroso et al. (2005) com Brycon opalinus utilizando um conjunto de

sete loci de microssatélites contrastam com o presente trabalho. Em uma comparacdo entre
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populacdes selvagens e uma de cativeiro ndo foram encontradas grandes diferenciacdes entre
as populagdes. Os coeficientes de endogamia (Fis) nas populacdes selvagens do trabalho de
Barroso et al (2005) foram +0,360, +0,330, +0,148, +0,275, +0,363 e na populacdo cultivada
+0.275. No presente estudo, o Fis da populacdo selvagem é de +0.084, ao contrdrio da
populacdo cultivada onde Fis € de -0,368, onde ndo hd endogamia. As taxas de endogamia
aproximadamente similares entre as populacdes selvagens e cultivada observada no trabalho
de Barroso et al. (2005) podem ser o reflexo direto de alguns fatores, tais como o uso de um
nimero menor de marcadores e/ou suscetibilidade espécie especifica, ou mesmo, o numero de
casais parentais e grau de parentesco dos mesmo, usados para produzir essa populacdo. Além
disso, em casos de bottleneck recente, este pode ser dificil de ser detectado, tendo como
prejuizo a perda de alelos e a diversidade génica.

Aho et al. (2006) utilizando sete loci de microssatélite em 17 populacdes
cultivadas de Salmo trutta relata que o menor valor observado de alelos por locus foi de sete e
o maior de 18. Comparando estes dados com o presente trabalho, como foi analisada uma
unica populagdo cultivada, a perda alélica é mais pronunciada, mas dados referentes as
populacdes selvagens mostram uma variagdo de 10 a 30 alelos nestes loci de microssatélites
(GALZERANI, 2007). Uma outra constatacdo pertinente de Aho et al. (2006) é o fato de que
quanto mais antiga é a fundagdo da populagdo cultivada, mais drastica € sua perda alélica e
consequentemente a diversidade genética, que cultivos diminui muito o tamanho efetivo da
populacdo, depredando o nimeros e permitindo a fixagao alélica rapidamente por deriva.

Em um estudo realizado com a mesma populacdo do presente trabalho por
Rojas (2008) utilizando marcadores AFLP demonstrou uma baixa heterozigosidade esperada
(He = 0,321), distante do valor observado no presente trabalho (He = 0,757), porém o préprio
autor pondera que AFLP é um marcador dominante e dessa forma, ndo se consegue separar
heterozigotos (1/0) de homozigotos (1/1), o que dificulta a comparacdo com marcadores
codominantes, como € o caso de microssatélites. Em um estudo com popula¢des naturais de
Prochilodus costatus, usando um conjunto de seis /oci microssatélites, foram observados
valores de He variando entre 0,420 a 0,660, abaixo da populagdo cultivada desse trabalho, e
ndo se identificou-se estruturacdo populacional (CARVALHO-COSTA et al., 2008).

Em P. argenteus, Galzerani (2007) estudou duas localidades do rio Sao
Francisco (as mesmas utilizadas nos trabalhos de Hatanaka & Galetti, 2003 e Hatanaka et al.,
2006) no intuito de verificar uma possivel estruturacdo populacional. No presente estudo,
estes mesmos dados foram utilizados, sendo, no entanto, considerada como somente uma

unica populacdo selvagem para tornar a comparacdo mais consistente. No trabalho de
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Galzerani (2007), mesmo analisando os dois grupos separadamente, ndo foi encontrado
bottleneck nos grupos e também ndo foi observada diferenciacdo populacional, resultados
semelhantes aos obtidos em P. costatus (Carvalho-Costa et al., 2008). Por outro lado, os
resultados de Galzerani (2007) se contrapuseram aos encontrados por Hatanaka & Galetti
(2003) e Hatanaka et al. (2006), nos quais houve indicagdo de diferenciagdo populacional.

Estas discrepancias podem ter sido geradas pelo fato de que os espécimes
analisados por Galzerani (2007) foram coletados durante a época ndo-reprodutiva, fase do ano
em que os peixes ndo estdo realizando o processo de migracdo rio acima, em contraste a
estruturacdo de populacdes de P. argenteus detectada durante a época reprodutiva (Hatanaka
et al., 2006). Isso € critico em andlise de estruturacao populacional e consequente diversidade
génica, ja que se a estruturacdo for de fato sazonal, delinear o perfil genético da populacdo
pode se torna muito complexo, necessitando de trabalhos de amostragem sucessivos em
diferentes épocas do ano até detectar um padrdao bem estabelecido.

No entanto, resultados similares aos do presente trabalho foram observados em
um estudo com estoques de Lates calcarifer do sudeste da Asia, que mostraram que a
diversidade genética encontrada para os dois estoques cultivados e uma populagdo selvagem
foi alta, apresentando valores de He proximos aos obtidos nesse trabalho, variando de 0,720 a
0,760. Além disso, foi encontrada uma significante diferenciacdo genética entre os estoques
cultivados e selvagem, além de terem sido detectados alelos privados, indicando assim que a
criacdo de uma cultura pode ser mantida através da combinacdo de exemplares de diferentes
amostras para elevar a diversidade genética (ZHU et al., 2006).

A variabilidade genética populacional é usualmente medida por nimeros de
alelos (variante genético) e heterozigosidade (JUANES et al., 2007, PIORSKI et al., 2008).
Estudos realizados t€ém mostrado diferencas entre populagdes de peixes selvagens e cultivadas
que poderiam diminuir o fitness dos individuos selvagens (REISENBICHLER & RUBIN,
1999). A situacdo em cultivos tradicionais tem sido limitar o ndmero de individuos com
caracteristicas que favorecam a producdo de centenas de proles (WEDEKIND, 2002). Um
macho pode, por exemplo, ser usado para fertilizar poucas fémeas por muitas geragdes, o que
inevitavelmente faz com que o mesmo macho fertilize suas proles. Isto podera gerar uma
diminui¢do do tamanho efetivo e aumento da endogamia, que fortemente contribui para
depredacao da diversidade genética (AHO et al., 2006).

A liberacdo de individuos geneticamente depredados produzidos em cativeiro
no ambiente selvagem pode promover algumas consequéncias desastrosas, tais como:

depredacdo da diversidade genética, contaminacdo por doencas e incremento da competicdo
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(BOHLIN et al., 2002; HEGGENES et al., 2002, AHO et al., 2006). Destaca-se que um dos
impactos genéticos da liberacdo de peixes cultivados em populagdes selvagens € a reducao do
tamanho efetivo da populacdo, uma situacdo especifica que ocorre nos casos de peixamentos
com peixes nativos (programas de cultivo) (SOUSA et al., 2006).

Ryman et al. (1995) definem como introgressdo a introducdo com posterior
fixacdo de um material genético novo em uma determinada populacdo da populacido
selvagem. A introgressao de material genético exdgeno em uma populacdo nativa acontece
quando as caracteristicas genéticas da populacdo cultivada sdo diferentes da populacdo
selvagem, assim, um cruzamento entre a populacdo cultivada e a selvagem € passivel de
ocorrer. Os autores citam que a constituicdo genética da populagdo nativa pode ser
permanentemente alterada pela perda de material genético importante, onde genes ou
complexos génicos favorecidos pela selecdo artificial ou domesticacdo podem nao ser
adaptados ao ambiente natural, provocando assim, erosdo do pool génico nativo, como 0
enfraquecimento ou mesmo a perda da populagdo natural, pela competicio entre peixes
nativos e peixes introduzidos, que por ultimo demonstram baixo sucesso reprodutivo. Logo.
essa perda de fitness na populacdo natural por introducdo de individuos exdgeno pode ser
definida como introgressao deletéria.

Para evitar esse introgressdo deletéria, na maioria dos casos, temos apenas
predi¢des gerais podem ser feitas, baseando-se nas teorias da genética de populacdes, se
alguns parametros forem conhecidos, como o tamanho e a histéria evolutiva da populagdo
cultivada e natural, as forcas seletivas atuantes, etc.; terfamos maior controle nesse fenomeno.
Mas normalmente hd poucas informacdes sobre as caracteristicas genéticas das populacoes,
especialmente as selvagens (RYMAN et al., 1995).

A liberacdo de peixes cultivados no ecossistema aquéatico natural ¢ uma agao
comum no Brasil, especialmente depois da significativa expansdao da aquicultura na ultima
década (SOUSA et al., 2006). Essa liberacdo pode ser intencional, no caso de peixamentos
(introdugdo, reintroducdo, intensifica¢do), ou acidental, no caso de escapes de estacdes de
aquicultura. A 6tima utilizacdo de estoques de peixes sob domesticacdo geralmente requer
conhecimento das relacdes familiares (pais, irmaos). Por exemplo, em programas de criacdo
de aquicultura, a progé€nie de um cruzamento € geralmente confinada em um tnico ambiente
para minimizar a variagdo ambiental. Tais condi¢des sdo geralmente impostas por causa do
limitado espaco de confinamento por pequenas conveniéncias comerciais (FERGUSON et al.,

1995).
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Apesar da introducdo de material genético em determinadas situagdes, por
exemplo, quando um estoque natural foi exaurido por um longo tempo, na maioria dos casos
essa pratica € de riscos a respeito da integridade genética do estoque receptor (SOUSA et al.,
2006). O delineamento desse experimento apresenta como inten¢ao mostrar o panorama desse
tipo de depredagdo utilizando o perfil da progénie advindo de um tnico casal. No caso do
cultivo do P. argenteus, os cultivos sao feitos com dois ou trés parentais, o que € deficitdrio,
ja que em populacdes selvagens, ha uma diversidade de casais formados e sistemas de
cruzamento. Ja que em um sistema hidrografico, peixes de rios podem constituir uma grande e
panmitica populagdo como observado em P. costatus (CARVALHO-COSTA et al., 2008) ou
podem formar populagdes genéticas diferenciadas, como j4 anteriormente observado em P.
argenteus (HATANAKA & GALETTI, 2003; HATANAKA et al., 2006), Brycon orthotaenia
(WASKO & GALETTI, 2002) e Brycon hilarii (SANCHES & GALETTI, 2007), tornando o
conhecimento do perfil genético (selvagem e cultivado) mais critico ainda para questdes de
conservacao.

Fleming et al. (2000) realizaram um trabalho de monitoramento em larga
escala de salmao (Salmo salar), incluindo populacdes selvagem, cultivada e hibrida em um rio
da Noruega. Experimentos de comportamento de corte e nidificacdo, utilizando marcadores
enzimaticos e DNAmt para identificagdo de pedigree no ambiente natural, além de medidas
biométricas como peso da desova, tamanho e peso do peixe. Segundo os autores, os salmdes
nativos t€m um sucesso de sobrevivéncia maior de 16% com relacdo aos hibridos e peixes
cultivados. Os autores ainda relatam que hd uma competicdo nos primeiros estagios de vida
entre hibridos, cultivados e selvagens, sendo que os cultivados por serem maiores tendem a
exercer uma maior pressao por comida e ambiente sobre os selvagens.

Uma situagdo ideal de cultivo recomendada € de criar um tamanho
populacional efetivo moderado, algo entre 25 e 94 individuos matrizes (PANTE et al., 2001).
Isso € concordante com o tamanho efetivo minimo de 50 individuos sugerido no programas
do Instituto Finlandés de pesca para producao e esportiva (AHO et al., 2006). No entanto, sob
o ponto de vista pratico, pode ser virtualmente dificil de realizar e, lancar mao dos mais
recentes avangos genéticos, tais como a utiliza¢do dos marcadores moleculares, pode oferecer
novas possibilidades no monitoramento do impacto genético de peixes cultivados em estoques
naturais (SOUSA et al., 2006). Assim, avangos tecnologicos em biologia molecular e
bioquimica t€m permitido o desenvolvimento de uma variedade de marcadores genéticos que
podem ser usados para responder questdes de relevancia para manejo e conservacdo de

peixes. Marcadores de DNA sdo extremamente uteis para desenvolvimento de um plano de
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manejo mais adequado para populacdes naturais de peixes neotrépicos (PIORSKI er al.,
2008). Tal qual, verificagdo e manipulacio de alelos em cruzamento de peixamento
otimizando a variabilidade. uma medida viavel e de facil aplicacdo com esse tipo tecnologia.

Porém atribuir o fracasso em programas de peixamentos somente as
caracteristicas genéticas € um reducionismo ineficiente e simplista, j4 que as comunidades
bioldgicas refletem as condi¢des de uma bacia hidrografica, sendo sensiveis a uma ampla
variedade de fatores ambientais (KARR, 1981). Piorski er al. (2008) faz uma detalhada
descricdo sobre os tratamentos de recuperacdo da bacia do rio Parand, demonstrando os
agentes de sua degradacdo, modificacbes do ambiente e consequéncias a fauna local,
terminando por apontar os sucessivos fracassos nos programas de recuperacdo (peixamentos,
construgdes de passagens e escadas para peixes migratorios e programas de controle de
pesca), devido ao fato de ndo serem acdes integradas, respaldadas em dados cientificos
consistentes e finalmente refletindo uma alteracdo ambiental drastica, dificil de ser revertida
nesse ambiente aquético.

Segundo Barroso et al. (2005), a manuteng¢do de populagdes em cativeiro tem
um papel importante na conservagdo da diversidade bioldgica. De fato, populagdes mantidas
em cativeiro tém uma importante fun¢do, como por exemplo, suprir de individuos para a
formagdo de possiveis planteis ou incrementar o tamanho de populacdes selvagens. E
importante, entretanto, que o manejo de estoques se apdie na manutencdo de variabilidade
genética dos planteis em cativeiro, podendo desta forma, colaborar com a conservagao das
espécies.

Os resultados do presente estudo fomentam a questdo do impacto de peixes
cultivados em populacdes naturais que tem sido discutido intensivamente nos ultimos tempos
(RHYMER, 1996). Os represamentos t€ém remodelado os ambientes aqudticos em termos
estrutural e funcional, e a conservagao da diversidade dos peixes demandard muitos esfor¢os
politicos, sociais e cientificos para ser bem sucedida. Pesca e programas de manejo de
biodiversidade devem incorporar uma ampla perspectiva recuperacdo (ambiente, pescadores e
peixe) e que preveja uma permanente avaliacdo do ecossistema através do monitoramento e

estudos especificos de andlises genéticas.
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6. CONCLUSOES

v Populagdes obtidas através de cruzamento de um udnico casal tem uma perda
alélica muito expressiva; principalmente quando comparada a diversidade de
uma populagdo selvagem.

v' Cruzamentos de parentais ndo aparentados, pode gerar uma alta
heterozigosidade;

v" Combinacdo heterozigosidade alta e baixa diversidade alélica € indicativo de

bottleneck recente;
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