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RESUMO

Dois grupos, um nativo e outro cultivado, de Surubim Pintado
Pseudoplatystoma corruscans provenientes da Bacia do Sao Francisco foram
analisados por meio de marcadores de RAPD (Random amplified polymophic
DNA), O objetivo foi verificar a possivel perda de variabilidade genética do
grupo cultivado frente aos animais provenientes da natureza. Sob todos os
aspectos analisados (teste de heterogeneidade, indice de fixacdo de alelos,
distadncia e identidade genética de NEI) foi possivel diferenciar os dois grupos e
verificou-se uma acentuada reducao da variabilidade genética no grupo
cultivado, com um maior grau de similaridade genética entre os individuos
provenientes de piscicultura. As causas desta reducdo e suas implicagdes sob o
manejo da pesca, aquacultura e preservacao desta espécie, sao discutidas.
Palavras chave: Surubim, Marcadores moleculares, Efeito fundador,

Piscicultura.
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Founder effect in a cultured stock of spotted catfish Pseudoplatystoma

corruscans

ABSTRACT

Two groups cultured and native of the spotted catfish were studied with
Random Amplified Polymorphic DNA markers. The aim of this paper is to
assess a possible genetic variability loss in the cultured group if compared to
native one. The population parameters analyzed, Fst, genetic distance,
heterogeneity and genetic similarity revealed important differences between
the groups, a strong reduction in genetic variability with great genetic
similarity within the cultured group. The causes and the implications of such
reduction to fisheries, conservation and aquaculture are discussed.

Key Words: Spotted catfish, Molecular markers, Founder effect, and

Aquaculture.

INTRODUCAO

A aquacultura é o ramo da pecuaria que mais tem crescido nas ultimas duas
décadas. Seja para a producao de alimento, alevinos ou ainda, com o objetivo
de recompor os efetivos numéricos de espécies que vem sofrendo reducdes de
seus contingentes populacionais na natureza. Dentro das espécies neotropicais
o surubim pintado (Pseudoplatystoma corruscans) é, ao lado do pirarucu
(Araipama gigas), a espécie que melhor se enquadra no contexto acima
descrito. Ocorrendo nas bacias do Parand, Paraguai e Sdo Francisco, este
animal é o principal objetivo tanto da pesca profissional quanto da amadora
(Godinho et al. 1997). Este interesse tornou-o candidato natural a exploracao
comercial visando seu cultivo de forma intensiva. A despeito destes fatos, suas
populagdoes nativas estdao reduzidas e em algumas sub-bacias praticamente
desapareceu. A reintroducdao, buscando recuperar estes grupos, ja vem
ocorrendo ha algum tempo com animais provenientes de estagdoes de
piscicultura. Em geral, estes animais sao oriundos de poucos pais, as vezes, de

um so casal. Até o momento, os aspectos genéticos deste tipo de agdo tem
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sido pouco considerados, dentre eles: a origem das matrizes, a reducao da
variabilidade genética que ocorre devido ao reduzido numero de reprodutores
na fundacdo do estoque, o efeito que estes novos estoques cultivados possam
exercer sobre as populacdes nativas e ainda, se estes Uultimos podem

responder as pressoes seletivas do ambiente natural.

O conhecimento da estrutura e funcao do genoma de animais domésticos tem
trazido um enriquecimento significativo no entendimento da biologia e cultivo
de espécies de peixes (DAVIS e HETZEL, 2000). A utilizacdo de marcadores
moleculares tanto na ictiologia quanto na aquacultura tem demonstrado ser
uma ferramenta valiosa, pratica e de alta eficiéncia, auxiliando a resolver uma
ampla gama de questdes que vao desde a identificacdo de espécie a obtencao
de mapas genéticos, passando por caracterizacdo de populacdoes até a
definicdo de estratégias de conservacao e melhoramento (FERGUSON et al.,
1995). Dentre as ferramentas moleculares a técnica de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), descrita simultaneamente por WILLIAMS et al.
(1990) e WELSH e MCLELLAND (1990), tem sido utilizada. Por ndao exigir um
conhecimento prévio do genoma, uma vez que se utilizam iniciadores
(“primers”) decameros inespecificos, e por ser uma técnica menos dispendiosa
gue outras ferramentas, ela tem se tornado, em algumas situagoes, a primeira
técnica a ser utilizada, a despeito do inconveniente de apresentar padrao de
segregacdo dominante e problemas de repetibilidade. Essas inconveniéncias
podem ser suplantadas com a utilizacao de ferramentas estatisticas adequadas
e estabelecimento de abordagem laboratorial criteriosa (escolha dos “primers”,

definicao dos padrdes de PCR, padronizacao de marcadores de interesse etc.).

Com o objetivo e comparar dois grupos de animais, um nativo oriundo de
quatro locais na bacia do Sao Francisco e outro cultivado, utilizamos a técnica
de RAPD a fim de verificar se houve redugdo da variabilidade genética no

grupo cultivado e sugerir as possiveis causas desta reducdao e ainda, suas
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provaveis conseqliéncias sobre o manejo da pesca, conservacao e cultivo desta

espécie.

MATERIAL E METODOS

Cinqlienta e nove animais do grupo nativo foram capturados em quatro
diferentes pontos da regidao centro norte do Estado de Minas Gerais (MG),
Brasil e para efeito de analise da variabilidade genética foram considerados
como uma metapopulacao. Os animais do estoque cultivado tratam-se de treze
animais, irmaos completos filhos de um Unico casal nativo proveniente da sub
bacia do Rio Paracatu (Miranda, comunicacdao pessoal), cuja desova foi
realizada na estagdao de Piscicultura e Hidrobiologia da CODEVASF (Companhia
de Desenvolvimento do Vale do Sao Francisco) e foram mantidos na Escola de

Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais como reprodutores.

A extracao de DNA dos tecidos, figado ou nadadeira, foi feita utilizando-se a
técnica de fenol cloroférmio descrita por SAMBROOK et al. (1989). Para a
obtencao de marcadores de RAPD, utilizou-se o kit Ready to-go da Amersham-
Pharmacia-Biotech de acordo com as recomendagdes do fabricante. Foram
testados onze oligonucleotideos arbitrarios. As reacdes de amplificacdo foram
realizadas em termociclador automatico PTC 100 da MJ] Research com
conforme Sousa (2003). O programa adotado consistia de 35 ciclos, sendo o
ciclo inicial de 94°C por 4 minutos, ciclo de desnaturacdao de 92°C por 1
minuto, ciclo de anelamento a 37°C por 1:30 minutos, ciclo de elongacao de
729C por 2 minutos e um ciclo final de 72°C por 3 minutos, findo estes ciclos o

aparelho mantinha as amostras a 4°C.

O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose e ao
final do processo o resultado foi fotografado em transluminador ultravioleta
com o sistema de captura de imagens da Kodak EDAS 290. A partir das
imagens obtidas construiram-se matrizes de auséncia (0) e presenca (1) de

bandas para as analises estatisticas. Para proceder estas analises foram
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escolhidos para uso os seguintes softwares estatisticos: NTSYS versao 1.80
(Numerical Taxonomy and Multivariate analysis System) (Rohlf,1993) para a
construcao das matrizes de similaridade utilizando o coeficiente de Jaccard
(1901) ; para a anadlise de fluxo génico, indice de fixacao de alelos, freqliéncia
génica, distancia genética e dendrogramas utilizou-se o programa POPGENE
1.32 (YEH et al., 1999), para a analise de diferencas entre as médias de
similaridade genética entre os grupos utilizou-se a Andlise de Variancia
(ANOVA) com teste de Mann- Whitney, disponiveis no pacote estatistico

GraphPad InStat version 3.00 (www.graphpad.com) .

RESULTADOS

Dos onze nucleotideos testados, trés foram escolhidos para as analises
populacionais por serem aqueles que apresentaram melhor padrao de
repetibiliddade e por serem os mais polimérficos, a saber, os oligonucleotideos
1(5 -GGTGCGGGAA-3") , 2 (5'-GTTTCGCTCC-3") e 3 (5 -GTAGACCCGT-3")
da Amersham-Pharmacia-Biotech.

Foram evidenciados 35 locos polimoérficos, com bandas que variaram de 220 a
1650 pares de bases (pb). A andlise da freqiéncia génica mostrou que dos 35
locos polimérficos, 22 mostraram-se suficientemente resolutivos para

discriminar os dois conjuntos estudados.

Os valores de identidade e distancia genética de NEI (1978) indice de fixacao
de alelos (Tabela 1) permitiram diferenciar nitidamente os dois grupos

populacionais estudados.



SOUSA, A.B. e GALETTI IJr, P.M. Efeito fundador em um estoque cultivado de
Pseudoplatystoma corruscans (Pisces: Pimelodidae): Uma analise da variabilidade genética
entre populagdes silvestres e cultivadas. PUBVET, Londrina, V. 4, N. 5, Ed. 110, Art. 742,
2010.

Tabela 1- Comparacao dos parametros populacionais entre os grupos nativo e

cultivado de P. corruscans da bacia do Sao Francisco.

Numero de loci Gst Distancia Identidade Genética
polimorficos genética
35 0,323 0,300 0,740

Com relagcao a similaridade intrapopulacional a metapopulacao nativa foi a que
apresentou o menor valor de similaridade (0,526 + 0,131) com coeficiente de
variagcdo mais acentuado, 24,90%. O maior valor foi encontrado para o grupo
cultivado com 0,803+0,066 e menor coeficiente de variacao 8,22%. Tabela 2

Os valores de coeficientes de similaridade encontrados foram

significativamente diferentes entre os grupos

Tabela 2-Valores de Similaridade de Jaccard dos grupos estudados
porcentagem de polimorfismo. ***Comparacoes entre as médias pelo Teste de

Mann Withney ao nivel de p< 0,0001.

Grupo Valores de Coeficiente de  Porcentagem
Similaridade e Variacao de
desvio Padrao polimorfismo

Nativo 0,526 (0,131)**x* 24,90% 97.14 %

Cultivado 0,803 (0,066)*** 8,22% 42.86 %
DISCUSSAO

A utilizacdo de marcadores moleculares em populagdes cultivadas de peixes
tem se ampliado devido a eficiéncia e ao desenvolvimento das técnicas de

DNA, auxiliando em diversas questdes tais como: deteccao de diferencas entre
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linhagens cultivadas e linhagens clonais (DESVIGNES et al. 2001), avaliagao de
heterozigose de linhagens (APPLEYARD e MATHER, 2000) identificacao de
marcadores de QTL(Quantitative trati loci) (SAKAMOTO et al. 1999), analise e
construcao de mapas de ligacao (SAKAMOTO et al. 2000;) ,determinacao de
paternidade(GARCIA DE LEON et al. 1998) e identificacdo de hibridos
(Carvalho et al. 2009). O surubim pintado (P. corruscans) é a espécie nativa
de maior valor econémico da piscicultura brasileira, tendo seu cultivo se
espalhado rapidamente pelas regides sul, sudeste e nordeste do pais. Os
produtores tém se valido de populacdes nativas para a obtencao de matrizes,
embora, com as facilidades propiciadas pela piscicultura, matrizes cultivadas
vem conquistando espaco junto ao mercado. Uma das questdes chave
relacionadas a aquacultura é a reducao da variabilidade genética dos estoques
cultivados, devido ao uso de poucos casais na obtencdo de alevinos (NORRIS
et al. 1999). No presente estudo estes efeitos sao claros uma vez que, ainda
que os dois grupos tenham como origem a mesma bacia hidrogréfica,
diferencas entre os mesmos foram detectadas por todas as analises
estatisticas. O dendrograma obtido pelo método de UPGMA mostrou-se
eficiente em separar todos os individuos em dois “clusters” distintos. Os
animais do grupo cultivado mostraram uma similaridade maior (0,803+,066) e
menor taxa de polimorfismo (42,86%) que o0s animais nativos que
apresentaram valores de similaridade de 0,526 + 0,131, coeficiente de
variacdo mais acentuado, 24,90%, e taxa de polimorfismo de 97,14%. Estes
dados parecem indicar ter havido a fixagdao de alelos mais comuns ou mesmo a
perda de alelos raros, o que explicaria a reducao na taxa de polimorfismo.
Efeito semelhante ja foi descrito em Salmodes por Norris et al. (1999) e em
carpas por Desvignes et al. (2001).Segundo estes autores quando uma
populacao passa por um efeito de bottleneck muitos alelos com baixas
freqiéncias sao eliminados.Outros parametros confirmam a distincao entre as
duas populacdes, a identidade genética entre elas foi considerada baixa
(0,740) enquanto a distancia genética alta (0,300). Diferencas entre estoques

nativos e cultivados tém sido relatadas para camardes, (XU et al. 2001),



SOUSA, A.B. e GALETTI IJr, P.M. Efeito fundador em um estoque cultivado de
Pseudoplatystoma corruscans (Pisces: Pimelodidae): Uma analise da variabilidade genética
entre populagdes silvestres e cultivadas. PUBVET, Londrina, V. 4, N. 5, Ed. 110, Art. 742,
2010.

Acara-disco (KOH et al. 1999), salmdes (NORRIS et al. 1999 e TESSIER et al.
1995), truta marrom (HANSEN et al. 1997), dentre outras espécies.A utilizacao
de apenas um casal para formar a populacdo da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais levou ao estabelecimento de um efeito

fundador, ocasionando a reducdo da variabilidade genética neste grupo.

A perda de variabilidade devido a utilizacdo de um unico casal fundador pode
causar, em médio prazo, efeitos tais como a depressao por endogamia, o que
limitaria, substancialmente, o potencial de ganho genéticos em futuros

trabalhos de selecdao e melhoramento desta espécie.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Com relacao a utilizacao de animais provenientes desta abordagem para fins
de recomposicao de efetivos numéricos, deve se levar em consideragdo uma
vasta gama de fatores tais como: a interagdao entre os animais cultivados e o
ambiente natural, a interacao entre as populagdes cultivadas e as populagoes
nativas, as caracteristicas genéticas da populacao original fundadora do
estoque cultivado, entre outros. Sugerimos que a utilizacdo de varios casais e
a utilizacdo de familias de meio-irmdos para a fundacdo de estoques cultivados
deva minimizar a perda da variabilidade genética, ampliando assim a margem
dos ganhos de selecdo em programas de melhoramento desta espécie e
aumente a variabilidade genética dos animais utilizados em programas de

repovoamento.
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