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Resumo- Cada vez mais ha a necessidade de agdes dir etas no senti-
do de procurar minimizar o efeito das barragens sobre as popula-
¢oes de peixes migradores dos grandes rios. No presente trabalho
iniciou-se a andlise da estrutura genética de populagdes naturais de
curimbata (Prochilodus lineatus) e de lambari (Astyanax altipara-
nae) do rio Paranapanema. Os resultados mostraram que o valor
médio de heterozigosidade observada para curimbata foi de
H=0,1856 e para lambari de H=0,2145. Esses resultados estdo a-
baixo do verificado para espécies de peixes migradoras, o que pode
sugerir que as alteragdes ambientais no rio Paranapanema estejam
causando algum impacto nas populacfes naturais. O correto mane-
jo dos novos estoques em cativeiro permitira a manutengéo e, se
necessario, o incremento da heterozigosidade dos exemplares a
serem liberados nas operagdes de peixamento envolvendo essas
espécies.

Palavras-chave— Genética de populagdes, monitoramento
genético, conservacao, peixes, RAPD.

I.INTRODUCAO

O conhecimento da variabilidade genética dos estoques
naturais e cultivados de peixes é de fundamental impor-
téncia para um mangjo correto desses estoques. Os mar-
cadores moleculares tém sido amplamente utilizados na
identificacdo de populacfes, quer cativas, quer selvagens.
Esses marcadores permitem a verificagdo tanto de rela-
¢Oes filogenéticas entre espécies quanto de segregacéo
reprodutiva entre populactes reprodutivamente isoladas,
mesmo quando pertencentes ao mesmo estoque de explo-
racdo pesqueira em zona de alimentacdo comum [1, 3, 8,
9, entre outros]. Além das referéncias citadas, uma série
de trabalhos vém sendo desenvolvido, com o objetivo de
auxiliar na conservacdo genética das espécies [4].

Com o presente projeto pretende-se formar na Estagdo
de Hidrobiologia e Aquicultura de Salto Grande estoques
geneticamente caracterizados de reprodutores das espé-
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cies Astyanax altiparanae (lambari) e Prochilodus linea-
tus (curimbatd) para peixamento. Essas espécies foram
escolhidas por apresentarem ciclos de vida curto, no caso
de A. altiparanae, e alta capacidade para sobrevivéncia
em reservatorios, no caso de P. lineatus.

II. MATERIAIS E METODOS

A. Materiais

Os animais utilizados no presente estudo sdo proveni-
entes de populagdes naturais de Astyanax altiparanae
(lambari) e Prochilodus lineatus (curimbatd), coletadas
no rio Paranapanema, S8o Paulo. Das amostras coletadas
foram selecionados 120 exemplares de lambari e 100
exemplares de curimbaté, que foram marcados individu-
almente com "tags' magnéticos e estdo sendo mantidos
em tanques de piscicultura na Estagdo de Hidrobiologia e
Aquicultura de Salto Grande (Sdo Paulo) da Duke Energy
International, Gerag&o Paranapanema.

Durante o processo de marcacdo foram retiradas amos-
tras de sangue de cada animal, no caso do curimbaté e de
segmentos da nadadeira caudal, no caso do lambari. Esses
tecidos foram preservados em etanol 95% com 100 uM
de EDTA, paraas analises moleculares.

B. Métodos

A técnica empregada para caracterizacdo dos estoques
€ a técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNAs), empregada conforme descrito na literatura [2],
utilizando um kit e as respectivas sondas, da empresa
Amersham Pharmacia Biotech.

O DNA total foi obtido a partir de amostras de sangue
ou de fragmentos de nadadeira utilizando o “kit” para
extracdo de DNA total da Promega Inc. (“Wizard Ge-
nomic DNA Purification kit"). O DNA obtido foi anali-
sado em géis de agarose [5] e quantificado por espectro-
fotometria

As reacBes de amplificag8o dos alelos foram efetuadas
num ciclador térmico de PCR utilizando-se o "kit" co-
mercial "Ready-to-go RAPD Analysis Beads' da empresa
Amersham Pharmacia Biotech. A solucdo final obtida
paraaamplificagdo dosloci apresenta um volume total de




25ul e contém solucdo tampdo de PCR, 20 pmol de son-
da, 250 mM de dNTPs, 2,5 unidades da enzima Ampli-
Taq, e 25-50 ng do DNA gendmico. Cada ciclo de PCR
consiste basicamente da denaturagdo por 1 minuto a
94°C, hibridag&o por 1 minuto a 50-55°C e extens&o por 2
minutos a 72°C. Esse ciclo é repetido 35 vezes e 0 passo
final inclui uma extens3o por 5 minutos a 72°C. Os pro-
dutos obtidos foram analisados em gel de agarose. A de-
teccdo dos alelos foi feita em um sistema automatizado de
andlise de géis da Kodak.
Os dados obtidos foram analisados através do progra-

ma TFPGA (Miller, 1997).

I1l. RESULTADOS

A. Formac&o de um plantel de reprodutores de lamba-
ri (Astyanax altiparanae)

Foi extraido o DNA gendmico de todos os 120
exemplares marcados de lambari. O resultado das
extragbes foi checado em géis de agarose, quando
observou-se que o tamanho dos fragmentos obtidos era
compativel com as exigéncias das andlises de RAPD. A
guantidade de DNA de cada amostra foi verificada por
espectrofotometria, e os resultados obtidos mostraram
gque a quantidade era suficiente para as anaises
prégrsegailagoram conduzidos testes para andlise das a-
mostras de DNA pela técnica de RAPD. Os procedimen-
tos iniciais foram bastante satisfatorios, sendo que todas
as seis sondas utilizadas amplificaram um grande nimero
de bandas. Considerando que a sonda que amplificou o
maior nimero de bandas foi a de nimero 4, optou-se por
iniciar os estudos populacionais por sonda. Assim,
foram realizadas reacdes de PCR das 120 amostras com a
sonda ndmero 4. Dos animais analisados 98 apresentaram
resultados satisfatérios, sendo possivel a identificacdo de
18 loci para a populagdo. Foi feita uma andlise estatistica
dos resultados que mostrou que o valor médio de hetero-
zigosidade observada era de H=0,2145 e a porcentagem
deloci polimdrficos chegou a 94,4%.

B. Formacao de um plantel de reprodutores de curim-
bata (Prochilodus lineatus)

Foi extraido o DNA genbmico de todos os 100
exemplares amostrados de curimbatd. O resultado das
extragcbes foi checado em géis de agarose, quando
observou-se que o tamanho dos fragmentos obtidos era
compativel com as exigéncias das andlises de RAPD. A
guantidade de DNA de cada amostra foi verificada por
espectrofotometria, e os resultados obtidos mostraram
que a quantidade era suficiente para as andlises
pragpdpshezaniciai s para andlise das amostras de DNA pe-
la técnica de RAPD foram bastante satisfatdrios, sendo
gue cinco das seis sondas utilizadas amplificaram um
grande nimero de bandas. Com base na andlise do nime-
ro de alelos amplificados nas reacBes de RAPD optou-se
por iniciar os estudos populacionais do curimbata com a
sonda nimero 3. Assim, foram realizadas reacdes de PCR
das 100 amostras com a sonda nimero 3. Dos animais
analisados 92 apresentaram resultados satisfatérios, sendo

possivel a identificacdo de 29 loci para a populagdo. Foi
feita uma andlise estatistica dos resultados que mostrou
gue o valor médio de heterozigosidade observada era de
H=0,1856 e a porcentagem de loci polimdrficos chegou a
100%.

IV. DISCUSSAO

Poucos estudos tém sido realizados até 0 momento no
sentido de se verificar a heterozigosidade em populagdes
naturais de peixes, principalmente na regido Neotropical.
Os valores de heterozigosizade observada para o lambari,
H=0,2145, e para o curimbatd, H=0,1856, sdo bastante
elevados quando comparados aqueles obtidos para peixes
de deserto da América do Norte (H=0,016); sdo similares
aos obtidos para pecilideos ndo migradores da espécie
Poeciliopsis occidentalis (H=0,213) e sGo menores que
aqueles observados para a truta de lagos Oncorhynchus
clarki lewis (H= 0,676) e para a truta arco-iris, Onco-
rhynchus mykiss (H=0,850) [7]. Em termos gerais, consi-
derando que ambas as espécies estudadas so conhecida-
mente migradoras, a heterozigosidade parece baixa, o que
pode estar refletindo o efeito do impacto causado pelas
barragens no rio Paranapanema. Porém, somente o estudo
futuro de outras populagdes naturais de lambaris e curim-
batds, em ambientes ndo impactados e de estoques de
piscicultura, permitird uma melhor avaliacéo da heterozi-
gosidade dos estoques. Por outro lado, o correto manejo
dos estoques hoje em cativeiro permitirdo a manutencéo
€, Se necessario, 0 incremento da heterozigosidade dos
exemplares a serem liberados nas operacBes de peixa-
mento.
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