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RESUMO

Estudos genéticos foram realizados em uma espécie endémica da bacia do rio Sdo
Francisco, Prochilodus argenteus, a qual possui grande importancia na pesca artesanal e de
subsisténcia da regido. Os estudos do mapa de ligagdo e¢ de variabilidade genética foram
realizados com o uso do marcador dominante AFLP (Polimorfismo de Comprimento de
Fragmentos Amplificados) e com 189 individuos de um cruzamento F1, utilizado também
para o repovoamento do rio Sdo Francisco, a montante da barragem de Trés Marias (MG).
Todas as analises foram realizadas com 15 combinagdes de primers. Para a construgcdo dos
mapas de ligacdo foi utilizada a abordagem pseudocruzamento teste. Os primers utilizados
geraram 46 marcas heterozigoticas para os genitores, com segregacao mendeliana de 1:1. O
mapa referente ao genitor feminino apresentou 3 grupos de ligacdo e o comprimento do
genoma analisado foi de 128,45 cM, e o mapa do genitor masculino também consistiu em 3
grupos de ligagdo com comprimento total de 192,67 ¢cM. Marcadores comuns aos dois
genitores, com segregacdo mendeliana de 3:1, foram utilizados como pontes na integragao dos
mapas. O mapa integrado foi formado por 9 grupos de ligacdo, o que correspondeu a 442,08
cM de genoma analisado. Adicionalmente, a variabilidade genética foi estudada por meio da
média da heterozigosidade esperada (He), a qual foi de 0,32082 e pela anélise do coeficiente
de similaridade de Jaccard, que foi igual a 0,72564 + 0,00451. Estes valores, ainda que
preliminares, mostraram que essa amostragem cultivada possui o coeficiente de similaridade
maior quando comparado com os de populagdes selvagens. Desta forma, sugere-se no
presente trabalho que estudos genéticos devam ser realizados juntamente com a pratica de
repovoamento de rios, visando conservar o patrimonio genético desta espécie na bacia do Sao
Francisco. Os resultados mostraram também que os marcadores AFLP foram adequados e
eficientes para a identificagdo de marcas ligadas em Prochilodus argenteus € no estudo da

variabilidade genética de amostras cultivadas.

Palavras chaves: Prochilodus argenteus, AFLP, mapa de ligacdo, variabilidade genética.



ABSTRACT

Genetic studies have been performed for an endemic species from Sdo Francisco River
basin, Prochilodus argenteus, which has a great importance in the artisanal and subsistence
fishing in the region. The linkage mapping and the genetic variability studies were made with
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) dominants markers and with 189
specimens from a F1 cross, that was also used for restocking the upstream area from Trés
Marias hydroelectric dam. All the analyses were carried out with 15 primer pairs
combinations and the linkage map was made using the pseudo-testcross mapping strategy.
Forty six heterozygous marks were found for the genitors, with mendelian segregation of 1:1.
The female genitor map had 3 linkage groups and the lenght of the analysed genome was
128,45 cM, the male genitor map had the same number of linkage groups and the total length
of 192,67 cM. Common markers for both genitors, with mendelian segregation ratio of 3:1,
served as bridge between the maps, for the construction of an integrated map. This map had 9
linkage groups, and the total map length was 442,08 cM. Additionally, the genetic variability
was assessed and an expected heterozygosity mean was of 0,32082, with a Jaccard’s
similarity coefficient of 0,72564 + 0,00451. These preliminary values show that the cultured
sample has a higher similarity coefficient than that obtained for the wild populations. Hence,
the present results suggest that genetic studies and management restocking practices should be
simultaneously performed for the maintenance of the genetic patrimony of this species at the
Sdo Francisco River basin. The results also showed that AFLP marks were suitable and
effective to identify linkage marks in Prochilodus argenteus and for genetic variability studies

in cultivar samples.

Key words: Prochilodus argenteus, AFLP, linkage map, genetic variability.



LISTA DE ABREVIATURAS

A: adenina;

AFLP: Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados;
C: citosina;

°C: graus Celsius;

cm: centimetro,

cm?: centimetro cubico;

cM: centimorgan;

CODEVASF: Companhia de Desenvolvimento dos Vales do Sao Francisco e do Parnaiba;
dNTPs: desoxirribonucleotideos;

EDTA: acido etilenodiamino tetra-acético;

fAFLP: Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados Fluorescentes;
G: guanina;

h: horas;

HCI: acido cloridrico;

He:heterozigosidade esperada;

Kg: quilograma;

Km: quilémetro;

Km?: quilémetro quadrado;

LOD: logaritmo das probabilidades;

m: metro;

M: molar;

m?: metro quadrado;

m3: metro cubico;

mg: miligrama;

ml: mililitro;

MG: Minas Gerais;

MgCl,: cloreto de magnésio;

mm: milimetro;

mM: milimolar;

pg: micrograma;

ul: microlitro;

NaCl: cloreto de sodio;

ng: nanograma;

PCR: reacdo em cadeia da polimerase;

pH: potencial hidrogenionico;

QTL: locos que controlam caracteres quantitativos;
RAPD: polimorfismo de DNA amplificado ao acaso;
RFLP: polimorfismo de tamanho de fragmentos de restri¢do;
rpm: rotagdes por minuto;

SDS: sulfato duodecil de sddio;

SSR: seqiiéncias simples repetidas

T: timina;

t: tonelada;

TBE: tampao a base de Tris, acido borico e EDTA;
TE: Tris-HCI + EDTA;

Tris-HCI: Tris - acido cloridrico;

V: volt.
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1.INTRODUCAO

1.1. Curimbatas (Prochilodus)

Os peixes da familia Prochilodontidae possuem 3 géneros com 21 espécies. Sdo
endémicos da América do Sul, sendo a maioria das espécies amazdnicas (CASTRO; VARI,
2003). Os Prochilodontidae, conhecidos como curimbatas ou curimatds, tém o corpo alargado,
compacto e coberto por escamas (COCKERELL, 1915), a alimentagdo ¢ iliofaga (MAGO-
LECCIA, 1972), ou seja, ingerem a vasa que se acumula no fundo dos rios, possuindo assim,
adaptagdes anatdmicas como labios espessos e protracteis, com numerosos denticulos dispostos
em duas fileiras na frente das maxilas (BRITSKI et al.,1988; CASTRO; VARI, 2003).

Esta familia ¢ constituida por espécies de médio a grande porte, com comprimento de 40
cm em média. Segundo Mago-Leccia (1972), a altura do corpo varia com a alimentagao, idade e
maturagdo sexual. Na época da desova realizam migracdes rios acima (BRITSKI, 1972) e sua
reproducdo depende da dindmica fluvial, sendo que a desova ocorre em plena correnteza. Os
Prochilodontidae ndo apresentam territorialidade e possuem um comportamento pacifico
(PAULS, 1985).

Trés espécies do género Prochilodus sdo encontradas na Bacia do Sao Francisco: P
argenteus, P. costatus e P. vimboides (BRITSKI et al,1988). P argenteus, chamado
popularmente de curimata-pacu na regiao de Trés Marias (MG), pode alcangar até¢ 15 Kg, sendo
este 0 maior porte de toda familia (SATO et al., 1996). A reproducdo ocorre na estagdo chuvosa
que vai de novembro a fevereiro (GODINHO; GODINHO, 2003), coincidindo com as estacdes
com maior temperatura e longos fotoperiodos. Essa espécie ¢ endémica da bacia do rio Sao
Francisco, tendo sido introduzida em varios rios da regido nordeste do Brasil (FISHBASE,
2008).

P argenteus representa um importante recurso pesqueiro do rio Sdo Francisco,
alcangando até 50% da produgdo do pescado (GODINHO; GODINHO, 2003). Em 2004, o
Estado de Minas Gerais produziu 1.277,5 toneladas referentes a pesca extrativa do
Prochilodus. Em todo o pais, a pesca do género representou aproximadamente 12% da
producdo total de pesca extrativa continental (INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO
AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS, 2004).

Apesar da grande importancia do P. Argenteus, muitos aspectos da sua historia de vida,
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como: migracdo, dominio vital e locais de desova, ndo sdo inteiramente conhecidos. Essas
informagdes sdo necessarias para avaliar o impacto ambiental dos reservatorios existentes ao

longo do rio Sao Francisco (GODINHO; KYNARD, 2006).

1.2. O reservatorio de Trés Marias

A barragem de Trés Marias, localizada no alto-médio rio Sao Francisco (S 18° 12' 51"
W 45° 15' 51"), foi inaugurada em 1960 e teve como principais objetivos: regularizacao do rio
Sao Francisco, controle da cheia e producao de energia (BRITSKI et al.,, 1984; SAMPAIO;
LOPEZ, 2003;).

A 4rea de inundagao da represa na cheia ¢ de 1.050 Km?, com volume de 21 bilhdes de
m? e profundidade méaxima de 60 m, apresentando um aspecto dendritico. A temperatura
média anual da regido ¢ de 22,5 °C e a precipitagdo total anual esta entre 1.200 e 1.300 mm,
sendo que as chuvas ocorrem principalmente nos meses de novembro a fevereiro (BRITSKI

etal., 1984).

A pesca no rio Sdo Francisco vem sofrendo um declinio acentuado (GODINHO;
GODINHO, 2003). Na década de 70, a média era de 25 de kg de peixe por dia para um
pescador; no entanto, nos anos 80 esse valor passou para 11 kg (SATO; GODINHO, 2004).
Diversas espécies de peixes comerciais e desportivas foram incluidas na lista da fauna
ameagada de extingdo do Estado de Minas Gerais (LINS et al., 1997), sendo que na regido a

montante da barragem de Trés Marias ja existem espécies extintas (SATO et al., 1987).

A fauna sanfranciscana ¢ composta por 152 espécies diferentes, as principais espécies
comerciais sdo migratdrias e dentre elas esta o Prochilodus argenteus (SATO; GODINHO,
2004). A reproducdo das espécies migratdrias ¢ afetada porque o barramento pode alterar o
regime hidrolégico natural e as caracteristicas da agua, afetando a regido a jusante (PETTS,
1989). O rio Abaeté, um importante afluente, se localiza a aproximadamente 32 Km a jusante
da barragem e parece ser o local de desova de muitos peixes migradores (SATO; GODINHO,

2004; GODINHO; KYNARD, 2006).

Segundo Godinho; Kynard, (2006), os curimatas-pacu pertencentes a populagdo
localizada imediatamente a jusante da barragem de Trés Marias ndo realizam a desova e a

maioria dos individuos também ndo migram. Um sistema de transposicdo de peixes
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possibilitaria a continuidade dessa migracao. No entanto, importante perguntas sobre aspectos
bioldgicos € mesmo sociais ligados aos P. argenteus necessitam ser conhecidos antes da

construcdo de qualquer transposi¢ao na represa de Trés Marias.

O repovoamento, também denominado peixamento, tem sido muito utilizado como
estratégia para a recuperagdo da atividade pesqueira. No entanto, o seu manejo pode envolver
riscos, como a diminuicdo do pool génico e incidéncia de doencas (HICKLEY, 1994). A
CODEVASF (Companhia de Desenvolvimento dos Vales do S@o Francisco e do Parnaiba)
vem fazendo o repovoamento na regido a montante da barragem de Trés Marias desde a
década de 1980. Porém, a avaliacdo dessa medida ainda ndo esta disponivel (GODINHO;
GODINHO, 2003).

1.3. O emprego de AFLP em estudos genéticos

Marcador molecular ¢ qualquer fen6tipo gendmico que pode corresponder a um gene,
que pode ser expresso ou ndo, ou a um determinado segmento de DNA. Ele pode ser
considerado um marcador genético se a sua segregacdo estiver de acordo com as leis de
heranga mendeliana (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995) e a sua seqiiéncia de

nucleotideos pode ou nao ser conhecida.

Atualmente, estdo disponiveis inimeros tipos de marcadores moleculares, os quais
podem ser divididos em dois grandes grupos: os de hibridizacdo, como por exemplo, RFLP
(Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricao - BOTSTEIN et al., 1980) e os
de amplificagdo do DNA por PCR (Rea¢do em Cadeia da Polimerase), como o AFLP
(Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados - VOS et al., 1995), RAPD
(Polimorfismo de DNAs Amplificados ao Acaso — WELSH; MCCLELLAND, 1990;
WILLIAMS et al., 1990) e Microssatélite (LITT; LUTTY, 1989).

Os marcadores AFLP tém apresentado um grande destaque devido a sua
especificidade, alto poder de resolucdo e repetibilidade. Outras caracteristicas seriam a
possibilidade de analisar varios exemplares ao mesmo tempo e o fato de gerar um grande
numero de marcas. Quando os primers utilizados na técnica sao marcados com algum tipo de
fluorescéncia, a técnica passa a se chamar fAFLP (Polimorfismo de Comprimento de

Fragmentos Amplificados fluorescentes).
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A metodologia de AFLP consiste em trés etapas principais: digestdio do DNA
gendmico com enzimas de restri¢do, ligacdo de adaptadores especificos aos fragmentos
digeridos e amplificagdo via PCR utilizando primers especificos que reconhecem as
seqliéncias nos adaptadores. A analise dos fragmentos amplificados ¢ feita em gel de alta

resolugdo (VOS et al., 1995).

Os AFLP s3ao marcadores dominantes, eles evidenciam a presenca ou auséncia de
bandas, as quais correspondem aos sitios referentes as enzimas de restricdo utilizadas, sem
identificar se o loco amplificado estd em homozigose ou heterozigose. O polimorfismo
detectado pela técnica corresponde a mudangas dos nucleotideos localizados nos sitios das
enzimas e nas regides flanqueadoras, correspondentes a regido na qual o adaptador ira se ligar

(BENSCH; AKESSON, 2005).

A técnica tem sido muito utilizada em estudos com plantas, fungos e bactérias
(OLIVARES - FUSTER et al., 2007; PHILLIPS-MORA et al., 2007; AVERSANO et al.,
2007; GONCALVES et al., 2007; SCHRENZEL et al., 2008). No entanto, existem poucos
estudos referentes a animais. De acordo com o site de busca Web of science (2008), existem
120 artigos publicados referentes a estudos com marcadores AFLP em espécies de peixe. Esta
diferenca observada entre os tdxons sugere que hd outras metodologias que sejam mais
eficientes ou que o conhecimento ndo tenha se expandido de uma area para a outra
(BENSCH; AKESSON, 2005). Apesar disso, para estudos de diversidade e na construcdo de
mapas genéticos, os AFLPs tém se mostrado bastante eficientes, devido ao elevado nimero de
locos que podem ser analisados por vez e a auséncia de conhecimento prévio sobre o genoma

do organismo em questdo (SOUNSTEBO et al., 2007).

Esses marcadores podem ser aplicados em diversos estudos genéticos, tais como:
analises de parentesco (KRAUSS, 1999; QUESTIAU et al., 1999; MADDEN et al., 2004),
estudos de diversidade genética (SACHIDANANDAM et al., 2001; LYNCH, 2002; SABETI
et al., 2002; FOULLEY et al,, 2006; GONCALVES et al., 2007, DAGHER-KHARRAT et al.,
2007), estrutura populacional (NYBOM, 2004; MCMILLAN et al., 2006; SONSTEB® et al.,
2007), na identificagdo de hibridos (HAIG et al., 2004), em estudos filogenéticos
(ALBERTSON et al., 1999) e mapeamento genético, incluindo QTLs (quantitative trait loci )
e grupos de ligacdes (KNAPIK et al., 1996 ;KEARSEY; FARQUHAR, 1998; KOCHER et al.,
1998; COIMBRA et al., 2003; WANG et al., 2007).
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1.4. Mapas genéticos em peixes

A construgdo de mapas genéticos em espécies de interesse econdmico pode auxiliar na
cobertura e analise completa do genoma, nos estudos de caracteristicas genéticas complexas
nos seus componentes Mendelianos, na localizagdo de regides gendmicas que controlam
caracteres de importancia econdmica, além de canalizar toda informagdo em programas de
melhoramento (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1994).

Um mapa de ligacdo deve ser planejado com cuidado, uma vez que ele exige a escolha
de genitores adequados para se obter uma populagdo segregante correta. A maioria dos mapas
genéticos ¢ obtida de populagdes F2 de retrocruzamentos, oriundas de populagdes F1 com
genitores de linhagens puras, pois nessas populagdes a fase de ligagdo dos alelos ¢ conhecida
(MORAES, 2005). Quando a obtencdo dessas populagdes nao € praticavel, pode se utilizar
uma populacao F1 e a abordagem pseudocruzamento teste ou pseudo-testecross, na qual os
locos que serdo utilizados na constru¢do do mapa sé serdo escolhidos apds a genotipagem,
sendo que apenas aqueles que segregam na propor¢do 1:1, da mesma maneira que em um
cruzamento teste, serdo incluidos no mapa (GRATTAPAGLIA; SEDEROFF, 1994). Dessa
maneira, serao obtidos dois conjuntos de grupos de ligagao, um para cada genitor.

Existe a possibilidade de se obter um Unico mapa através da integracao dos dois mapas
obtidos por meio de marcadores pontes, ou seja, marcadores presentes em ambos 0s genitores
(RITTER et al., 1990). Marcadores que segregam 3:1 podem ser utilizados como marcadores
pontes segundo Maliepaard et al. (1997).

No mapa genético, as distdncias sdo determinadas estatisticamente baseadas em uma
analise de segregacdo dos marcadores polimoérficos (LUNDIN et al., 1999). A integragdo das
informagdes do mapa genético com a localizagdo fisica dos marcadores selecionados permite
a confirmagcdo da ordem linear dos grupos de ligagdo ao longo dos cromossomos
(DANZMANN; GHARBI, 2001).

Particularmente em peixes, a constru¢do de mapas genéticos ainda ¢ bastante escassa.
Em Danio rerio, uma espécie conhecida popularmente como paulistinha, foi construido o
primeiro mapa genético utilizando-se um painel de 94 embrides haploides com um total de
401 marcadores de RAPD (POSTLETHWAIT et al., 1994). Neste trabalho, foram
identificados 29 grupos de ligacdo. Em adicdo aos marcadores RAPD, foram também
mapeados 13 SSRs (Seqiiéncias Simples Repetidas ou microssatélites) usando primers ja

publicados na literatura. Segundo os autores, a constru¢do deste mapa genético pode auxiliar
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na identificagdo de genes candidatos para mutagdes, na caracterizacdo de rearranjos

cromossomicos e no estudo da evolugdo do genoma.

Posteriormente, um mapa genético de resolugdo moderada foi obtido para D. rerio
com 705 marcadores microssatélites, com uma resolugdo média de 3,3 cM. O mapa foi
considerado completo, pois foi encontrado um grupo de ligagdo para cada cromossomo da

espécie, o que foi confirmado pelo mapeamento do centromero (KNAPIK et al., 1998).

Um mapa de ligacdo foi construido para a tilapia (Oreochromis niloticus) com 62
locos de microssatélite e 112 marcas de AFLP provenientes de 41 embrides hapldoides de uma
unica fémea. Noventa e trés porcento das marcas foram incluidas em algum grupo de ligacao,
o que resultou em 30 grupos de ligagdo, alcangando assim os 22 cromossomos da espécie

(KOCHER et al., 1998).

Resultados similares foram também obtidos em outro estudo com tilapias, porém,
resultante de cruzamentos entre 5 grupos do género. Neste trabalho, observou-se a formacgao
de 24 grupos de ligacdo com comprimento total de 1623 ¢M para a F1, por meio também de

marcadores microssatélite ¢ AFLP (AGRESTI et al.,, 2000).

Em carpa comum (Cyprinus carpio L.), utilizando-se marcadores microssatélite,
RAPD e genes marcados, foi obtido um mapa com 50 grupos de ligagdo, sendo que no grupo
5 foi identificada uma marca relacionada com a tolerancia ao frio, um inicio bastante

promissor para trabalhos com QTLs (SUN; LIANG, 2004).

Um mapa utilizando marcadores AFLP foi construido para embrides haploides
provenientes de fémeas diploides de Scophthalmus maximus, sendo encontrados 12 grupos de
ligacdo com as 7 combinagdes de primers utilizadas. Estes resultados, ainda que preliminares,
representam o inicio do estudo de mapeamento em uma das espécies de peixe mais cultivada

com proposito comercial por todo mundo (FORTES et al., 2008).

A abordagem pseudocruzamento teste tem sido bastante aplicada em estudo com
plantas (GRATTAPAGLIA; SEDEROFF, 1994), e de maneira crescente, vem sendo utilizada
em peixes. Em Paralichthys olivaceus, o linguado japonés, foram obtidos dois mapas de
ligacdo, um para cada genitor, com 352 marcas de AFLP e 111 locos de microssatélite. O
mapa de ligagdo do genitor masculino foi formado com 25 grupos de ligagcdo, enquanto o do
genitor feminino apresentou 27 grupos de ligagdo. O comprimento total do mapa foi estimado

em 1000-1200 cM e 96% das marcas estavam ligadas (COIMBRA et al., 2003).
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Um outro estudo, utilizando a mesma estratégia acima, foi reportado para duas
espécies de carpa Hypophthalmichthys molitrix e Aristichthys nobilis, em que a F1 foi obtida
do cruzamento utilizando um genitor de cada espécie. O mapa para H. molitrix com 271
marcas de microssatélite ¢ AFLP, resultou em 27 grupos de ligagao. Por outro lado, para o
mapa de A. nobilis, as 153 marcas analisadas foram caracterizadas em 30 grupos de ligacao.
No final, 18 locos de microssatélites apresentaram-se comuns aos dois mapas (LIAO et al,,

2007).

Em Salmo salar, foi também analisada a F1 resultante do cruzamento de genitores de
familias distintas e o mapa de ligagcdo do genitor feminino foi caracterizado por 33 grupos de
ligagdo, enquanto no mapa do genitor masculino foram observados 31 grupos. Marcadores
AFLP presentes em ambos os genitores com segregacdo 3:1, e marcadores microssatélites
foram eficazmente utilizados como marcadores pontes na integragao dos dois mapas (MOEN

et al., 2004).

Em peixes, taxas de recombinagdo diferenciadas entre os sexos tém sido
freqiientemente reportadas e parece ser um fendmeno bastante comum entre os vertebrados.
Em Salmo salar, por exemplo, a taxa de recombinacao foi de 8,26 : 1, para os genitores
feminino e masculino, respectivamente; sendo este o maior valor relatado para vertebrados
(MOEN et al., 2004). Ainda em S. salar, uma taxa de recombinagdo sexo-especifica de 3,92 :
1 (feminino : masculino) também foi observada (GILBEY et al., 2004). Resultados similares
foram descritos para Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris), onde a taxa de recombinacao na
meiose masculina também se mostrou diferenciada em relagdo a das fémeas (3,25 : 1 —

feminino : masculino) (SINGER et al., 2002).

No Brasil, os estudos relacionados ao mapeamento genético de espécies de peixes de
interesse econdmico sao inexistentes. Desta forma, uma melhor caracterizacdo do genoma de
espécies potencialmente Uteis aos programas de piscicultura pode auxiliar na localizacdo de
regides que controlam caracteristicas de importancia econOmica, tais como taxas de

crescimento, fecundidade e resisténcia as doengas.

1.5. O estudo da variabilidade genética em estoques cultivados

A diversidade genética ¢ a variedade de genotipos e alelos presentes em um

determinado grupo: espécies, grupos de espécies ou populagdo. Utilizando a seqiiéncia do
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DNA, a diversidade pode ser medida por meio de polimorfismo, diversidade alélica e
heterozigozidade média (FRANKHAM et. al., 2004). As populacdes necessitam dessa

variabilidade para se adaptarem a mudangas ambientais.

Em sistemas de repovoamento, muitas vezes esse pool génico acaba sendo diminuido
porque apenas poucos individuos, comparando-se com a populacdo natural, sdo utilizados nos
cruzamentos. O que resulta no aumento da homozigosidade e na depressao por endogamia de
diversos fenotipos nas geragoes seguintes (BEAUMONT; HOARE, 2003). Em um programa
de conservagdo, a variacdo genética presente nas populagdes naturais deve ser conhecida para
ser comparada com a variagdo da populagdo de cativeiro e, através dos resultados, fazer uma

analise do programa em questdo (WASKO et al., 2004).

Para se comecar um programa de repovoamento, com carater de conservacdo, ¢
fundamental dispensar atengao especial aos fundadores da nova populagdo, € necessario que o
grupo que dara inicio ao programa esteja em equilibrio, ou seja, cada individuo deve ter a
mesma probabilidade de carregar um determinado gene que um exemplar da populacao
ancestral. Assim, os fundadores serdo realmente representantes da populacdo selvagem e o

tamanho efetivo da populacao sera mantido (DOYLE et al., 2001).

Diversos trabalhos ja foram publicados analisando as diferencas na variabilidade entre
populacdes selvagens e domésticas de peixes. Alarcon et al. (2004) comparou a diversidade
genética entre populagdes selvagens e cultivadas do peixe marinho Sparus aurata e verificou
uma diminuicdo na variabilidade das populagdes cultivadas, além de serem altamente

divergentes.

Em Ictalurus punctatus, foi analisada a diversidade genética entre estoques cultivados,
tanto destinados a pesquisa como provenientes de fazendas de cultivo, verificando-se um alto
coeficiente de similaridade entre os individuos (MICKETT et al., 2003). Posteriormente, um
estudo comparativo entre populagdes domésticas e selvagens mostrou que as populagdes
selvagens exibiram um maior nivel de polimorfismo e heterozigosidade em relagdo as
populacdes domésticas, e que estas populagdes cultivadas eram todas estreitamente

relacionadas umas com as outras (SIMMONS et al., 2006).

Estes resultados foram também observados em salmao do Atlantico (Salmo salar), em
que as amostras de populacdes cultivadas apresentaram uma variabilidade genética reduzida

quando comparadas com populacdes selvagens (SKAALA et al.; 2004).
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Em Prochilodus argenteus, andlises da diversidade genética foram feitas somente em
estoques naturais, abrangendo diferentes locais de coleta na regido a jusante da barragem de
Trés Marias, no rio Sdo Francisco. Com o uso de marcadores RAPD foi verificado uma
relagdo de proximidade entre o local de coleta analisado e a barragem, ou seja, quanto mais
proximo, maior foi o coeficiente de similaridade de Jaccard encontrado. Além disso,
diferencas significativas nas freqiiéncias das bandas foram observadas entre as diferentes
localidades, sugerindo a existéncia de estruturacdo populacional na regido (HATANAKA;
GALETTI, 2003). Posteriormente, a ocorréncia de diferentes unidades reprodutivas na regiao

de Trés Marias foi corroborada por meio de marcadores microssatélites (HATANAKA et al.,

2006).

Um estudo de biotelemetria conduzido de 2001 a 2003 com 21 fémeas e 10 machos de
P. argenteus, nos primeiros 409 Km a jusante da barragem de Trés Marias, determinou que
existem 3 diferentes populagdes ao longo do rio Sdo Francisco, mas que elas apresentam areas
de sobreposicdo. E que a populacdo localizada imediatamente abaixo da barragem parece
fazer parte da populagdo a montante da barragem, no entanto, mais estudos sdo necessarios

para verificar e entender melhor essa populacdo (GODINHO; KYNARD, 2006).

No entanto, ndo existem dados relativos a diversidade genética dos estoques cultivados
para as atividades de repovoamento do rio Sdo Francisco e nem dos estoques naturais
procedentes da regido a montante da barragem, local onde os alevinos tém sido liberados.
Desta forma, um estudo mais detalhado, envolvendo um monitoramento genético, deve ser
realizado, a fim de se evitar o declinio da variabilidade genética desta espécie de peixe ja

bastante explorada na bacia do Sao Francisco.

2. OBJETIVOS

Tendo em vista que Prochilodus argenteus apresenta uma posicdo de destaque na
pesca artesanal e de subsisténcia para a bacia do S3o Francisco e ainda, verificando-se a
auséncia de estudos de mapeamento genético em espécies de nossa ictiofauna, o presente
trabalho teve como objetivos:
1) Analisar a progénie F1 de Prochilodus argenteus através de marcadores moleculares AFLP

(Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados).
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2) Realizar a constru¢do de um mapa genético para P argenteus utilizando a estratégia
pseudocruzamento teste ou pseudo-testcross.
3) Disponibilizar dados de diversidade genética do cruzamento e fornecer subsidios a pratica

de repovoamento de rios.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Espécie analisada, area de estudo e coleta
As coletas e o desenvolvimento do cruzamento para a obten¢ao da geragdo F1 foram
realizados em colaboracdo com o pesquisador Dr. Yoshimi Sato da CODEVASF (Companhia

de Desenvolvimento dos Vales do Sao Francisco ¢ do Parnaiba).

Foram coletados 2 individuos de Prochilodus argenteus (Figura 1), da regido do alto-
médio rio Sao Francisco, sendo que o genitor feminino foi coletado imediatamente abaixo da
barragem de Trés Marias (MG) no rio Sdo Francisco e o genitor masculino, na regido a
jusante da confluéncia dos rios Abaeté e Sao Francisco, localizada a aproximadamente 30 km
a jusante da barragem (Figura 2). Os locais de coleta foram determinados baseados em
estudos sobre a diversidade genética de Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI,
2003; HATANAKA et al., 2006) para que a progénie obtida fosse bastante heterozigotica.

Figura 1: Exemplar de Prochilodus argenteus.
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Rio S&3o Francisco

® Local de coleta do Macho

m Local de coleta da Fémea

Figura 2: Mapa da regido de Trés Marias (MG), mostrando os locais de coleta dos genitores

no rio Sao Francisco.

3.2. Hipofizacio e cruzamento

A hipofizagdo foi realizada na estacdo de Hidrobiologia e Piscicultura de Trés Marias,
CODEVASF, em Trés Marias, MG. O genitor masculino recebeu 1 dose de extrato bruto de
hipoéfise de carpa contendo 2,8 mg/Kg de peso corporal e o genitor feminino, 2 doses
contendo 0,8 e 6 mg/Kg de peso corporal e o intervalo entre as doses foi de aproximadamente
16 horas. Os ovos foram fertilizados pelo método “seco”, no qual os gametas sdo misturados
sem contato com a agua e apenas apos a fertilizacdo os ovos s3o colocados na agua. A
extrusdo dos ovos se deu 227,3 + 9,3 horas - grau (tempo necessario para a desova em h x
temperatura da d4gua em °C) depois da aplicagdo da segunda dose nas fémeas (SATO et al.,
1996).

Foram colocados cerca de 100 mil alevinos pos-larvas em um tanque com 600 m?, no
dia 30 de Dezembro de 2005.

A coleta de 189 alevinos, com aproximadamente 9 meses de idade, foi realizada nos

dias 11 e 12 de setembro de 2006.
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3.3. Extracao e quantificacido do DNA genémico

O DNA total dos individuos (F1 e genitores) foi extraido pelo método fenol
/cloroférmio / alcool isoamilico (SAMBROOK et al., 1989), com algumas modificagdes.

O DNA foi extraido de pedagos de figados armazenados em dalcool 99,9% PA.
Aproximadamente 1cm? do tecido foi macerado com auxilio de nitrogénio liquido. Adicionou-
se 1 ml de solugdo de digestdo (NaCl 0,4M; EDTA 0,1M pH 8,0; Tris HCI 0,01M; RNAse -
100 pg/ml; SDS 0,1% e agua ultra pura autoclavada até que se complete o volume).

As amostras foram levadas ao banho maria a 37°C por 1,5 horas. Apds esse periodo
adicionou-se 100 pg/ml de Proteinase K e as amostras foram incubadas a 55°C por 2h. Um
volume igual de fenol/ cloroférmio/ dlcool isoamilico (50:48:2) foi adicionado e as amostras
foram agitadas suavemente por 20 minutos. O material foi centrifugado a 10.000 rpm por 15
minutos e o sobrenadante foi transferido para outro tubo Eppendorf.

Para a precipitagdo do DNA foi adicionado NaCl IM e 2 volumes iguais de etanol
gelado, e agitou-se o tubo suavemente. As amostras foram incubadas a -80 °C por 30 minutos.
Transcorrido o tempo, o material foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante descartado. Acrescentou-se 200 pl de 4lcool 70% gelado e as amostras foram
novamente centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos, descartando-se novamente o
sobrenadante.

O DNA foi seco em estufa a 37°C e ressuspendido em TE (Tris- HCl 10mM; EDTA
ImM).

A quantificacio do DNA foi feita por espectrofotometria com luz ultravioleta pela
leitura de comprimentos de ondas de 260/280 nandmetros pelo biofotometro (Eppendor, Inc.).

Cada amostra foi diluida até a obten¢do final de 50 ng de DNA por pul de TE .

3.4. Obtencao dos locos de fAFLP
As reagdes de fAFLP foram realizadas com os kits e protocolo da Applied Biosystems,

Inc. AFLP Plant Mapping Protocol kit (1997) com modificacdes.

3.4.1. Digestao do DNA genoémico
Para a digestdo do DNA foram utilizadas duas enzimas de restricdo: a EcoRI (New
England BioLabs, Inc.) de corte freqliente e a Msel (New England BioLabs, Inc.) de corte

raro. Os sitios de reconhecimento das enzimas encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1: Sitios de reconhecimento das enzimas EcoRI e Msel.

Sitios de Reconhecimento
EcoRI1 Msel
5... G*AATTC...3’ 5... T*TAA...3’

3"... CTTAA*G...5’ 3.  AAT*T...5"

Para cada reagdo foram utilizados 500 ng de DNA; 1,25 ul de tampao (10x NE Buffer
EcoRI) fornecido juntamente com a enzima; 1,5 unidade de Msel e 5 unidades de EcoRI. As
reagOes foram incubadas a 37° por 14 horas e, para a inativagdo das enzimas, a temperatura
foi elevada para 65° por 10 minutos. Para verificar o resultado da digestdo, 5,5 pl da reacdo
foram aplicados em gel de agarose 1,5%, o DNA foi corado com Brometo de Etidio 400
pg/ml e submetido a eletroforese a 110 V por aproximadamente 45 minutos em tampao TBE
1x (EDTA 2mM, Tris 0,09M e Acido Bérico 0,09M). Apés a reagdo, o gel foi fotografado sob

luz ultravioleta.

3.4.2. Ligacao dos adaptadores
Os adaptadores sdao feitos com seqiiéncias complementares as pontas coesivas das
enzimas de restri¢do (Figura 3) e servirdo como sitios de liga¢do para os primers utilizados na

amplificagdo pré-seletiva. Eles sdo ligados as pontas coesivas do DNA gendmico pela enzima

T4 DNA ligase
CTCGTAGACTGCGTACCAATTC TTACTCAGGACTCAT
CATCTGACGCATGGTTAAG AATGAGTCCTGAGTAGCAG
Adaptador da EcoRlI Adaptador da Msel

Figura 3: Seqiiéncia de nucleotidios dos adaptadores das enzimas de restricdo EcoRI e Msel.

Para cada amostra foram utilizados 0,33 pl de cada adaptador. Os adaptadores da
EcoRI e da Msel foram aquecidos a 95°C por 5 minutos, em tubos Eppendorfs diferentes,

para a separagdo dos oligonucleotideos e apds esse periodo, foram imediatamente colocados
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no gelo por 10 minutos.

Na reacao de ligacdo, foram utilizados 1 pl de tampao da enzima T4 DNA ligase, 200
unidades de T4 DNA ligase, 0,33 pl de cada adaptador e 3,67 ul do DNA digerido. A reacao
foi incubada a 20°C por 2 horas e diluida com o acréscimo de 45 ul de agua ultrapura

autoclavada, por amostra.

3.4.3. Amplificacio pré-seletiva

Para a amplificacdo dos fragmentos de DNA foram utilizados primers com apenas
uma base seletiva. O primer da EcoRl ¢ formado pelo adaptador + a regido de
reconhecimento + o nucleotideo Adenina (A). Da mesma forma o primer da Msel também ¢
formado pelo adaptador + a regido de reconhecimento + o nucleotideo Citosina (C) (Figura
4). Dessa forma somente os segmentos de DNA ligados aos adaptadores e que possuam essas

bases seletivas serdo amplificados

DNA genomico ligados aos adaptadores Fragmentos obtidos apos a amplificacao
|| —> C T H
] G A

Figura 4: Representacio dos fragmentos de DNA (AFLP Plant Mapping Protocol kit 1997).

Na amplificacdo pré-seletiva, foram utilizados 0,5 pl da mistura dos dois primers, 7,5
ul de Core Mix (tampao, dNTPs, MgCl, e enzima DNA polimerase) e 2 pul do DNA ligado ja
diluido.

A reacao de PCR foi realizada no termociclador Mastercycle Gradient (Eppendorf
Inc.) seguindo o programa: 72°C por 2 minutos (inicializagdo); 94°C por 20 segundos
(desnaturacdo); 56°C por 30 segundos (hibridizacdo); 72°C por 2 minutos (extensdo). Os
passos de desnaturagdo, hibridizagdo e extensdo foram repetidos por 20 vezes. Para a

inativacdo da enzima a temperatura se manteve a 60°C por 30 minutos.

3.4.4. Amplificacao seletiva
Os primers utilizados na amplificagdo seletiva possuem na regido interna mais duas
bases complementares, as quais podem variar, resultando em diferentes combinagdes de pares

de primers; assim somente os fragmentos da amplificacdo pré-seletiva que possuirem essas
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bases complementares serdo amplificados nessa etapa.

A amplificacdo seletiva foi realizada com 7,5 pl de Core Mix e 0,5 ul de cada primer
da EcoRI e da Msel, além de 1,5 ul da reagdo pré-seletiva diluida 3 vezes. Os primers
fluorescentes (FAM, JOE ou NED) utilizados nessa amplificagdo possuem 3 pares de bases
situados posteriormente a seqiiéncia correspondente ao adaptador. As nomenclaturas das
possives combinagdes de primers estdo descritas na Tabela 2, segundo Kocher et al. (1998).

As amplificagdes foram realizadas em um termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf), programado para uma desnaturacgao inicial de 94°C por 2 minutos, desnaturagao
a 94°C por 20 segundos, hibridizagdo a 66°C por 30 segundos e extensdo final a 72°C por 2
minutos. Os passos de desnaturacdo, hibridizagdo e extensdo fora repetidos por 10 vezes,
sendo que a cada ciclo a temperatura da hibridizagdo diminuiu 1°C, chegando a 56 °C. Este
ultimo ciclo foi repetido por 20 vezes. A temperatura foi mantida a 60°C por 30 minutos para

a inativacao da enzima.

3.5. Genotipagem

As amostras foram preparadas com a adi¢cdo de 2 ul da amplificacao seletiva, 7,75 ul
de Tween 20 (Sigma Inc.) 0,01% e 0,25 pl MegaBace ET 550-R Size Standart (GE Healthcare
Life Science Inc.). Quando as amostras amplificadas com a fluorescéncia FAM foram
misturadas com NED ou JOE, a reagdo foi modificada para: 2 pl de cada amplificacio
seletiva, 5,75 pl de Tween 20 (Sigma Inc.) 0,01% e 0,25 pl MegaBace ET 550-R Size Standart
(GE Healthcare life Science Inc.). As amostras foram desnaturadas por 5 minutos a 95°C.

As genotipagens foram feitas no seqiienciador MegaBACE 750 sistema de analise de
DNA (GE Healthcare life Science Inc.) pertencente ao laboratério de Biologia Molecular da
UFSCar.

Os eletroferogramas foram analisados por meio do sofiware Fragment Profiler 1.2

(MegaBACE Genetic Profiler; Amersham Biosciences Inc.).
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Figura 5: Exemplos de eletroferogramas obtidos pelas fluorescéncias NED, FAM e JOE

respectivamente.

3.6. A escolha dos primers

Primeiramente foi feita uma varredura com 46 possiveis combinagdes de primers
(Tabela 2), com as quais foram amplificadas amostras de ambos os genitores e 2 individuos da
progénie. Os primers que apresentaram melhor amplificagdo e maior polimorfismo foram

utilizados na constru¢do do mapa e analises de variabilidade (Tabela 3).



26

Tabela 2 - Identificacdo das combinacdes dos primers, segundo Kocher et al., (1998).
Primers da Msel

CAA CAC CAG CAT CTA CTC CTG CTT

AAC 1 2 3 4 5 6 7 8
AAG 9 10 11 12 13 14 15 16
Primers  AcA 17 18 19 20 21 22 23 24
EciaRI ACC 25 26 27 28 29 30 31 32
ACG 33 34 35 36 37 38 39 40
ACT 41 42 43 44 45 46 47 48
AGC 49 50 51 52 53 54 55 56
AGG 57 58 59 60 61 62 63 64

Tabela 3 - Lista das combinagdes utilizadas na construgao do mapa de ligagdo. EM sao as
letras iniciais das enzimas utilizadas - EcoRI e Msel - e o nimero corresponde a identificagao

do par de primers (KOCHER et al, 1998).

Fluorescéncia Primer EcoRI Primer Msel Nomenclatura
JOE ACG CAT EM36
JOE AAG CTC EM14
JOE ACG CAA EM33
JOE AAG CAT EMI12
JOE AGG CAG EMS59
FAM ACA CTC EM22
FAM ACA CTA EM21
FAM ACA CTG EM23
FAM ACA CAC EM18
FAM ACT CAA EM41
FAM ACT CTT EM48
NED AGC CAT EM52
NED AGC CTC EM54
NED AGC CAA EM49

NED AGC CTA EMS53
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3.7. Analise dos locos e construcao do mapa

Primeiramente foi realizada uma andlise apenas com os locos polimorficos para os
genitores. Para cada individuo da progénie foram verificadas a presenga, representada pelo
algarismo 1, a auséncia, pelo 0 ou a falta de dados, pelo 9, de um determinado loco,
resultando em uma tabela de polimorfismo.

Para verificar a segregacdo mendeliana 1:1 de cada loco, foi aplicado o teste
segregacdo  (teste de aderéncia qui-quadrado (X?)), do software GQMOL
(http://www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm), sendo estabelecido um nivel de decisdao: P = 0,01

e obtido um valor de p para cada teste. Somente aqueles locos que apresentaram um valor > P
foram incluidos nas andlises, pois ndo rejeitaram a hipdtese nula (Hp), de propor¢des
esperadas iguais.

Posteriormente, foram analisados os locos presentes em ambos os genitores e da
mesma forma, foi realizado o teste de segregacdo. Somente as marcas que segregaram na
propor¢ao 3:1, utilizando-se o mesmo valor de P, foram incluidas no mapa para servirem de
marcadores pontes.

Os calculos de recombinagao foram feitos para 2 marcadores por vez, a freqiiéncia de
recombinacdo foi calculada e os locos foram alocados nos grupos de ligacdo conforme o valor
obtido para o LOD (log of the odds) que ¢ a probabilidade de duas marcas estarem ligadas
dividido pela probabilidade dessas duas marcas ndo estarem ligadas, no logaritmo de base 10.
Somente os valores de LOD > 3 foram considerados no mapa.

A distancia de mapa, em centiMorgans, foi obtida pela funcdo de Kosambi (1944) e a
freqiiéncia de recombinagdo maxima utilizada foi de 30 para os mapas referentes a cada

genitor e 20 para o mapa integrado.

3.8. Analise da variabilidade genética

Todos os locos polimorficos foram utilizados na andlise de variabilidade. Foi
construida uma tabela bindria para presenca (1) e auséncia (0) de todos os fragmentos para
cada amostra.

Para a andlise da variabilidade foi calculado o coeficiente de similaridade de Jaccard
(1901), que compara o numero de presenca de bandas comuns e o nimero total de bandas
envolvidas, sem considerar o nimero de auséncias conjuntas. A formula ¢ dada por: ST=a/a

+ b + c; onde a corresponde a presenca de bandas em ambos os individuos (11), b ao nimero
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total de bandas presentes em apenas um individuo (10) e ¢ ao nimero de bandas presentes
somente no outro individuo (01). Seu intervalo de ocorréncia ¢ de 0 a 1 (MEYER, 2002), o

calculo foi realizado pelo programa Genes - Aplicativo computacional em genética e

estatistica (www.ufv.br/dbg/genes/genes.htm). A diversidade genética foi analisada por meio
da heterozigosidade esperada He, a qual foi calculada com o sofiware AFLPsurv

(VEKEMANS, 2002), pelo método Lynch e Milligan (1994).
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados e a discussdo dos dados dessa dissertacdo estdo separados em 2

capitulos, os quais correspondem aos trabalhos cientificos que serdo submetidos para

publicacao em periddicos.
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RESUMO

No presente trabalho, estd descrito o primeiro mapa de ligacdo para Prochilodus
argenteus, uma espécie endémica da bacia do rio Sdo Francisco, com relevante importancia
para a pesca artesanal e de subsisténcia. O mapa foi construido com um cruzamento F1,
através da abordagem pseudocruzamento teste ou pseudo-testcross, utilizando-se 15
combinagdes de primers que resultaram em 46 marcas com segregacao mendeliana de 1:1. O
mapa do genitor feminino apresentou 3 grupos de ligacdo e o comprimento do genoma
analisado foi de 128,45 cM e o mapa masculino também consistiu em 3 grupos de ligagao
com comprimento total de 192,67 cM. Trinta e cinco marcadores com segregacdo observada
de 3:1 foram utilizados como ancora na constru¢do de um mapa Unico, resultando em 9
grupos de ligagdo somando 442,08 cM . As combinagdes utilizadas apresentaram um nimero
médio de 3,2 fragmentos polimorficos, com segregacdo mendeliana de 1:1, por pares de
primers, valor considerado baixo quando comparado com outros trabalhos. As marcas com
segregacdo 3:1 foram bastante tteis como pontes na localizagdo de marcadores 1:1 e na
constru¢do do mapa unico, aumentando assim o numero de grupos de ligacao. Dessa maneira,
os resultados mostraram que os marcadores AFLP podem ser adequados para a identificacao
de marcas ligadas em Prochilodus argenteus e os dados obtidos resultaram em um mapa de

ligacdo preliminar para a espécie.

Palavras chaves: AFLP, mapa de ligagdo, Prochilodus argenteus, pseudo-testcross.
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INTRODUCAO

A construgdo de mapas genéticos pode auxiliar nos estudos e na localizagdo de regides
gendmicas que controlam caracteres de importdncia econdmica, podendo aplicar essas
informagdes em programas de melhoramento (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1994). O
estudo do genoma de espécies potencialmente Uteis a programas de piscicultura pode auxiliar
na localizacdo de regides que controlam caracteristicas de importancia econdmica, tais como

taxas de crescimento, fecundidade e resisténcia as doengas (ANDERSON, 2001).

O uso dos marcadores AFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos
Amplificados) tem apresentado grande destaque devido ao fato da técnica ndo requerer
nenhum conhecimento prévio sobre o genoma da espécie de interesse e a sua capacidade de
gerar, de forma rapida e facil, inimeras marcas que podem ser posicionadas aleatoriamente ao
longo do genoma de qualquer espécie. Outras caracteristicas que os tornam um excelente
marcador referem-se a sua especificidade, alto poder de resolugdo e repetibilidade (VOS et

al., 1995).

Em peixes, esta ferramenta molecular tem sido freqiientemente utilizada em analises
de variacdo genética em estudos populacionais (ARENS et al., 1998), na identificacdo de
marcadores ligados ao sexo (EZAZ et al., 2004; FELIP et al., 2005; LI et al., 2005) e de
espécies hibridas (TRANAH et al.,, 2003). Adicionalmente, inimeros mapas de ligacao
utilizando-se marcadores AFLP t€ém sido construidos para diferentes espécies, tais como:
Oreochromis niloticus (KOCHER et al., 1998 ; AGRESTI et al, 2000), Paralichthys
olivaceus (COIMBRA et al., 2003), Salmo salar (MOEN et al., 2004), Pecoglossus altivelis
(WATANABE et al, 2004), Clarias macrocephalus (POOMPUANG et al, 2004),
Hypophthalmichthys molitrix e Aristichthys nobilis (LIAO et al., 2007) e Scophthalmus
maximus (FORTES et al., 2008). No entanto, estudos relacionados ao mapeamento genético

de espécies neotropicais sdo ainda inexistentes.

A espécie P argenteus, conhecida popularmente como curimatd-pacu, apresenta
habitos migradores e representa um importante recurso pesqueiro do rio Sao Francisco,
alcancando até 50% da produgdo do pescado (GODINHO; GODINHO, 2003). Com a
construcdo da barragem de Trés Marias em 1960, a reproducdo da espécie foi afetada

resultando em um declinio da atividade pesqueira na regido (SATO; GODINHO, 2004).
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Apesar da grande importancia econdmica de P. argenteus para a pesca artesanal e de
subsisténcia da bacia do Sdo Francisco, ainda ndo existem estudos com marcadores AFLP.
Andlises de estruturagao populacional foram realizadas na regido de Trés Marias utilizando-se
marcadores RAPD (HATANAKA; GALETTI, 2003) e mais recentemente, microssatélites
(HATANAKA et al., 2006). Devido ao seu destaque no setor pesqueiro, inimeros locos de
microssatélites t€ém sido isolados e caracterizados para a espécie (BARBOSA et al., 2006;

BARBOSA et al., no prelo).

A estratégia pseudocruzamento teste ou pseudo-testcross tem sido empregada para
gerar mapas de ligagdo de forma mais rapida em individuos altamente heterozigbticos,
utilizando-se a geracdo F1 (GRATTAPAGLIA; SEDEROFF, 1994). Esta abordagem de
mapeamento tem sido aplicada com sucesso para varias espécies de peixes (KRONFORST et
al., 2006; LIAO et al, 2007, ROGERS et al., 2007). Nesta estratégia, sdao gerados dois
conjuntos de marcadores, sendo um para cada genitor, € a constru¢do de um mapa unico pode
ser obtida através de fragmentos com segregacdo mendeliana de 3:1, os quais podem servir
como ancoras na integracdo dos dois conjuntos de grupos de liga¢des resultantes de cada

genitor (RITTER et al., 1990; MALIEPAARD et al., 1997; MOEN et al., 2004).

Desta forma, o presente trabalho reporta o primeiro mapa de ligagdo para a espécie
Prochilodus argenteus, com marcadores AFLP através da estratégia pseudocruzamento teste,
visando identificar a versatilidade desta abordagem de mapeamento em genitores

provenientes de diferentes regides do rio Sdo Francisco.

MATERIAIS E METODOS

Local de coleta e cruzamento

A coleta foi realizada na regido do alto-médio rio Sdo Francisco. Os genitores
masculino e feminino foram coletados em diferentes regides, a jusante da barragem de Trés
Marias (MG). O cruzamento foi feito na estacdo de Hidrobiologia e Piscicultura de Trés
Marias, MG (Companhia de Desenvolvimento dos Vales do Sao Francisco ¢ do Parnaiba -
CODEVASF). A hipofizacdo foi efetuada segundo metodologia descrita em Sato et al. (1996).

Foram cultivados cerca de 100 mil alevinos poés-larvas, sendo que 189 alevinos, com
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aproximadamente 9 meses de idade, constituiram a F1 utilizada para constru¢do do mapa de

ligagdo.
Extracao do DNA

O DNA da progénie F1 e dos genitores foi extraido do figado, segundo método
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (SAMBROOK et al., 1989), com algumas modificagdes.
A quantificacdo do DNA foi feita por espectrofotometria com luz ultravioleta realizada pelo

biofotdmetro (Eppendor, Inc.).

Obtencao das marcas de fAFLP

Os locos de fAFLP foram obtidos com os kits e protocolo da Applied Biosystems, Inc.
AFLP Plant Mapping Protocol kit (1997) com modificagdes. Aproximadamente 500 ng de
DNA foram digeridos por 14 horas a 37 °C com as enzimas de restricdo EcoRI e Msel. Para a
ligagdo, os adaptadores foram aquecidos separadamente a 95°C por 5 minutos, com o objetivo
de desnaturar os oligonucloetideos. A reagdo foi incubada a 20°C por 2 horas e diluida com o

acréscimo de 45 ul de dgua ultrapura autoclavada.

A amplificacdo pré-seletiva foi feita com 0,5 pl da mistura dos dois primers, 7,5 pl de
Core Mix e 2 pl do DNA ligado ja diluido. A PCR seguiu o ciclo descrito em Plant Mapping
Protocol kit (1997) e foi diluida 3 vezes. Igualmente a PCR seletiva seguiu o ciclo descrito no
mesmo protocolo e foi realizada com 7,5 pl de Core Mix ¢ 0,5 pl de cada primer da EcoRI e

da Msel e 1,5 ul da reagao pré-seletiva diluida.

As genotipagens foram feitas no seqiienciador MegaBACE 750 sistema de analise de
DNA (GE Healthcare life Science Inc.). A preparagdo das amostras foi feita com a adi¢ao de 2
ul da amplificacdo seletiva, 7,75 ul de Tween 20 (Sigma Inc.) 0,01% e 0,25 ul MegaBace ET
550-R Size Standart (GE Healthcare life Science Inc.). Os eletroferogramas foram analisados
com o Software Fragment Profiler 1.2 (MegaBACE Genetic Profiler; Amersham Biosciences
Inc.).

Selecio dos pares de primers e a analise dos locos

Inicialmente, 46 possiveis combinagdes de primers foram testadas com os genitores e
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2 individuos da progénie. Somente os locos polimorficos para os genitores foram verificados
na primeira etapa e a presenca e auséncia das marcas foram representadas por 1 e 0,
respectivamente; a falta de dados foi representada pelo algarismo 9. A detec¢do das marcas foi
feita visualmente, excluindo qualquer marca ambigua. O teste do qui-quadrado (X?) foi

aplicado pelo sofiware GQMOL (http://www.ufv.br/dbg/gqmol/ggmol.htm), com nivel de

decisdo P> 0,01 para verificar a segregacdo 1:1 dessas marcas.

Posteriormente foram analisados os locos com segregacdo 3:1 e, da mesma maneira,
foi realizado o teste de segregacdao. Os marcadores aprovados foram incluidos no mapa para

servirem de marcadores pontes.

A construcio do mapa

Todas os marcadores fAFLP adequados foram utilizados na construgao do mapa com
LOD > 3. A freqiiéncia de recombinagdo maxima utilizada para estabelecer os grupos de
ligacdo de cada genitor foi de 30 e na elaboracdo de um mapa unico, por meio de marcadores

pontes, a freqiiéncia de recombinagao maxima foi de 20.

RESULTADOS

Das 46 possiveis combinacdes de primers utilizadas, 15 que apresentaram melhor
amplificacao e maior polimorfismo foram utilizadas na elaboragao do mapa (Tabela 1). Foram
detectados 659 fragmentos, com variagao entre 50 e 500 pares de bases. O par de primers que
apresentou o maior nimero de marcas foi o EcoRI ACA- CTG Msel, sendo 62 ao todo. J4 o
par com o menor numero, 29, foi a combinagdo EcoRI ACG-CAA Msel. Foram encontrados
107 marcadores presentes apenas no genitor feminino, sendo que desse total 22 apresentavam
segregacdo mendeliana de 1:1 para P > 0,01. Para o genitor masculino foram encontrados 113
fragmentos exclusivos e 26 deles com segregacao de 1:1 para o teste do qui-quadrado (X?).
Quatrocentos e trinta e nove marcadores estavam presentes em ambos os genitores, desses

apenas 35 tinham segregacao mendeliana de 3:1, P> 0,01.

Para o genitor feminino, foram encontrados 3 grupos de ligagdo e 40% dos fragmentos

foram incluidos no mapa. O grupo de liga¢do 2 apresentou o maior nimero de marcadores
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ligados, 5 no total, alcangando o comprimento de 83,03 cM, pela fungdo de Kosambi. Os
grupos de ligacdo 1 e 3 apresentaram apenas dois marcadores cada, e o tamanho foi de 17,82
cM e 27,60 cM, respectivamente (Figura 1), sendo assim o tamanho total do genoma

analisado foi de 128,45 cM.

O comprimento do mapa de ligacdo do genitor masculino foi de 192,67 cM, divididos
em 3 grupos de ligagdo com 46% do total das marcas com segregagdo 1:1 ligadas. Os grupos
de ligagdo 1, 2 e 3 tiveram 4, 3 ¢ 5 marcas ligadas, respectivamente. O maior tamanho
encontrado foi de 107,54 ¢cM para o grupo 3 e o menor foi de 33,66 cM para o grupo 1 (Figura
2).

Todos os marcadores com segregacao 1:1, juntamente com os fragmentos que
segregaram 3:1 foram utilizados na constru¢do de um mapa tunico (Figura 3). O mapa
apresentou 9 grupos de ligacdo, com 54 marcadores no total, ou seja, 65% dos fragmentos
disponiveis para a constru¢do do mapa foram alocados em algum grupo de ligacdo. O
tamanho dos grupos de ligacdo variou de 10,03 cM a 112,25 cM, e o comprimento total foi de
442,08 cM. Cinco grupos de ligacdo foram formados com apenas 2 marcadores, nos demais
grupos o numero de marcadores foi desde 5 até¢ 19. Somente o grupo de ligacao 1 apresentou
um agrupamento de marcadores, no entanto, o grupo de ligacdo 2 apresentou 2 pares de

marcadores ligados com menos de 1 ¢cM de distancia e o grupo de ligagdo 3, 1 par.

O mapa foi constituido por 15 marcadores exclusivos do genitor feminino, 18 do
genitor masculino e 21 com segregacdo 3:1, dessa maneira aproximadamente 70% dos
fragmentos com segregagdo 1:1 estavam ligados (Tabela 2). A interferéncia média encontrada

para o mapa foi de 0,53.

DISCUSSAO

Os marcadores de polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados tém
apresentado elevada eficiéncia nos estudos de mapeamento, principalmente em espécies com
pouca informagdo referente ao genoma (RAZZOLI et al., 2003) e devido ao grande nimero

de fragmentos que podem ser analisados de uma tnica vez (SONSTEB® et al.2007).

A sobreposicdo de dois ou mais fragmentos de AFLP do mesmo tamanho, mas com
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seqiiéncias de nucleotideos diferentes pode causar um excesso de falsas dupla recombinagdo
entre os marcadores € uma incorreta organizagdo dos locos (BUETOW, 1991), o que poderia
resultar em uma super estimativa do tamanho do mapa (SHIELDS et al., 1991). Desta forma,
para evitar a inclusdo desses marcadores, a detec¢ao da presenga e auséncia dos fragmentos
foi feita visualmente e todos os marcadores ambiguos e duvidosos ndo foram incluidos nas

analises.

A média do nimero de fragmentos polimoérficos de fAFLP obtidos, com segregacao
mendeliana de 1:1, foi de 3,2 por combinagdo de primer, sendo que o restante das marcas
polimdrficas ndo foram informativas. O baixo niumero de marcadores informativos pode ser
explicado pelo fato dos genitores da F1 serem da mesma espécie, enquanto a maioria dos
estudos com mapeamento de progénie F1 utiliza genitores de espécies distintas (AGRESTI et

al., 2000; LIAO et al., 2007).

No presente trabalho, 87,4% dos marcadores apresentaram desvio na segregagao
mendeliana esperada de 1:1 e 3:1, um valor de porcentagem bastante alto quando comparado
com o obtido para o mapa integrado de duas variedades de Citrus, que foi de 24,6%
(OLIVEIRA et al., 2008). Segundo Barcaccia et al. (1999), ¢ esperado que uma progénie F1,
obtida do cruzamento entre genitores ndo melhorados geneticamente e altamente
heterozigéticos, apresente um baixo nivel de distor¢do na segregacdo mendeliana. Como os
genitores foram retirados da natureza, pode-se inferir que eles deveriam ser altamente
heterozigotos e assim, a distor¢do observada deveria ser baixa. Por outro lado, marcas
heterozigdticas ndo sdo detectadas por marcadores dominantes, o que explicaria a alta
distor¢do encontrada na segregacdo esperada. Desta forma, futuros trabalhos com marcadores

microssatélites poderdo elucidar melhor essa questdo.

Adicionalmente, um grande niimero de marcadores nao apresentou ligacdo com
nenhum outro. No mapa gerado para o genitor masculino, cerca de 54% dos marcadores com
segregacao 1:1 ndo estavam ligadas, e para o genitor feminino, o valor foi de 59%. Resultados
aproximadamente similares também foram encontrados por Moen et al. (2004), de 56% para o
mapa do genitor masculino e 69% para o mapa do genitor feminino. Segundo os autores, uma
possivel explicacdo para a falta de ligacdo poderia ser devido ao fato de alguns pares de
marcas estarem localizados muito proximos, sendo possivel também que exista um padrao de

segregacdo irregular, fenomeno bastante conhecido em machos de salmao. No entanto, para o
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presente estudo, ndo se pode inferir ainda que exista um padrdao de segrega¢do andmalo para
Prochilodus argenteus, visto que ndo existem dados disponiveis suficientes para tal

conclusao.

No mapa integrado por meio dos marcadores 3:1, apenas 35% dos marcadores nio
estavam ligados e o tamanho total do mapa integrado foi de 442,08 cM obtido com a fun¢ao
de kosambi. Outros trabalhos tém mostrado que a integragdo de mapas com marcadores 3:1
tem reduzido o tamanho do mapa (CAI et al., 1994; OLIVEIRA et al., 2008). No entanto, no
presente estudo, o tamanho do mapa aumentou com a inclusdo de mais locos, 0 que mostra
que, pela abordagem do programa GQMOL, os marcadores 3:1 realmente auxiliaram na

inclusdo e na detec¢do de ligagdo dos fragmentos com segregacdo 1:1.

Segundo Kocher et al. (1998), as estimativas de tamanho de mapa encontradas com
marcas AFLP foram menores do que o comprimento de mapa construido com marcas
microssatélites, provavelmente porque os alelos co-dominantes sdo pontuados como locos
separados, 0 que aumenta a estimativa de marcas ligadas. Outra razdo para a baixa estimativa
do tamanho do mapa pode ser a alta interferéncia média encontrada que foi de 0,53. Em
tilapia, foi também observada uma interferéncia de 0,54 (KOCHER et al., 1998), e segundo os
autores, a interferéncia pode suprimir a recombina¢do, aumentando o nimero de marcadores
que parecem estar agrupados muito proéximos. No presente trabalho, isto pode ser verificado

no grupo de ligacdo 1 do mapa integrado (Figura 3).

Desta forma, os resultados do presente estudo mostraram que a técnica AFLP ¢
bastante apropriada na detec¢do de marcas ligadas, por ser um método bastante rapido e
eficaz. Entretanto, os dados aqui apresentados sdo ainda preliminares, pois o tamanho e a
organizacdo do genoma analisado nao corresponderam ao genoma total de Prochilodus
argenteus. O numero de grupos de ligacdo detectado para o genitor masculino, para o genitor
feminino e para o mapa integrado ndo foi igual ou maior que o niimero haploide da espécie
n=27, diferentemente de outros trabalhos (KOCHER et al., 1998; AGRESTI et al., 2000;
COIMBRA et al., 2003; LIAO et al.,, 2007; ). No entanto, todos esses trabalhos foram
realizados com marcadores AFLP e microssatélite, ressaltando desta forma, a importancia do
uso de diferentes marcadores moleculares (dominante e codominante) na constru¢do de mapas
de ligacao.

A estratégia pseudocruzamento teste ou pseudo-testcross mostrou-se também eficiente,
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especialmente no caso de cultivo de P. argenteus, ja que a obtencao da geracdo F2 significaria
consumir um tempo relativamente alto, o que seria impraticavel para o presente estudo.
Assim, para uma maior eficiéncia na obten¢do de marcas ligadas, sugere-se que o cruzamento
seja realizado entre genitores de espécies diferentes como o realizado para carpas
(Hypophthalmichthys molitrix e Aristichthys nobilis) (LIAO et al., 2007), ou entdo, que a F1
seja resultante do cruzamento de genitores de familias bem distintas como o descrito para
Salmo salar (MOEN et al., 2004). O delineamento utilizado no presente estudo foi baseado na
variacdo genética de estudos anteriormente realizados (HATANAKA; GALETTI,
2003;HATANAKA et al., 20006).

Contudo, acredita-se que uma melhor representacdo do genoma do curimata-pacu,
podera ser obtida com a utilizagdo de marcadores microssatélites. Desta forma, os dados do
presente trabalho, adicionados aos de microssatélites, poderdo resultar em uma estimativa de

tamanho mais precisa com uma maior saturagdo do mapa.
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Tabela 1 - Combinacdo dos primers utilizados seguindo a nomenclatura descrita em Kocher

etal., (1998).

Fluorescéncia Pares de Primers Nomenclatura N°de N° de fragmentos
EcoRI-Msel fragmentos polimorficos

JOE ACG-CAT EM36 36 16
JOE AAG-CTC EM14 59 10
JOE ACG-CAA EM33 29 13
JOE AAG-CAT EM12 43 16
JOE AGG-CAG EMS59 38 8

FAM ACA-CTC EM22 33 14
FAM ACA-CTA EM21 48 19
FAM ACA-CTG EM23 62 34
FAM ACA-CAC EM18 44 12
FAM ACT-CAA EM41 47 10
FAM ACT-CTT EM48 45 13
NED AGC-CAT EMS52 33 12
NED AGC-CTC EM54 61 20
NED AGC-CAA EM49 44 12

NED AGC-CTA EMS53 37 11
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Figura 1 - Mapa de ligag@o para o genitor feminino, a distdncia em cM foi referente a fungao
de Kosambi. As letras das marcas sdo das iniciais das enzimas utilizadas EcoRI e Msel,
seguidas por dois digitos que representam a combinagdo de primers (KOCHER et al.,1998) e

0s numeros seguintes correspondem ao tamanho do fragmento.

chM GL1 Marca cM GL2 Marca chM G

17.82

27.46 27.60

(I

26.01

34.03

23.73

[4)]
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Figura 2 - Mapa de ligacdo para o genitor masculino, a distincia em cM foi referente a
fungdo de Kosambi. As letras das marcas sdo das iniciais das enzimas utilizadas EcoRI ¢
Msel, seguidas por dois digitos que representam a combinagdo de primers (KOCHER et

al.,1998) e os numeros seguintes correspondem ao tamanho do fragmento.

chl GL1 Marca chl GL2 Marca c GL 3 Marca
A Emi411s A Em3ssr A Emsess
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[ EM54249
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28.26

EM36199

29.51

EM59159

Lo
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Figura 3 - Mapa de ligacdo integrado com marcadores 1:1 e 3:1, a distdncia em cM foi
referente a funcdo de Kosambi. As letras das marcas sdo das iniciais das enzimas utilizadas
EcoRl e Msel, seguidas por dois digitos que representam a combinacdo de primers

(KOCHER et al.,1998) e os nimeros seguintes correspondem ao tamanho do fragmento.
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,EM1256 . EM5285  EMs2 , EMs4 EM53178
10.02 N
2058_| EM53145
W1yq 3480 EM5353
50.04_| 654 I w2122
5940 —
- _ |
i3 | EM36315 03|
EM59159
L KR EM1274 I
10389 | g
35.60_| 2012_|
EM23130
— EM36190
1n28_ || oo = 7695 |
356 oy N 1379,
1.00 f-\ . 1942 | E
i;; f_\Emzms EM14138 B
[ EN23286 = 18.16__
450 12 18.83__| EMZ3108
102055 ey w ; — I
; EN22122 o= [, EM33280 2105__]
210 15.25
£.83 P20 s | EM14116
1'975/‘ ENM23128 | EM14s8 =
| EM53106 e | 1669 |
— i 5 EM54290
P ] L | 7TEM54249
ENM21259
EN18323 15.03_| K 1614
— EM12109 | EM12116
1646 | |
ENI12266
5125 |
4035 |
EM33170
2087 |
EM3387
2435 |
EM41163
cM  GL 6 Marca cM  GL7Marca cM  GL 8 Marca cM  GL 9Marca
EM18136 EM18253
17.82 2012 20.71 21.05

EM3680 EM23304 EM18217



43

CAPITULO I

Analise da diversidade genética de um estoque cultivado de Prochilodus argenteus com

marcadores AFLP: subsidios ao repovoamento de rios

Thais Cabrera Galvao Rojas', Fernando Fonseca Pereira de Paula’,

Pedro Manoel Galetti Junior', Terumi Hatanaka'

! Universidade Federal de Sdo Carlos, Departamento de Genética e Evolucao, Sao Carlos, SP,
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RESUMO

A variabilidade genética de um cruzamento de Prochilodus argenteus, utilizado para o
repovoamento do rio Sao Francisco, a montante da barragem de Trés Marias, foi analisada por
meio do polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP). As 15
combinagdes de primers usadas nas amplificagdes resultaram em 659 fragmentos para os 189
exemplares genotipados. Os valores encontrados para as freqliéncias alélicas variaram
bastante, de 0,07663 até¢ 0,99532 e a média da heterozigosidade esperada (He) foi de 0,32082.
O coeficiente de similaridade de Jaccard intrapopulacional foi de 0,72564 + 0,00451,
evidenciando uma alta homogeneidade existente entre os individuos. A comparagdo desse
indice com os valores encontrados para populagdes naturais coletadas em diferentes locais a
jusante da barragem, refor¢a a necessidade de estudos genéticos e ecologicos nos programas

de peixamento que vém sendo realizados na regido a montante da barragem de Trés Marias.

Palavras chaves: variabilidade genética, AFLP, Prochilodus argenteus, repovoamento de rios.
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INTRODUCAO

A familia Prochilodontidae ¢ endémica da América do Sul e é dividida em 3 géneros
com 21 espécies (CASTRO; VARI, 2003). Na bacia do rio Sao Francisco, sao encontradas
trés espécies do género Prochilodus: P. argenteus, P. costatus e P. vimboides (BRITSKI,
1988). P. argenteus possui o maior porte da familia e representa um importante recurso
pesqueiro do rio Sao Francisco, alcancando até 50% da producdo do pescado (GODINHO;
GODINHO, 2003). Durante a reproducao, que ocorre na estacao chuvosa, essa espécie realiza
migracao rio acima (BRITSKI, 1972).

Em 1960 foi inaugurada a barragem de Trés Marias, localizada no alto-médio rio Sdo
Francisco (S 18° 12' 51" W 45° 15' 51"), afetando a reproducao da espécie na regido a jusante,
devido as alteragdes no regime hidrologico natural e nas caracteristicas da agua (PETTS,
1989). O repovoamento da regido vem sendo utilizado como estratégia para a recuperacdo da
atividade pesqueira na regido de Trés Marias pela CODEVASF (Companhia de
Desenvolvimento dos Vales do S3o Francisco e do Parnaiba) desde a década de 1980; no

entanto, ainda nao estd disponivel a avaliacdo dessa medida (GODINHO; GODINHO, 2003).

Existem varios riscos associados com a introducdo de espécies e/ou populagdes em um
determinado ecossistema: pode haver um aumento da taxa de competicao e/ou predagdo, ha o
risco de impactar outros organismos que ali vivem e ainda, temos que considerar a
possibilidade do endocruzamento diminuir o fitness (RIDDELL, 1993). Assim, o uso de
marcadores moleculares pode ser empregado para medir a diversidade genética (TORO et al.,
1999) dentro da populagdo que estd sendo introduzida e entre essa populagdo e a selvagem.

Os marcadores AFLP se destacam por ndo exigirem nenhum conhecimento prévio
sobre o genoma da espécie em estudo e pela capacidade de verificar inimeros locos
simultaneamente. Varios estudos sobre variabilidade com o uso de marcadores AFLP tém sido
realizados com diferentes espécies de peixes: Scleropages fomosus (YUE et al., 2004),
Ictalurus punctatus (SIMMONS et al., 2006), Fundulus heteroclitus (MCMILLAN et al.,
2006) e Salmo trutta (SONSTEBQO et al., 2007). Em Ictalurus punctatus, por exemplo, foi
analisada a diversidade genética de estoques cultivados, tanto destinados a pesquisa como
provenientes de fazendas, verificando-se um alto coeficiente de similaridade entre os
individuos (MICKETT et al., 2003). Segundo os autores, estes dados podem auxiliar na

selecdo e manejo destes estoques, possibilitando também comparagdes futuras entre estoques
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cultivados e naturais.

Existem poucos trabalhos sobre a andlise genética em Prochilodus argenteus, apesar
de sua grande importancia econdmica para a pesca artesanal e de subsisténcia da bacia do Sao
Francisco. Andlises da diversidade e estrutura populacional foram realizadas para amostras da
regido a jusante do reservatorio de Trés Marias, com marcadores RAPD (HATANAKA;
GALETTI, 2003) e microssatélite (HATANAKA et al.,, 2006). No entanto, na regido a
montante da barragem, onde o peixamento vem sendo realizado com freqiiéncia, ndo ha dados

genéticos disponiveis.

Assim, o objetivo do trabalho ¢ apresentar dados referentes a variabilidade genética de
um estoque cultivado proveniente de um cruzamento utilizado para o repovoamento da regido
a montante da barragem de Trés Marias, no alto-médio rio Sdo Francisco e comparar estes
dados com os de estoques naturais ja publicados. Estas informacgdes serdo uteis para fornecer

subsidios ao peixamento que vem sendo realizado hé aproximadamente 3 décadas na regido

de Trés Marias (MQG).

MATERIAIS E METODOS

Amostras

O cruzamento foi realizado pela estagdo de Hidrobiologia e Piscicultura de Trés
Marias, CODEVASF, em Trés Marias, MG, e a hipofizacdo seguiu o protocolo descrito em
Sato et al. (1996). Os genitores foram coletados em diferentes regides, a jusante da barragem
de Trés Marias (MG), no rio Sdo Francisco. Cento e oitenta e nove amostras desse

cruzamento foram utilizadas nas analises de variabilidade genética.

Extraciao do DNA

O DNA das amostras foi extraido do figado, pelo protocolo fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (SAMBROOK et al., 1989), com algumas modificagdes. A quantificagdo foi
determinada por espectrofotometria com luz ultravioleta realizada pelo biofotdometro

(Eppendor, Inc.).
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Analises de fAFLP

Para a obten¢do dos locos de fAFLP foram utilizados os kits e protocolo da Applied
Biosystems, Inc. AFLP Plant Mapping Protocol kit (1997) com modificacdes. A digestdo de
500 ng de DNA genomico com as enzimas de restri¢ao EcoRI e Msel durou 14 horas a 37 °C.
A reagdo de ligacdo foi incubada a 20°C por 2 horas e diluida com 45 pl de agua ultrapura
autoclavada.

Os ciclos de PCR da amplificacdo pré-seletiva e seletiva seguiram as etapas descritas
em Plant Mapping Protocol kit (1997). A amplificagdo pré-seletiva foi feita com 0,5 pl da
mistura dos dois primers, 7,5 pl de Core Mix e 2 pul do DNA ligado ja diluido, e a seletiva com
7,5 pl de Core Mix e 0,5 pl de cada primer da EcoRI e da Msel e 1,5ul da reagdo pré-seletiva
diluida.

Quinze combinagdes de primers foram utilizadas (Tabela 1), as analises dos produtos
de AFLP foram feitas pelo seqiienciador MegaBACE 750 sistema de analise de DNA (GE
Healthcare life Science Inc.) e com o Software Fragment Profiler 1.2 (MegaBACE Genetic
Profiler; Amersham Biosciences Inc.). Os dados dos fragmentos obtidos foram transformados
em uma matriz bindria, na qual 1 e 0 representam presenga e auséncia, respectivamente.

O programa Genes - Aplicativo computacional em genética e estatistica

(www.ufv.br/dbg/genes/genes.htm), foi utilizado para calcular o coeficiente de similaridade de

Jaccard (1901). Para a comparagdo direta com marcadores co-dominantes, a média da
heterozigosidade esperada foi calculada através da freqiiéncia alélica, pelo método Baysiano,
assumindo que ndo existe nenhuma distribuicdo a priore da freqiiéncia, pelo programa AFLP-

SURV version 1.0 (VEKEMANS, 2002).

RESULTADOS

Utilizando as 15 combinacdes de primers foram encontradas 659 marcas, para os 189
exemplares de Prochilodus argenteus. No entanto, 64 locos foram retirados das analises por
estarem presentes em todas as amostras € ndo serem consideradas marcas informativas. O
nimero de fragmentos por combinacdo de primer variou de 29 a 62. A freqiiéncia alélica para
a auséncia do fragmento variou bastante, foi de 0,07663 até 0,99532 e a média da
heterozigosidade esperada (He) foi 0,32082 (Tabela 2). O valor encontrado para os
coeficientes de similaridades de Jaccard (1901) foi de 0,72564 + 0,00451.



48

DISCUSSAO

As andlises genéticas de diversidade dentro do estoque amostrado, conduzidas com
AFLP, mostraram a utilidade deste marcador para acessar a diversidade genética da espécie
Prochilodus argenteus. Da mesma maneira, o uso desse marcador foi eficiente para comparar
a diversidade genética dentro e entre populacdes para Scleropages formosus (YUE et al.,
2002), Ictalurus punctatus (MICKETT et al., 2003) e para o marisco Coleomatra antiquata
(KONG; LI, 2007). O AFLP também foi empregado no design de uma populagao base para
maximizar a diversidade genética na criacdo de salmdo (Salmo Salar) e para investigar a
correlagdo entre a diversidade genética e a variancia de caracteres quantitativos (HAYES et
al., 2000).

No entanto, o marcador AFLP ¢ dominante e, dessa forma, ndo consegue separar
heterozigotos (1/0) de homozigotos (1/1), o que dificulta a comparagdo com marcadores co-
dominantes. Para tornar essa comparagao viavel, a estimativa da heterozigosidade ¢ calculada
por meio da freqliéncia alélica, a qual ¢ medida pela auséncia da banda (BENSCH;
AKESSON, 2005) e para evitar estimativas erradas para pequenas amostras, Lynch e Milligan
(1994) sugeriram que apenas locos com 4 ou mais auséncias para a marca em questdo devem
ser incluidos na andlise. A média da heterozigosidade esperada para a populacdo utilizada no
peixamento do rio Sdo Francisco foi de He = 0,32082.

Para os estoques cultivados de Pangasianodon gigas da Tailandia os valores para a
heterozigosidade esperada forma maiores quando comparados com o valor do presente
estudo. Diversos fatores como a super exploracdo, as praticas improprias de pesca e as
mudan¢as do meio ambiente causaram o declinio populacional da espécie Pangasianodon
gigas. Desta forma, desde 1983, medidas conservacionistas foram tomadas para a recuperacao
da espécie e varias fazendas de producdo foram criadas pelo governo e pela iniciativa privada,
com o objetivo de serem usadas para aqiiicultura e repovoamento (SRIPHAIROJ et al., 2007).
A andlise da diversidade dentro das fazendas analisadas mostrou que a variagdo genética
dentro dos estoques foi relativamente baixa, a heterozigosidade esperada variou de 0,43 +
0,21 a 0,66 + 0,11, no entanto a variabilidade entre as fazendas foi relativamente alta
mostrando que no futuro o manejo deve ser colaborativo entre as fazendas (SRIPHAIROJ et
al., 2007).

As andlises genéticas feitas com microssatélite para os estoques de Lates calcarifer do
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sudeste da Asia mostraram que a diversidade genética encontrada para os dois estoques
cultivados e a populagdo selvagem foi alta, apresentando valores para He variando de 0,72 a
0,76. Entretanto, foi encontrada uma significante diferenciagdo genética e alelos privados
também foram detectados dentro dos estoques, indicando assim que a criacdo de uma cultura
através da combinacdo de exemplares das diferentes amostras pode elevar a diversidade
genética (ZHU et al., 2006).

Mickett et al. (2003) acessou a diversidade genética de populagdes de Ictalurus
punctatus, do Alabama, com marcadores AFLP e o valor médio encontrado para He foi de
0,135. Os resultados do trabalho indicaram que as populagdes analisadas podem ser
consideradas geneticamente bastante similares, mas que diferencas observadas podem
direcionar novas medidas para melhorar o manejo da espécie. Posteriormente, um estudo
comparativo entre populagdes domésticas e selvagens mostrou que as populagdes selvagens
exibiram um maior nivel de polimorfismo e heterozigosidade em relacdo as populagdes
domésticas, e que estas populagdes cultivadas eram todas estreitamente relacionadas umas

com as outras (SIMMONS et al., 2006).

A diversidade genética de uma populagdo de Brycon opalinus, proveniente da criagao
da companhia de luz Paraibuna, utilizada para o repovoamento da bacia do Paraiba do Sul, foi
acessada por meio de marcadores microssatélites. O valor encontrado para a heterozigosidade
esperada foi de 0,789 e foi menor do que os valores encontrados para as outras 7 populagdes
selvagens analisadas no trabalho, o que mostra a diminuicao da diversidade genética para
populacdes domésticas, quando comparadas com amostras selvagens (BARROSO et al.,
2005).

A diversidade genética de Prochilodus argenteus ja foi anteriormente estudada com o
uso de marcadores RAPD (HATANAKA; GALETTI, 2003) e microssatélites (HATANAKA
et al., 2006), no entanto, somente populagdes selvagens foram incluidas nas andlises. Trés
diferentes locais de coleta, a jusante da barragem, foram analisados com marcadores RAPD
(HATANAKA; GALETTI, 2003), os coeficientes de similaridades de Jaccard foram
diminuindo conforme o local amostrado se afastava da barragem, o que, segundo os autores,
poderia estar relacionado com as condigdes ambientais dos locais de coleta.

No presente trabalho, o coeficiente de similaridade de Jaccard foi de 0,72564 +
0,00451, maior que os valores obtidos por Hatanaka e Galetti (2003), para os diferentes locais

de coleta a jusante da barragem: 0,636 + 0,81; 0,604 + 0,047 ¢ 0,442 + 0,024. Um aspecto que
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deve ser mencionado ¢ que ambos os marcadores AFLP (presente estudo) e RAPD
(HATANAKA; GALETTI, 2003) apresentam um comportamento dominante, possibilitando
assim, andalises comparativas entre os estudos. Além disso, o estudo com microssatélites
mostrou que as amostras mais distantes da barragem também apresentaram maiores valores
para He, quando comparado com amostras de locais de coleta mais proximos da barragem
(HATANAKA et al., 2006).

Esses dados indicam que a pratica de repovoamento necessita de um monitoramento,
incluindo o uso simultdneo de marcadores genéticos e ecoldgicos. A selecao dos genitores
coletados aleatoriamente na natureza para a producdo dos alevinos que em seguida sdo
liberados na regido a montante da barragem deve ser acompanhada de um estudo preliminar.
Além disso, a possivel ocorréncia de populagdes estruturadas na regido a jusante, verificada
para P. argenteus (HATANAKA; GALETTI, 2003; HATANAKA et al., 2006) e outras
espécies migradoras como Brycon Ilundii (WASKO; GALETTI, 2002), pode estar
comprometendo a viabilidade do método, se este cendrio for similar na regido a montante do
reservatorio.

Sabe-se atualmente que a integridade das populacdes naturais pode ser afetada pelas
atividades antropogénicas e isso pode ocorrer ndo sé pela rotina humana que ¢ considerada
um forte agente estressor, mas também pelo repovoamento de rios e escape acidental de
populacdes domésticas (PALUMBI, 2001). Dados sobre a diversidade genética devem ser
efetivamente usados para combinar individuos ou populagdes com uma alta performance e
uma ampla variabilidade genética em programas de criagdo, selecao e repovoamento, a fim de
evitar catastrofes causadas por doencas ou mudangas ambientais (MICKETT et al., 2003).

Os dados do presente trabalho mostram que a F1 proveniente do cruzamento para fins
de repovoamento apresenta uma alta similaridade quando comparada com estoques naturais
anteriormente estudados. Desta maneira, enfatizamos a necessidade de estudos genéticos e
ecoldgicos na definicdo dos programas de peixamento que vém sendo realizados na regido a
montante da barragem de Trés Marias, visando assim, contribuir com a manuten¢do da
biodiversidade e reconstituicao dos estoques naturais desta espécie de peixe tdo explorada na

bacia do Sdo Francisco.
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Tabela 1 - Combinagdes de primers utilizadas nas andlises e nimero de fragmentos

polimérficos encontrados por combinagao.

Pares de Primers N° de fragmentos
Adaptador da EcoRI+ ACG-CAT +Adaptador da Msel 36
Adaptador da EcoRI+ AAG-CTC +Adaptador da Msel 59
Adaptador da EcoRI+ ACG-CAA +Adaptador da Msel 29
Adaptador da EcoRI+ AAG-CAT +Adaptador da Msel 43
Adaptador da EcoRI+ AGG-CAG +Adaptador da Msel 38
Adaptador da EcoRI+ ACA-CTC +Adaptador da Msel 33
Adaptador da EcoRI+ ACA-CTA +Adaptador da Msel 48
Adaptador da EcoRI+ ACA-CTG +Adaptador da Msel 62
Adaptador da EcoRI+ ACA-CAC +Adaptador da Msel 44
Adaptador da EcoRI+ ACT-CAA +Adaptador da Msel 47
Adaptador da EcoRI+ ACT-CTT +Adaptador da Msel 45
Adaptador da EcoRI+ AGC-CAT +Adaptador da Msel 33
Adaptador da EcoRI+ AGC-CTC +Adaptador da Msel 61
Adaptador da EcoRI+ AGC-CAA +Adaptador da Msel 44

Adaptador da EcoRI+ AGC-CTA +Adaptador da Msel 37



Tabela 2 - Valores das freqiiéncias alélicas para auséncia de bandas referentes a todos os

fragmentos polimorficos.

EM3685,1-0.84445
EM3691,5-0.47610
EM36100,1-0.48784
EM36108,3-0.64472
EM36169,2-0.62506
EM36171,2-0.98943
EM36216,9-0.96917
EM36242,8-0.72552
EM36315-0.72941
EM3684,1-0.98371
EM3689,3-0.90271
EM3696,5-0.96039
EM36105-0.95747
EM36106,7-0.97790
EM36163,7-0.61133
EM36199-0.66450
EM3659,3-0.66023
EM3664,5-0.98943
EM3667,8-0.36129
EM3680-0.43254
EM36142,6-0.15199
EM36145,7-0.23877
EM36154,1-0.16955
EM36156,8-0.16955
EM36164,2-0.66450
EM36170,1-0.07898
EM36175,6-0.15199
EM36189,9-0.48784
EM36196,3-0.55303
EM36239-0.13213
EM36245,1-0.10875
EM36248-0.21377
EM36288,4-0.13213
EM36308,7-0.23877
EM36331,8-0.18546
EM36419,7-0.16955
EM1467,8-0.96788
EM14238,8-0.96495
EM14269,4-0.99532
EM14319,2-0.40895
EM14106,1-0.16539
EM14115,8-0.73758
EM14125,7-0.39559
EM14206-0.79593
EM14211,3-0.07725
EM14355,4-0.68459
EM1458,4-0.44183
EM1471,5-0.58880
EM1473,7-0.10638
EM1475,2-0.10638

Nome do locos - Freqiiéncia alélica

EM2389,6-0.40554
EM2398,7-0.75608
EM23111,2-0.68545
EM23114,7-0.60199
EM23121,2-0.31978
EM23124-0.52687
EM23146,6-0.75608
EM23176,3-0.86100
EM23184,2-0.64727
EM23199,4-0.75981
EM23212,5-0.93649
EM23248,3-0.82409
EM23332,5-0.86427
EM23373,5-0.97504
EM2373,4-0.83768
EM2379,7-0.94851
EM2395,1-0.87403
EM2396-0.92130
EM23112,7-0.89957
EM23116,9-0.70177
EM23120,5-0.64290
EM23125-0.53217
EM23132,4-0.77818
EM23135-0.94851
EM23155,8-0.27199
EM23228,8-0.61593
EM23245-0.93649
EM23251,9-0.20012
EM23275,7-0.83768
EM23283,2-0.82065
EM23330,2-0.90271
EM23408,7-0.89012
EM23451,5-0.86427
EM2361,1-0.71771
EM2366,9-0.30156
EM2368,9-0.65596
EM2375,1-0.70177
EM2380,6-0.72164
EM23104,7-0.22662
EM23107,6-0.43903
EM23121,2-0.26138
EM23127,8-0.52146
EM23130,5-0.52146
EM23144,3-0.70578
EM23159,3-0.58290
EM23162,2-0.76350
EM23173,5-0.86427
EM23178,1-0.18546
EM23180,3-0.13213
EM23196,5-0.29203

EM33246,1-0.29040
EM33252,7-0.24892
EM33274,5-0.72146
EMS5954,3-0.94355
EM59148,1-0.72331
EM59154,5-0.93764
EMS59318,7-0.77527
EMS5962,7-0.62873
EMS59106,7-0.87628
EMS59112,5-0.95526
EM59158,9-0.67562
EM5971,4-0.13102
EM5980,3-0.10784
EM5988,8-0.07832
EM5992,3-0.15071
EM5999,1-0.07832
EM59101,5-0.13102
EM59121,7-0.15071
EMS59128-0.15071
EM59130,5-0.10784
EM59141,1-0.10784
EM59144,3-0.10784
EM59149,7-0.25918
EM59163,3-0.13102
EMS59177,6-0.13102
EMS59190-0.24822
EM59192-0.21199
EM59203,7-0.16812
EM59213,7-0.15071
EMS59217,1-0.28958
EM59239,8-0.26969
EM59249,6-0.13102
EM59264,8-0.23675
EMS59267,1-0.23675
EMS59273-0.10784
EMS59291,3-0.10784
EM59293,9-0.16812
EMS59311,4-0.40214
EM59316,4-0.75346
EM59454,1-0.19844
EM1262-0.65826
EM12103,6-0.62452
EM12107,6-0.77177
EM12123,3-0.97335
EM12135,3-0.57953
EM12147,5-0.98711
EM12250-0.87677
EM12261,4-0.67047
EM1276,7-0.92775
EM12112,7-0.57013

EM41185,9-0.12994
EM41188,1-0.12994
EM41199,3-0.27752
EM41210-0.14947
EM41227-0.18240
EM41233,5-0.16674
EM41242,7-0.18240
EM41249,2-0.16674
EM41251,7-0.18240
EM41255,1-0.24618
EM41263,1-0.21024
EM41274,2-0.72872
EM41307,8-0.12994
EM41326,1-0.54389
EM41333,2-0.18240
EM41340,7-0.19680
EM41358,8-0.19680
EM41405,2-0.18240
EM41425,5-0.21024
EM4855-0.95931
EM4862,8-0.79593
EM4889-0.86123
EM48107,4-0.55084
EM48110-0.96495
EM48137,4-0.95080
EM48155,4-0.92486
EM4865-0.94796
EM4882,7-0.19574
EM48119,5-0.52054
EM48145-0.64160
EM48165,3-0.61578
EM48185-0.28563
EM4852,1-0.83248
EM4858,3-0.19574
EM4869,9-0.57953
EM4873,6-0.24485
EM4876,9-0.87987
EM4880,8-0.24485
EM4888-0.86123
EM4890-0.52054
EM4895,3-0.22165
EM4899,3-0.16584
EM48101,7-0.24485
EM48105-0.20910
EM48113,1-0.20910
EM48128,8-0.25566
EM48133,9-0.19574
EM48141,8-0.22165
EM48147-0.25566
EM48148,2-0.19574
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EM1485,7-0.10638
EM1497,1-0.12923
EM1499,3-0.49935
EM14102,4-0.38277
EM14109,5-0.10638
EM14127,3-0.07725
EM14128,9-0.07725
EM14136-0.10638
EM14138-0.45391
EM14150,6-0.32962
EM14164-0.28563
EM14182,1-0.07725
EM14209,6-0.07725
EM14221,5-0.10638
EM14242,1-0.16584
EM14265,6-0.29495
EM14285,7-0.07725
EM14298,4-0.25566
EM14310,2-0.32962
EM22147,6-0.80608
EM?22173,5-0.92775
EM?22176,3-0.86123
EM22184,2-0.75763
EM22199,4-0.67451
EM22212,5-0.97608
EM?22232,1-0.85489
EM?22284,7-0.83472
EM22332-0.85489
EM2273,5-0.86750
EM22135,6-0.67451
EM22215,6-0.78568
EM22244,9-0.95054
EM?22275,5-0.84763
EM2266,8-0.10581
EM?2268,9-0.67088
EM?2280,6-0.62544
EM?2285,4-0.14786
EM22101,2-0.14786
EM22104,6-0.10581
EM22107,6-0.27454
EM2211,2-0.86904
EM22114,7-0.40788
EM22121,2-0.52289
EM22123,9-0.61683
EM22121,7-0.54299
EM22130,2-0.48019
EM22159,2-0.62114
EM?22196,5-0.74999
EM22201,5-0.37363
EM?22205,5-0.79839
EM22270,7-0.07684
EM2152,5-0.96986
EM2157,8-0.95261
EM2160,8-0.98665
EM2162,9-0.98100
EM2176,8-0.97527
EM2189,7-0.96986

EM23201,6-0.34527
EM23205-0.67065
EM23210,7-0.78541
EM23215,7-0.76350
EM23223,7-0.63403
EM23270,7-0.16955
EM23285,6-0.54273
EM23294,5-0.32848
EM23303,8-0.48201
EM23306,7-0.13213
EM23384,4-0.18546
EM5278,8-0.98371
EM52100,8-0.73329
EM52116,9-0.71375
EM52132,7-0.63403
EM5252,1-0.96172
EM5271,9-0.40554
EM5285,1-0.75068
EMS52113,5-0.44665
EM52124,2-0.94450
EMS52201-0.21750
EM52218,7-0.99528
EM52228,1-0.98693
EM5262,4-0.96702
EM5265,5-0.29821
EM5269,7-0.36493
EM5274,1-0.99523
EMS5277,3-0.97842
EM5280,9-0.16766
EM5288,5-0.62255
EM5290,7-0.80815
EM5292,3-0.78383
EM5295,8-0.96986
EM52103-0.21140
EM52106-0.16766
EM52135,9-0.98966
EM52155,3-0.72133
EM52161,1-0.82507
EM52176,9-0.99238
EM52192,9-0.26895
EM52195,3-0.16766
EM52255-0.23610
EM52261,8-0.97842
EM5472,7-0.91505
EM54111,3-0.90909
EM54112,9-0.95891
EM54118,7-0.72872
EM54147,3-0.90605
EM54173,5-0.16674
EM54191-0.97579
EM54209,3-0.90605
EM54226,3-0.10695
EM54275,9-0.94739
EM5474,1-0.80027
EM5479,6-0.71353
EM5494,7-0.72872
EM54204,9-0.47978

EM12115,9-0.64581
EM12206,3-0.78568
EM12211,6-0.26603
EM12266,2-0.53084
EM12266,2-0.73220
EM1250,7-0.96778
EM1256-0.41663
EM1258,6-0.59797
EM1265-0.55574
EM1266,6-0.37564
EM1271,4-0.18141
EM1274,5-0.55084
EM1280,7-0.24485
EM1286,4-0.16584
EM1290-0.18141
EM1296,4-0.19574
EM12108,6-0.55574
EM12111-0.50471
EM12114,5-0.22165
EM12118,7-0.20910
EM12121,7-0.46567
EM12127,3-0.22165
EM12128,9-0.24485
EM12130,4-0.24485
EM12136-0.25566
EM12141-0.22165
EM12145,4-0.18141
EM12153,9-0.64160
EM12169,8-0.20910
EM12194,2-0.18141
EM12277,5-0.28563
EM12294,7-0.20910
EM1899,2-0.62152
EM18113,3-0.88827
EM18127,6-0.51854
EM18132,5-0.98388
EM18235-0.99517
EM18369,3-0.96957
EM18100,9-0.56992
EM18184,6-0.85291
EM18196,4-0.73681
EM18253-0.70976
EM18283,5-0.93722
EM1857,8-0.24822
EM1859,3-0.24822
EM1867,9-0.67149
EM1873,4-0.28958
EM1880,4-0.29903
EM1890,8-0.37347
EM18111,9-0.31707
EM18117-0.26969
EM18119,6-0.46621
EM18122,2-0.26969
EM18124,6-0.24822
EM18130,1-0.32574
EM18134,8-0.29903
EM18143,1-0.35041

EM48163,5-0.29495
EM48168,8-0.62452
EM48173,2-0.20910
EM48199-0.20910
EM48202,5-0.18141
EM48211,9-0.25566
EM48240,6-0.23354
EM48244-0.25566
EM48256,2-0.27602
EM48273,2-0.19574
EM48276-0.24485
EM48278,8-0.25566
EM48335-0.25566
EM48343,9-0.24485
EM4954,6-0.65109
EM4975,9-0.73446
EM4991,9-0.56521
EM49131,4-0.73070
EM49140,2-0.95290
EM49156,9-0.83604
EM49132,6-0.53003
EM49155-0.94710
EM49160,7-0.56030
EM49182,5-0.56030
EM49190,6-0.64687
EM49229,1-0.62962
EM4968,8-0.13030
EM4966-0.13030
EM4969,7-0.18289
EM4974-0.13030
EM4980,8-0.10725
EM4985,8-0.18289
EM4987,3-0.29737
EM4995,7-0.18289
EM49101,6-0.13030
EM49106-0.19736
EM49109-0.16720
EM49110,5-0.21082
EM49113,2-0.18289
EM49123,8-0.18289
EM49129,6-0.18289
EM49137,6-0.13030
EM49151,4-0.16720
EM49153,8-0.14988
EM49158-0.30649
EM49161,9-0.14988
EM49170,9-0.18289
EM49173,1-0.23546
EM49184,5-0.21082
EM49188,7-0.13030
EM49205,6-0.19736
EM49211,8-0.16720
EM49214-0.23546
EM49224,6-0.19736
EM49267,1-0.13030
EM49288,6-0.19736
EM49355-0.16720
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EM21177,1-0.98954
EM21191,2-0.99511
EM2191,2-0.80691
EM21100,9-0.41926
EM21130,4-0.25847
EM21144,6-0.84070
EM21146,4-0.91968
EM21160,8-0.82734
EM21162,1-0.31620
EM21195,9-0.25847
EM21232,9-0.45795
EM21258,6-0.73652
EM21310-0.78028
EM2156,4-0.34144
EM2160-0.76598
EM2164,7-0.29821
EM2166,7-0.37979
EM2168,2-0.21140
EM2169.7-0.37242
EM2180-0.16766
EM2184,2-0.19790
EM2193,4-0.13065
EM2196,5-0.61361
EM2199,3-0.16766
EM21102-0.18341
EM21105,2-0.16766
EM21107,1-0.16766
EM21110,7-0.19790
EM21112,6-0.15030
EM21188-0.18341
EM21120,8-0.19790
EM21132-0.15030
EM21135,2-0.18341
EM21172,4-0.21140
EM21182,3-0.22409
EM21193,3-0.23610
EM21203-0.19790
EM21214-0.07810
EM21239,3-0.22409
EM21243.9-0.23610
EM21246,6-0.23610
EM21253,9-0.22409
EM2388,5-0.58290

EM54206,7-0.42537
EM54248,7-0.68219
EM54270,3-0.46823
EM54290-0.67818
EM54296,5-0.45035
EM54321,8-0.86905
EM5459,7-0.07767
EM5468,2-0.45641
EM5488,7-0.42537
EM54100,4-0.54889
EM54116-0.07767
EM54127,3-0.37771
EM54129,5-0.07767
EM54161,5-0.07767
EM54179,2-0.07767
EM54250,6-0.10695
EM54398,9-0.22286
EM3377,6-0.87872
EM33123,1-0.81605
EM33194,4-0.75923
EM33217,8-0.98665
EM33232,7-0.98388
EM3387-0.68977
EM33105,4-0.28059
EM33110,6-0.64798
EM33112,7-0.43012
EM33141,8-0.41691
EM33201,5-0.67750
EM33243,7-0.98100
EM33279,8-0.70580
EM3362,6-0.19900
EM3382,7-0.18442
EM33117,8-0.35140
EM33120-0.81605
EM33128,8-0.24892
EM33131,4-0.22535
EM33145,2-0.29040
EM33158,4-0.84963
EM33170-0.47343
EM33178,7-0.66920
EM33210-0.29040
EM33221,2-0.39625
EM33237,5-0.32664

EM18146,2-0.27982
EM18149,5-0.42237
EM18155,5-0.81720
EM18158,3-0.85703
EM18160-0.57320
EM18163,4-0.24822
EM18167,1-0.21199
EM18171,6-0.25918
EM18187,6-0.29903
EM18194,2-0.31707
EM18198,5-0.81379
EM18205,5-0.25918
EM18208,8-0.37347
EM18217,5-0.41574
EM18224,5-0.60620
EM18249,4-0.47211
EM18310,5-0.56339
EM18323-0.40900
EM4168,8-0.88468
EM41136-0.97579
EM41245-0.34752
EM41278,7-0.55387
EM41318,5-0.75816
EM4183,7-0.61469
EM41132,4-0.85323
EM41289,1-0.99528
EM4163,2-0.07767
EM4172,9-0.37038
EM4189-0.23481
EM4191,5-0.29658
EM4194,7-0.14947
EM41101,9-0.18240
EM41104,9-0.30565
EM41109,3-0.14947
EM41120-0.18240
EM41129,3-0.10695
EM41139,2-0.24618
EM41147,5-0.18240
EM41154-0.12994
EM41163,3-0.43175
EM41165,9-0.54889
EM41174-0.29658
EM41179,6-0.10695

EM49402,9-0.14988
EM53121,1-0.88495
EM53174,7-0.54154
EM53188-0.88495
EM5379,8-0.76208
EM5384,8-0.88193
EM53106,2-0.75858
EM53111,5-0.52661
EM53177,6-0.71524
EM53186-0.58866
EM53210,7-0.62800
EM53262,6-0.17995
EM5353,5-0.54154
EM5359,8-0.25360
EM5365,9-0.86056
EM5373,4-0.16451
EM5382,4-0.30156
EM5387,2-0.10552
EM5388,8-0.07663
EM5392,3-0.14747
EM5394,7-0.17995
EM53101,7-0.12820
EM53109-0.10552
EM53135,7-0.10552
EM53144,6-0.55128
EM53150,3-0.16451
EM53153,6-0.17995
EM53156,7-0.10552
EM53157,6-0.17995
EM53182,3-0.10552
EM53186,9-0.19418
EM53216,7-0.17995
EM53219,3-0.14747
EM53227,1-0.19418
EM53253,8-0.14747
EM53258,2-0.37970
EM53268-0.50597
EM52320,8-0.14747

He = 0,32082
Var(He)= 0.00003
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados apresentados nesse trabalho se referem a um cruzamento, utilizado para o
repovoamento da regido a montante da barragem de Trés Marias (MG), no rio Sao Francisco.
Baseado em estudos de variagdo genética, anteriormente realizados, os genitores utilizados
foram coletados em dois locais diferentes a jusante da barragem e com caracteristicas
liminologicas ¢ ambientais distintas, ja que estes sdo potencialmente heterozigoticos para
diversos locos, ja que s@o de uma populacao natural e assim gerassem uma progénie adequada
para a constru¢do de um mapa de ligacdo por meio da abordagem pseudocruzamento teste.

A constru¢do do mapa de ligagdo com marcador dominante AFLP teria sido mais
eficiente se um dos genitores fosse totalmente heterozigoto (Aa) e o outro homozigoto
recessivo (aa) pois, dessa maneira a fase de ligagao seria conhecida e todos os fragmentos
presentes nas genotipagens da progénie seriam considerados marcas informativas, uma vez
que todas as marcas presentes seriam heterozigotas, provenientes do alelo A do genitor (Aa),
e a auséncia significaria que o alelo cedido por esse genitor foi 0 a. No entanto, espera-se que
populagdes naturais possuam um certo nivel de heterozigosidade, principalmente quando
trabalhos anteriores ja verificaram diferengas na diversidade e a presenca de estrutura
populacional (HATANAKA; GALETTI, 2003; HATANAKA et al., 2006), o que justifica a
utilizagdo de genitores coletados na natureza, para os estudos realizados no presente trabalho.

Para a constru¢do de um mapa de ligacdo mais saturado € com uma maior extensao de
genoma analisado, mais estudos fazem-se necessarios para que se possa alcancar o nimero
haploide da espécie. Desta forma, os dados do presente trabalho, adicionados a estudos com
microssatélites, poderdo futuramente fornecer subsidios para identificagdo de locos referentes
a caracteristicas com valor econdmico (QTLs), visto a importancia deste grupo de peixe na
economia no Brasil.

Quanto a diversidade genética, os dados obtidos mostraram uma grande similaridade
da amostragem cultivada, o que sugere a realizacdo de estudos mais completos para a
avaliacdo da variabilidade dos estoques cultivados que s3o utilizados no projeto de
repovoamento. Além desta avaliacdo, deve-se realizar um acompanhamento de andlises
genéticas antes e depois desta pratica, a fim de verificar a eficiéncia do método. A defini¢ao
dos programas de repovoamento deve ser embasada em estudos genéticos e ecoldgicos, com

capacidade de manter a biodiversidade da espécie na regido de Trés Marias.
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6. CONCLUSOES

e A técnica AFLP mostrou-se eficiente na analise de uma progénie F1 de Prochilodus
argenteus. A soma das marcas geradas pelos 15 pares de primers utilizados gerou um
total de 659 marcas, para cada amostra, o que resultou em uma matriz com 124.551
pontos. Esse valor evidencia a capacidade do marcador em gerar inimeras marcas
informativas rapidamente, as quais puderam ser utilizadas na constru¢ao de um mapa

de ligagao e simultaneamente, na analise da diversidade genética.

e Um mapa de ligagdo preliminar foi construido para a espécie através do
pseudocruzamento teste. Além disso, os marcadores com segregagdo 3:1 foram muito
bem empregados como ancoras na integracao dos mapas gerados para os genitores. O
mapa de ligacdo obtido representa o inicio dos estudos de mapeamento para espécies

de peixes neotropicais no Brasil.

o Dados de estudos com microssatélites devem ser adicionados aos resultados do

presente estudo, visando obter uma maior saturacdo do mapa.

e Como esperado, foi observado que o cruzamento utilizado em projetos de
repovoamento na regido a montante da barragem de Trés Marias apresenta uma alta
similaridade genética quando comparada com estoques naturais anteriormente

estudados.

o Ha necessidade de estudos genéticos e ecoldgicos na defini¢do dos programas de
peixamento que vém sendo realizados na regido a montante da barragem de Trés
Marias, tanto no sentido de avaliar geneticamente os estoques cultivados quanto de
analisar as populagdes naturais anteriormente e posteriormente a pratica de

repovoamento, visando assim identificar a eficacia do método.
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