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RESUMO

Pseudoplatystoma corruscans (surubim) € um peixe encontrado nas principais
bacias hidrograficas sul-americanas, sendo considerado o primeiro predador da
bacia do Rio S&o Francisco. Diversos fatores vém comprometendo seriamente as
populacdes de surubim no S&o Francisco, especialmente no submédio, despertando
a necessidade de se investir em programas de propagacéo artificial que recuperem
este recurso. Uma premissa basica de tais programas é utilizar um grande numero
de individuos selvagens como estoque fundador, quando possivel, ou
alternativamente, um numero menor de individuos selvagens, mas com pouca
relacdo genética de parentesco. A estrutura genética do plantel de fundadores
constitui, portanto, uma informacéo essencial para o sucesso de um programa de
repovoamento. O presente trabalho objetivou avaliar a estrutura genética do plantel
de fundadores do programa de repovoamento do surubim, a ser desenvolvido pela
Chesf em Paulo Afonso, através da utilizagdo de marcadores moleculares de
microssatélite. DNA de 80 reprodutores foram analisados para 5 diferentes
marcadores de microssatélite. Os produtos de PCR foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida corados com nitrato de prata. As andlises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa computacional GENEPOP,
onde parametros como numero de alelos (A), heterozigosidades observada (H,) e
esperada (He), desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg, desequilibrio de ligagdo e
coeficiente de consanguinidade (Fs) foram calculados. O programa GenAlEx 6.1 foi
utilizado para calcular o nimero de alelos efetivos e o estimador de relacdo genética
(rxy). Os resultados mostraram que o nimero de alelos variou de 6 a 18 e o de alelos
efetivos (Ae), de 3,28 a 9,25. As heterozigosidades médias observadas e esperadas
encontradas foram de 0,63 e 0,84, respectivamente. Todos os loci, a excegcédo do
Pcor5, mostraram desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0,001). O coeficiente
de consanguinidade (F;s) médio calculado para os 5 loci foi de 0,24. As analises de
desequilibrio de ligacéo, quando corrigidas pelo método de Bonferroni, mostraram-se
significativas apenas para os loci Pcor21l e Pcorl0 (P<0,05). O valor médio do
coeficiente de relacéo genética (ryy) foi de -0,008 para um total de 2926 combinagfes
de possiveis casais. Uma grande diversidade alélica caracterizou o estoque
fundador e, muito embora um déficit de heterozigotos tenha sido registrado, uma
baixa relacdo de parentesco foi encontrada para o plantel em questdo. Tal déficit
parece refletir a estratégia de composicao deste plantel em que individuos, oriundos
do médio e do baixo Sdo Francisco, separados por duas barragens, foram unidos. E
possivel concluir que o plantel fundador manteve uma diversidade alélica
comparavel aquela encontrada em estoques selvagens e podera ser usado em um
programa de repovoamento.

Palavras-chave: repovoamento, estoque fundador, microssatélites, indice de relagcéao



ABSTRACT

The surubim, Pseudoplatystoma corruscans, is one of the most important native fish
species in South American hydrographic basins, especially in Sdo Francisco River,
where it is considered a top chain predator. Different aspects have contributed to the
decline of this species populations, especially at the submedium S&o Francisco, thus
raising the necessity of a restocking program to recover the resource. A basic
principle in such programs is that a large number of unrelated wild fish should ideally
be used as founders, when possible or, alternatively, a small number of unrelated
wild fish with few genetic relatedness could be used. Therefore, the genetic structure
of the founder stock constitutes an essencial information to the success of such
programs. This project aimed to evaluate the genetic structure of the founder stock of
the restocking program of surubim maintained by Chesf in Paulo Afonso city, through
the use of microsatellite molecular markers. DNA of 80 breeders were genotyped for
5 different microsatellite markers. PCR products were separated by polyacrylamide
gel electrophoresis stained with silver nitrate. Statistical analysis were carried out
using GENEPOP software, in which parameters such as number of alleles (A),
observed (H,) and expected heterozygosities (He), Hardy-Weinberg deviation,
linkage disequilibrium and inbreeding coefficient (Fis) were calculated. GenAlEx 6.1
was used to calculate the number of effective alleles and relatedness coefficient (rxy).
Results showed that the number of alleles ranged between from 6 to 18 and the
number of effective alleles, from 3.28 to 9.25. Average observed and expected
heterozygosities were 0.63 and 0.84, respectively. All loci, except Pcor5, showed
deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (P<0,001). Average inbreeding coefficient
(Fis) for the 5 loci was 0.24. The analysis of linkage disequilibrium, when corrected by
Bonferroni, were significant for loci Pcor21 and Pcorl0 (P<0.05). The average
relatedness coefficient (ryy) was -0.008 for a total number of 2926 possible pairwise
combinations. A great genetic diversity, expressed in number of alleles and in a low
value of average relatedness, was obtained despite a deficit of heterozygotes was
observed in this stock. Such deficit seems to reflect the strategy adopted in the
composition of this stock, in which individuals caught at the medium and lower Séo
Francisco River, separated by two dams, were mixed together. It is feasible to
conclude that this founder stock retained genetic diversity comparable to those found
in the wild stocks and could be used in a restocking program.

Keywords: restocking program, founder stock, microsatellite, relatedness.
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1 INTRODUCAO

O surubim, Pseudoplatystoma corruscans (Spix & Agassiz, 1829), € um peixe
encontrado nas principais bacias hidrograficas sul-americanas, sendo considerado o
primeiro predador da bacia do Sao Francisco (MARQUES, 1993), onde é muito
apreciado pela qualidade de sua carne e por seu tamanho. Esta espécie efetua uma
piracema dividida em duas fases distintas: na primeira, 0os peixes sobem os rios ao
se iniciarem as chuvas de verao e durante esta migracao suas gdnadas preparam-se
para a desova, que se processa durante as grandes enchentes, apds 0 que 0s
peixes retornam aos locais de onde provieram, caracterizando a segunda fase. O
periodo de reproducdo dos surubins coincide com a estacdo chuvosa na regiao do
alto Sao Francisco (GODINHO et al., 1997), o que ocorre a partir de outubro, sendo
0S meses de dezembro e janeiro os de maior incidéncia (AGUIRRE, 1954;
MENEZES, 1956).

Em 1986, o monitoramento da pesca na regiao de Pirapora (MG) registrou
gue cada pescador conseguia uma média de 12 kg por dia, com 86% de
participacdo do surubim, P. corruscans, espécie mais valiosa das 150 que povoam o
rio Sdo Francisco. Em 1999, a pesagem foi repetida e o volume médio capturado
caiu para 3 kg por dia, sendo inexpressiva a presenca do surubim (SUASSUNA,
2001).

Diversos fatores, tais como a sobrepesca, as alteragbes ambientais oriundas
do uso multiplo dos sistemas fluviais, as enchentes e as sucessivas barragens
hidrelétricas, que fragmentam o sistema interrompendo as migra¢des e delimitando
as areas de reproducdo, vém comprometendo seriamente as populacdes de peixes,

especialmente aquelas de piracema, despertando a necessidade de se investir em
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programas de propagacao artificial que recuperem estes recursos (GODINHO et al.,
1997).

A estocagem de peixes, também conhecida como repovoamento ou
peixamento, € uma das acdes de manejo mais praticadas no mundo (WELCOMME,
1988). Ela consiste na soltura, peridédica ou ndo, de peixes provenientes de um
sistema de cultivo em um corpo d’agua visando a manutencao, ou introducéo, de
uma determinada espécie de interesse econdmico e/ou ecologico.

Em geral, as estocagens podem ser classificadas em: (a) introducéo, quando
se efetua a estocagem com uma espeécie de peixe ndo pertencente aquela bacia
receptora; (b) manutencdo, quando sdo efetuadas estocagens regulares com a
finalidade de manter uma populacdo de peixes, que nao € capaz de se reproduzir
naturalmente no ambiente onde foi estocado e (c) suplementacdo, quando se deseja
aumentar a populacdo de determinada espécie de peixe, ou sua variabilidade
genética (WHITE et al.,1995; AGOSTINHO et al., 2007).

A modalidade de estocagem a ser praticada depende da finalidade desejada,
quer seja com propoésitos conservacionistas ou comerciais na exploracédo pesqueira.

A construcdo de barragens para a exploragdo do potencial hidraulico dos rios
brasileiros na geracdo de energia elétrica modificou a dindmica dos ecossistemas
fluviais. Tal fato levou a obrigatoriedade legal das concessionarias hidroelétricas em
promover o manejo destes reservatorios, tendo na estocagem a principal forma de
acao para a reducao dos impactos.

Diversos sao os aspectos a serem considerados quando da implantacédo de
um programa de repovoamento, fundamentais para 0 sucesso desta pratica.
Objetivos claros, metas realistas e monitoramento constante sédo alguns dos itens

gue devem fazer parte de qualquer projeto que proponha manejar o corpo d’agua
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em questao (AGOSTINHO et al., 2007). Um ponto critico sobre tais programas € que
um grande numero de reprodutores provenientes do ambiente natural, sem relacao
de parentesco, € necessario a fim de maximizar a variabilidade genética, diminuindo
0s impactos sobre a populacao natural (FAO, 1993).

A variabilidade genética em condi¢cdes naturais permite que as espeécies
adaptem-se as diferentes situacfes a que venham a ser submetidas (O"CONNEL &
WRIGHT, 1997). Uma das teorias que justificam essa adaptabilidade baseia-se na
vantagem de uma populacéo rica em diferentes alelos em relacdo a uma populacéo
homogénea, ser capaz de produzir um maior niumero de produtos bioquimicos e,
portanto, lidaria melhor com ambientes bioquimicamente variaveis, tanto em nivel
intracelular, como extracelular (BEAUMONT & HOARE, 2003).

O cultivo em pequenas populacdes altera a variabilidade genética por conta
do acasalamento entre individuos aparentados. Estes cruzamentos consangiineos
aumentam a homozigosidade, expondo a manifestacdo de alelos deletérios e
causando depressédo por endogamia. Esta condicdo produz uma diminuicdo da
sobrevivéncia geral da populagdo, uma variagao substancial no crescimento e no
desempenho reprodutivo, além de aumentar a taxa de deformidades (KINCAID,
1983; TAVE, 1993).

A recomendacao da utilizacdo de um grande nimero de individuos selvagens
nos programas de repovoamento torna-se, contudo, inconveniente devido aos
muitos entraves envolvendo méo-de-obra, orcamento e espaco (SEKINO et al.,
2004). Uma opcéo viavel é o cruzamento de individuos selecionados geneticamente,
mais do que por cruzamentos aleatorios, como forma de reter a maxima
variabilidade genética (BALLOU & LACY, 1995). Esta alternativa prescinde o

conhecimento da estrutura genética do estoque de reprodutores.
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A estrutura genética de uma populacdo refere-se a distribuicdo da
variabilidade e resulta de diversos fatores como o sistema de acasalamento, fluxo
génico, niveis de endogamia e deriva génica. Para que se possa entendé-la sé&o
estimados parametros, tais como freqiiéncias alélicas, heterozigosidades esperada e
observada, nimero de alelos, indices de fixagdo de Wright (F;s, Fit, Fst), indices de
relacdo, representatividade genética, tamanho efetivo populacional, etc, obtidos com
a utilizacdo de marcadores moleculares co-dominantes e dominantes (ZUCCHI,
2002).

Um marcador de DNA € tipicamente uma pequena regido do DNA
apresentando polimorfismo entre individuos (LIU, 1998). O termo “marcador” tem
sido utilizado para designar fatores morfologicos, bioquimicos ou genéticos passiveis
de serem identificados e que permitem o estudo comparativo de genotipos
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Dentre os diversos tipos de marcadores moleculares, destacam-se os de
microssatélite, que sdo repeticdes simples de pequenas unidades no genoma, de
dois a seis pares de bases, chamados motivos, organizados em série. O numero de
repeticbes é altamente polimoérfico e apresenta heranga mendeliana simples
(CURRAN, 1997). A regiao repetitiva pode ser amplificada por Reacado em Cadeia da
Polimerase (PCR), utilizando primers complementares as regides flanqueadoras,
altamente conservadas entre individuos da mesma espécie, o0 que requer
quantidades minimas de DNA para as reacdes. As sequéncias de microssatélites
apresentam comportamento co-dominante, podendo ser utilizadas em estudos que
abordam analises de estrutura genético-populacional (PEREZ-ENRIQUEZ &
TANIGUCHI, 1999; PEREZ-ENRIQUEZ et al., 2001; BOUDRY et al., 2002,

BALLOUX & LUGON-MOULIN, 2002; COIMBRA et al., 2003).
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Um total de 5 marcadores de microssatélite ja esta disponivel na literatura
para o surubim P. corruscans, fornecendo as ferramentas para a analise dos
parametros genéticos de populacfes selvagens e de cativeiro (REVADALVES et al.,
2005).

A genotipagem deste plantel fundador permitira conhecer a diversidade
genética desta populacdo e programar as cruzas, com base na selecdo de
individuos geneticamente importantes, de modo a permitir ndo s6 o0 aumento

populacional desejado, como também a retencdo da maxima variabilidade genética.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A ordem Siluriformes inclui os chamados peixes de couro. Apresentam
barbilhdes e, freqientemente, o primeiro raio da nadadeira dorsal e das peitorais se
constitui de um aculeo forte e pungente. A subordem Siluroidei compreende treze
familias na regido neotropical, sete ocorrem no rio Sdo Francisco, dentre elas a
Pimelodidae, que € a mais numerosa da subordem e tem como caracteristica distinta
a presenca de trés pares de barbilhdes proximos a boca. E composta por um
significativo nimero de géneros e espécies dulcicolas de habitos noturnos e dieta
variada (SANTOS, 1981; DIAS, 1987; BRITSKI et al., 1988; TAVARES, 1997).

O género Pseudoplatystoma, que compreende os maiores peixes da familia
Pimelodidae, ocorre nas maiores bacias hidrograficas sul americanas, entre elas a
do Parana, Amazonas e do S&o Francisco. Este género é constituido por oito
espécies: P. corruscans (surubim, pintado), P. fasciatum (cachara) e P. tigrinum
(caparari, pirambucu). Na bacia amazoénica, ocorrem as espécies P. fasciatum e P.
tigrinum; na bacia do Parana, P. fasciatum e P. corruscans e na bacia do Séao
Francisco apenas P. corruscans (WELCOMME, 1985; PETRERE, 1995; TAVARES,
1997). Buitrago-Suarez & Burr (2007) descreveram o reconhecimento de cinco
novas especies: P. magdaleniatum (rio Magdalena, Colémbia); P. metaense (rio
Orinoco, Coldombia e Venezuela); P. orinocoense (rio Oricono, Venezuela); P.
reticulatum (rio Parana) e P. punctifer (rio Amazonas).

A grande disponibilidade de recursos hidricos levou o Brasil a optar pela
construcdo de barragens para o aproveitamento do potencial hidrdulico na geracéo
de energia elétrica, que hoje responde por mais de 80% da eletricidade consumida
no pais. Inicialmente, a exemplo do que ocorreu no mundo, estes reservatérios

tinham como objetivo o abastecimento de &gua e irrigacdo. Atualmente, com a
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percepcdo do uso multiplo a que este recurso natural deve atender, a legislacao
reconhece a agua como um bem publico, limitado e dotado de valor econémico
(AGOSTINHO et al., 2007).

Com a construcdo e formacéo do lago, ocorre a alteracdo da hidrodinamica
do trecho do rio abrangido pelo barramento: o que outrora era Iético passa a ser
|éntico, causando um efeito sobre a fauna aquatica, alterando sua composicao e seu
equilibrio ecolégico (AGOSTINHO et al., 2007).

Segundo Agostinho et al. (2007), os impactos dos represamentos sobre os
ecossistemas podem ser categorizados em (i) impactos de primeira ordem: que
englobam as alteragcbes quimicas, fisicas e geomorfologicas decorrentes da
alteracdo da velocidade do fluxo do rio, e de alteracdes na distribuicdo espaco-
temporal na vazao; (i) impactos de segunda ordem: envolvem mudanca na
produtividade primaria e na estrutura do canal, compreendendo o trecho represado
e, principalmente, o segmento a jusante da barragem; (iii) impactos de terceira
ordem: incluem alteragdes nas comunidades de invertebrados e peixes decorrentes
dos impactos de primeira ordem, como por exemplo, o impedimento da migracéo
reprodutiva, e de segunda ordem, como mudanca na biomassa planctonica.

Os peixes migradores situados a jusante das barragens, que desenvolveram
suas estratégias reprodutivas ao longo de sua histéria evolutiva, passam a sofrer
restricdo a migracado, levando a diminuicdo destas popula¢bes, ou mesmo a sua
extingdo. No trecho a montante, a situagdo € diferente, embora também possua
armadilhas a viabilidade do recrutamento. Os ovos e alevinos ao atingirem o corpo
do reservatério estardo mais vulneraveis a predacao, visto que a maior transparéncia

da agua neste trecho facilita a acdo dos predadores e a diminui¢cdo da velocidade do
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fluxo pode carrear os ovos para as camadas mais profundas do lago, onde o teor de

oxigénio pode ser inadequado (AGOSTINHO et al., 2007).

2.1 Legislacéo

A Lei 2250 de 28 de dezembro de 1927, regulamentada pelo Decreto 4390 de
14 de marco de 1928, em seu texto diz: “Todos quantos, para qualquer fim,
represarem as aguas de rios, ribeirdes e corregos sao obrigados a construir escadas
que permitam a livre subida dos peixes”. Neste sentido, a lei estabelecia a
construcdo das escadas de peixes, ndo deixando nenhuma possibilidade de outras
acOes que visassem a preservacao da ictiofauna.

O Decreto Lei 794 de 19 de outubro de 1938, flexibilizou este imperativo legal,
guando em seu texto declara: “As represas dos rios, ribeirdes e cérregos devem ter
como complemento obrigatdrio, obras que permitam a conservacao da fauna fluvial,
seja facilitando a passagem de peixes, seja instalando estacdes de piscicultura”.
Deste modo, cabia ao empreendedor escolher que tipo de obra realizar. ora
construindo escadas de peixes, ou estagdes de piscicultura.

Em 1967, através do Decreto-Lei 221, de 28 de fevereiro de 1967, é delegada
a extinta Superintendéncia para o Desenvolvimento da Pesca (SUDEPE) a tarefa de
determinar o melhor mecanismo para a protecdo da fauna aquatica. A Portaria
46/SUDEPE - 27.01.1971, através do Artigo 36 determina que: “O proprietario ou
concessiondrio de represa em cursos de agua, além de outras disposi¢des legais, €
obrigado a tomar medidas de protecéo a fauna”.

A Lei 6.938, de 31 de agosto de 1981, dispbe sobre a Politica Nacional de
Meio ambiente. Os Decretos-Lei 88351/1983 e 99274/1990 regulamentaram esta lei.

Por estes instrumentos legais, tornou-se obrigatorio o Estudo do Impacto Ambiental-
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EIA e seu respectivo Relatério de Impacto Ambiental-RIMA, que antecedem a
operacdo do empreendimento. As licencas necessarias sdo: Licenca Prévia — LP;
Licenca de Instalacéo - LI e a Licenca de Operacao — LO. Estes estudos apontarao
gue medidas deverdo ser tomadas para mitigar os impactos oriundos da construcéo
do reservatério em questdo, chamados condicionantes. Estas sdo renovadas
periodicamente, ocasido na qual sdo cobrados os atendimentos as condicionantes

fixadas.

2.2 O Repovoamento como acao mitigatoria.

O repovoamento, como pratica de manejo visando a manutencdo de
determinada espécie em seu ambiente natural, deve ser precedido de estudos que
definam as espécies a serem trabalhadas, local e periodo de soltura, tamanho dos
individuos, capacidade de suporte do reservatorio, origem dos exemplares no
tocante a qualidade genética e mecanismos de controle e monitoramento desta
acdo, como forma de permitir ajustes, quando necessario (COWX, 1994,
AGOSTINHO et al., 2007).

Para Cowx (1994), a primeira recomendacéo seria verificar a real necessidade
da acdo de repovoamento do corpo de agua em questdo, planeja-la e s6 entdo
executar. Para isto € imprescindivel o conhecimento prévio da dindmica destes
recursos naturais, as interacbes entre suas populagcbes e o0s mecanismos de
exploragéo a que estéo submetidos.

Em geral, as estocagens podem ser classificadas em (a) introducdo, quando
se efetua a estocagem com uma espécie de peixe ndo pertencente aguela bacia
receptora; (b) manutencdo, quando sédo efetuadas estocagens regulares com a

finalidade de manter uma populacdo de peixes, que ndo € capaz de se reproduzir



19
naturalmente no ambiente onde foi estocado; (c) suplementacéo, quando se deseja

aumentar a populacdo de determinada espécie de peixe, ou sua variabilidade

genética (WHITE et al., 1995; AGOSTINHO et al., 2007).

2.3 Marcadores Moleculares — Microssatélite

Um grande avancgo nas pesquisas genéticas voltadas a aquicultura foi dado
com o emprego da tecnologia dos marcadores de DNA. A profusdo de marcadores
moleculares, incluindo aloenzimas, Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLPs), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPDs), Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLPs), microssatélites, Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) e
Expressed Sequence Tags (ESTs), proporcionou a sua utilizagdo em larga escala
nos desafios enfrentados na aquicultura. As aplicacdes séo varias, como a avaliacao
da variabilidade genética em cruzamentos endogamicos, transmissdo parental,
caracterizacdo de espécies e linhagens, hibridizacdo, construcdo de mapas de
ligacdo para a identificacdo de loci de heranga quantitativa (Quantitative Trait Loci -
QTL) (LIU & CORDES, 2004; ROMANA-EGUIA et al., 2005).

Estes marcadores séo classificados em duas categorias: o tipo | sdo aqueles
associados a genes ou locus de funcbes conhecidas, como é o0 caso das
aloenzimas, das ESTs e RFLP. Os marcadores moleculares do tipo Il estdo
associados a segmentos do genoma desconhecido ou que nao codificam
aminoacido. Neste grupo estdo os marcadores de RAPD, AFLP, microssatélites,
entre os mais utilizados (LIU & CORDES, 2004).

Microssatélites sdo pequenas seqiéncias do genoma (Simple Sequence
Repeats - SSRs), de 2 a 6 nucleotideos de comprimento, repetidas em blocos, ou

tandem. Abundantes nos eucariontes, as microssatélites tém sido estimadas em
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frequéncia de uma a cada 10 kb nos peixes (WRIGHT, 1993), tendendo a estar
uniformemente distribuidas em todos os cromossomos e em todas as regibes do
cromossomo. Elas sdo encontradas dentro das regides codificantes, introns, e nas
sequéncias nao génicas. De forma geral, as microssatélites que possuem um grande
namero de repeticbes sdo mais polimorficas. O polimorfismo de microssatélites &
baseado na diferenca de tamanho de cada bloco de repeticdo em série de um locus
especifico. A taxa de mutacdo de microssatélites tem sido reportada acima de 107
por geracdo (WEBER & WONG, 1993; CRAWFORD & CUTHBERTSON, 1996),
acredita-se que esta mutacéo € provocada pelo deslizamento da polimerase durante
a replicacdo do DNA, causando a diferenca no numero de unidades de repeticdes
(LEVINSON & GUTMAN, 1987; TAUTZ, 1989).

Estudos em familias humanas tém demonstrado que novas mutacdes de
microssatélites usualmente diferem dos alelos parentais de uma a duas repeticbes
(WEBER & WONG, 1993), favorecendo um modelo progressivo de mutacao
(stepwise mutation model) (ESTOUP & CORNUET, 1999). Entretanto, em poucas
espécies de peixes, foram observados alelos com uma grande variacdo do namero
de repeticdes, prognosticando um modelo de alelos infinitos (Infinite allele model)
(BALLOUX & LUGON-MOULIN, 2002). O numero de repeticdes € altamente
polimérfico e apresenta heranga mendeliana simples (CURRAN et al., 1997; LIU &
CORDES, 2004).

Além de sua abundéancia, distribuicdo genémica aleatoria e alto polimorfismo,
os marcadores de microssatélites sdo transmitidos de maneira mendeliana,
apresentado co-dominancia (LIU & CORDES, 2004).

O grande numero de alelos por locus resulta no mais elevado contetdo de

informacgéo de polimorfismo (PIC) entre os marcadores de DNA, difundido nas mais
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variadas pesquisas de investigacbes genéticas (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998; LIU & CORDES, 2004). Marcadores de microssatélite tém sido utilizados
extensamente na pesquisa com peixes, incluindo a construcdo de mapas de ligacéo
de peixes (KOCHER et al, 1998; COIMBRA et al., 2003), estudo de paternidade do
bacalhau e de ciclideos (WESMAJERVI et al.,, 2006; DIERKES et al., 2008) e
estrutura genética de estoque (WAS & WENNE, 2002; ALARCON et al., 2004;

BARROSO et al., 2005).

2.4 Acasalamentos em Programas de Repovoamento

Em programas de repovoamento, para fins de conservagcao ou producéo, a
avaliacdo da estrutura genética do plantel de fundadores é imprescindivel para evitar
consanguinidade e manter a variabilidade genética. A variabilidade genética pode
ser medida atraves de varios parametros, como numero de alelos, nimero de alelos
efetivos, heterozigosidade observada e esperada, distancia genética e coeficientes
de consagiinidade. Este ultimo, Fis mede a reducdo de heterozigotos em um grupo
de individuos devido a reproducdo nao aleatéria dentro de uma subpopulacdo
(HARTL & CLARCK, 1997).

A maxima retencdo da variabilidade genética de uma popula¢do em cativeiro
para os seus descendentes em programas de repovoamento pode ser obtida através
de uma selecdo, e acasalamento, dos individuos geneticamente importantes,
diferentemente do que ocorre quando se efetua acasalamento ao acaso (BALLOU &
LACY, 1995; SEKINO et al., 2004).

A identificacdo destes individuos geneticamente importantes passa a ser o
desafio dos programas de manejo, conduzindo ao desenvolvimento de estratégias.

Segundo Ballou & Lacy (1995), diversos coeficientes podem ser utilizados: i)
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Founder Importance Coefficient ( fic ); i) Genome Uniqueness ( gu ) e o iii) Mean
Kinship (mk). Os indicadores fic, gu e mk atribuem um valor a cada individuo, que o
habilitara, ou ndo, a ser usado como reprodutor no momento das cruzas.

Ja na identificacdo de pares, ou casais, que reunam condi¢cdes de manter a
estrutura genética da populacédo, objeto do programa de repovoamento, ha pelo
menos trés estimadores baseados em marcadores co-dominantes: Ritland (1996),
Lynch & Ritland (1999) e Queller & Goodnight (1989).

Um estudo recente identificou o coeficiente de Ritland (1996) como o
estimador mais adequado a selecdo de casais (SRIPHAIROJ et al. 2007) em

programas de manejo.
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3. ARTIGO CIENTIFICO
Os resultados obtidos com o trabalho experimental desta dissertacdo sao
apresentados no artigo cientifico cujo titulo é: “AVALIACAO GENETICA DO
ESTOQUE FUNDADOR DE SURUBIM, Pseudoplatystoma corruscans (Agassiz,
1829), PARA O REPOVOAMENTO DO SUBMEDIO RIO SAO FRAN CISCO”, que

sera submetido a revista Fisheries Management and Ecology.
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RESUMO

Pseudoplatystoma corruscans (surubim) é um peixe encontrado nas principais
bacias hidrogréaficas sul-americanas, sendo considerado o primeiro predador da
bacia do Rio Sao Francisco. Diversos fatores vém comprometendo seriamente as
populacdes de surubim no Sao Francisco, especialmente no submédio, despertando
a necessidade de se investir em programas de propagacao artificial que recuperem
este recurso. Uma premissa basica de tais programas é utilizar um grande namero
de individuos selvagens como estoque fundador, quando possivel, ou
alternativamente, um numero menor de individuos selvagens, mas com pouca
relacdo genética de parentesco. A estrutura genética do estoque de fundadores
constitui, portanto, uma informacdo essencial para o sucesso do programa de
repovoamento. O presente trabalho objetivou avaliar a estrutura genética do estoque
de fundadores do programa de repovoamento do surubim, a ser desenvolvido pela
Chesf em Paulo Afonso, através da utilizacdo de marcadores moleculares de
microssatélite. DNA de 80 reprodutores foram analisados para 5 diferentes
marcadores de microssatélite. Os produtos de PCR foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida corados com nitrato de prata. As andlises
estatisticas foram feitas utilizando-se o programa computacional GENEPOP, onde
parametros como numero de alelos (A), heterozigosidades observada (H,) e
esperada (He), desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg, desequilibrio de ligagdo e
coeficiente de consanguinidade (Fs) foram calculados. O programa GenAlEx 6.1 foi
utilizado para calcular o nimero de alelos efetivos e o estimador de relacdo genética
(rxy). Os resultados mostraram que o nimero de alelos variou de 6 a 18 e o de alelos
efetivos (Ae), de 3,28 a 9,25. As heterozigosidades médias observadas e esperadas
encontradas foram de 0,63 e 0,84, respectivamente. Todos os loci, a excegcédo do
Pcor5, mostraram desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0,001). O coeficiente
de consanguinidade (F;s) médio calculado para os 5 loci foi de 0,24. As analises de
desequilibrio de ligacéo, quando corrigidas pelo método de Bonferroni, mostraram-se
significativas apenas para os loci Pcor21l e Pcorl0 (P<0,05). O valor médio do
coeficiente de relacéo genética (ryy) foi de -0,008 para um total de 2926 combinagfes
de possiveis casais. Uma grande diversidade alélica caracterizou o estoque
fundador e, muito embora um déficit de heterozigotos tenha sido registrado, uma
baixa relacdo de parentesco foi encontrada para o estoque em questdo. Tal déficit
parece refletir a estratégia de construcéo deste estoque em que individuos, oriundos
do médio, submédio e do baixo Sdo Francisco, separados por barragens, foram
unidos. E possivel concluir que o estoque fundador manteve uma diversidade alélica
comparavel aquela encontrada em estoques selvagens e podera ser usado em um
programa de repovoamento.

Palavras-chave: Repovoamento, estoque fundador, microssatélites, indice de
relacéo
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1.Introducéo

O surubim, Pseudoplatystoma corruscans, é um peixe encontrado nas
principais bacias hidrograficas sul-americanas, sendo considerado o primeiro
predador da bacia do Séo Francisco, onde é muito apreciado pela qualidade de sua
carne e por seu tamanho (Marques, 1993). Esta espécie efetua piracema e o
periodo de reproducdo coincide com a estacdo chuvosa na regido do alto Sao
Francisco, o que ocorre a partir de outubro, sendo os meses de dezembro e janeiro
os de maior incidéncia (Aguirre, 1954; Menezes, 1956; Godinho et al., 1997).

Em um intervalo de menos de 15 anos a captura do surubim foi reduzida a
praticamente zero. Em 1986, a participacdo do surubim no pescado desembarcado
em Pirapora (MG) representava 86%. Treze anos depois, a sua participacdo era
inexpressiva (Suassuna, 2001).

Diversos fatores, tais como a sobrepesca, as alteragcbes ambientais oriundas
do uso multiplo dos sistemas fluviais, as enchentes e as sucessivas barragens
hidrelétricas, que fragmentam o sistema interrompendo as migra¢des e delimitando
as areas de reproducdo, vém comprometendo seriamente as populacdes de peixes,
especialmente aquelas de piracema, despertando a necessidade de se investir em
programas de propagacao artificial que recuperem estes recursos (Godinho et al.,
1997). O trecho mais critico situa-se entre Petrolina (PE) e Paulo Afonso (BA), o
chamado submeédio S&o Francisco.

A barragem de Sobradinho-BA encontra-se a montante deste trecho do rio e
o complexo de Paulo Afonso-BA, no trecho inferior, existindo uma terceira barragem
entre as duas (Itaparica-BA/PE), que delimita os dois reservatorios: 0 Moxoto e o de
Itaparica. A existéncia destas barragens constitui um obstaculo a migracdo dos

peixes em ambas as dire¢des, seja de natureza tréfica ou reprodutiva. Além disto, h4
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um esforco de pesca elevado sobre estes estoques, em funcdo desta area ser
bastante povoada (1,9 milhdo de habitantes, segundo o MINISTERIO DA
INTEGRACAO NACIONAL, 2008). Todos estes fatores contribuem para a
diminuicdo, ou mesmo extin¢ado, desta espécie neste trecho do rio.

A Companhia Hidro Elétrica do S&o Francisco (CHESF) participa do programa
de Revitalizacdo da Bacia do Sao Francisco do Governo Federal desde 2005 para a
recuperacdo da ictiofauna do rio Sado Francisco. O surubim, P. corruscans, foi
selecionado como o primeiro recurso a ter um programa de repovoamento devido a
aspectos econdmicos, sociais e ambientais.

A preservacao de espécies de peixes de agua doce tem sido tradicionalmente
conduzida através de programas de repovoamento em que a conservacao da
variacdo genética € um componente essencial (Avise, 1994).

Um ponto critico em tais programas € que um grande namero de reprodutores
do ambiente natural, sem relacdo de parentesco, é necessario a fim de maximizar a
variabilidade genética, diminuindo os impactos sobre a populagdo natural (FAO,
1993). A recomendacdo da utilizagdo de um grande numero de individuos nestes
programas torna-se inconveniente devido aos muitos entraves envolvendo méao-de-
obra, orcamento e espaco (Sekino et al., 2004). Desta forma, a opcéo viavel é a
utilizacdo de poucos individuos selvagens como estoque fundador.

A retencdo méxima da variacdo genética em programas de repovoamento é
obtida através do cruzamento de individuos geneticamente importantes (Ballou &
Lacy, 1995), selecionados a partir da analise da estrutura genética dos reprodutores.

A manutencdo da variabilidade genética é necesséria para manter tanto a
viabilidade quanto a adaptabilidade das populagdes (Hallerman, 2003). E a variacio

genética que permite as espécies adaptarem-se as mudancas ambientais (O’Connel
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& Wright, 1997). Cada variante alélica em cada locus codificante em uma populacéo
pode ser tomada como parte de um recurso genético da populacdo. Um alelo
sozinho, ou em combinacdo com outros alelos ou loci, pode ser responsavel por
conferir a seu portador uma caracteristica valiosa, como um aumento de resisténcia
a uma doenca, uma melhor tolerancia ao frio ou um melhor crescimento (Beaumont
& Hoare, 2003). Assim, se a persisténcia em longo prazo das espécies € o objetivo
que a biologia da conservacao pretende atingir, a variabilidade genética deve ser
priorizada.

Além disso, cruzamentos feitos entre peixes oriundos de multiplas populacdes
resultam na perda da distincdo genética de cada populacéo individual, ou seja, da
identidade populacional, reduzindo a adaptabilidade pela ruptura de adaptacbes
locais ou co-adaptabilidade de complexos génicos (Miller & Kapuscinski, 2003).

Uma abordagem que tem sido usada com sucesso na obtencdo de
parametros genéticos € a utilizacdo de marcadores de microssatélite, que
apresentam comportamento co-dominante, podendo ser utilizadas em estudos que
abordam analises de estrutura genético-populacional (Perez-Enriquez & Taniguchi,
1999; Perez-Enriquez et al., 2001; Boudry et al., 2002; Balloux & Lugon-Moulin,
2002).

Os marcadores sdo ainda utilizados na identificacdo de pares, ou casais, que
reinam condi¢cfes de manter a estrutura genética da populacéo, objeto do programa
de repovoamento (Sekino et al, 2004).

A genotipagem do plantel de fundadores da Chesf permitiu conhecer a sua
diversidade genética e programar as cruzas, com base na selecdo de individuos
geneticamente importantes de modo a garantir a maxima variabilidade genética no

repovoamento.
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2. Material e Métodos
2.1. Coleta das amostras

O plantel de fundadores da Estacdo de Piscicultura de Paulo Afonso — EPPA,
localizada no Estado da Bahia, Brasil, conta com 99 exemplares, oriundos de 4

localidades distintas, incluindo o médio, submédio e baixo S&o Francisco (Figura 1).
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Figura 1 :Bacia hidrografica do rio S&o Francisco. Fonte: DHI/STA/MT.
www.transportes.qgov.br/bit/hidro/griosaof.htm , Atualizado em 21/06/2002, acesso 07/08/2008.

Quarenta e oito animais (48,4%) foram capturados no lago de Sobradinho,
regido do médio Sdo Francisco, entre 0os anos de 2003 e 2004; 16 exemplares
(16,1%), no lago de Moxot6 situado no submédio S&o Francisco, por ocasidao do
fechamento das comportas apds a constru¢do de uma nova usina, no ano de 1989;

3 outros (3,2%) foram capturados no baixo S&o Francisco durante as operacoes de
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resgate da ictiofauna apdés o vertimento, entre os anos de 2004 e 2006; e 32
individuos (32,3%), foram adquiridos da estacao de piscicultura pertencente a estatal
Bahia Pesca S.A., de um plantel originado do proéprio rio Sdo Francisco, no inicio do
ano de 2003.
Amostras de tecido da nadadeira caudal de 80 individuos do plantel de
fundadores foram coletadas e armazenas em etanol a 95%. Todos os animais foram
marcados com plaquetas metalicas presas ao primeiro raio da nadadeira dorsal por

um arame de aco inoxidavel no momento da coleta para identificacéo.

2.2. Extracdo do DNA

O DNA foi extraido seguindo o protocolo padrdo de Fenol/Cloroférmio/Alcool
Isoamilico (FCI), com algumas modificagcbes (Sambrook et al.,, 1989). Para cada
amostra foram usados 700uL de tampao de extracdo (Tris-HCI 100mM pH 7.5, 1%
SDS) e 30uL de proteinase K (10ng/mL). A mistura foi incubada a 50C por 2 horas
e depois a 37T por 12 horas. Em seguida, o DNA foi purificado sucessivamente
com FCI (25:24:1), cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e centrifugado a cada etapa a
10.000 g por 15 minutos. O DNA total foi precipitado com etanol absoluto gelado,
seguido de centrifugacdo a 10.000 g por 15 minutos. Para a remocédo final do
excesso de sal e etanol, o precipitado foi lavado com etanol a 70% e brevemente
centrifugado (10.000 g por 5 min). O DNA foi ressuspendido em TE (Tris-HCI 10 mM

pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8.0) e armazenado em freezer a -20°C.

2.3. Amplificag&o dos loci de microsatélite por PCR
Foram usados o0s Unicos cinco pares de primers disponiveis na literatura para

esta espécie (Revaldaves et al., 2005). As reacdes de PCR foram conduzidas
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utilizando-se as seguintes condi¢cdes: desnaturacdo a 94 por 4 min; 35 ciclos
sucessivos de desnaturacdo a 94 por 30s, anelamento a 56T (primers Pcorl,
Pcor5 e Pcor2l) e 58T (primers Pcor2 e Pcorl0) por 30s, extensédo a 72°C por 1
min e extensao final a 72T por 10 min. Cada reagao continha 1U de Taq polimerase
(Invitrogen platinum), 200pM de cada dNTP, 10 mM de Tris-HCL (pH 8.3), 50 mM de
KCI, 1,5mM de MgCl,, 1uM de cada primer e 20ng de DNA para um volume final de

10 pL.

2.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida vertical a 6%. A eletroforese durou em média 2 horas a 1500 V, 60mA
e 55W. Foi utilizado um marcador de peso molecular de 10pb (Invitrogen) para
estimar o tamanho dos alelos. Ao término da corrida, o gel de poliacrilamida foi
fixado com acido acético a 10%, seguido de coloracdo com nitrato de prata a 0,01%
e revelado com carbonato de sédio a 3%. O registro da imagem foi feito em um
scanner. As imagens foram processadas usando o Molecular Imaging Software
Version 4.0 (©1994-2005 EASTMAN KODAK COMPANY, Rochester, New York,

USA) para avaliacdo do tamanho aproximado dos alelos.

2.5. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se 0 programa
computacional GENEPOP 1.2 (Raymond & Rousset, 1995), onde parametros tais
como numero de alelos (A), heterozigosidades observada (H,) e esperada (He),
desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), desequilibrio de ligacdo e coeficiente
de endocruzamento (Fis) foram calculados. O método da cadeia de Markov foi

empregado para estimar a probabilidade de desvios significantes de HWE com os
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seguintes parametros: “dememorization” = 1000, “batches” = 100, e “iterations” =
1000. Os niveis criticos de significancia encontrados para o teste foram corrigidos
pelo método de Bonferroni, ao nivel de significancia a = 0,05, para P1 < a/k, onde k &
0 numero de combinacdes entre os marcadores (Rice, 1989).

Cada par de locus foi testado para o desequilibrio de ligacdo sob a hipétese
de nulidade de auséncia de associacdo entre eles. O programa cria uma tabela de
contingéncia para todos os pares de locus e depois aplica um teste de probabilidade
(teste de Fisher) para cada tabela usando a cadeia de Markov, com 0s mesmos
parametros descritos acima. O Fis de Wright, que mede a redugdo na proporcao
média de genoétipos heterozigotos, foi estimado pelo seu analogo 6 (Weir &
Cockerham, 1984).

O numero de alelos efetivos (Ae), Ou seja, aqueles que efetivamente passarao
a geracdo seguinte, foi obtido pelo programa GenAlEx 6.1 (Peakall & Smouse,
2006). Este mesmo programa permite calcular a relagcdo genética entre pares de
individuos, atraves do estimador de relacdo genética (ry) de Ritland (1996), que
mede a proporcdo de alelos idénticos por descendéncia entre dois individuos. O
conteudo de informagé&o polimorfica (PIC) foi calculado de acordo com Botstein et al.

(1980).

3. Resultados

A variabilidade genética do plantel de surubins para os cincos loci de
microssatélites esta descrita na Tabela 1. O numero de alelos combinados variou de
6 a 18 e o numero de alelos efetivos (Ae), de 3,28 a 9,25. O locus que apresentou 0

maior niumero de alelos foi o Pcor2, com 18 alelos e o menor nimero de alelos foi
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encontrado no locus Pcorl. O tamanho dos alelos, em pares de base, para os 5
microssatélites estdo representados na Tabela 2.

A heterozigosidade observada variou de 0,55 a 0,71 com média de 0,63+0,06,
enquanto que a heterozigosidade esperada variou de 0,69 a 0,89, com média de
0,84+0,08 (Tabela 1).

A excecdo do primer Pcor5, os demais apresentaram diferenca significativa
no teste de Qui-quadrado, para P<0,001, para o Equilibrio de Hardy-Weinberg
(Tabela 2). Os valores encontrados para o Fis variaram de 0,186 a 0,383 (Tabela 1),
com um valor médio de 0,244+0,077. O conteudo de informacéo polimorfica (PIC),
variou de 0,643 a 0,882 (Tabela 2).

As probabilidades encontradas nas andlises do desequilibrio de ligacéo,
quando corrigidas pelo método de Bonferroni, mostraram-se significativas apenas
para os loci Pcor21 e Pcorl0 (P<0,05).

Um total de 2926 combinagbes de pares foi gerado a partir do estoque
fundador, segundo o estimador de relagéo genética (rxy) de Ritland (1996). O valor

médio do coeficiente ry, foi de -0,008.

Tabela 1. Variabilidade genética do estoque fundador de Pseudoplatystoma
corruscans da Estacao de Piscicultura de Paulo Afonso para os loci analisados.

Locus
Pcorl Pcor2 Pcor5 Pcorl0 Pcor21

N° de amostras 76 74 77 75 77
A 6 18 16 16 9
Ae 3,277 9,014 7,822 9,252 5,249
Ho* 0,566 0,5541 0,7143 0,6533 0,6623
He* 0,695 0,8951 0,8779 0,8979 0,8148
Fis* +0,186 +0,3826 +0,1873 +0,2737 +0,1881
PIC** 0,6432 0,833 0,861 0,882 0,784

HWE **k% **k% nS **k* **k*

A= nimero de alelos; Ae= nimero de alelos efetivos; Ho= heterozigosidade observada; He= heterozigosidade
esperada; PIC= contelido de informagédo polimorfica. Fontes: GenAlEx 6.1; *Genepop; ** Calculado de acordo
com Botstein et al. (1980). HWE= Equilibrio de Hardy-Weinberg, ns= ndo significante; ***P<0,001.
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Tabela 2. Faixa de comprimento dos alelos para os loci analisados.

Comprimento (pb)

Locus Menor Maior

Pcorl 105 114

Pcor2 192 250

Pcor5 142 165

Pcorl0 156 224

Pcor21 120 150
4 Discussao

No presente trabalho, o nimero médio de alelos encontrados para 0s cinco
loci de microssatélite em 80 individuos foi de 13+4,65. Revaldaves et al. (2005)
avaliaram 43 individuos de P. corruscans capturados na bacia do Rio Parana e
obtiveram uma meédia de 11,8+5,85 para o mesmo conjunto de marcadores. Porta et
al. (2006) encontraram uma média de 15,13 para 0 numero de alelos de um plantel
da solha, Solea senegalensis, também capturados em ambiente selvagem, utilizando
oito marcadores de microssatélite. Barroso et al. (2005) analisando sete populacoes
naturais e uma de cativeiro de Brycon opalinus, encontrou uma variagédo de 8,28 a
15,14 na média de alelos, para os cinco loci. Estas médias sdo elevadas quando
comparadas com os resultados obtidos por Ohashi et al. (2006), para o plantel
fundador do bagre de dgua doce, Pangasianodon gigas, cuja média dos alelos foi de
2,8, para sete marcadores de microssateélite.

O conteudo de informacdo polimorfica (PIC), que indica o potencial
informativo do marcador, apresentou valores altos, variando de 0,643 a 0,882, média
de 0,801+0,085. Segundo a classificacdo de Botstein et al. (1980), marcadores com
valores de PIC superiores a 0,5 sdo considerados muito informativos, valores entre

0,25 e 0,50 mediamente informativos e valores inferiores a 0,25, pouco informativos.
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As heterozigosidades médias observada e esperada descrita por Revaldaves
et al. (2005) foram de 0,563%+0,0518 e 0,8138+0,0799, respectivamente, valores
proximos aos aqui relatados. Nos dois estudos, todas as heterozigosidades
observadas, por locus, foram menores que as esperadas. Esta deficiéncia de
heterozigotos se refletiu em um afastamento das proporcdes de equilibrio de Hardy-
Weinberg. O teste de Qui-Quadrado para o Equilibrio de Hardy-Weinberg revelou
que apenas o locus Pcor5 néo apresentou diferenca significativa (P>0,001).

Revaldaves et al. (2005) quando isolaram e caracterizaram estes marcadores,
obtiveram estes mesmos resultados para o Equilibrio de Hardy-Weinberg, atribuindo
o desvio a presenca de alelos nulos, amostragens nao-aleatdrias e endogamia. Por
outro lado, a incapacidade de separar alelos com tamanho muito proximo, dificultada
pela ocorréncia de bandas duplicadas (stutter bands) na eletroforese de
microssatélites dinucleotidicas, também costumam contribuir para a reducdo dos
valores da heterozogosidade segundo Hassanien & Gilbey, (2005).

Os valores encontrados para o Fis variaram de 0,186 a 0,383 com média de
0,244+0,077, refletindo o déficit de heterozigotos, confirmando o desvio do equilibrio
de Hardy-Weinberg. Uma das provaveis causas deste déficit de heterozigotos seria 0
Efeito de Wahlund, que sempre ocorre quando duas, ou mais populagdes, sao
reunidas (Hartl & Clark, 1997; Hallerman, 2003). Segundo esta 6ética, gametas de
surubim contendo alelos da populacdo do Médio S&o Francisco ndo teriam a chance
de encontrar gametas da populacdo do Baixo S&o Francisco e vice-versa, impedindo
a formacdo de individuos portadores de ambos os alelos e, portanto, gerando
valores de H, significativamente inferiores a He.

As probabilidades encontradas nas andalises do desequilibrio de ligacao,

guando corrigidas pelo método de Bonferroni mostraram-se significativas para os loci
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Pcor21 e Pcorl0 (P<0,05), indicando que estes marcadores se encontram em um
mesmo grupo de ligacdo. Este resultado contradiz Revaldaves et. al. (2005), que
afirma nao ter encontrado diferencas para o mesmo nivel de significancia (a=0,05)
em uma populacéo de 43 individuos na bacia do Rio Parana.

Nos laboratorios de propagacdo recomenda-se que exemplares selvagens
sejam sempre usados como reprodutores, o que nem sempre é possivel devido a
aspectos econdmicos e pela dificuldade de encontrar exemplares adultos. Por esta
razdo, parte da producdo é usada para repor o plantel, com a vantagem destes
peixes ja se mostrarem domesticados (Porta et al., 2006). Entretanto, esta pratica
pode acarretar na perda da variabilidade genética do plantel, comprometendo o
programa de recomposicdo da populacdo. Nestes casos, a retencdo maxima da
variabilidade genética de populacbes cativas pode ser atingida monitorando a
estrutura genética dos descendentes e seu grau de parentesco (Norris et al., 2000;
Porta et al., 2006).

Ha pelo menos trés estimadores para grau de parentesco baseados em
marcadores co-dominantes (SRIPHAIROJ et al.,, 2007): Ritland (1996), Lynch &
Ritland (1999) e Queller & Goodnight (1989).

Sriphairoj et al. (2007), buscando identificar o estimador que melhor se
adequasse a selecdo de casais de reprodutores, para um programa de manejo do
bagre, Pangasianodon gigas, na Tailandia, utilizou os trés estimadores
anteriormente citados em cinco familias de irmaos completos, meio-irmao e nédo
relacionados. O teste-t foi entdo aplicado aos resultados e apenas o estimador de
Ritland (1996) nao apresentou diferenca significativa (P>0,01). Devido a esta

pesquisa, este foi o estimador escolhido para este trabalho.
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Nesta pesquisa, Sriphairoj et al. (2007) também executou seis esquemas de
acasalamento de seus reprodutores, envolvendo a utilizacdo de diferentes
coeficientes de parentesco (ry, € mk) e propor¢cdes macho/fémea (de 1:1 e 1:2). Eles
concluiram que o melhor cenério € aquele baseado apenas nos menores valores de
ry para selecdo e acasalamento dos futuros reprodutores, com cada reprodutor
participando uma unica vez. Eles estimaram que o valor maximo do ryy, adotado para
exemplares nao relacionados deve ser de 0,07, baseado em testes conduzidos com
populacdes de irmaos completos, meio-irmaos e individuos néo relacionados.

No presente trabalho, a matriz gerada para os coeficientes de relagéo (rxy) dos
reprodutores da EPPA indica que a maior parte das combinacdes potenciais de
pares de fundadores (64,63%) ndo apresentou relacdo de parentesco com
coeficientes ryy < 0. Utilizando-se o critério de Sriphairoj et al. (2007) de 0,07, como
limite para haver algum parentesco, a porcentagem de combinacdes sem parentesco
sobe para 87,76%, restando 11,42% de pares com 0,07 < ry, < 0,25, caracterizados
como meio-irméos e apenas 0,82% de pares com ry 20,25, classificados como
irmaos-completos.

Do total de combinacdes geradas pelo programa GenAlEx 6.1 para o
coeficientes de relacéo (ryy), 1.865 pares (63,74%) apresentaram valores negativos.
Quando tais valores sdo considerados, o coeficiente r,, médio é negativo (-0,008).
Transformando-se estes numeros em zero, como recomendado por Sebbenn &
Seoane (2005), o ry, médio aumenta para 0,024. Ainda assim, a estimativa média de
parentesco continua inferior ao valor de 0,07, adotado como limite para definir o
parentesco.

De modo geral, a relagdo de parentesco abrange a identidade por

descendéncia de alelos homélogos entre dois individuos ou intimamente ao
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individuo (Ritland, 1996), ou seja, o parentesco entre o individuo ‘X’ e 'y’ é a
proporcao de alelos em 'y’ que sdo idénticos por descendéncia aos alelos presentes
em ‘X' (Sebbenn & Seoane, 2005). Ja o coeficiente de consangtinidade (Fis) é a
probabilidade de dois alelos em um individuo serem idénticos por descendéncia
(Lynch & Walsh, 1998). Este ultimo também reflete 0 aumento (ou fixacdo) da
homozigosidade, que é resultante da consanguinidade.

O valor médio da relacdo de parentesco encontrado contrastou com o
coeficiente de consanguinidade, contudo enquanto o primeiro prioriza a diversidade
alélica, o segundo enfoca a reducdo de heterozigotos. Como mencionado
anteriormente, esta reducdo possivelmente resulta da estratégia usada na
composi¢cdo do estoque fundador, quando individuos de diferentes procedéncias
foram misturados. A heterozigosidade é uma medida de variabilidade menos
sensivel do que o numero e a distribuicdo de alelos e deve ser usada com cautela.
Beardmore et al. (1997), exemplificam que é possivel obter altos valores de
heterozigosidade com apenas dois alelos.

A utilizacdo deste plantel como estoque fundador para a recuperagdo da
ictiofauna do sub-médio Sao Francisco, apresenta um carater de estocagem, ja que
a populacdo ndo é capaz de se reproduzir naturalmente neste ambiente (White et
al.,1995; Agostinho et al., 2007). A dificuldade de obter exemplares neste trecho do
rio justifica a formagdo de um plantel de fundadores de um programa de
repovoamento com peixes de outros trechos, especialmente do médio Sao
Francisco.

O presente trabalho mostrou que o plantel de fundadores apresentou um
namero médio de alelos elevado, comparavel ao de outra populacdo selvagem de

surubim na Bacia do Rio Paranid. Da mesma forma, a relacdo de parentesco
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calculada mostrou um valor médio muito baixo, de onde se conclui que este plantel

podera ser usado no programa de repovoamento do submédio S&o Francisco.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os cinco marcadores de microssatélite usados mostraram uma ampla
diversidade de alelos no plantel de fundadores da EPPA.

Os valores de Fs foram altos para este estoque fundador, capturados em
ambiente selvagem, onde supostamente os acasalamentos sdo aleatorios. Tal fato
sugere que a mistura de individuos, oriundos do médio e baixo Sao Francisco, esteja
sob influéncia do efeito de Wahlund.

Os valores de r,, mostraram que a diversidade alélica encontrada no estoque
fundador garante uma alta probabilidade de selecdo ao acaso de dois individuos
sem grau de parentesco. E possivel concluir que o estoque fundador manteve uma
diversidade alélica comparavel aquela encontrada em estoques selvagens e podera
ser usado em um programa de repovoamento.

O programa de manejo de espécies sobre ameaca de extingdo torna-se mais
eficiente quando balizadas pela genética molecular, desde a fase de formacdo do
estoque reprodutor, até o registro da eficacia do programa, ou seja, sobrevivéncia
dos alevinos liberados. O uso de marcadores moleculares (microssatélite) na
recuperacdo de estoques representa uma ruptura do modelo tradicional, que
priorizava a quantidade produzida, negligenciando as caracteristicas genéticas da

espécie.
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