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1. INTRODUCAO

Diversas populacdes ao redor do mundo dependem da pesca em
diferentes niveis, seja como fonte de emprego na inddstria pesqueira ou mesmo
praticando-a como forma de subsisténcia. O extrativismo pode ser considerado
uma lente pela qual se pode observar a estreita relagdo entre o homem e os
recursos hidricos (HILSDORF et al. 2006).

Apesar da diversidade de peixes e da sua grande importancia econémica
para o homem, ainda pouco se conhece sobre suas caracteristicas bioldgicas,
ecolégicas e genéticas. A falta de conhecimento das espécies e
consequentemente a falta de manejo destas, além das altas taxas de pesca sao
0s principais responsaveis da perda de diversidade e reducdes drasticas nas
populacdes (NASCIMENTO et al. 2001; ALBUQUERQUE et al. 2002; PETRERE
et al. 2004). Por isso torna-se necessario conhecer a fundo nossa biodiversidade,
especialmente quando se trata de espécies nativas, e espécies que possuem um
grande potencial econémico.

A percepcdo de que a sobre-pesca, de alguma forma vem afetando a

disponibilidade dos estoques de peixes, tem sido um consenso entre 0s cientistas
pesqueiros. Na lagoa Mirim-RS como também na Lagoa Mangueira-RS, os
pescadores artesanais reclamam que o tamanho médio dos peixes estédo
diminuindo ao longo do tempo (PIEDRAS et al. 2012) Esta realidade, verificada
nas estatisticas pesqueiras, parece estar relacionada a seletividade das redes de
captura que retiram 0s animais maiores.

CONOVER; MUNCH (2002) constataram que a retirada constante de
animais maiores ao longo do tempo afeta a composicdo genética do estoque,
eliminando os genes relacionados ao crescimento rapido e diminuindo o tamanho
meédio dos individuos remanescentes, esta observagao sugere que este fendmeno
pode estar ocorrendo com alguns estoques de peixes de interesse comercial.
Esses estudos sdo de grande importancia no que diz respeito a elaboracdo de
projetos visando a conservagdo de recursos naturais, em especial ao papel
desempenhado pelas varia¢cdes ao nivel do genoma em resposta as mudancgas
ambientais e de sobre-pesca.

Acredita-se que com o conhecimento da genética populacional das espécies
de importancia econémica para os pescadores artesanais locais, se possa definir
uma legislagéo de pesca eficiente. Em diversas partes do mundo se tenta fazer a
avaliacdo dos estoques pesqueiros, objetivando orientar a legislacdo de pesca.
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Essa area de estudo tem como objetivo determinar: qual, quanto, onde e quando
utilizar de maneira sustentavel os recursos naturais existentes (ANNIBAL, 1983).

2. METODOLOGIA

O material biologico coletado para andlise genética consiste em uma
amostra de musculo e nadadeira caudal (aproximadamente 200-300mg),
armazenados em etanol 95% e preservados a -20°C. O DNA gendmico total &
extraido usando separacdo organica pelo protocolo de Cloreto de Sédio
(BARRERO et al. 2008), que consiste:

- Maceracgao do tecido muscular, objetivando a ruptura da parede e membranas
celulares, promovendo assim a liberacdo da molécula de DNA;

- Adicao de 600 pL de solugédo tampé&o TNE1 (5 ml de tris HCI 1 Molar, pH 8.0, 10
ml de EDTA, 1ml de NaCl, 84 ml de agua Milli-Q), tendo por finalidade promover a
lise das células, porém preservando sua estrutura, acidez e osmolaridade;

- Adicao de 330 pL de TNE2 (5ml tris HCI 1 Molar pH 8,0; 10 ml EDTA, 1ml NacCl;
10 ml SDS 20%), como solucéao detergente para solubilizagdo das membranas e
auxiliando na inativacao de enzimas;

- 4 uL de proteinase K para a desnaturacao proteica e incubagao imediata a 50°C
por 12 horas;

- ApOs a incubacédo, para precipitacdo de proteinas e restos celulares serdo
adicionados 340 uL de NaCl 5M;

- O material sera centrifugado a 12000 rpm e transferido o sobrenadante para
novos microtubos, onde seréo acrescidos 900uL de etanol absoluto gelado para a
precipitacdo do DNA,

- Posteriormente, sera realizada a lavagem do material com 200 yL de etanol
70%.

- Por fim, o DNA sera ressuspendido com 100 yL de tamp&o TE buffer (10 mM de
Tris ph 8.0 e 1 mM de EDTA).

Para checagem da integridade do DNA obtido, as amostras sao submetidas
a eletroforese horizontal com gel de agarose 1% e tampao TBE1X durante 20
minutos a 80 volts. Para tal, sera usada uma aliquota de 7 yL de DNA sendo o
mesmo corado com 3 uL de Blue Green Loading DyeTM (LGC Biotecnologia, Sao
Paulo-BR) e 5 uL de DNA Ladder 100pb (Ludwig Biotec) posteriormente
visualizados em transiluminador.

Os marcadores microssatélites sdo amplificados através da técnica de
reacao de PCR, cujo o volume final sera 25uL, contendo 1uL de DNA genbmico,
0,5uL de cada primer (10pmol), 2,5uL de 1X buffer de PCR(10mM Tris HCI,
1,5mM MgCI2 e 50mM KCI), 1,5uL MgCI2 (25mM), 0,5uL de dNTP(100uM), 0,2uL
de Taq DNA polimerase® (Fermentas Life Sciences) e 18,3uL de agua livre de
nuclease. O controle negativo (reacdo sem a presenca de DNA) é utilizado em
cada amplificacdo para confirmar a auséncia de contaminacéao.

As reacOes sédo realizadas em um termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient® (Eppendorf), cuja amplificagcdo consiste em: desnaturacéo inicial de
94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45
segundos, anelamento conforme a temperatura especifica de cada primer por 45
segundos e extensao a 72°C por 45 segundos, terminando com uma extensao
final de 8 minutos a 72°C. A posterior checagem da amplificacdo do produto de
PCR é realizada por meio de eletroforese em gel de agarose a 0,6% tingido com
corante GelGreenTM. Apos a eletroforese, os produtos sdo analisados em
transiluminador sob luz UV e registrados digitalmente. Os alelos dos loci sao
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discriminados através de observacédo direta no gel, baseando-se na presenca ou
auséncia de bandas de tamanhos moleculares idénticos (mesmo locus).

A diversidade genética dentro das populacdes estudadas é caracterizada
pelas frequéncias alélicas, heterozigosidade observada, diversidade génica
esperada segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg, nimero de alelos por locus,
porcentagem de loci polimérficos e indice de fixagdo de Wright, estimativas

obtidas pelo uso do programa Genepop 4.0.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para implantacdo de politicas de cota de pesca, é fundamental a
identificacdo de “estoques” e/ou populagdes de acordo com o conceito genético
de estoque, ou seja, como uma unidade reprodutivamente isolada que é
geneticamente diferente de outros estoques (OVEDEN, 1990). Programas de
manejo e conservacdo em espécies sujeitas a fragmentacdo por impacto do
homem sé serdo realmente eficazes considerando os fatores genéticos
(FRANKHAM et al. 2002). A estrutura genética de uma populacédo é a informacéo
mais importante para uma espécie que necessita de manejo (HILLIS, 1996), pois
a determinacdo da variabilidade genética € importante tanto para populacées
naturais quanto para manejo e comercializacdo de peixes -cultivados. A
variabilidade ou diversidade genética é a variedade de alelos e gendtipos
presente no grupo sob estudo, e constitui a forca que da as populacbes
capacidade de suportar pressées ambientais, diminuindo o risco de extincao.
Quanto maior o repertério de alelos diferentes em uma populacdo maior sera as
chances dos individuos dessa populacao sobreviverem a variagdes ambientais.

As quantidades relativas de variagdes dentro e entre populagdes mudam de
espécie para espécie, dependendo da historia evolutiva e do ambiente
(GRIFFITHS et al. 2001). Para que haja evolucéo adaptativa, a variagdo genética
torna-se uma condicdo fundamental entre as populacdes e entre espécies.

Estimativas confidveis da diferenciagdo populacional sédo primordiais na
biologia da conservacdo na qual se considera a necessidade continuada de
entender se as populacbes sdo geneticamente isoladas ou se constituem uma
Gnica populacdo. As continuas intervencdes do homem sobre os ambientes
aquaticos continentais tornam cada vez mais urgentes a necessidade de se
investigar a situacao presente da distribuicdo genética das populacdes de peixes,
dentro e entre lagoas, bem como as possiveis relaces entre destruicdo ambiental
e perda de variabilidade genética e subdivisdo de estoques.

4. CONCLUSOES

Os resultados que serdo gerados a partir destes estudos, certamente
contribuirdo para uma melhor elucidacdo a respeito da estruturacdo geneético-
populacional de espécies, e assim gerar subsidios para o desenvolvimento de
projetos de conservacao e manejo, além de auxiliar na administracéo e legislacéo
de pesca, pois levam a geracao de critérios de manejo das unidades de estoques
gue visam a conservacado em longo prazo dos recursos pesqueiros naturais.
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