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RESUMO

BARONI, Suzymeire. D.Sc. Universidade Estadual dariMya, dezembro de
2009. Variabilidade genética em espécies deRhamdia (Siluriforme,
Heptapteridae) utilizadas para repovoamento de rioslo estado do Parana.
Professor Orientador: Erasmo Renesto. Professtweselheiros: Maria Claudia
Colla Ruvolo Takasusuki e Claudete Aparecida Mangol

O cultivo deRhamdiaspp, também conhecido como jundia, tem aumentadm mu
no sul do Brasil, pois sua reproducao induzida sgr& bons resultados e altas
taxas de fecundacdo em programas de repovoamemmon@oramento genético
dos estoques envolvidos nestes projetos é essgrari@mlminimizar as mudancas
geneéticas que podem ocorrer em consequéncia degandn deriva genética e
adaptacdes a condicbes de cultivo. Este trabaliie por objetivo avaliar a
variabilidade genética em espécies Rigamdiaspp utilizadas em programas de
repovoamento de rios do estado do Parana atravésmdmdores isoenzimaticos.
Foram coletados 30 individuos de cada esp&idranneri, Rhamdia quelenR.
voulezi, em dois tanques de pisciculturas do estado don®ard& andlise de
eletroforese de 11 sistemas, das trés espéciasaatzed, detectou 16ci, com 60%
de loci polimérficos. Os valores de heterozigosidade olaskxr e esperada se
mostraram muito acima da média para peixes (005Yyalor de Iz de Sewall
Wright mostrou que na média das trés espécies héxaesso de homozigotos em
relacdo ao esperado pelo equilibrio de Hardy-Wegqmb®s dados sugerem que
embora as espécies estejam se reproduzindo eneicatalas ainda apresentam

uma alta variabilidade genética.

Palavras-chave: Jundia, marcadores isoenzimatic@sjabilidade genética,

polimorfismo, heterozigosidade
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ABSTRACT

BARONI Suzymeire. D. Sc. University of Maringa, @Recber 2009.Genetic
variability in species of Rhamdia (Siluriformes, Heptapteridae) used for
restocking of rivers of the state of ParanaTeacher Advisor: Erasmo Renesto.
Faculty Advisors: Maria Claudia Colla Ruvolo Taksski and Claudete Ali
Mangolin.

The cultivation ofRhamdiaspp, also known as jundia, it has increased ithsofi
Brazil, because its induced reproduction shows gesdlts and high fecundation
rates in repopulation programs. The genetic mongoof stocks involved in these
projects is essential to minimize the genetic cleanipat may occur as a result of
inbreeding, genetic drift and adaptation to cutiva conditions. This study aimed
to evaluate the genetic variability in speciesRifamdiaspp used in stocking
programs of rivers in the state of Parana througgienzymatic markers. It was
collected 30 individuals of each speciés, branneri,Rhamdia quelenand R.
vouleziin two tanks of fish culture in the state of Paraifhe electrophoresis
analysis of 11 systems, among the three specidgzadait was detected 19 loci,
with 60% of polymorphic loci. The values of heteygasity observed and expected
were much above average for fish (0.05). The vafusewall Wright's ks showed
that in the average of the three species there exeess of homozygotes in relation
to the expected by the Hardy-Weinberg equilibriine data suggest that although

the species are reproducing in captivity, they stile a high genetic variability.

Key words: Jundia, Isoenzymatic markers, Genetic variabilglymorphism,

Heterozygosity



1. INTRODUCAO

Os peixes desempenham papel fundamental enquampoocentes do
ecossistema, participando da ciclagem de nutriemtde fluxo de energia como
alimento basico para muitas aves e animais. Ematunge sua expressiva
diversidade de espécies, a ictiofauna constitui watiioso banco genético,
estratégico para aplicacoes futuras (Vendel ek@0D5). As alteracbes ambientais,
climaticas e principalmente antropogénicas témazielduas populacdes naturais de
peixes.

Segundo Barrero et al. (2008a), uma das ferramentdigzadas na
conservacao da ictiofauna dos rios é a implantdedarogramas de repovoamento.
Apesar destes programas serem bem aceitos pelanictada e pesquisadores, é
importante o seu monitoramento genético e biolggitna vez que o0 processo de
repovoamento, sem critérios especificos, pode septar riscos genéticos nas
populagdes naturais (Sonstebo et al., 2007).

O monitoramento genético dos estoques envolvidos peajetos de
repovoamento é essencial porque, mesmo que sej@uides a risca 0S
procedimentos de manejo recomendados, com essedasgiode-se minimizar as
mudancgas genéticas mais substanciais em conseglédacendogamia, deriva
genética e adaptacdes as condicdes de cultivodd-digho et al., 1992).

Um programa de monitoramento genético envolve alisenade
caracteristicas que, direta ou indiretamente,taeflia composicdo genética dos
estoques usados no programa de repovoamento. fofetese de proteinas
constitui uma das técnicas mais eficientes panmsahse genética de populacdes de
peixes, por isso € aconselhada para monitoramentestbques de aquicultura
(Ryman e Utter, 1987).

O cultivo deRhamdiaspp tem aumentado muito no sul do Brasil, pois sua
reproducdo induzida apresenta bons resultados as #dtxas de fecundacgdao.
Ttambém tem sido utilizado em programas de repoeotoma bacia do rio Parana

e no rio Iguacu. Segundo Radiinz Neto (1981), esitee ppossui boa aceitacdo no



mercado consumidor, boa produtividade em acudes lte j@otencial de
comercializacao, tornando-se uma opc¢ao para o fionaienpiscicultura.

Esse género ainda traz inUmeras controversias @uarsua sistematica.
Silfvergrip (1996) realizou uma ampla revisao taxoita, baseada em caracteres
da morfologia interna e externa e concluiu que weg&éRhamdiaé formado por
apenas 11 espécies dentro das 100 anteriormerggta®esO mesmo autor ainda
considera que a espéddramdia quelempossui 49 sinonimias, entre eRBamdia
brannerie Rhamdia voulezi

Trés espécies tém sido utilizadas em programasegevoamento no
Paranad.Rhamdiaguelen,do Rio Parand, é cultivada nos tanques do CPAAt(Ge
de Pesquisa de Aquicultura Ambiental) - IAP nadelde Toledo, oeste do Parana,
e as outras duas espécies nativas do Rio IgWRigamdia brannerie Rhamdia
voulezi,sdo cultivadas em tanques da estacdo de piscaewltuCOPEL em Salto
Segredo na regido Sudoeste do Parana.

Ambos os programas nao fazem monitoramento gendgdis@lanteis e este
trabalho propde uma avaliagdo genético-bioquimjmar, meio de marcadores
isoenzimaticos dos individuos do géndRiamdi, cultivados nos tanques e
utilizados em programas de repovoamento do riocigwaem outros rios da bacia
do rio Parana- PR, objetivando avaliar a variaddiel genética desses individuos

mantidos em cativeiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Heptapteridae

7

Heptapteridae € a segunda familia da ordem Siamdoem numero de
espécies que abriga 25 géneros alénRkdamdia(objetivo de nosso estudo) com
186 espécies validas (Bockmannn e Guazelli, 2003).

Os membros da familia Heptapteridae sdo de peqaenwedio porte,
possuem trés pares de barbilhdes, sendo um maxildois mentonianos e a
nadadeira adiposa € bem desenvolvida (BockmannraeeBi, 2003).

Heptapteridae sdo endémicos da regido neotrogEadlo uma das familias
mais representativas dos Siluriformes. Ocorrem ®E® que drenam o Oceano
Atlantico, a partir do Norte do México ao sul dag@ntina, encostas do Pacifico, a
partir do norte do México ao sul do Peru (Bockman@uazzelli, 2003). Algumas
espécies tém ampla distribuicdo por toda esta poeaxemploR.quelen.

A maior parte desta familia tem, principalmenté&/i@ade noturna (Costa,
1987; Caramaschi, 1991; Cassati e Castro, 1998nkvtes dessa familia tendem a
ser solitarios ou se organizam em grupos de abédiiduos.

Ainda segundo Bockmann e Guazzelli (2003), ecolgente,
Heptapteridae nédo difere da maioria dos outrosriftitnes, sendo normalmente
adaptado a vida bentbnica. No geral, estas espécies em rios de pequeno a
meédio porte, ocupando profundidades baixa e mé&dgumas vivem em fendas
rochosas ou entdo associadas a vegetacdo marginal.

Dimorfismo sexual ndo esta presente, ou entdo éogpdesenvolvido nesta
familia (Bockmann e Guazzelli, 2003). Os juvenis raioria das espécies sao
réplicas em miniatura dos individuos adultos, semdstante férteis e néo

apresentam cuidado parental.

2.2. GéneroRhamdia

O cultivo deRhamdiatem aumentado muito no sul do Brasil, pois sua

reproducao induzida apresenta bons resultadoastakas de fecundacdo. Também
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tem sido utilizado em programas de repovoamentbacé do rio Parana e no rio
Iguacu. Popularmente, é conhecido como jundia,ifutidga, mandi e sapipoca no
Brasil; na Argentina como: bagre, bagre negro, éagpo e bagre (Gomes et al.
2000).

Na ultima estatistica de pesca do IBAMA (2007),statou-se que em 2005
0 jundia foi o segundo peixe mais pescado arteseamaé e O terceiro mais
produzido pela aquicultura continental de agua dotas ainda bem abaixo da
carpa, que esta em primeiro lugar.

Segundo Silva et al. (2008) apesar do extremo p@tietiaR. quelerpara a
piscicultura no Sul do pais, ainda faltam muitderimmacdes para a implantacdo de
processo de cultivo, principalmente na area detgenéolecular.

Anza (2006) relata quRhamdiafoi originalmente descrito em 1858 por
Bleeker e tem como espécie-tiRhamdia sebaéCuvier, 1829), mas a historia do
género teve inicio mais de dois séculos antesglpataicacdes. A primeira espécie
de Rhamdiafoi provavelmente “nhamdia” descrita em latim nwate 1648 por
Marcgravius. “Nhamdida” provém de um nome de origmi-guarani e seus
exemplares foram, provavelmente, coletados ao ldegaos do nordeste brasileiro.
Desde 1648 muitos outros autores (Bloch, 1794; epéGe, 1803; Humboldt &
Valenciennes, 1821) descreveram espécies que m@umale seriam reconhecidas
como pertencentes ao géndRbamdia Cabe ressaltar que ndo existe consenso
acerca da identificacdo de muitos desses exempdasasitos nos séculos XVII e
XVIII, pois tais descricdes sdo extremamente vagass series de material-tipo
foram perdidas ou nunca foram estabelecidas.

Conforme Silfvergrip (1996), o géneRhamdiapertence a seguinte divisdo
taxondmica: Classe: Osteichthyes, Ordem SiluriforrR@milia: Pimelodidae,
GéneroRhamdia.

Entretanto, Bockmann e Guazelli (2003) fazem irmusdo género
Rhamdiadentro desta familia, o que tem sido adotado palisres nos ultimos
anos.

A sistematica do género é confusa desde que faritesUma ampla

revisdo taxondmica, realizada por Silfvergrip (199%aseada em caracteres da
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morfologia interna e externa, permitiu que o acgtwicluisse que o géneRhamdia

é formado por apenas 11 espécies dentro das 1€&@amente descritas.
Morfologicamente, o jundia caracteriza-se por pioskaca viliformes e

corpo sem escamas, possuindo barbilhdes de forimarma com comprimento

variando proporcionalmente ao tamanho do espécBuedes, 1980).

A coloracao do jundia varia de marrom avermelhddoma cinza ardosia.
A pigmentacdo da parte inferior da cabeca é vdriagebarbilhdes tém crescimento
alométrico negativo e esta relacdo é aumentadaaevigrande possibilidade de

dano dos barbilhbes em exemplares grandes (Sitiped$96).

Rhamdia quelervive em lagos e pocos fundos dos rios, preferiado
ambientes de aguas mais calmas com fundo de alamea junto as margens e
vegetacdo. Escondem-se entre pedras e troncoseaulmdr de onde saem a noite, a
procura de alimento (Guedes, 1980). Em experimastuoslarvas e alevinos dessa
espécie em cativeiro, observou-se uma acentuadadavea luz e busca de locais

escuros (Piaia et al., 1999).

A reproducdo desta espécie é anual; a desova rciEssCa, ou seja, 0S
ovulos séo liberados em vérias ocasifes do pergqtodutivo e pode ser induzida
pela aplicacdo de hormdnios. A eclosdo dos ovos@em torno de 27 a 36 horas
apos a fertilizacdo e o desenvolvimento embrion&aompleta-se em 48 horas

(abertura da boca) quando a larva possui 5 mmgeaal., 2008).

Atualmente, as técnicas de reproducdo do jundi&a&tiweiro estdo bem
esclarecidas, faltando algumas determinacdes oekadas a nutricdo, aos sistemas
de cultivo e ao melhoramento genético da espéderethtos de migracdo de
qguelen(Lamas, 1993), mas isso pode ser no caso de amagtndes, que efetuam

movimentos moderados.

A espécieRhamdia quelenapesar de nativa, é ainda pouco conhecida
cientificamente, mas tem atraido a atencéo de pyoskie pesquisadores devido a
varias caracteristicas favoraveis a sua inclusdolista de peixes criados

comercialmente no pais (Carneiro e Mikos, 2005).



Pelicice et al. (2005), em estudo sobre a divedsidke peixes das planicies
de inundacédo do alto rio Parana, mostra a presexg@ssiva de individuos da
familia Heptapteridae citando o gén&oamdiacomo exemplo.

Kantek et al. (2007), discorrendo sobre dados tpitos de peixes no Rio
Iguacgu, mostraram as divergéncias encontradas @aanGéneré&rhamdiae dados
de variacdo de caridtipos apdiam a hipotese deeigifyp (1996), porém sugerem
gue as espécieR. brannerie R. voulezipodem ser agrupadas independentes da
espécieR. quelen,devido as diferencas das NORs (Regides Organiasdde
Nucléolos), ao contrario do gsegere Silfvergrip (1996).

Segundo Abucarma e Martins-Santos (2001), as difase entre o0s
cromossomos B encontradas em seus estudos sugeegtnquelenR. voulezeR.
brannerisdo espécies distintas.

Em um levantamento da ictiofauna da Bacia do almwl§uacu, feito por
Ingénito et al. (2004), esta desciRoqueen como espécie endémica e ha a mencao
de que essa classificacdo englob&idrannerie R. voulezdescrita anteriormente

por Haseman (1911).

2.3. Cultivo de espécie do género

A piscicultura tem crescido muito no sul do Brasilcrementando a
economia e oferecendo alternativas na dieta dalggim Estudos tém sido feitos a
fim de maximizar o cultivo dé&khamdiasp, contribuindo com dados relevantes
neste processo.

Fracalossi et al. (2004) avaliaram o potencialRleamdia quelerpara
exploracdo em aquicultura no sul do Brasil. Paga,iforam utilizados parametros
como velocidade de crescimento, conversao alimediBerenca de crescimento
entre machos e fémeas e resisténcia a manejo.r8autados mostraram qie
quelen apresentou grande potencial para aquiculturataacE bem o manejo,
apresentando boa conversdo do alimento, além decessar o crescimento no
inverno.

Um estudo visando futuras metas de melhoramen&sgécies do género
Rhamdiafoi feito por Silva et al. (2007), que objetivaraamseqiienciamento da
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regido codificadora do gene do horménio do crestimdo jundia. Esse horménio
tem especial importancia no crescimento dessesegeiRecombinantes desse
hormbnio geram interesse na aquicultura, devido ireemento de apetite,
eficiéncia alimentar e taxa de crescimento, sersti@secaracteristicas importantes
para peixes de interesse comercial.

O rio Uberabinha, Uberlandia- MG apresenta na stigfauna um numero
expressivo de individuos dR. quelen(Guilherme et al.,, 2007). Os autores
avaliaram aspectos de interesse zootécnico e mol@gsta espécie usando como
parametros inducao artificial de ovulacédo e produdg alevinos com reprodutores
capturados no leito do rio. Seus resultados mastrajue a espécie apresenta boa
resposta a inducéo da ovulagdo com grande nimeaiedeos.

Com objetivo de avaliar o desempenhdRiaguelencultivados em sistema
de redes, Reidel (2007) utilizou dietas com tr&einiprotéicos e dois energéticos
como variaveis. Seus resultados mostraram que lb®ras indices de desempenho
foram verificados para os peixes que receberaneta dontendo 30% de proteina
bruta. Resultados assim sédo importantes para presduts fim de aumentar sua
produtividade.

Graeff et al. (2009) também avaliaram dietas pcaticontendo diferentes
niveis de energia na fase poés-larvasRdeguelen Os autores usaram trés dietas
isoprotéicas formuladas para conter uma relac&® 1:80 e 1-100 Kcal de energia
metabolizavel por Kg de racdo. Os resultados imdicgue a relacéo
proteina/energia que melhor se ajusta para osgsndi fase pos-larva a alevino &
de 1:80.

Carneiro e Mikos (2005) avaliaram a frequéncia afitar emR. quelen
como fator importante no manejo em pisciculturas. Testaquatro regimes de
arragcoamento em intervalos regulares. Os resultadstraram que é possivel obter
0 mesmo crescimento de alevinos de jundia fornecahichento apenas uma vez ao
dia. Esses dados contribuem para otimizacdo dess@s necessarios a producao
comercial do jundia em cativeiro.

Para testar diferentes fontes protéicas em digfdk@s em alevinos de.

quelen foram realizados dois experimentos com 320 asimdilrante 42 dias



(Coldebella e Neto, 2002). Os autores testaram rqualietas protéicas
diferenciadas, estabelecendo, ao final do expetomandieta que proporcionou aos
alevinos de jundia melhor crescimento e ganho de.pe

Comparando a sobrevivéncia e desempenho do jumtza e albino, os
peixes foram colocados sob condigcdes de controletamues na estacado de
piscicultura do Chasqueiro, Arroio Grande-RS (Saeizal. 2005). Os peixes foram
alimentados com racédo comercial extrusada (PB 3G2eydem de 3% da biomassa
ao dia. As variaveis avaliadas foram ganho de pa&scimento e sobrevivéncia.
Os resultados avaliados apdés 135 dias mostram gumdia cinza apresentou
melhor desempenho produtivo. Esses dados colabopama um melhor

conhecimento do potencial da espécie em sistempodacéao intensiva.

Com a finalidade de avaliar o desempenho do jusid@iferentes sistemas
de cultivo, na regido de Santa Catarina, Juni@l.g2008) utilizou 11 tanques de
terra escavados. Neles, os jundias foram sepamddsnques com mono-cultivo,
tanques com bi-cultivo e tanques com poli-cultivégus dados constaram de
valores de ganho de peso, ganho de biomassa, texarascimento, de
sobrevivéncia e conversao alimentar. Seus resgltagstraram que, para o jundia,
0 sistema de cultivo que apresentou melhor desdmpearo conjunto dos

parametros analisado foi o0 mono-cultivo.

As caracteristicas hematoldgicas Riequelenoriundo de cativeiro foram
estudadas por Dias et al. (2002). Foi determinadalar médio de eritrocitos, taxa
de hemoglobina, hematocrito e avaliado outros ealdrematologicos importantes
no desenvolvimento dos individuos em cativeiro. @sultados deste estudo
fornecem valores sanguineos normais Rmquelenem cultivo intensivo, dados
estes que poderdo servir de comparacdo com dadsm dspécie em outras

situacdes de cultivo.

Piaia e Baldisseroto (2000) avaliaram o efeito @éadidade de Estocagem
(DE) sobre o crescimento de alevinosRlequelenA DE pode afetar de maneira
significativa o crescimento de alevinos, fazendaiseessario uma avaliacdo de

melhores parametros de DE para um bom desempenhmanejo dos peixes. Os



resultados dos autores mostraram que é mais vaotej@r alevinos de jundia em
circuito fechado na DE de 454 alevino3tio que em DE menores.

A resposta de peixes, em cativeiro, as variacogsHié muito importante
(Ferreira et al., 2001), sendo poucas informacObsesa resposta dg. quelenem
relacdo as variagcbes de pH. Os autores avaliaralesenvolvimento de ovos e
larvas de jundia, submetidos a seis tratamentos gdm4,5,6,7,8,e 9, em trés
desovas. Os resultados indicam que a taxa de $odmeia sofreu influéncia do pH
nas diferentes condicdes de temperatura da agua.

Os programas de repovoamento devem ser associadogr@gramas de
melhoramento genético a fim de contribuir na qualel da alimentacdo das
comunidades pesqueiras, além de oferecer alimemi@igo de boa qualidade

nutritiva (Resende; Ribeiro e Lega, 2008).

2.4. Uso de marcadores moleculares em programas agpovoamento

As alteragcbes ambientais e climaticas associadag@es antropogénicas,
tém reduzido populagdes naturais de peixes norasgtanos. Uma das ferramentas
utilizadas na conservacao da ictiofauna dos riasiplantacdo de programas de
repovoamento (Barrero et al., 2008).

Na terminologia aquicola entende-se por peixamantperacao que tem
por fim o povoamento, 0 repovoamento e a estocagerolecbes d’agua com
larvas, alevinos, juvenis e adultos de peixes,t&ce®s, moluscos (Gurgel et al.,
1988).

Sirol e Brito (2006) comentam que sdo varios osrést que podem
colaborar para a auséncia de resultados signifasatio repovoamento de espécies
nativas no Brasil, destacando-se a falta de comtto da biologia e
principalmente da ecologia das espécies autdctones.

Bert et al. (2004) ressalta que alguns dessesaray envolvem diferentes
estratégias de protecdo as espécies-alvo, maisiguesmente o repovoamento
em si.

E importante o monitoramento genético e biolégiessés programas, uma
vez que 0 processo de repovoamento, sem critésjpscéicos, pode representar
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riscos genéticos nas populacdes naturais (Sonstedlg 2007), podendo conduzir
uma espécie a extincao (Agostinho, 2005).

Em funcdo deste problema é necessario o desenwitdnde manejos
geneéticos de progénies que direcionem 0s potencsiss genéticos para acdes
especificas do manejo, incluindo a selecdo de depwces, acasalamentos e
praticas de criacdo e liberacdo. Analises genéagoasestoques de pisciculturas e
tanques destinados a repovoamento representam emcabt de informacdes
importantes de resultados expressivos na producamnservacdo de peixes
(Lopera-Barrero, 2005).

A diminuicdo de variabilidade genética reduz a cajsmle que os peixes
possuem de se adaptarem a diferentes condicbesramibi (Povh, 2008). A
manutencdo da variabilidade genética € importardea pa viabilidade dos
programas de repovoamento com a finalidade de reetaitos adversos na
icitiofauna (Barroso et al. 2005; Sirol e Brito,0&). Neste contexto, marcadores
moleculares séo instrumentos eficientes para maniprogramas de repovoamento
(Sekino et al., 2002; Ortega-Villaizan Romo et a000) e auxiliar no manejo
genético de pisciculturas, visando a diminuir eimipar a endogamia e maximizar
a variabilidade genética.

Uma revisdo minuciosa sobre o papel de marcadomscolares em
manejo de peixes cultivaveis foi feito por Fergug®894). O autor discute as
variaveis dos programas de repovoamento e o valbmnthrcadores genéticos para
manter a integridade genética das espécies natbzaas nos programas (Ferguson
et al., 1998).

Toledo-Filho et al. (1992) faz mencdo do grande emande metodologias
disponiveis para avaliar e monitorar a variabilelagenética em tanques de
piscicultura. Cita os métodos genéticos bioquimieoss genéticos moleculares,
sugerindo que constituem 0s mais apropriados parandise da estrutura
populacional de peixes do programa de repovoamento.

O repovoamento com espécies nativas € uma exigéegah no Brasil.
Porém, além disso, temos a legislacdo de prote¢iiodiversidade brasileira que

pressupde que os alevinos apresentem o mesmo ahgenético das populacdes
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selvagens do local (Sirol e Brito, 2006). Mas édmlgjue 0 manejo pode alterar a
composicao genética de populacdes.

Nos projetos de repovoamento, lida-se com cincostige estoques de
peixes: doador, formado por populacbes selvagemsdafior, procedente de
amostras extraidas do doador, que constituirdo antgll de reprodutores;
reprodutor, amostra do estoque fundador efetivaenestida como geracdo P1;
repovoador, constituido por amostras da progémeadio F1); receptor, formado
pela populacdo de peixes ja existentes no rio gervatorio a ser repovoado
(Toledo-Filho et al., 1992).

Segundo 0 mesmo autor, 0s projetos de repovoanuewem considerar
varios fatores que se referem ao material gendétacaespécie escolhida para o
programa. Ele cita a escolha correta do doadorgue diz respeito a conceito
populacional, cuja integridade genética deseja+ssepvar, e salienta que a
variabilidade genética de uma espécie compreendes@da variacdo existente
dentro da populacédo local, mas também as divergemenéticas entre populacdes
locais de uma ou varias bacias hidrograficas.

Toledo-Filho et al. (1992) afirmam que a escoldacqaada de um estoque
doador deve considerar a importancia biolégicaad@ptacdes locais e da estrutura
genético-populacional. Na auséncia destas infores®qd&o se tem idéia sobre os
recursos geneéticos disponiveis, tornando muitociid planejamento de um
esquema racional visando ao repovoamento.

Em estudo realizado por Povh et al. (2008), foilisada a diversidade
genética de pacus de um programa de repovoamemio Raranapanema por meio
de marcador RAPD (marcadores de polimorfismo de RN#lificados ao acaso).
Os autores observaram que havia uma menor divdesiganética do estoque de
reprodutores em relacéo aos individuos do Rio Raerema.

Lidani et al. (2006) estimaram a variabilidade dmaupopulacdo de
Rhamdia quelerriada em cativeiro utilizando PCR-RAPD. Os rexids obtidos
mostraram que os exemplaresRleamdia quelemvaliados demonstraram um alto
grau de polimorfismo genético, sugerindo que estgele pode apresentar

facilidades de adaptacdo a diferentes ambientggci@dmente em viveiros de
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pisciculturas. Este estudo mostra ainda o potemt@alécnica de PCR-RAPD na
estimativa da variabilidade genética em populagdedR. quelen,sendo uma
importante ferramenta para direcionar programasefdevoamento da ictiofauna,
bem como reconhecer a origem e as relagdes gendbiocastoque fundador de uma
populacdo, embora sendo este um marcador dominante.

Barrero et al. (2008a), empregando RAPD, determmmariabilidade de
seis lotes de peixes usados em programa de repewb@amem trés estacbes de
piscicultura nas cidades de Rolandia, Andira e tPamo estado do Parana. Os
resultados desse estudo mostraram que duas esptaisadas,Leporinus
elongatuse Prochilodus lineatusapresentaram alta variabilidade, estimadas pelo
indice de diversidade de Shannon, mas no lot®ideactus mesopotamicu®i
detectada uma baixa variabilidade. Dessa maneaiapdssivel desenvolver um
programa mais adequado para o repovoamento dgéestde piscicultura.

Barrero et al. (2008b), com objetivo de analisaaaabilidade genética de
dois estoques de alevinos 8eochilodus leneatugCurimba) em programas de
repovoamento do rio Parana, utilizaram o marcaddPIR para andlise. Seus
resultados mostraram que a variabilidade genétite ®s estoques de alevinos de
P. lineatusteve uma baixa diferenciacdo genética, devido pelssente ao efeito
fundador e ao manejo reprodutivo.

Segundo Finnegan e Stevens (2008), que avaliaragfiedes genéticos a
longo prazo dos programas de estoqueSalmo salara técnica de suplementacéo
de peixes nativos com peixes domesticados é pi@imam, porém, ambos diferem
tanto em termos ecolégicos como genéticos e naazatieles interagem em uma
infinidade de maneiras, muitas vezes com reperegsségativas para a populacéo
nativa.

O CAAP/IAP-Toledo fornece individuos de. quelenpara a todos os
tanques de piscicultura da regido, além do prog@esoltura de alevinos na bacia
do rio Parana e, segundo consta, nenhum monitotardardiversidade genética foi
feito nos ultimos cinco anos. O programa soltaaele 150 mil individuos dBR.

guelenpor ano no rio Parana e também fornece, em parcem as prefeituras das
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cidades do Paranda, cerca de um milhdo e oitoceniioalevinos, dentre eleg.
guelen

O mesmo tipo de problema ocorre nos tanques da CGd#E Salto
Segredo Parana. Durante a coleta dos peixes, &@reddo que as espécieRr.
branneri e R. voukzi sdo mantidas nos mesmos tanques e os fundsndéio
souberam distinguir as espécies. Aléem disso, eertfise que ndo foi realizado

monitoramento da diversidade genética dessas espéci

2.5. Eletroforese de isoenzimas

A técnica de eletroforese de isoenzimas tem sidizatta no estudo de
diversos tipos de organismos, entre eles os pebes.sido usada como ajuda para
a taxonomia e sistematica, permitindo estimar wsigide variabilidade genética e
o fluxo génico em populagdes naturais, contribuindssim, para um melhor
entendimento da biodiversidade e preservacéo géasies.

O termoeletroforesefoi criado em 1909, por Michaelis, quando desaneve
a migracdo de coldides sob a influéncia de um caehtico (Sargent e George,
1975). Portanto, eletroforese € a migracdo de $absnetidos a corrente elétrica,
com moléculas com carga positiva migrando para pélpativo e moléculas com
carga negativa migrando para o poélo positivo (Ader2006).

As isoenzimas foram definidas por Market e Moll#859) como formas
multiplas de uma mesma enzima que ocorrem em unmme&sganismo com
afinidade sobre um mesmo substrato.

A explicacdo do principio basico de variagcdo pasapolimorfismos de
isoenzimas é simples: as proteinas sdo cadeiasndwéaridos que refletem a
expressdo de um gene ativo no DNA (Torres et @04p

A eletroforese visa a separacdo de moléculas egédude suas cargas
elétricas, de seus pesos moleculares e de suasmagbes, em suportes porosos e
tamp&es apropriados, sob a influéncia de um canhgtdce continuo (Alfenas,
2006). Estes suportes porosos sdo 0s geis quenfiamsicomo um meio por onde
as isoenzimas precisam passar, podendo ser de aidrdisado (Smithies, 1955),
acetato de celulose ou de poliacrilamida. Postagote, enzimas escolhidas ou
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outras proteinas sdo coradas por solucfes espsc#im meétodos histoquimicos
(Hunter e Markert, 1957; Shaw e Prasad, 1970; blaeriHopkinson, 1978;
Richardson et al., 1986).

E importante conhecer os quatro niveis de estrytmoééica: primaria,
secundaria, terciaria e quartenaria, a fim de ceermer a origem dos padrdes de
bandas evidenciados como produto da eletroforessdazimas. Essa estruturacao
é fundamental para o funcionamento das enzimas poporciona o surgimento de
cavidades denominadas “sitios ativos”, nos quaikgaedo substratos especificos
para efetuar reagcfes pertinentes ao funcionamerogénismo (Alfenas, 2006).

Se uma substituicdo de um aminoacido ocorrer nuoi@amla de proteina,
pode ocorrer alteracdo de sua carga elétrica owsacamudancas na sua
conformacéo, além de alterar a taxa de migracaurmas das mutacdes em regides
do DNA que codificam uma determinada enzima seesgardo como moléculas de
enzima, diferindo em sua mobilidade eletroforé{i8hields et al., 1983; Thorpe e
Solé-Cava, 1994). Pode ocorrer também a subestend# variabilidade genética,
uma vez que nem toda mutacdo do DNA altera a aesdrptotéica correspondente e
nem toda substituicdo de aminoacidos altera a rdali eletroforética da enzima
(Torres et al., 2004).

Estudos bioquimicos usando eletroforese de pratgiogsuem a vantagem
de a molécula ter origem genética conhecida. Non@iale, € controlada por alelos
ou por genes situados em diferenes e em quase todos 0s casos a estrutura
molecular € determinada e provavelmente livre dedifisacdes ambientais.
Portanto, entre populacdes relacionadas ou espé@sediferencas na estrutura de
proteinas provavelmente sdo genéticas (Thorpe&Gala, 1994). Porém, quando
as isoenzimas sdo controladas por alelos de uro@g, estas passam a ser
denominadas de aloenzimas ou alozimas. (Gottl@&hl )1

Uma outra vantagem da técnica é de que as isoemzséia quase
invariavelmente codominantes. Isto significa quehegerozigotos tém fendtipos
diferentes dos homozigotos (Richardson et al.,, 1946rphy et al., 1996),
podendo, assim, ser feita a discriminacdo dos iddos. A identificacdo dos

homozigotos e heterozigotos torna o calculo dagifecias génicas muito simples
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e essas podem ser utilizadas para comparacéo pasgies (Thorpe e Solé-Cava,
1994; Ferreira e Grattapaglia, 1998).

O método € eficaz porque permite analisar um grandmero de
individuos. As condi¢des de voltagem aplicadased@ @ tempo de corrida variam
de acordo com o tampao utilizado e a quantidadandestra deve ser suficiente
para que a reacdo enzima/substrato possa seradistqmbr técnicas citoquimicas
(Torres et al., 2004).

As variacdes protéicas sdo de grande importancsaestudos genéticos
como indicadores dos niveis de polimorfismo e retemmento filogenético, bem
como na identificacdo de racas, espécies e pomdac@presentando, desse modo,
uma valiosa ferramenta para estudos evolutivosxentamicos. Além disso, a
diversidade alélica varia grandementdaie paraloci, sendo grande a variabilidade
isoenzimatica em organismos dipldides (Kesseli ehklmore, 1986; Falcdo e
Contel, 1991). Cavalli-Molina (1984) destaca quemarposos estudos deci
enzimaticos mostram a existéncia de niveis sigtifios da variagcdo génica intra e
interpopulacional em uma mesma espécie, além dedifer@nciacdo consideravel
entre espécies no grau de heterogeneidade isoditzinmirapopulacional.

Desse modo, o0 papel das isoenzimas como marcageregicos possuli
valor indiscutivel para as diversas areas basiegsedquisa genética e apresentam
potencial enorme para serem utilizadas juntameote marcadores moleculares
(Clegg et al., 1990), monitorando o0 mapeamento atacteristicas quantitativas
(Tanksley e Orton, 1983).

2.6. Eletroforese em gel de amido

Para o estudo com isoenzimas, € preciso escolhigroode gel a ser
utilizado, que pode ser natural ou sintético. Qs gaturais sdo de natureza quimica
bem variada: proteinas, como gelatina e caseimmliesacarideos, como amido,
agar e pectina. Ja um exemplo de gel sintéticpdiacrilamida (Alfenas, 2006).

A eletroforese em gel de amido foi primeiramenteoniuzida por Smithies
(1955), estudando soroproteinas humanas. Seu ded&solucédo, até hoje, so foi
superado por gel de poliacrilamida.
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Na eletroforese, a agua se difunde em geéis pelaulgpggo de
macromoléculas, rendendo porosidade uniforme dq gelque garante sua
morfologia. Os géis apresentam o fendbmeno da @eaiio, encolhendo, porém,
mantendo sua morfologia. Por esse motivo, géispaiados para a eletroforese nao
se conservam bem por muitos dias.

A porosidade do gel de amido varia conforme sugeamni e seu preparo,
bem ao contrario dos géis sintéticos, que se palarma (Alfenas, 2006).

Sob aquecimento, a suspensao aquosa de amidos®rascosa. Sua
viscosidade aumenta acentuadamente a 65° C, pontpue os granulos de amido
se desfazem. A partir daqui, a medida que a termyaraumenta, a viscosidade
diminui abruptamente, atingindo um valor minimongarme a 95°C. Nesse ponto,
a suspensdao deve ser desgaseificada e despejadaldunas préprias (geralmente
de vidro).

Apos o resfriamento, a suspensao geleifica-se, dndm uma rede
tridimensional de polimeros de glicose com ligagglesosidicasu-1,6, originarias
da amilopectina. Quando frio, o gel esta prepagmda receber o extrato protéico e
ser submetido a eletroforese. A concentracdo dodgihe sua consisténcia e
porosidade. Na eletroforese em gel de amido, agaulals, ao migrarem entre as
malhas do gel, estdo sujeitas aos efeitos de &rigzdeneiramento molecular,
proporcionando fracionamento das amostras (Saegéetorge, 1975).

A eletroforese em gel de amido € menos onerosaudoagem gel de
poliacrilamida, sendo este um dos principais metivia ampla utilizacdo do
método. Visando reduzir ainda mais os custos dhsandletroforética em gel de
amido no Brasil, Val et al. (1981), ao adaptarematodo de hidrdlise descrito por
Smithies (1955), obtiveram amido de milho de qual& similar a do amido
hidrolisado importado. Esses autores tém utilizacdamido assim preparado para
eletroforese de varias enzimas de peixes (Alfe2@35). Mais recentemente, outros
pesquisadores tém empregado no Brasil, penetrosmilie 13% como meio
suporte para analise de isoenzimas. A penetroseilde é produto relativamente
barato e oferece resultados compativeis com osniddoade batata hidrolisado

disponivel no mercado (Mori, 1993).
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2.7. Eletroforese de isoenzimas e suas aplicacoes

Para um melhor entendimento da biodiversidade l|bnasi projetos
governamentais sao elaborados no intuito de conhewdhor a diversidade
genética dos animais, realizando pesquisas paomleecimento da composicao e
funcionamento dos ecossistemas, como é o caso @et@rPELD (Pesquisas
Ecologicas de Longa Duracéo), no qual um dos olggté 0 monitoramento e a
conservacao da diversidade genética das espédmaisnonde alguns trabalhos
sobre a variabilidade genética de peixes ja forasemvolvidos com curimba
(Prochilodus lineatus)(Revaldaves e Renesto, 1997; Lopes, et. al., 26g)lias
malabaricus(Peres et al., 2002), cascudés/fostomus)Zawadzki, et al, 2005)
Leporinus lacustris (Peres e Renesto, 2005)oricariichthys platymetopon,
Parauchenipterus galeatus, Pimelodus maculatuspRioaon vulpinus, Roeboides
paranensise Serrasalmus marginatuy$assala e Renesto, 2007). Outros trabalhos
ndo pertencentes ao PELD também se referem a fetese de isoenzimas,
Rineloricaria pentamaculata(Limeira et al.,, 2009) eNeoplecostomus yapo
(Philippsen et al., 2009).

Segundo Renesto e Peres (2003), estudos de geniigaopulacdes
procuram entender como as variacbfes na taxa deveekmcia, reproducdo e
crescimento contribuem para alteracfes nas fregag€génicas e genotipicas das
populacdes e se estas alteragcbes conferem maar adéptativo as espécies. No
entanto, o polimorfismo bioquimico esta altameetaaionado ao tipo de ambiente
e ao tamanho da populacdo, ou seja, quanto mai@oplacdo maior o
polimorfismo e menor a chance a extingao tera.

Para estimar a variabilidade genética de uma po@alale Leporinus
lacustris, Peres e Renesto (2005) identificaram triloiei em dezesseis sistemas
enzimaticos analisados, sendo que os resultadosaras baixa heterozigosidade
da populacéo estudada.

Renesto e Peres (2003) avaliaram a variabilidadétiga emHoplias aff.
Malabaricus em duas localidades do alto rio Parana por etageé de gel de
amido. Seus resultados mostram alta variabilidaeética dessa espécie quando
comparadas com outras espécies da bacia do rin&ara
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Para estimar relacdo entre variabilidade genétiestratégias reprodutivas
de nove espécies de peixes do alto rio Paranaalbasfenesto (2007) se basearam
na analise de 3i@ci isoenzimaticos em eletoforese de gel de amido.

Sodré e Almeida (1998) utilizaram a analise de sistemas isoenzimaticos
de figado, musculo e coracdo para avaliar a véidalle genética em trés espécies
de Pimelodidae (Siluriformes) do rio Tibagi.

Uma analise da variacdo de aloenzimas emlo8R de Acanthopagrus
butcheri e Acanthopagrus australi®o sul da Australia (Farrington e Augustin,
2000), objetivando avaliar as implicagcdes de n@n@gsca recreativa e a relacao
entre essas espécies, revelou valores de H iguaBa e 0,065, respectivamente, e
polimorfismo (R o5 igual a 0,067 e 0,200, respectivamente. Essessdgehéticos
confirmaram uma alta similaridade genética entrduas espécies.

Correia et al. (2007), por meio do estudo de isioesmz, analisou a
variabilidade genética da espé€igphocharax vogéHensel, 1869), demonstrando
variacao genetica entre os individuos analisados.

Utilizando métodos eletroforéticos, foi possivelaltar a expressdo da
enzima L-lactato: NAD+6xido-redutase (LDH, EC. 1.27), durante o
desenvolvimento embrionario dBetta splendenspa Colémbia,desde od0cito
fertilizado até a fase de néurula (Maestre-Seredarmmb.,2008).

Quatro populacdes ddeoplecostomus yagoram analisadas por meio de
eletroforese de isoenzimas por Philippsen et 8092 Seus resultados revelaram
que populacbes de dois rios, Verde e Fortaleza idBdo Paranapanema),
apresentavam valores de heterozigosidade inferiasesnédias esperadas para
peixes. Por meio da andlise dessas enzimas, aestanbém observaram que as
quatro populagdes sdo geneticamente semelhantessent

No trabalho de Ruiz-Carus e Uribe-Alcocer (2003)rafm utilizados
marcadores isoenzimaticos associados a analis&denfidtocondrial para avaliar a
filogénia de trés espécie de peixes da mesma &amilcinostomus gula, Eugerres
plumieri e Diapterus auratus.

A técnica ndo se restringe a peixes de agua ddéecéer sido aplicada para

estudos em peixes marinhos. Solé-Cava et al. (1%8&)iou, uatilizando
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marcadores isoenzimaticos a heterozigosidade popelacdes d&quatina no sul
do Brasil, e também o nivel de identidade genétitee eles.

Com objetivo de avaliar a estruturacdo genéticdudes espécies de peixes
recifais, Freitas et al. (2003) fizeram uso derefetese de isoenzimas. Seus
resultados indicaram a presenca de estoques pesxjuifierenciados entre duas
populacdes de uma das espécies avali@dasithurus chirurgus

Por meio de eletroforese de isoenzimas em gel deloanSandoval-
Catellanos et al. (2005) examinaram a diferenciag@ovariabilidade genética de
populacdes de trés espécies robdlms)tropomus viridis, C. medius, C. robalite
diversas localidades do litoral do Pacifico mexicads resultados mostraram que a
heterozigosidade total é semelhante nas trés espécainda foram encontrados
valores significativos de divergéncia populacional.

Astorga e Galleguillos (1998) estimaram a divergégenética entre duas
espécies do génerdrachurus do nordeste e sudeste do Pacifico, a espécie
encontrada no mar do Japal, japonicuse a espécid. symmetricus murphyi
encontrada no Chile. Foram analisadas 15 isoenzomias24loci e destes cinco
mostraram diferencas entre as duas espécies.

Um estudo comparativo da purificacdo da lactateddegenase (L-lactato
NAD+ oxidorreductase, E.C.1.1.1.27) do musculo &lado peixeProchilodus
scrophae do peixe antarticdNotothenia neglectdoi feito por Carvalho et al.
(1998) Este trabalho verificou a presenca de formasiphadt da enzima que
determinam o seu padréo isoenzimatico.

A eletroforese de isoenzimas também é uma ferrameat estudo de
variabilidade genética em populacdes de plantgsecedmente cultivares. No
trabalho de Anti (2000), foram estudadas isoenzitkeasementes de duas cultivares
de soja. O trabalho contribuiu para mostrar quduas cultivares de soja, embora
tenha um parental em comum, apresentaram diferesaserfis eletroforéticos em
guatro isoenzimas.

Rossiter et al. (2008) com o objetivo de encongearétipos de aceroleira,
resistentes e tolerantes Meloidogyne incognitaraca 2, utilizaram marcadores

isoenzimaticos para indicar plantas destinadastaseoxerto.
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Deste modo, marcadores isoenzimaticos sao insttosi@onfiaveis para

avaliar niveis de variabilidade genética em popidac

2.8. Variabilidade genética de popula¢des naturais

Segundo Solé-Cava (2001), o termo diversidade @icdd ou
biodiversidade compreende, desde a sua origemyexrsilade ecologica e a
diversidade genética. A diversidade genética poee chamada também de
variabilidade genética e pode ser entendida cotheesisidade de alelos nos varios
loci de uma determinada espécie (Solé-Cava, 2001).nipamente genético da
biodiversidade € fundamental, pois € a variacactiymn que fornece o material
bésico para a sele¢édo natural e, portanto, pewlacédo da espécie (Allcock et al.,
1995). Em populagbes de individuosulticelulares, as variacdes garantem a
adaptacdo ao meio, caso este passe por mudancdderMe Gregg, 1973).
Podem, ainda, serem usadas como instrumento dstigeagio por ecdlogos e
sistematas em diversos ramos, como, por exempla, \gificar afinidades e
limites entre as espécies, detectar modos de negdiode estrutura familiar, estimar
niveis de migracdo e dispersdo nas populacdeseetaletestos de animais, como
contetdos estomacais e produtos industrializadesitkeais ameacados de extin¢cao
(Avise, 1994).

Populacbes naturais normalmente tém altos niveivadiacdo genética
(Nevo, 1978; Solé-Cava e Thorpe, 1991). Essa \@wia@ introduzida
continuamente nas populacdes por mutacdo ou mmyrdeandividuos de outras
populacdes e € perdida por deriva genética, poocetndamento e, no caso de
genes ndo neutros, pela maior parte dos tipos ldeasenatural (Nei, 1987). Em
populacbes ameacadas de extincdo ou que sairamm geogesso de extincdo, a
perda da variabilidade € um dos principais probterfolé-Cava, 2001). Entre
diferentes populacfes, observa-se um alto grauidestiade genética, devido
principalmente ao isolamento geografico entre ¢éRagse, 1975). E conforme
Futuyma (2002), quanto mais distantes geograficeanestdo estas populacdes,

maior serd a distancia genética entre elas.
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Em geral, populacbes alopatridas da mesma esmdaernh a ter pequenas
diferencas de frequéncia alélicas em alglmas Espécies do mesmo género séo
freqUentemente idénticas em alglod, mas completamente diferentes em outros e
tém algundoci com sobreposicao de freqtiéncias génicas. Entéxiespde géneros
diferentes, a maioria ddsci € inteiramente diferente, isto €, fixadas parardiites
alelos, mas alguns podem ser idénticos (Thorpe lé-Gava, 1994). E em
populacfes simpatridas, a divergéncia significatiaa frequéncias alélicas em um
anico locus pode evidenciar um isolamento reprodutivo. Loggia® populacdes
podem ser consideradas de espécies diferentesd@isso acontece, edtmcus é
considerado diagndstico que, para Ayala (1983)juela que permite a qualquer
individuo, com base no genoétipo daqukdeus ser atribuido a um ou a outro
conjunto génico, ou seja, espécies, com uma privdede de 99% ou 99,9%.

Se populacdes alopatridas siatusincerto tém identidades genéticas de
Nei (1972) abaixo de 0,85, é improvavel que elagesgem ser consideradas da
mesma espeécie, enquanto espécies diferentes gatalnp@ssuem valores de
identidade abaixo de 0,35. Quando os valores ddtittdele flutuam entre 0,35 e
0,85, é muito provavel que sejam populacfes formagua espécies do mesmo
género, mas ndo da mesma espécie (Thorpe e Sode-1984).

Para medir a variacdo genética de uma populacas, pgwametros sao
bastante utilizados. O primeiro € a heterozigogdatiservadaHp), que é a
porcentagem de heterozigotos para um determihacies génico. O outro é a
heterozigosidade esperaddlel ou em equilibrio, que € a proporcao de
heterozigotos que deveria haver se a populacazesst em equilibrio de Hardy-
Weinberg (Solé-Cava, 2001).

Geralmente, invertebrados apresentam maiores nieeolimorfismo do
que os vertebrados (Futuyma, 2002; Ward et al.2)199entre os vertebrados
mamiferos, aves e répteis possuem heterozigosidade®lhantes, enquanto
anfibios possuem o0s maiores niveis de heterozigdsiegntre os vertebrados. Os
peixes formam a classe de vertebrados com menerozejosidade (Ward et
al.,1992), embora apresentem em muitos casos wmigase morfologicas, néo

apresentam a correspondente variacao isoenzintAticse, 1975).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Locais de coleta

Um dos locais de coleta constou dos tanques do CEgAtro de Pesquisa
de Aquicultura e Ambiente) do IAP (Figura 1) naatld de Toledo-Parana. A

espécie coletada fél. quelenendémica da Bacia do Rio Parana.

Figura 1 - Tanques de piscicultura do Centro deqiisa de Aquicultura
Ambiental- IAP- Toledo.

As espécie®. brannerie R.vouleziforam coletadas nos tanques da Estacao
Experimental de Estudos Ictiologicos, Usina Ney dara(Salto Segredo),
Companhia de Energia do Parana - COPEL GeracaoyW&nmha, PR (Figura 2):
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Figura 2 - Tanques de piscicultura (a direita) @PEL na Usina Hidrelétrica Salto
Segredo (a direita).

3.2. Caracterizacdo das amostras

As coletas foram realizadas no periodo de dezemdrd007 a marco de
2009. Foram coletados 35 individuos Rleamdia quelerfFigura 3) na estacdo de
piscicultura do IAP em Toledo-CPAA .

A outra coleta foi feita na unidade da Estacdo Ewpental de Estudos
Ictiol6gicos, Usina Ney Braga (Segredo), ManguéainPR (Figura 2). Ali, foram
coletados 35 individuos d&hamdia brannere 31 deRhamdia voulezi

Todas as amostras foram levadas para o LaboratériBiotecnologia da
Universidade Paranaense- UNIPAR- Campus Toledopéises foram trazidos
ainda vivos e sO entéo retirados os tecidos: figathinquias, masculo, coracdo e
armazenados em super- freezer &.-Péra separar as espédiebranneridasR.
voluezj que estavam juntas nos tanques de piscicultoraitifizada a observacéo
da caracteristica morfoldgica das nadadeiras dprgae diferem entre essas duas

espécies.
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Figura 3 -A: Foto de um exemplar dghamdia quelencapturado nos tanques do
Centro de Pesquisa Aquicultura e Ambiente- Toledoprimento padrao: 350mm;
comprimento total: 410mnB: Foto lateral de um exemplar @&hamdia quelen,
capturado nos tanques do Centro de Pesquisa Atjiud Ambiente- Toledo;
comprimento padrdo: 350mm; comprimento total: 410n@n Foto da regiao
ventral de um exemplar dghamdia quelengapturado nos tanques do Centro de
Pesquisa Aquicultura e Ambiente- Toledo; comprimergadrdo: 350mm;
comprimento total: 410mm.

3.3. Analise da variacdo tecidual das enzimas feg@m exemplar deR.quelen
Tecidos do estdbmago, baco, olhos, branquias, muidaeanco, figado,
coracao e rim foram removidos de um individuo, aralise da expressao tecidual
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de cada enzima. A metodologia para essa analiseusegnesmo protocolo descrito

abaixo.

3.4. Eletroforese em gel de amido

Os individuos foram coletados e trazidos ainda s/igm sacos plasticos
com agua e oxigenados ao laboratorio de Bioteciwlatp Universidade
Paranaense-UNIPAR- Toledo onde amostras de mubcaltwo, figado, coracdo e
branquias foram devidamente extraidas, etiquetatagzenadas e congeladas em
Super Freezer a —-7€&C. Para controle das amostras, elas foram eticastad

conforme as espécies.

Os géis de amido foram preparados com amido de)rfmenetros@) 15%,
sobre placa de vidro horizontal, utilizando doistesnas tampao distintos: Tris-
Borato-EDTA (TBE), pH 8,6 (Boyer et al., 1963)jsFCitrato (TC), pH 7,0 (Shaw e
Prasad, 1970). Cada um deles é especifico para ifesendes sistemas
isoenzimaticos e tecidos utilizados (Quadro 1)g€is foram preparados extraindo-
se 15 mililitros de tampé&o, que foram fervidos apamido de milho em frascos tipo
“Erlenmeyer”. Apos a fervura o gel foi despejado placa de vidro horizontal,
previamente aquecida. Quando atingiram a temperambiente, os géis foram
colocados sob refrigeracéo por aproximadament®gbshSomente apds esse tempo
€ que foram utilizados para a corrida eletrofoeetispds o resfriamento, a solucao
fica com consisténcia de gel de 0,6 cm de espessura

As amostras dos tecidos foram maceradas com ba&eidro em
microtubos de propileno (1,5 ml) com tampéao TristH@@2 M, pH 7,5. Devido a
presenca de grande quantidade de gordura no figada,a sua precipitacdo, foi

adicionado tetracloreto de carbono (@C{Pasteur et al., 1988 proporcéo de

1:2 (tecido:CC4). Os microtubos foram centrifugados a 14.00th (26442 xg),

(0] (0] . ;.
com temperatura entre A a 5C durante 30 minutos. O extrato protéico

(sobrenadante) foi aplicado no gel de amido conugeas tiras de papel-filtro (4

mm X 8 mm) Whatman 3Mf embebidas no sobrenadante das amostras. Em

seguida, foi submetido a eletroforese horizontaitioma, sob refrigeracdo, com
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duracdo de 17 horas para as corridas noturnas. rlente elétrica nos geis,
medido atravées de suas extremidades com um multimefoi de
aproximadamente 40V para as noturnas. Apos a eoglietroforética, o gel foi
cortado horizontalmente em duas partes, as queasnfancubadas com solucdes
histoquimicas especificas, necessérias para aagéeldas bandas de atividade
enzimatica de cada sistema, preparadas segunaeq@mte Murphy et al. (1996).

Foram analisados 11 sistemas enzimaticos, permit@dobtencdo de
fenodtipos codificados por varios loci. @i e alelos foram denominados conforme
Murphy et al. (1996). Os dados foram analisados pebgrama Popgene 3.1 (Yeh,
1999).

3.5. Analise dos dados

Para o presente trabalho, foram analisados ontsis enzimaticos em
gel de amido descritos no Quadro 1. A nomenclatiZ® enzimas utilizadas foi

sugerida por Murphy et al. (1996).

Quadro 1 - Enzima, namero de comissédo (E.C.n°Jdaedampéo e estrutura
guartenaria (E.Q.) das enzimas analisadas em gahtdo. (B = branquia; F =
figado; M = muasculo; TBE = Tris-borato-EDTA; TC =ig-citrato; TEM = Tris-
EDTA-maleato; Mo = Monomérica; D = Dimérica; T =tffamérica)

Enzima (abreviacao) E.Cn Tecido Tampdes E. Q.
Alcool desidrogenase (ADH) 1.1.1.1 B/F TBE D
Aspartato aminotransferase (AAT) 2.6.1.1 F TEB D
Enzima Malica (ME) 1.1.1.40 F TC T
Esterase (EST) 3.1.11 B/F TBE Mo
Fosfoglucomutase (PGM) 5.4.2.2 M TC Mo
Glicerol-3-fosfato desidrogenase (G3PDH) 1.1.1.8 M TC D
Glicose desidrogenase (GCDH) 1.1.1.118 F TEB D
Isocitrato desidrogenase (IDH) 1.1.1.42 B/FIM TC D
L-Lactato desidrogenase (LDH) 1.1.1.27 M TC T
Malato desidrogenase (MDH) 1.1.1.37 F TC D
Peroxidase (PER) 1.11.1.6 F TBE T

A variabilidade genética foi estimada pelo caladdoheterozigosidade (He
e Ho) de acordo com Nei (1978). A homogeneidadefrdggiéncias alélicas entre
as populacfes foi verificada por meio de testey2lale contingéncia. Também
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foram calculadas a identidade (I) e a distanciag@jética de Nei (1978), por meio
dos valores de frequéncia alélica.
Os géis foram interpretados de acordo com a esrujuartenaria das

enzimas segundo Ward et al. (1992).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de eletroforese de 11 sistemas das Bpéces analisadas
detectou 19oci em 30 exemplares dehamdia queler80 deR. brannerie 30 deR.
voulezi. Os loci analisados foram: Aspartato amino transferase-{Agat-2),
Alcool Desidrogenase (Adh)Esterase (Est)l Glicose desidrogenase (Gdh),
Glicerol-3-fosfato desidrogenase (G3p-1, &plsocitrato desidrogenagtsh-1,
Idh-2), Lactato desidrogenafedh-1, Ldh-2),Malato desidrogenagdldh-1, Mdh
2, Mdh-3), Enzima Malica (Me-1, Me-2), Peroxidase (Per-1, Per-2),
Fosfoglicomutase (Pgm).

Os géis de GPI, SOD e SORB nédo apresentaram padefipretavel para
serem inseridos na analise dos resultados finaie @studo.

O Quadro 3 apresenta loei polimorficos de cada espécie e 0s respectivos
loci que estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Quadro 3 - Demonstracao dosi polimérficos em cada espécie analisada as
que estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg

R. quelen R. branneri R. voulezi

Loci polimorficos Aat-1, Adh, Est, Gdh, Aat-1, Adh, Est, Gdh, Aat-1, Adh, Est,
G3p-2, Idh-1, Idh-2, G3p-2, Idh-1, Ldh-1, Gdh, G3p-2, Idh-
Ldh-A, Mdh-A, Me-1, Mdh-A, Me-1, Me-2, 1, Ldh-1, Mdh-A,

Me-2, Per-2, Pgm Per-2, Pgm Me-1, Me-2,
Loci polimorficos
em equilibrio de Est, Idh-2, Pgm Aat-1 Aat-1, Idh-1
Hardy-Weinberg
% 68,42% 63,15% 52,63%

O padrdo de bandas déxci variantes esta evidenciado nas Figuras do
apéndice.

A populacéo dé&R. quelerapresenta o maior indice bei polimérficos em
relacdo as outras duas espécies, bem clmeiopolimérficos em equilibrio de
Hardy-Weinberg, como mostra o Quadro 3, e a especibranneriapresentou
somente untocus(Aat-1) em equilibrio.
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Um grande namero de fatores pode levar uma popukagi@o se encontrar
em equilibrio de Hardy-Weinberg para um determinaticus como
endocruzamento e selecao natural (Nei, 1987), deepossibilidade do niumero de
exemplares coletados.

As espécies coletadas nos tanggsfs a progénie dos reprodutores que nao
se acasalaram ao acaso, como numa populacdo nddesth forma, isso pode
explicar o fato das espécies terem poucosem equilibrio de Hardy-Weinberg.

Nos ultimos anos, tem havido muita controvérsiaesabuso de programas
de repovoamento e o0 uso de incubadoras para géstéErursos natural. Segundo
Ryman e Laikre (1991), um ponto preocupante é datde ao impacto genético
sobre a populacédo natural. Aléem desse fato, hdaangossibilidade de perda da
variabilidade genética intrapopulacional, decoeedt deriva genética, caso o
tamanho efetivo da populacéo em cativeiro sejagremu

Neste estudo, observa-se que a variabilidade gané#s trés espécies se
mostra alta, apresentando mais de 60% |dois polimérficos (Quadro 3). Esses
resultados ndo sdo os esperados em espécies rmaideativeiro e revelam que
provavelmente, os individuos provenientes do prograestejam refletindo a
variabilidade das populacfes naturais.

Lidani et al. (2006), entretanto, ao caracterizamaabilidade genética de
exemplares deRhamdia em cativeiro, obtiveram um alto indice deci
polimorficos. Dos 165 caracteres gerados por amgiifio (RAPD), 155 foram
polimorficos (93,9%). Os autores sugerem que elsteildice de polimorfismo
pode ser devido ao manejo reprodutivo dos aninma@sttados, baseado na mistura
de ovacitos coletados de uma fémea com o sémeéarasmachos, o que elevaria
a variabilidade genética.

Neste trabalho, os valores de heterozigosidadedasbte esperados se
mostraram muito acima da média para peixes (Oga)forme mostra Quadro 5.
Levando em consideracdo os mesmos 11 sistemas &iwim analisados no
presente trabalho, o valor dg phra espécies de agua doce seria de 0,051 (Ward et

al.,1992). No entanto, os valores dgfetam: 0, 2246, parR. quelen0,2266 para
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R. brannerie 0,1936 pard&. voulezi Sendo assim, as trés espécies apresentam
valores de Klmaiores que a média para peixes em geral.

Os testes de qui-quadrado de homogeneidade deéfreigs alélicas, que
indicam se as frequéncias alélicas séo diferemties as trés espécies, mostram que
elas diferem apenas em qualwoi (Aat-1, Adh, Id-1 e Mdh-& Me-1), ou seja, as
trés espécies sdo muito semelhantes geneticanG@unero 4).

Estudos deloci enzimaticos tém sido utilizados para verificacd® d
existéncia de espécies de status taxondmico duvidasespécies cripticas entre
morfotipos simpatricos (Thorpe e Solé-Cava, 1994).

Utilizando-se cincdoci de microssatélites, Melo et al. (2006) caracterizo
geneticamente 235 individuos de seis plantéida@gdida regido Sudeste do Brasil.
Os resultados destes autores sugerem ocorréncizerda de heterozigose nos
plantéis analisados.

Zawadzki et al. (2004), estudando exemplaresHdehermannie trés
morfotipos de Hypostomuscoletados no ribeirdo Keller, detectaram tiési
diagnodsticos paradypostomussp. 1 Gdh-A G6pdh-A e G6pdh-B, oito para
Hypostomussp. 2 6Ata-B G3pdh-A G3pdh-B Gpi-B, Ldh-A Ldh-B, sMdh-Be
sMdhp-A e um parddypostomusp. 3 §Mdh-A, permitindo, assim, a confirmacéo
de trés espécies distintas.

Em seu experimento para investigar as consequégeradicas da criacao
de Salmbes do Atlantico em incubadoras, Crozie®gl%nalisou, através de
marcadores isoenzimaticos, cifoai polimorficos ja conhecidos anteriormente nas
populacbes selvagens. Seus resultados foram obthosvarias etapas do
crescimento dos juvenis. Dados iniciais mostraram ipdos os alelos registrados
nos reprodutores estavam presentes na progéni€in@ra meédio de alelos por
l6cus (1,92) ndo diferiu entre as amostras colhidas ddéviduos mantidos na
incubadora, em comparacdo com as amostras em esthdmem (1,95) (Mann-
Whitney U-test, P> 0,9). O autor ainda mostrou gsi&alores de heterozigosidade
nao diferiram entre os individuos da incubadora setvagens.

Outro trabalho com marcadores isoenzimaticos, za#ti por Ferguson

(1994) com o objetivo de avaliar duas espécies assaein programas de
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repovoamento pelo Ministério de Recursos Naturai®dtario (Canada), verificou

gue o manejo utilizado estava preservando a védable genética das duas

espécies mantidas em cativei®glmo truttae Oncohynchus mykissm relacéo a

individuos nativos.

Was e Wenne (2002) avaliaram a diferenciacdo genééSalmo trutta.

Neste estudo foram analisadioslividuos mantidos em incubadoras e individuos

presentes em seu habitat natural, ao sul do maic®apor meio de andlise de

microssatélites. Seus resultados apontam que d di&eheterozigosidade foi

comparavel entre os individuos mantidos em incutzesde os individuos do habitat

natural que deram origem aqueles.

Quadro 4 - Frequéncias alélicas plmcusem amostras de trés espécieRtlamdia
provenientes de tanques de piscicultura. n = nGmeradividuos amostradog’ =
qui-quadrado de homogeneidade das frequénciasadpglnimeros em negrito
indicam odoci em equilibrio de Hardy-Weinberg

R. branneri

R. voulezi

Locus Alelo n R.quellen n N Y
Aat-1 a 34 0,4265 34 0,5588 27 0,2778 9,70*
b 0,5735 0,4412 0,7222
Aat-2 a 34 1,0000 34 1,0000 27 1,0000 0,00 ns
Adh a 34 0,9706 34 0,9118 27 0,7778 12,20*
b 0,0294 0,0882 0,2222
Est a 27 0,4259 26 0,5385 19 0,4474 5,64 ns
b 0,5741 0,4231 0,5526
c 0,0385
Gdh a 26 0,8077 26 0,7308 19 0,7368 1,00 ns
b 0,1923 0,2692 0,2632
G3p-1 a 38 1,0000 38 1,0000 32 1,0000 0,00 ns
G3p-2 a 19 0,7105 23 0,6522 23 0,7609 3,33 ns
b 0,1053 0,1304 0,1522
c 0,1842 0,2174 0,0870
ldh-1 a 32 0,3750 29 0,2414 25 0,2000 12,68 ns
b 0,5312 0,5862 0,6400
c 0,0781 0,0690 0,1400
d 0,0156 0,0517
e 0,0517 0,0200
Idh-2 a 31 0,9677 29 1,0000 24 1,0000 3,46 ns
b 0,0323
Ldh-A a 36 0,7639 35 0,6857 31 0,7903 2,10 ns
b 0,2361 0,3143 0,2097
Ldh-B a 37 1,0000 35 1,0000 31 1,0000 0,00 ns
Mdh-A a 34 0,6912 30 0,8333 25 0,8800 7,05*
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Quadro 4, cont.

b 0,3088 0,1667 0,1200

Mdh-B a 37 1,0000 35 1,0000 31 1,0000 0,00 ns

Mdh-C a 37 1,0000 35 1,0000 31 1,0000 0,00 ns

Me-1 a 36 0,6944 28 0,8571 24 0,9583 14,32***
b 0,3056 0,1429 0,0417

Me-2 a 33 00,5152 25 0,5800 21 0,6905 7,10 ns
b 0,4545 0,3400 0,3095
¢ 0,0303 0,0800

Per-1 a 34 1,0000 34 1,0000 27 1,0000 0,00 ns

Per-2 a 34 1,0000 34 0,9706 27 1,0000 3,62 ns
b 0,0294

Pgm a 35 0,9857 1,0000 27 1,0000 1,75ns
b 0,0143

Teste qui-quadradb= P<0,05,** = P<0,001; ns = nado significante.

Os indices de fixacdo para cada espécie mostrarméatia, um excesso de
homozigotos e um excesso de heterozigotos obseapaas nowci Idh-2e Me-2

deR. quelere R. branneri(Quadro 6).

Quadro 5 - Resultados obtidos:, H= heterozigosidade observada;. H
heterozigosidade esperada; DP = desvio padraqrBporcao déoci polimorficos;

Na = numero medio de alelos docus F = indice de fixacdo meédio para todos os
loci

R.quelen R.branneri R. voulezi

Ho 0,0879 0,0908 0,1003
DP 0,1481 0,1633 0,1807
He 0,2246 0,2266 0,1936
DP 0,2342 0,2388 0,2116
P 63,16% 57,89% 52,63%
Na 1,8421 1,8947 1,6842

F 0,6086 0,5993 0,4819

O indice ks de Sewall Wright mostra que na média das tréscespéa um
excesso (49,6%) de homozigotos em relacdo ao esppedo equilibrio de Hardy-
Weinberg (Quadro 6). Esses resultados se opOens@eraglo, pois demonstram
uma alta variabilidade genética nas trés esp&ueém, um excesso de individuos
homozigotos. Endogamia pode ser sugerida comoocaxdlo para este evento, caso

0s progenitores estejam sendo mantidos ha muitpderas tanques de piscicultura
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e juvenis fortes, descendentes destes, serem @wdois para fazerem parte do

plantel de matrizes.

Uma importante consideracdo deve ser feita natesdas matrizes que séo
utilizados em programas de repovoamento ou reing@a de espécies nativas
(Cross, 2000). Ha o perigo de utilizar propriosividlios descendentes do tanque
de matrizes. Mesmo uma geracdo de desova podercaosa mudanca na
composicdo genética em nivel de variabilidade geméA fim de evitar esse erro €
importante recolher reprodutores aleatoriamenten@mero suficiente para evitar
efeitos de endogamia (pelo menos 50 individuos a@#a csexo), todos esses

individuos devem participar de desova e pré-acamsalto.

Segundo Cross (2000) em tanques de pisciculturg chbjetivo é a
reintroducdo de espécies nativas, 0 uso da gend¢ica ser o de maximizar a
eficacia do programa de repovoamento e minimizaisguer efeitos negativos
genéticos para as populacfes nativas.

A criacdo de peixes nativos em cativeiro com faedie de repovoamento
deve conter medidas na escolha dos fundadoresp{ii, 1995). Segundo o autor,
estes devem conter o maximo de diversidade gergimaa finalidade de manter a
variabilidade genética durante o periodo de rem@olem cativeiro. Isso reduz
fendbmenos de deriva genética, endogamia e selagatumtaria de gendtipos ndo

adaptaveis ao habitat natural.

Allendorf e Phelps (1980) detectaram reduc&do sSaati’a da variacao
genética enlocus isoenzimaticos ensalmo clarkimantidos em estoque por 14
anos. Os autores mostraram uma reducéo de 57%parpéo ddoci polimoérficos
em relacdo a populacdo selvagem e uma reducdo #e rikls valores de
heterozigosidade. Esta perda de variacdo foi ati@a um namero limitado de
fundadores da unidade de incubacéo e efeitos deaadgrnética na manutencao do
estoque de incubacdo. Os valores de variabilidadesentados neste trabalho e os
valores de heterozigosidade, no entanto, mostram agi trés populacbes de
Rhamdiaainda néo evidenciaram os prejuizos decorrentesamh@jo.

Espécies cultivadas dealiotis midae (Africa do sul) eHaliotis rubra
(Austrdlia) foram investigadas através de marcadaorerossatélites por Evans et
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al. (2004). Todas as populacdes analisadas apaeseniperda na variabilidade
genética, porém ndo houve perda de heterozigosatsbeiadas.
Trés populacdes do linguado japonRaralichythys olivaceudptalizando

150 individuos, foram analisados por Liu et al.0@0por meio de IRSS (Inter-
Repeat Sequéncia Simples). Nas trés populacdedadsis; 33,92%, 28,15% e
27,45% doslocus foram polimérficos entre todos os gendétipos testaBados
inferiores aos encontrados para as trés popula@®&hamdiaforam obtidas por
agueles autores. A heterozigosidade média dapdom@dacdes também se mostrou

alta em relacao ao esperado.

Ayllon et al. (2006), utlizando microssatélites enarcadores
isoenzimaticos, estudaram a estrutura e dinamica&uda Salmo truttaque foi
fortemente afetada pela construcdo de uma barragéeogindo a area para desova.
Além disso, programas de repovoamento falharampepalacdo parece mantida
por individuos adultos anadromos, de populacbedals rios vizinhos. Seus
resultados ndo apresentaram diferencas signifasatias frequéncias alélicas entre
os individuos residentes e os migratorios. O vd®iheterozigosidade esperada e
observada foi baixa nos individuos do rio Navia pdsa) que sofreu a
fragmentacéao.

Os autores encontraram uma alta variabilidade gengbs cincdocusde
microssatélites em todos os individuos analisadds. falha do programa de
repovoamento, as diferencas genéticas tém sido idaantpelos individuos
migratorios dos rios vizinhos.

Os valores de identidade genéticas)(Hndicam que elas sdo muito
semelhantes geneticamente (Quadro 6) sugerindo uwio aa hipdtese
(Silfvergrip,1996) de que as trés sdo da mesmacesfealores de identidade
geneética entre espécies devem ser menores queal®,86ordo com o critério de
Thorpe e Solé-Cava, 1994).

A estatistica f (Quadro 6), neste trabalho, mostra que se, ag$@Escies
se fundissem numa Unica populagéo, haveria um sxaceEshomozigotos (52,5%) e

Fstmostra que as trés ndo diferem muito entre si rdhiant®ds 190ci detectados.
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Quadro 6 - Estatistica F de Sewall Wright para dadas de amostras de trés
espécies d&hamdia, R. quelen, R. brannerR. voulezide tanques de piscicultura.
N = niimero de individuos analisadogs=Hndice de Fixacdo Media;E indice de
Fixacdo caso a populacédo se fundas=Hndice de identidade genética < 0,85

Locus N s Fr Fst
AAT-1 95 0,1315*** 0,1785*** 0,0541**
ADH-1 45 1,0000*** 1,0000*** 0,0648 ns
EST-1 72 0,3535*** 0,3625*** 0,0140***
GDH 71 1,0000*** 1,0000*** 0,0067 ns
G3P-2 65 0,4512*** 0,457 7*** 0,0119 ns
IDH-1 86 0,0987*** 0,1136*** 0,0165 ns
IDH-2 84 -0,0333 ns -0,0109 ns 0,0217 ns
LDH-A 102 0,7888*** 0,7910*** 0,0104 ns
MDH-A 89 0,9679*** 0,9692*** 0,0405*
ME-1 88 1,0000*** 1,0000*** 0,0865**
ME-2 79 0,6667*** 0,6734*** 0,0201 ns
PER-2 95 1,0000*** 1,0000*** 0,0198 ns
PGM-1 96 -0,0145 ns -0,0048 ns 0,0096 ns
Média 90,5 0,5604*** 0,5728*** 0,0283 ns

Teste qui-quadrado ns = ndo significante; * = Ps*0= P<0,01 *** = P<0,001.

Frankham (2008) discute os problemas referentes@aae espécies criadas
em cativeiro para serem devolvidas ao seu hab#tairal, a fim de evitar sua
extingdo. O autor revé evidéncias empiricas soligsa genética das mudancas que
possibilitam adaptacdo em cativeiro e meios paranmuar efeitos deletérios dessa
adaptacao, sendo um deles a diminuicdo do numegerdedes obtidas em tanques
de piscicultura.

O Quadro 7 demonstra os valores de identidaddgé@ndia genética entre as
trés espécies dehamdia.

Quadro 7 - Identidade genética (acima da diag@ndiytancia genética (abaixo da
diagonal) de Nei (1978) entre amostras de tréscesspdeRhamdiade tanques de
piscicultura

Espécie R. quelen R. branneri R.voulezi
R.quelen e 0,9940 0,9875
R.branneri 0,0060 kkk 0,9918
R. voulezi 0,0126 0,0083 ek
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O dendrograma (Figura 4), construido pelo métod&MR (Unweighted
Pair-Group Method with Arithmetic Mean), mostra driequelere R. brannerisdo

geneticamente mais parecidas entre si do queRtoraulez).

R R. quelen
R — 1

-2 R — R. branneri
1
+ R.voulezi

Figura 4 - Dendrograma baseado nos valores dendiatgenética de Nei (1972)
Método UPGMA

Embora a amostragem dos individuos analisados ejaossficiente para
conclusdes inequivocas, os dados sugerem que, mémwendo uma alta
variabilidade genética nas trés espécies analisadescesso de homozigotos seja
fruto do sistema de manejo das matrizes mantidagamgues de pisciculturas, que
incluem a escolha dos machos e fémeas para fe@mdagmpo que essas matrizes
sdo mantidas nos tanques e se ha reposicdo dezematutilizando seus
descendentes.

Kawaguici e Kageyama (2001), estudando a diversidgghética de trés
grupos de individuos de€allophyllum brasiliensespor meio de marcadores
isoenzimaticos, encontraram excesso de individummohigotos, embora com
variabilidade genética alta. Os autores sugerenaggedecdo de homozigotos se dé
pela adaptacdo ao meio em que estas plantas ast&ialas, ou seja, saturado de
agua.

Pode-se sugerir uma hipotese de selecédo contreohig@os, embora o
contrario seja mais vantajoso (selecdo a favoreaterbzigoto), uma vez que este
possui dois alelos diferentes, aumentando a pldatie genética da espécie. Neste
estudo parece que individuos homozigotos sdo axcigehdos. Os peixes de
incubadoras e tanques estao restritos a ambieméesap o natural e a selecédo pode
estar favorecendo alelos e combinacdes mais fa@isram esse ambiente.
Entretanto, em habitat natural, essas combinagisenp ndo ser tdo desejaveis para

a espécie.
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Outra variavel a ser considerada € a taxa de nuated apos fecundacgao e
permanéncia na incubadora. Em um estudo de indargéicial da ovulacao feita
comRhamdia queleno leito do Rio Uberabinha, os autores relatamrgieehouve
como observar a ocorréncia de mortalidade durargeocesso sO considerando o
total de alevinos obtidos (Guilherme et al, 200Keste trabalho, podemos sugerir
que a taxa de mortalidade poderia estar influedoara selecdo de homozigotos,
explicando os valores obtidos. Sabe-se que os adgapos fecundacdo, séo
transferidos para a incubadora em ambiente codtva@an&o ha como estimar com
precisdo quantos individuos foram fecundados etqaalesses sobreviveram.

Podemos considerar que, se esses individuos homozigestdo se
reproduzindo no habitat natural, eles podem estamtendo uma maior
variabilidade genética nos rios e reservatériosémondo dispomos de técnicas
para averiguar a taxa de sobrevivéncia destesithois apdés a soltura sendo,
portanto, impossivel avaliar as consequénciasdieittuos homozigotos no habitat
natural.

Os dados obtidos neste trabalho revelam que é ieper que estes
programas de repovoamento tenham métodos gen@idrasavaliar as progénies
que estdo sendo devolvidas nos reservatorios, adirmaximizar a variabilidade
genética destas por longos periodos e ainda farngdesidios para corrigir

possiveis falhas nos programas.
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5. CONCLUSOES

Os dados obtidos por meio de marcadores isoenzimsatevelam que as
trés espécies dehamdiado rio Parana e rio Iguacu, que sdo mantidas ¢xeca
para programa de repovoamento, apresentam altabitmiade genética, com
valores de heterozigosidade esperada acima doaespeara peixes de agua doce.

Porém, os valores dgsFobtidos mostram um excesso de homozigotos nas
trés populacdes analisadas.

Conclui-se que, no momento, o0 programa de repovomeando essas

espécies ainda mantém uma boa variabilidade ganétic
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AAT
- - - Aat-2(a)
— — — Aat-1(b)

+

- - — — Aat-1(a)
Q B V

Figura 1A - Zimograma da enzima AAT em gel de antds trés espécies de
Rhamdia.Q=R.quelenB=R. branneri;V= R. voulezi.

ADH
+
- — — — Adh (b)
- - - Adh (a)
Q B V

Figura 2A - Zimograma da enzima ADH em gel de anddse trés espécies de
RhamdiaQ= R.quelenB=R. branneri;V=R. voulezi.
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EST
— Est (c)
— - - Est (b)
- Est (a)
+
Q B V

Figura 3A - Zimograma da enzima EST em gel de amaiotrés espécies de
Rhamdia. Q= R.quelenB=R. branneri;V=R. voulezi.

GDH
- - = Gdh(b)
= Gdh(a)
.
_ Q B v

Figura 4A - Zimograma da enzima GDH em gel de ard@®trés espécies de
Rhamdia. Q= R.quelenB= R. branneri;V= R. voulezi.
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LDH
- == - Ldh- B
- - - Ldh-A (b)
- - Ldh-A (a)
+
Q B v

Figura 5A - Zimograma da enzima LDH em gel de andids trés espécies de
Rhamdia. Q= R.quelenB= R. branneri;V=R. voulezi.

MDH
— — — Mdh- C
— — — Mdh-A (B)
— — Mdh-A (a)
+
Q B vV

Figura 6A - Zimograma da enzima LDH em gel de andids trés espécies de
Rhamdia. Q= R.quelenB=R. branneri;V=R. voulezi.
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ME
— Me-2(c)
— — — Me-2 (b)
- Me-2 (a)
— Me-7 (b)
+ — — — Me-7 (a)
Q B v

Figura 7A - Zimograma da enzima LDH em gel de amids trés espécies de
Rhamdia. Q= R.quelenB= R. branneri;V= R. voulezi.

PER
— — — FPer-2 (a)
= Per-1(b)
+
Q B V

Figura 8A - Zimograma da enzima PER em gel de amiédotrés espécies Bdamdia.
Q= R.quelenB=R. branneri;V=R. voulezi.
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PGM
- Fgm ()
- - Pgm (a)
+
Q B v

Figura 9A - Zimograma da enzima PGM em gel de ardaotrés espécies de
Rhamdia. Q= R.quelenB= R. branneri;V= R. voulezi.

IDH

— — Idh-2 ()
— Idh-2 (a)

— — idh-1 (c)
— — — Idh-1 (b)
— — idh-1(a)

4

- Q B %

Figura 10A - Zimograma da enzima IDH em gel de anadids trés espécies de
Rhamdia. Q= R.quelenB=R. branneri;V=R. voulezi.
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G3PDH
— G3p-2 (c)
— — G3p-2 (b)
- — G3p-2 (a)
— — G3p-7 (a)
+
B Q B vV

Figura 11A - Zimograma da enzima G3PDH em gel delamias trés espécies de
Rhamdia. Q= R.quelenB= R. branneri;V=R. voulezi.
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