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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo analisar a variabilidade e estrutura genética,
atraves do uso de marcadores moleculares microssatélites, de duas populacées
cativas de Rhamdia quelen oriundas de rios da regido Sul do Brasil. Ambas as
populagbes pertencem a estoques de reprodutores do Campo Experimental de
Piscicultura de Camburii — CEPC. O DNA dos individuos foi obtido a partir de
tecidos de nadadeiras com auxilio de um kit de extracdo comercial. Para a
amplificacdo via PCR foram utilizados os seguintes primers marcados com
fluoréforos: Pcor1 (FAM), Pcor2 (TET), Pc17 (HEX), Pc97 (TET) e Rh1 (FAM).
Depois de amplificadas, as amostras de DNA foram submetidas a eletroforese
capilar e genotipadas. Os cinco /oci de microssatélites analisados apresentaram-se
altamente polimérficos e informativos, com uma média de 9,8 alelos/locus. As
populagbes ndo se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE),
apresentando desvios significativos (p<0,01) na maioria dos locus analisados. O
coeficiente de endogamia (Fis) apresentou valores negativos, evidenciando que nio
houve cruzamentos consanguineos. O teste de diferenciagdo alélica e genotipica
entre as duas populagbes foi estatisticamente significativo, e o valor de divergéncia
genetica total (Fst) foi de 0,01939, indicando baixo nivel de estruturagdo genética
nas populagbes. A analise de variancia molecular (AMOVA) demonstrou que a maior
variabilidade genética se encontra dentro das populagées (98,06%). Os marcadores
microssatélites utilizados foram eficientes para a analise da estrutura e variabilidade
genética das populagdes cativas de Rhamdia quelen. O manejo reprodutivo adotado
nos cultivos do CEPC mostrou-se adequado, uma vez que garantiu a manutengdo

da variabilidade genética das populagdes. Isto reforca a possibilidade destas
fazerem parte de uma populagdo base de programas de melhoramento.

Palavras-chave: Jundid, piscicultura, melhoramento genético, marcador molecular, estrutura genética.




ABSTRACT

The present study aimed to analyze the genetic variability and structure, of two
farmed populations of Rhamdia quelen originating from rivers in southern Brazil
through the use of microsatellite markers. Both populations belong to the breeding
stocks of the experimental fish farming station of Camburii — CEPC. The DNA of
individuals was obtained from fin tissue using a commercial extraction kit. For PCR
amplification the following primers labeled with fluorophores were used: Pcor1 (FAM),
Pcor2 (TET), PC17 (HEX), PC97 (TET) and Rh1 (FAM). After amplification, DNA
samples were subjected to capillary electrophoresis and genotyped. The five
microsatellite loci analyzed were highly polymorphic and informative, with an average
of 9,8 alleles/locus. The two opulations are not in Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE), showing significant deviations (p<0.01) in most loci analyzed. The inbreeding
coefficient (FIS) was negative, indicating that there was no inbreeding. The test of
allelic and genotypic differentiation between the two populations was statistically
significant, and the value of the total genetic divergence (FST) was 0.01939,
indicating a low level of genetic structure in populations. The analysis of molecular
variance (AMOVA) showed that most genetic variation was found within populations
(98.06%). Microsatellite markers used were efficient for analysis of the structure and
genetic variability of farmed populations of Rhamdia quelen. The reproductive
management adopted in the farming system of CEPC was adequate, since it ensured
the maintenance of genetic variability. This reinforces the possibility of these
populations being part of a population-based of breeding programs.

Key-words: Silver catfish, pisciculture, breeding, molecular marker, genetic structure.
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1 INTRODUCAO

A piscicultura brasileira, desde seu inicio, teve como foco a producdo de
espécies exodticas como a tilapia (Oreochromis niloticus) e a carpa comum (Cyprinus
carpio) (ANDRADE & YASUI, 2003: OSTRENSKY et al., 2007). Isto se deve ao
amplo conhecimento acerca da biologia e manejo produtivo destas espécies, bem
como a introdugéo de linhagens melhoradas geneticamente. Recentemente, nota-se
o interesse em introduzir espécies nativas neste sistema de producdo, pois estas
s&o adaptadas ao clima e tendem a ser bem aceitas no mercado consumidor,
apresentando elevado potencial para cultivo. Pacotes tecnolégicos tém sido
desenvolvidos para estas espécies, mas o manejo de suas populagées reprodutivas
ainda é feito de forma precaria (GODINHO, 2007), devido principaimente a falta de
controle dos cruzamentos nos centros de alevinagem, a auséncia de programas de
sele¢do genética e & caréncia de informagées sobre a diversidade genetica das
populagdes.

A identificacdo e a caracterizagdo genética de uma espécie sao
fundamentais para a efetivagao de programas de melhoramento de individuos em
cativeiro (HILSDORF & KRIEGER, 1998). Estes programas s3o baseados no
conhecimento da variabilidade genética dos organismos, a qual propicia a escolha
de reprodutores com maiores taxas de crescimento (RESENDE et al., 2008) e
caracteristicas fisiologicas desejaveis. Os exemplares selecionados s3o submetidos
a sucessivos cruzamentos e se\rlegéo artificial a fim de obter melhora no desempenho
das novas geragdes e consequentemente do cultivo. Assim, identificar a distribuicao
da variagdo genética entre e dentro de populagbes de uma espécie, candidatas a
programas de melhoramento, é de suma importancia para delimitar as estratégias
ideais para sua conservacgao e manejo.

Manejos reprodutivosv com planejamento zootécnico precario, como
cruzamentos aleatérios sem controle de pedigree, podem resultar em alteracées na
diversidade genética (KOCHER et al., 1998). Deste modo, o cruzamento entre
individuos estritamente aparentados (endogamia), a selecdo de pequeno nimero
efetivo de reprodutores e sua diminuicdo ao longo das geragbes, a proporcao

desigual de machos e fémeas durante a reprodugéo e a aplicacdo intensa de




sele¢do individual constituem os principais redutores da variabilidade genética dos
exemplares cultivados (FALCONER, 1996; SEKINO et al., 2004).
O estudo da variabilidade genética de populagdes se tornou possivel através

do desenvolvimento de diversos marcadores moleculares, principalmente daqueles

Ay

baseados no polimorfismo de DNA, que permitem o acesso a variabilidade de

qualquer organismo (BENITES, 2008). Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), um
marcador molecular € qualquer fenétipo molecular oriundo de um gene expresso
(isoenzimas, proteinas, RNAm) ou de um segmento especifico de DNA (regides
expressas ou ndo do genoma). Sdo caracteristicas polimoérficas herdaveis que
refletem diferencas na sequéncia de DNA, tanto diretamente, em nivel de
nucleotideos, quanto indiretamente, em nivel de expresséo génica.

Com os avangos tecnoldgicos observados nas Ultimas décadas, os
marcadores moleculares tém se transformado em ferramentas importantes no
estudo da genética de populagdes de peixes selvagens ou de cativeiro. Sao
utilizados com o intuito de identificar espécies e hibridos, estabelecer a filogenia da
espécie e da populagdo, determinar a estrutura populacional de uma espécie,
identificar linhagens, estimar a variagdo genética em populages selvagens e
cultivadas, inferir o impacto genético da introdugdo de peixes cultivados em
populagbes naturais, determinar estratégias de cruzamento para fins de criagéo e
repovoamento, entre outros. (HILSDORF & KRIEGER, 1998).

Dentre os marcadores moleculares conhecidos, os microssatélites tém sido
considerados adequados para estudos de variabilidade genética aplicados a pesca e
a piscicultura (BENITES, 2008). Os marcadores microssatélites ou SSR (Simple
Sequence Repeat) sdo sequéncias de 1 a 6 pares de bases (pb) de comprimento
repetidas em tandem, encontradas nos genomas dos eucariotos (LITT & LUTY,
1989; WEBER & MAY, 1989). Os microssatélites apresentam diversas vantagens em
relagédo aos demais marcadores moleculares, como: abundancia e grande disperséo
no genoma da maioria das espécies; alto grau de polimorfismo; co-dominancia de
alelos, o que permite a discriminagéo entre homozigotos e heterozigotos; fragmentos
curtos; poder de transferibilidade (amplificagdo cruzada), uma vez que os loci
tendem a ser conservados em espécies evolutivamente semelhantes; andlise via
- PCR (Polimerase Chain Reaction), a qual necessita de pequenas quantidades de

DNA; entre outras. Essas caracteristicas, em conjunto com o multialelismo dos
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l microssatélites, fazem destes os marcadores moleculares com maior contetido de
ﬁ informagdo de polimorfismo (O'REILLY & WRIGHT, 1995: FERREIRA &
5 GRATTAPAGLIA, 1998).

; Em uma abordagem voltada a piscicultura, os microssatélites possibilitam a
| avaliagéo de estoques cultivados, direcionando medidas de manejo apropriadas
para a manutengdo da variagdo genética e dos niveis de heterozigosidade
(FERGUSON et al., 1995), e auxiliando na selecdo de reprodutores em criaces
comerciais (O'REILLY & WRIGHT, 1995: DE LEON ef al., 1998).

O jundia (Rhamdia quelen) € um bagre de agua doce pertencente a familia
Pimelodidae. Sua distribuicgo é neotropical, com ocorréncia desde a regido Central
da Argentina até o Sul do México (SILFVERGRIP, 1996). A espécie habita locais
calmos e profundos dos rios, apresenta habitos noturnos, alimentacdo omnivora e
pode atingir 50 cm de comprimento e 3 kg de peso (GOMES et al., 2000). Nativo da
regido Sul do Brasil, possui resisténcia a temperaturas mais baixas, e em conjunto
com seu rapido crescimento, boa aceitagdo a ragbGes comerciais, facil inducado a
reproducéo, alto rendimento de carcaca e carne saborosa e com poucos espinhos
(CARNEIRO et al., 2002: BALDISSEROTTO & NETO, 2004) vem se mostrando uma
das espécies mais promissoras para a piscicultura.

O melhoramento genético pode ser uma ferramenta muito importante para
acelerar a taxa de crescimento e tornar 0 cultivo do R. quelen mais atrativo
comercialmente. Deste modo, conhecer a diversidade genética das populagdes de
Jundia que poderao ser utilizadas em programas de melhoramento é essencial para
dimensionar a variabilidade genetica inicial, e entdo estabelecer os futuros
Cruzamentos, o que permite aumentar a eficacia da sele¢do e os ganhos ao longo
das geracbes. A fim de auxiliar em um melhoramento genético voltado para o
desenvolvimento eficaz do cultivo do jundia na regiso Sul do Brasil, o objetivo do
trabalho é avaliar a variabilidade genética de populagbes cativas de Rhamdia
quelen, através do uso de marcadores microssatélites. Tendo em vista a eficacia dos
microssatélites em analises de genética populacional direcionadas para a
piscicultura, o presente estudo baseia-se na hipétese de que se a variabilidade
genética das populacées cativas de R. quelen for alta, entéo estas populacdes serdo

uma boa base para programas de melhoramento genético espera-se encontrar




individuos com base genética suficientemente diversa para fazer parte das

populagbes base em programas de melhoramento.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram analisadas duas populagbes cativas (GASPAR e CACADOR) da
regidqo Sul do Brasil, pertencentes ao Campo Experimental de Piscicultura de
Camboritt — CEPC. Os trabalhos de reproducédo e disseminagdo de alevinos de
ambas as populagdes foram iniciados no ano 2006, transcorrendo aproximadamente
seis geracdes em condigbes de cativeiro até o momento do trabalho. As
reproduges foram feitas ao acaso, dependendo do estadio de maturacdo das
gbnadas das fémeas. Os individuos que deram origem as geragles subsequentes
néo foram selecionados para obter carateristica zootécnica definida.

De cada populacdo foram retiradas aleatoriamente, dos estoques
reprodutivos, amostras de tecidos de nadadeira. Os tecidos foram armazenados em
microtubos estéreis, fixados em etanol, levados até o Laboratério de Genética do
Centro de Estudos do Mar (GECEMar), da Universidade Federal do Parana — UFPR,
€ armazenados em freezer a -20°C.

As amostras das populagdes foram fornecidas pela Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extenséo Rural de Santa Catarina — EPAGR.

2.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

2.2.1 Extracao e amplificagdo do DNA

O DNA foi extraido das amostras de tecidos de nadadeiras conforme
protocolo fornecido pelo kit de extracado de DNA gendmico NORGEN (Biotek Corp.).
A integridade do DNA extraido foi visualizada através de eletroforese em gel de

agarose (1%) corado em Brometo de Etidio e, em seguida, a sua concentracao foi




determinada no espectrofotdmetro Biophotometer plus (Eppendorf), com base na
razao 260/280nm.

Para as reagbes de PCR foram utilizados cinco primers de microssatélites:
Pcort, Pcor2 (REVALDAVES et al, 2005), PC17, PC97 (MOESER &
BERMINGHAM, 2005), e RH1 (F: 5-TTACTCGGGATACGATGC-3' e R: 5-
TTGTCAGAGTCCAAAGG-3’), marcados com os fluoréforos FAM, TET, HEX, TET e
FAM, respectivamente, e amplificados no termociclador ESCO modelo Swift Max

Pro. Com exceg¢édo do RH1, Unico locus de microssatélite desenvolvido e testado

para a espécie Rhamdia quelen até o momento do presente trabalho, os demais

locus de microssatélites foram prospectados para a espécie Pseudoplatystoma
corruscans (pintado), deste modo realizou-se amplificagéo cruzada. O programa de
amplificagdo padronizado consistiu nas seguintes etapas: um ciclo de desnaturacdo
a 94°C por 2 minutos, 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto & temperatura de
anelamento especifica para cada primer de microssatélite, 1 minuto a 72°C e um
tltimo ciclo de extens&o a 72°C por 7 minutos. Cada reagdo continha 1,25U de Taq
polimerase, 0,1mM de dNTPs, 1X tampao de PCR, 0,6uM de cada primer (Foward e
Reverse), 1,5mM de MgCl, 1uL de DNA e agua Milli-Q autoclavada, para um volume
total de 10uL.

Com o intuito de conferir se as amostras para cada locus foram amplificadas
realizou-se eletroforese em gel de agarose (1%) corado em Brometo de Etidio, e
com auxilio de um transiluminador MacroVue UV 20® (Hoefer Pharmacia Biotech
Inc., San Francisco), os géis foram fotodocumentados e analisados para presenca
ou auséncia de bandas. O material amplificado foi submetido & eletroforese capilar
em um laboratorio terceirizado (DNA Consult — S&o Carlos, Sd0 Paulo) para a

realizagdo das genotipagens. -

2.3 PROCESSAMENTO DOS DADOS

Os eletroferogramas resultantes das genotipagens foram analisados por
meio do software Fragment Profiler v. 1.2 (MegaBACE Genetic Profiler: Amersham

Biosciences Inc.).




As analises intrapopulacionais, como nimero de alelos observados (Na), as

frequéncias alélicas, a heterozigosidade obseNada (Ho) e esperada (Hg), o

coeficiente de endogamia da populagédo (Fis), foram calculados com o auxilio do
programa Genepop web v. 3.1 (RAYMOND & ROUSSET, 1995), bem como o teste
de equilibrio de Hardy-Weinberg. As variagdes genéticas entre e dentro das
populagdes (analise interpopulacional) e as distancias genéticas (Fsy) foram
identificadas através de uma andlise de variancia molecular (AMOVA) com o
software Alerquin v. 3.1. (EXCOFFIER et al., 2005).

O numero efetivo de alelos por locus foi estimado a partir da expressao:
Ae=1/(1-He), sendo He o valor da heterozigosidade esperada para o locus analisado.
O contetdo de informagao polimérfica (PIC) foi calculado de acordo com Botstein et
al (1980).

Tabela 1. Repeticdo motivo, sequéncias dos primers, temperatura de anelamento e nimero de
acesso no GenBank, dos cinco Joci de microssatélites utilizados.

Locus Repeticao Sequéncia dos Primers (5'-3") Ta (°C) N°de acesso (GenBank)

Pcor1 (TC)GC(TC)s  F: AAACCCGAGGATAACCAGTC 55,5 AY737063
R: AGCGTGCTACTAACACAAAC

(AG)4g F: GATATGCAAATAAGAAGGTC AY737064
R: TCTTCTGGCTTTTCCTCCTCT

(CA)21 F: ACGACGTTGTAAAACGACGC AY833371
CTGCCAGGTAAATCTGAA
R:AGGTATGCGGAACACTGACC

F: CACGACGTTGTAAAACGACG AY833377
TTGGTTTGAGGTCGGTTTG
R: GAACAGTGAGAGCGGAGAC

F: TTACTCGGGATACGATGC
R: TTGTCAGAGTGCCAAAGG

*Microssatélite ndo publicado no GenBank.
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3 RESULTADOS

3.1 ANALISE INTRAPOPULACIONAL

Os cinco loci de microssatélites analisados apresentaram elevado grau de
polimorfismo. Foi obtido um total de 98 alelos, sendo 18 alelos no locus Pcor1, 25 no
Pcor2, 12 no PC17, 25 no PC97 e 18 no RH1. Considerando as duas populagdes
analisadas (GASPAR e CAQAbOR), 0 ndmero médio de alelos por locus foi de 9,8 e
a média de alelos efetivos foi 5,31£0,9 (Tabela 2). Dentre o total de alelos

genotipados, foram encontrados 12 alelos exclusivos para a populagdo GASPAR e 7
para a CACADOR (Tabela 3). O tamanho dos alelos e suas distribuicées de
frequéncia, para os cinco foci em ambas as populagdes, estdo representados nas
Figuras 1, 2, 3, 4, 5. ‘A

Locus Pcor1

0.5 -
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Q
<§ 0,3
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L ﬂﬂmﬁ_ﬂﬂwu

81 83 85 87 89 91 95 144 162 186 248
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Figura 1. Histograma das frequéncias dos alelos e seus respectivos tamanhos (pb), para o flocus
Pcor1 nas populagées de Rhamdia quelen, GASPAR E CACADOR.
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Figura 2. Histograma das frequéncias dos alelos e seus respectivos tamanhos (pb), para o locus
Pcor2 nas populagdes de Rhamdia quelen, GASPAR E CACADOR.
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Figura 3. Histograma das frequéncias dos alelos e seus respectivos tamanhos (pb), para o Jocus
PC17 nas popula¢ées de Rhamdia quelen, GASPAR E CACADOR.
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Figura 5. Histograma das frequéncias dos alelos e seus respectivos tamanhos (pb), para o locus RH1
nas populagbes de Rhamdia quelen, GASPAR E CACADOR.

A heterozigosidade esperada (He) variou de 0,612 (locus PC17) a 0,898
(PCO7) na populacido GASPAR e de 0,690 (PC17) a 0,830 (Pcor2) na populagao
CACADOR. Os valores de heterozigosidade observada (Ho) variaram de 0,625
(PC97 - populacdo CACADOR) a 0,977 (RH1 - GASPAR). As populagbes nzo se




encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), apresentando desvios

significativos (p<0,01) na maiovria dos loci analisados. Os valores do coeficiente de

endogamia (Fis) foram estatisticamente significativos para cada populagdo
considerando todos os loci e para todos os loci e todas as populagdes (p<0,01)
(Tabela 2).

Os valores médios do conteudo de informagao polimérfica (PIC) foram 0,776
para a populacdo GASPAR e 0,734 para a CACADOR, demonstrando elevado poder
informativo dos cinco loci de microssatélites analisados (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de individuos genotipados (N), nimero de alelos totais e efetivos por locus por
populagao (A e A.), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (Hg), probabilidade
da populag&o se encontrar em equilibro de Hardy-Weiberg (P), contetido de informagao polimoérfica
(PIC) e coeficiente de endogamia (Fs) para cada populacgéo.

Populagido Pcor1 Pcor2 PC17 PC97 RH1 Média

42 44 43 43
8 - 15 5 10,4
4,860 8,850 5,977
GASPAR 0,952 0,841 0,8832
0,794 0,887 0,7854
0,0037  0,0036 0,00178
0,7848 ~0,8770 0,77642
-0,2010  0,0520 -0,10514

26 30 31 24 28,6
10 10 7 11 9,2

5,820 - 5,870 3,220 5,030 4,652
CACADOR 0,960 0,667 0,806 0,625 0,7616
He 0,824 0,829 0,690 0,801 0,7686
P 0,1661 0,000 0,7542  0,0000 0,20550
PIC 0,8120 0,7061 0,6795  0,7847 0,73414
Fis* -0,1625 -0,1994 -0,171 0,223 0,00318

*Valores negativos de F\s expressam excesso de heterozigosidade.
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Tabela 3. Frequéncia alélica dos alelos mais frequentes e alelos exclusivos para cada populacao.

Locus Populagdo Alelos frequentes Frequéncia Alélica Alelos Exclusivos

PC17 GASPAR 239/255/263 0,09/0,54/0,29

CACADOR 239 /2557263 0,1470,51/0,14 257 1 256
GASPAR 264 /266 /268 /278 0,11/0,11/0,14 /0,20 289/282/259/270

CACADOR 263 /264 /266 / 0,1470,27/0,33 280
GASPAR 81/83/85/87/91 0,14/0,26/0,30/0,15/ 0,07 186

CACADOR 85/87 /144 0,34/0,16/0,16 248 /1 144

GASPAR  181/203/207/226/236 0,11/0,14/ 0,21/0,12/0,10 2441217 /171
CACADOR 181/213/226 /236 0,26/0,28/0,10/0,10 95 /224

GASPAR 1187229 /232 0,43/0,21/0,18 219/103/160/ 117
CACADOR 118 /2297232 0,46/0,15/0,25

3.2 ANALISE INTERPOPULACIONAL

A diferenciacdo alélica e genotipica entre as duas populagdes foi
estatisticamente significativa (p<0,01 ), considerando os quatro /oci juntos e cada
locus individualmente, com excecao do RH1.

O valor de divergéncia genética total (Fst) foi de 0,01939, indicando baixo
nivel de estruturacdo genética nas populagbes. A analise de variancia molecular
(AMOVA) demonstrou que a maior variabilidade genética se encontra dentro das

populagdes (98,6%), sendo muito pequena (1,94%) entre as populagées (Tabela 4).

Tabela 4. Analise de variancia molecular (AMOVA) para as populagdes GASPAR e CACADOR.

Fonte de Variagio Soma dos Quadrados Variacao (%)

Entre as populagées ” 2,676 1,94%
Dentro das populagdes 162,857 98,06%

indice de Fixago (Fsr) = 0,01939




4 DISCUSSAO

Os resultados intrapopulacionais obtidos demonstraram que a variabilidade
genética das populagées cativas, GASPAR e CACADOR, ¢ alta, com baixos niveis
de diferenciagéo genética. Os marcadores microssatélites utilizados neste estudo se
mostraram ferramentas eficientes para a analise da variabilidade genética das
populagbes de Rhamdia quelen. O contetido de informagao polimérfica (PIC) é um
indicador da qualidade do marcador molecular em estudos genéticos, e de acordo
com a classificagdo de Botstein et al. (1980), valores superiores a 0,5 séao
considerados muito informativos, valores entre 0,25 e 0,5 sdo mediamente
informativos, e valores inferiores a 0,25 s&o pouco informativos. A média de PIC
observada para os cinco marcadores microssatélites utilizados foi 0,755, indicando
que estes possuem elevado poder informativo, confirmando assim 3 eficacia na
utilizacdo destes marcadores para R. quelen. Este valor é consistente com o0s
publicados por Ribolli € Zaniboni-Filho (2009), em estudo com R. quelen (0,706), e
por Neto (2008) e Dantas et al. (2009), em estudos com Pseudoplatystoma
corruscans (pintado) (0,80 e 0,699, respectivamente).

O ndmero médio de alelos por Jocus foi inferior aos encontrados para
populagdes naturais de peixes da familia Pimelodidae, como o P. corruscans,
analisado por Benites (2008) e Pereira et al. (2008). Os autores estimaram médias
de 17 e 15,2 alelos/locus respectivamente. Ribolli et al. (2012) estudando o bagre
Pimelodus maculatus (mandi) observou uma média de 1 5,8 alelos/locus. Em
experimento realizado com exemplares de R. quelen produzidos em cativeiro, com
0S mesmos /oci utilizados no presente trabalho, Ribolli e Zaniboni-Filho (2009),
encontraram uma média de 6,6 alelos por locus, inferior a aqui relatada. O namero
de alelos/locus observados nas populagbes GASPAR e CACADOR foi menor em
relagdo aos obtidos para populagbes naturais de outras espécies da mesma familia.
Estes resultados sugerem que em condigées de cativeiro as populagdes analisadas
tem perdido um significativo ndmero de alelos.

Em ambas as populagbes, o nimero de alelos/locus foij superior ao nimero
de alelos efetivos, assinalando a distribuicao desigual de frequéncias alélicas, com
alto numero de alelos de baixa frequéncia, o que, segundo Raposo et al. (2007), &

normal em analises com microssatélites. Este valor se aproxima dos relatados por




Dantas (2010) (média de 4,66) e Neto (2008) (média de 6,92), em estudos com P.
corruscans, e excede aqueles obtidos por Souza (2012) (média de 3,91) em
Phractocephalus hemioliopterus (pirarara) e por Lamkon (2008), nos catfishes
Ictalurus furcatus (bagre azul) e Ictalurus punctatus (bagre do canal) (média de
3,15). O numero de alelos efetivos, os quais serdo passados para a proxima
geracao, foi de 5,32, indicando que muitos alelos s&o raros ou se apresentaram em
baixa frequéncia. A presenca de poucos alelos com elevada frequéncia pode sugerir
que as populagbes estdo adaptadas as condicdes de cativeiro, uma vez que estes
alelos s&o selecionados naturalmente pelo ambiente de cultivo.

A heterozigosidade média observada e esperada para as populacdes
analisadas foi de 0,822 e 0,777, respectivamente. Os valores superiores de
heterozigosidade observada em relagdo & esperada indicam que nao houve
aumento do numero de homozigotos, e consequentemente, que a variabilidade
genética das populagbes é alta. Ribolli e Zaniboni-Filho (2009), analisando estoque
de reprodutores de R. quelen registraram médias de Hg (0,72) menores do que as
de Ho (0,76), como no presente estudo, uma vez que utilizaram os mesmo
marcadores moleculares. Melo et al. (2006) (Oreochromis sp. — tilapia) e Lopera-

Barreto ef al. (2010) (Piaractus mesopotamicus — pacu), utilizando marcadores

microssatélites em populagdes cultivadas, também encontraram valores de

heterozigosidade observada relativamente maiores do que os de esperada,
caracterizando grande diversidade genética. Além destes, estudos realizados com
marcadores moleculares RAPD, demonstraram alta variabilidade genética em
populacbes cativas de Brycon orbignyanus (piracanjuba) (Lopera-Barreto, 2008),
Leporinus elongatus (piapara) (Gomes et al., 2008) e P. mesopotamicus (Povh,
2009). Diferente do presente Mtrabalho, estudos acerca de populagbes cultivadas
mostram valores de heterozigosidade observada inferiores aos esperados,
representando perda de variabilidade genética, como em um estudo com P.
corruscans, desenvolvido por Neto (2008), onde o valor obtido de He foi 0,83 e de Ho
foi 0,62. A redugdo da diversidade genética nos cultivos se deve, geralmente, a
manejos reprodutivos mal planejados (com pouco ou nenhum controle de
endogamia, pequeno nimero efetivo de reprodutores, intensa seleg¢ado individual,
etc.), os quais s&do responséaveis pelo aumento do nimero de homozigotos. Elevados

valores de Ho indicam que as populagdes possuem base genética ampla o bastante




para formarem novos estoques e populagbes base para programas de

melhoramento genético.

De acordo com Romana-Eguia et al. (2004), as diferengas entre a He e a Ho
sdo sempre esperadas nas populagbes cultivadas, uma vez que os desvios na
frequéncia génica, provocados eventualmente pela deriva genética, tendem a
aumentar ao longo das geragbes. A maioria dos Jocus apresentou desvio
significativo do equilibrio de Hérdy—Weinberg (HWE). Estes desvios ndo podem ser
atribuidos & endogamia, uma vez que o baixo valor médio de Fs (-0,05098) ressalta
que este desequilibrio ndo representa um déficit significativo de heterozigosidade,
descartando assim a possibilidade de cruzamentos consanguineos. Lopera-Barreto
et al. (2010), em anélise com populagdes cativas de P. mesopotamicus, encontraram
Fis médio de -0,358, e Dantas (2009 e 2010), estudando P. corruscans, achou
valores médios de 0,045 e 0,034, respectivamente, evidenciando também que n&o
houve endogamia. No entanto, o aumento da endogamia é Comum}e geralmente
esperado dentro dos cultivos, principalmente daqueles com manejo reprodutivo
precario e com pouco controle. Diversos trabalhos mostram desvios significativos do
HWE causados pelo excesso do numero de homozigotos, proveniente de
cruzamentos consanguineos, como o de Pereira et al., com P. corruscans
(FI1s=0,176) e de Souza (2007), com Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo), que
registrou o maximo valor possivel de endogamia (Fis=1). Deste modo, os indices de
endogamia estéo diretamente relacionados com o manejo adotado em cada cultivo,
bem como seu frequente monitoramento.

Uma hipétese consistente para explicar esse desvio do HWE e para a
elevada diversidade genética observada seria a generalizacéo e subestimacdo da
espécie Rhamdia quelen durante a revisdo sistematica de Silfvergrip (1996), que
afirmou que mesmo possuindo caracteristicas diferentes devido 3 variagao
geografica, as populagdes pertencem a4 mesma espécie. Em revisdo do género,
Anza (2006), descreveu e diagnosticou cinco espécies distintas de Rhamdia em
drenagens costeiras do sudeste e sul do Brasil, regigo de origem das populagtes
GASPAR e CACADOR, analisadas no presente estudo. Segundo Anza (2006)
existem grandes evidéncias de que populacdes tratadas como Rhamdia quelen, na
reviséo de Silfvergrip (1996), pertencam de fato a mais de uma espécie. A confusdo

na descricdo e a generalizagdo do género deixa ddvidas no que diz respeito a




classificagao correta das populagdes de R. quelen. Isto pode ter contribuido para um
incremento do pool genético da populagdo inicial, a qual deu origem as linhagens
GASPAR e CACADOR, devido a captura de individuos de espécies distintas de R.
quelen e posterior hibridagdo dos reprodutores em condigdes de cativeiro. De acordo

com Arnold e Hodges (1995), esse processo de hibridagdo natural possibilita o

surgimento de gendtipos que podem estabelecer novas linhagens evolutivas. O

sucesso da hibridacéo interespecifica em peixes da classe siluriformes, como P.
corruscans com P. fasciatum, P. corruscans com Hemiosorubim platyrhynchos, P.
corruscans  com  Phractocephalus  hemioliopterus, P. fasciatum com P.
hemioliopterus, P. corruscans com Leiarius marmoratus, entre outros, é descrito em
diversos trabalhos, como o de Godinho (2007) e o de Porto-Foresti et al, (2008).

Somado a isto, esse desvio do HWE pode ter sido causado, ou até
acrescido, por uma provavel mistura de populagdes de origens distintas de R. quelen
dentro de um mesmo lote no-cultivo. Essa introducdo acidental de individuos de
outras populagbes da espécie, no transcorrer do historico em cativeiro, ocasionou
fluxo génico, ou seja, migragdo de genes entre populagdes, e quanto mais intenso
foi esse fluxo, menor a probabilidade de estruturagao interpopulacional. O fluxo
génico unidirecional de uma populagdo para outra aumenta a probabilidade de
incorporagéo de novos alelos assim como a diminuigdo do coeficiente de endogamia
da populag&o. A presenga de um numero significativo de alelos exclusivos em cada
populagéo reforca esta hipotese.

De acordo com Wright (1978), valores de Fgr (indice de fixagdo) de 0 a 0,05
indicam pouca diferenciacdo genética entre populagdes, 0,05 a 0,15 moderada
diferenciagéo, 0,15 a 0,25 alta diferenciacdo e acima de 0,25 diferenciagdo muito
elevada. O valor de Fsr obtido neste estudo foi 0,01939, evidenciando que ha pouca
diferenciacdo genética entre as populagdes GASPAR e CACADOR, e ambas
possuem baixa estruturagdo genética. Resultado semelhante foi encontrado por
Dantas (2010) (Fsr = 0,0220), que concluiu que ndo existe diferenciagdo genética
significativa entre as populagbes de P. corruscans analisadas. A analise de variancia
molecular (AMOVA) evidenciou que a maior variagdo genética se encontra dentro
das populagdes, 98,6%, enquanto entre estas a variagdo é de apenas 1,94%.
Valores similares foram registrados por Benites (2008), que encontrou variagao de

10,76% entre populagdes de P. corruscans e 89,24% dentro delas: por Ribolli et al.
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(2012) (variagdo de 1,49% entre e 97,07% dentro de populacgées de P. maculatus); e
por Souza (2012) (variacdo de 8% entre e 92% dentro de populagdes de P.
hemioliopterus). Os baixos valores de diferenciagéo genética (Fsr) entre GASPAR e
CACADOR podem indicar que estas fazem parte de uma Gnica populacéo, fato
reforgado pela presenca dos mesmos alelos, com elevadas frequéncia, em ambas
as populagdes. As populagdes GASPAR e CACADOR estao sendo cultivadas na
mesma fazenda experimental e assim, sendo submetidas as mesmas forcantes
ambientais. Essa tendéncia ao aumento da frequéncia dos mesmos alelos estaria
indicando pressées de selecdo semelhantes para ambas as populagdes, levando as
mesmas a uma maior homogeneidade genética através do tempo.




5 CONCLUSAQ

Os marcadores microssatélites utilizados neste estudo se mostraram
ferramentas eficientes para a anélise da estrutura e variabilidade genética das
populagbes cativas de Rhamdia quelen, GASPAR e CACADOR. Os resultados
obtidos demonstram que a variabilidade genética das populagdes é alta, e estas se
encontram pouco estruturadas, mas com frequéncias génicas e genotipicas
significativamente distintas.

Com base na elevada variabilidade genética estimada, as linhagens
GASPAR e CACADOR podem ser consideradas adequadas para compor uma
populagdo base de programas de melhoramento, mas devido as similaridades
observadas entre elas, as mesmas devem ser tratadas como uma Unica populacao.

O manejo reprodutivo. adotado nos cultivos do Campo Experimental de
Piscicultura de Camboriti — CEPC mostrou-se adequado, garantindo a manutencao
da variabilidade genética das populagdes cultivadas ao longo das geracdes. No
entanto se faz necessario o monitoramento continuo da variabilidade genética e dos
niveis de endogamia dos lotes cultivados para que a piscicultura do Rhamdia quelen
na regido Sul do Brasil se torne cada vez mais eficiente e rentavel.

Apesar do grande poder de transferibilidade dos quatro loci de
microssatélites de Pseudoplatystoma corruscans em Rhandia quelen, ainda se faz
necessario o desenvolvimento de mais locus especificos para a espécie, pois isto

ampliaria a gama de locus disponiveis, aumentando a precisdo dos diagnésticos, e

possibilitaria a realizagao de andlises de paternidade, procedimento muito comum e

efetivo a partir de marcadores microssatélites.
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