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I. INTRODUGAQO

1.1.1. Sobre a diversidade da ictiofauna

A perda da biodiversidade nos ambientes aquaticos esta entre os mais
sérios problemas enfrentados pelos paises ao redor do mundo (ALM, 1891).
Mais da metade (51,1%) de todos os vertebrados viventes sdo peixes, cerca de
24.618 especies, destes 9.966 espécies (40,5%) habitam ambientes de agua
doce (Neison, 1994).

A importéncia deste grupo de vertebrados ndo é apenas significativo pela
quantidade de espécies existentes, mas também por sua contribuicdo como
uma importante fonte de proteina para as populagbes humanas. Atualmente, o
pescado representa 15% de toda proteina animal consumida no mundo. A
producdo mundial de pescado advindo da pesca e da aquicultura em 1996 foi
de 90 milhdes de toneladas, com uma projecdo de demanda para o ano 2010
de 110 a 120 milhdes de toneladas (FAO, 1997 e 1998).

Apesar da grande :mportanc&a econdmica que 0s pe;xes representam
parao homem amda pOLICO Se conhece sobre sua dzversadade De acogdo com
Groombridge, (1993) aproximadamente 4% (979 espécies) estdc ameacadas
de extingdo. Nos EUA, 45 % das espécies consideradas em perigo de extingdo
sdo aquaticas (Williams & Miller, 1990 e Beattie, 1994). Segundo Pullin, (1990),
na América do Sul e na Asia sfo 0,4% (12 de 2.700) e 1,3% (15 de 200),

respectivamente. Estima-se que cerca de 20% da ictiofauna de 4gua doce no



mundo esta extinta ou em sério declinio (Moyle & Leidy,1997). Contudo, este
valor pode estar grosseiramente subestimado, fazendo dos peixes de agua
doce, o grupo, entre os vertebrados, mais ameacado, depois dos anfibios
(Branch, 1994)

A diversidade biologica é fundamental para manutengdo das espécies no
que concerne a sua habilidade de adaptagdo e resposta as freqgientes
mudangas ambientais. (Barker & Tingey, 1992). A perda da biodiversidade
compromete © funcionamento dos ecossistemas, e a conservacio de tais
ecossistermas é de vital importancia para varios setores econdmicos em muitos
paises (Ehrlich & Ehrlich, 1992). De acordo com Bruton (1995) e Allan & Flecker
(1993} varios tém sido os fatores identificados como causadores do declinio da
diversidade de peixes nos varios ecossistemas aquaticos do planeta. Estes vao
desde a deterioracdo dos ambientes aquaticos por poluigdo, assoreamento e

barramento de rios, e pesca predatéria até a infroducdo de espécies exaticas.

1.1.2. Impactos causados pela implantagdo de hidreilétricas

' De todas as formas de geracdo de energia elétrica — usinas
termoelétricas, termonucleares e hidrelétricas — a Gltima sempre foi considerada
uma forma limpa de geracdo de energia sem producéo direta de residuos
poluentes para o meio ambiente. Todavia, o represamento de um ric promove
alteragbes drasticas no ecossistema aquatico e terrestre em diferentes niveis

(Gup, 1994).



A construcédo de grandes barragens para construcdo de hidrelétricas veic
contribuir com o processo de deterioragdo do meio ambiente aquatico, ja em
andamento pela poluigdo industrial e agricola, desmatamento, entre outras
intervencbes humanas. De todos os impactos negativos sobre a ictofauna de
agua doce, a interrupgdo sucessiva dos rios para gerac8o de energia elétrica
parece ser um dos mais significativos.

A formacéo de reservatorios em hidrelétrica provoca inevitavelmente
modificacdes no fluxo de agua, sedimentos, nutrientes e energia do meio
agquatico, alterando significativamente a dindmica dos processos hidrogréaficos
de uma bacia (Cushman, 1985 e Ligon et al., 1995). Segundo, Tundisi (1986) a
interrupcao do fluxo de um rio altera os processos de evolugio e adaptacao dos
organismos aquaticos e exerce efeitos importantes sobre o ecossistema natural,
tais como:

+ Modificagbes do ciclo hidroldégico e do balango hidrico, impactos
geofisicos decorrentes das modificagbes ocorridas no sistema
terrestre, de sismos produzidos pela construgao do reservatorio ou do
aumento da erosdo;

¢ Impacto sobre o microclima regional e os sistemas aquaticos naturais
(rios), em conseqléncia das modificagbes no transporte de
sedimentos e da ma condutividade da agua; aumenio da superficie de

evaporacgao;



¢+ Impactos sobre a flora e a fauna terrestre e aquaticas, em razao do
desaparecimento das matas ciliares, que sfo importantes sistemas de
manutenc¢édo da diversidade; desaparecimento da fauna terrestre;

+ Impactos sobre 0 homem e as atividades humanas, com alteragdo
das vias terrestres de comunicagdo, desaparecimento de atividades
agricolas, modificacbes estéticas da bacia hidrografica, submersdo de
sitios arqueologicos e necessidade de recolocacdo de populacdes;
altera¢bes das condiches sanitarias.

+ Fonte de produgdo de gases que contribuem para o efeito estufa
(Rudd et af., 1993)

¢ Aumento nos niveis de toxicidade para fauna aquética com a
produgdo metil mercirio em reservatdrios artificiais (Bodaly et al.,
1984).

Varios sdo os estudos sobre as consegliéncias ambientais do
represamento de rios para grandes projetos hidrelétricos na regido tropical do
globo (Szekely, 1982 e Lelek, 1984). A exploragdo do potencaai hidrelétrico,
”encontrado na maioria das bac:as h:drograf‘cas brasnlesras tem srdo alvo de.
questionamentos pela maneira com o0s quais alguns desses projetos, tais como
a hidreletrica de Tucurui (Barrow, 1988) e Balbina (Fearnside, 1990) na
Amazdnia, tém sido conduzidos, no que se refere & questdo ambiental.

Para a ictiofauna de um rio, @ modificacdo do regime hidrico de um

ambiente IGtico para Iéntico (agua parada) acarreta uma série de modificacbes



nos rios. O desaparecimento de obstaculos naturais, importanies para
reproduc@o de espécies migratdrias (piracema); regularizacdo da vazao do rio,
importantes para o ciclo reprodutivo de espécies que desovam em ninhos
(Bonetto, 1980); diminuicdo das vegetacgéo ciliar dos rios, essenciais para a
alimentagdo de diversas espécies de | peixes (Machado, 1975) e o
desaparecimento das lageas marginais que funcionam como criadoros naturais
para eclosdo de ovos e manutenc¢do da fase juvenil de muitos peixes de
piracema {(Godoy, 1975) sao algumas delas.

Estas modificagbes tém causado a redugdo de estoques de algumas
espécies migratoria (de piracema) de importancia econémica no Brasil, como
por exemplo, o Pacu (Piaractus mesopotamicus) € o Dourado (Salminus
maxillosus) € o aumento de outros, como a Pirambeba (Serrassalmus
spilopleura) € o Acara (Geophagus brasiliensis), além de alteragbes na

distribuicdo das estoques (Torloni et al., 1986).

1.1.3. Medidas mitigadoras para conservagio e protegao da ictiofauna

A construgdo de usinas hidrelétricas traz consigo a necessidade de

acbes mitigadoras que permitam reduzir os impactos sobre a ictiofauna durante
e apbs a formagdo do reservatério. Diversas medidas tém sido tomadas para
diminuicdo dos impactos e preservacido da ictiofauna em rios interrompidos por
barragens. Algumas estratégias, como escadaria de peixes, elevadores ou

mesmo veiculos que transportam o0s peixes, presos abaixo da barragem para o



reservatoric e estagbes de reproducéo de espécies nativas para repovoamento,
~tém sido testadas em varias usinas ao redor do mundo (Hildebrand et a/., 1980).
De todas as medidas para preservacdo da ictiofauna, a construcdo de
escadas e o repovoamento sao as mais conhecidas e utilizadas. No Brasil a
primeira legislagéo referente a construgdo de escadas em barragens foi
estabelecida pela Lei 2.250 de 28/12/1927 e regulamentada pelo Decreto no.
4,930, de 15/03/28. Esta primeira lei estabelecia ao proprietario da barragem a
construgdio de escadas de peixes sem levar em conta as particularidades da
bacia e a altura barragem. Em 1938, o Governo Federal editou o primeiro
Codigo de Pesca no Brasil, com o decreto-lei 794, de 19/10/1938.
Recentemente, a portaria no. 0001, de 04/01/1977, da SUDEPE -
Superintendéncia do Desenvolvimento da Pesca (incorporada pelo IBAMA), que
regulamentou o artigo 36 do Decreto-lei 221, de 28/02/67, conhecido como “Lei
da Pesca”, exige que qualquer entidade, que sob qualquer condicdo esteja
envolvida na construgdo de barragens, devera adotar sistemas ou métodos de
protecéo e conservagio dos recursos biolégicos aquaticos.
~ Torloni et al., (1986) descreveram que, ao contrario do que se pensa, a
interrupg&o do processo migratdrio dos peixes de piracema pelas barragens de
hidrelétrica n&o € a principal razdo da diminuigdo dos estoques. Diferentemente
dos peixes anadromos, como salmdes e trutas, que necessitam subir o rio até
sua cabeceira para desovarem, os peixes de piracema dependem de alguns
mecanismos complexos, como condigdes minimas de temperatura da agua,

fotoperiodo, elevagéo do nivel do rio, presenga de lagoas marginais, auséncia



de poluig@o e presenca de matas ciliares. Desta forma, a construgéo de escada
de peixes para algumas barragens torna-se desnecessaria, dentro do ponto de
vista de conservagdo de algumas espécies nativas, pois a transposicdc da
barragem, via escada, de jusante (ambiente lotico com a presenca de lagoas
marginais junto aos ftributarios) a montante, faria com que os peixes entrassem
em um regime de aguas |énticas, perdendo, assim, o estimulo a reproducao.

Levantamentos de biologia pesqueira realizados pelo Departamento de
Meio ambiente da CESP (Torloni ef al., 1986), mostraram que diversas
espécies de Piracema, como Dourado (Saiminus maxillosus), Curimbata
(Prochilodus lineatus), Piaparas (Leporinus elongatus e L. friderici) e Piavas
(Schizodon borelli), vém se reproduzindo nos reservatérios (principalmente de
Promissdo) e no rio Tieté (interrompido por 5 barragens), ao longo de seus
tributarios. 1sto demonstra a adaptacao destas espécies aos ambientes Iénticos.
Como proprio Torloni et al., (1986) afirmam: o Estado de Sdo Paulo ndo possui
mais grandes rios e sim grandes reservatérios, sendo a CESP responsavel por
550.000 ha. de area alagada que necessitam ser administrados como tal”.

Em 1978 a CESP criou o Dé'p'artéme'nt'o de Recursos Na'turais, que
estabeleceu como medida de protecdo e conservacdo dos recursos ictiios a
construcdo de estagbes de piscicultura. O programa inicial foi desenvolvido sem
o conhecimento das caracteristicas limnolégicas, ictioldgicas e pesqueiras dos
reservatérios, necessarias para © sSuUCessC em programas que visam a
conservagéo da biodiversidade e o incremento da producgdo pesqueira. No seu

inicio o programa de repovoamento desenvolvido pela CESP {eve como



estratégia, a produgdo e introdugdo de alevinos de espécies aloctones, como
Sardinha (7. angulatus), Apaiari (A. ocellatus), Pescada (P. squamosissimus),
Trairdc (H. lacerdae), exéticas como Tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus),
Carpa (Cyprinus carpio) e aquisicido de ovos embrionarios de Truta-arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) para posterior peixamento (Silva et al., 1997).

A partir de 1980, a CESP adotou a politica de povoamento e
repovoamento de alevinos de espécies autéctones de piracema, como
Curimbaté (FProchilodus lineatus), Pacu (Piaractus mesopotamicus), Piaparas
(Leporinus elongatus e L. obtusidens), Piava-trés-pintas (Schizodon borelii) nos
reservatorios dos rios Tiéte, Paranapanema, Parana e Grande; Pirapitinga-do-
sul (Brycon opalinus) e Piabanha (Brycon insignis) na bacia do Paraiba do Sul
cuja produgdo substituiu a de espécies aldctones e exdticas.

Desde 1986 a CESP iniciou a implantacdo de um programa de manejo
pesqueiro, que tem objetivado a manutencdo da diversidade ictiica e
conseqiente exploragdo racional dos recursos aquéaticos, por meio da pesca,

em seus reservatorios. Cinco estagdes de aquicultura — Jupia {Bacia do rio

: Parana), Pg-om;sséo(Bac;ado Rio T[eté), : SaitoGrande(BaC;a doR;Q e

Paranapanemay), Paraibuna (Bacia do Rio Paraiba do Sul) e Barra Bonita (Bacia
do ric Tieté) foram estabelecidas, tornando-se centros de desenvoivimento de
técnicas de reprodugdo de espécies autdciones (Apéndice 1), e de estudos
icitiologicos e limnologicos dos reservatorios. Esta estrutura vem possibilitando
a producgdo de alevinos para programas repovoamenio {Apéndice 2), visando a

manutencdo e ampliacdo dos estoques de peixes (Machado, 1975).



Atualmente, 75% dos alevinos produzidos nas Estagbes de Hidrobiologia e
Aguicultura da CESP sfo usados nos programas de repovoamento e os
restantes 25% s&o disponibilizados para venda a proprietérios rurais e doagdo a
programas de cunho social. Desta forma, com a construgdo de barragens para
geracdo de energia eletrica torna-se necessario o conhecimento dos aspectos
biologicos dos ecossistemas antes, durante e principalmente apds o
enchimento do reservatorio, objetivando, assim, a mitigacdo dos impactos
ambientais e sociais oriundos da implantagdo de hidrelétricas (Mattos et al.,

1997).

1.2. Aspectos bioldgicos do repovoamento

1.2.1. Populagdes, Estoques, Demes, Bancos e outras conceituagdes.

A conservagdo de um determinado recurso bioldgico aquatico requer o
conhecimento de variaveis fisiologicas, comportamentais e ecoldgicas, que sdo
importantes na determinacdo de como uma dada populacdo sobrevive e se
~ reproduz em diferentes ambientes (Danzmann ef al., 1991). Um dos pontos
centrais destes fatores é o entendimento da estrutura populacional da espécie
para que se determine, tanto as respostas fisiologicas as variacGes ambientais
como as estrategias de manejo das populagbes naturais (Ryman & Utter, 1987).

O conceito de populagdes locais, subpopulacdes, estoques ou demes
(Dizon et al., 1992) pode diferir em relagdo ao grau de homogeneidade

genética, importéncia quanto ao isolamento reprodutivo e ao potencial para a



explotagéo (Gulland, 1969; Smith ef al., 1990). No caso de recursos pesqueiros
o conceito de populagdo local se complica ainda mais por fatores politicos,
econdmicos e sociais.

Uma abrangente definicdo de populagdes locais foi proposta por lhssen
et al, (1981), que descreveram uma populagdo local como “um grupo
intraespecifico de individuos que se reproduz ac acaso com integridade
espacial e temporal”. Esta definigdo, quando aplicada a um recurso bioldgico
potencialmente explotavel, com baixo grau de integridade, as diferencas
genéticas e fenotipicas entre as populagbes nédo séo levadas em consideragao.
Assim, neste caso, as populagbes abrangem apenas os individuos cuja
abundéncia depende das taxas de recrutamento e mortalidade. Ja o conceito
populacional, dentro de um ponto de vista genético, atribui a tal unidade
bioldgica um alto grau de integridade que leva em consideracéo o isolamento
reprodutivo, diferenciagdo genética de outras populagdes, especializacdo
ecolégica e adaptacéo local.

Desta forma, o conceito de populagdo descrito por lhsen et al., (1981)

- pode ser interpretado de acordo com o manejo a ser implementado, aqui

especificamente, sobre um recurso biolégico aquético. Por um lado, temos uma
estratégia a curto prazo cuja preocupagdo basica é a manutencdo do recurso,
evitando sua redugéo pelo excesso de captura; por outro, temos uma estratégia
de conservagé@o a longo prazo, que leva em consideragdo a diversidade

genética dentro e entre populagbes.

10



Os fatores que determinam o isolamento genético de uma determinada
populagdo dependem de forcas evolutivas, como selegdo natural, fluxo génico,
deriva genética, mutagbes e o tempo vidvel para que estes processos ocorram
(Chakraborty & Léimar, 1087). No caso de peixes, a estrutura genética dentro e
entre populagdes é influenciada principalmente pelo fluxo génico e tamanho

populacional efetivo (Gyllensten, 1985).

1.2.2. Adaptacdes eco-fisioldgicas em populacdes isoladas

Entre os vertebrados, os peixes sdo os que melhor exibem a capacidade
de se adaptarem as variagbes ambientais. Esta enorme plasticidade pode ser
explicada pela capacidade com que a expressdo do material genético pode se
adaptar de acordo com as mudangas ambientais.

A grande diversidade de peixes em ambientes aquéaticos diversos,
tambem requer diferentes estratégias evolutivas. Isto pode ser observado pela
facilidade com que peixes formam hibridos interespecificos, 0 que permite um

maior fluxo das informacdes genéticas e a sobrevivéncia de espécies com

- caracteristicas muito semelhantes as de seus ancestrais (Almeida-Val, 1990).

Os fatores de estresse, isto é, qualquer condigdo gque perturbe o
equilibrio homeostatico do individuo nas condigées em que este se encontra,
desencadeiam respostas fisioldgicas e comportamentais que possibilitam ao
individuo compensar tais modificag8es. As respostas fisiologicas podem ser
determinadas por um fator de estresse especifico ou por um conjunio néo

especifico de fatores. Quando uma populacdo de peixes esta submetida & um
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intensivo € continuo estresse, uma possivel resposta a este estresse esta
relacionada a diminuicdo de seu valor adaptativo o que pode afetar o
crescimento, reprodugéo e comprometer a sobrevivéncia da populagdo (Bonga,
1997).

Ambientes aquaticos podem ser altamente variaveis, tanto no espaco
como no tempo. Uma mesma espécie pode estar ocupando areas sujeitas a
pressbes diferentes resultantes de fiutuagdes naturais ou mesmo influéncias
antropogénicas. O estudo das respostas adaptativas requer analises
comparativas da espécie nos diferentes ambientes em que ela esta distribuida.

lwama ef al., (1992} observaram diferentes respostas de subpopulagées
de Salméc Coho (Oncorhynchus kisutch) a fatores de estresse - salinidade,
baixo pH, doengas e manejo - o que possibilitou concluir que cada
subpopulagao possui uma base genética que as diferenciam quanto aos fatores
testados. Variedades isoladas de Truta (Salvelinus namaycush) apresentaram
diferengas nas concentragbes de cortisol, glicose, sodio e cloro, quandec em
confinamento (McDonald & Robinson, 1993).

' Na bacia Amazénica a plasticidade fenotipica em alguns peixes é bem
evidente. Os diversos ecossistemas presentes nos rios da Amazdnia exercem
pressOes seletivas diferenciadas que possibilitam o desenvolvimento de
adaptagbes fenotipicas a tais mudangas. O Tambaqui (Colossoma
macropomuim) € uma destas espécies em gque as adaptacdes a ambientes

hipdxicos s&o bastante evidentes (Almeida-Val, 1986).
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Desta forma, evidéncias da ampla plasticidade fenotipica correlacionada
& distribuicdc de uma espécie de peixe nos diversos ecossistemas pode ser
avaliada por sua estrutura geneticc populacional e deve ser considerada uma
etapa importante no estudo das diferentes estratégias eco-fisiologicas de

adaptacéo.

1.2.3. Conservagédo da variabilidade genética intra-populacional no
repovoamento

O objetivo de um programa de repovoamento € reverter o declinio e
distribuicdo de um determinado recurso bioldgico que tenha sido afetado por
agOes antropogénicas. Assim, a reintrodugdo de uma espécie de peixe e a sua
auto-manuteng¢do requer que as populagbes mantenham sua diversidade
genética, necessaria as possiveis mudancgas adaptativas dos individuos
(Guerrant, 1996).

Desta forma, a principal quest&o quanto a efetividade de um programa de
repovoamento de peixes esta relacionada a adaptacdo dos individuos
reintroduzidos ao ambiente, e se 0s mesmos estaréio aptos o suficiente para dar
continuidade ao processo de reprodugdo e manutencdo da variabilidade
genética da especie. No Brasil, os programas de repovoamento realizados
pelas companhias hidrelétricas ndo tém levado em consideracdo a integridade
genética das populagdes locais, muitas vezes mantendo os estoques doadores

em cativeiro, sem conhecimenio prévic da crigem genética de tais individuos.
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Os projetos de repovoaments, visando a conservagdo de especies,
devem considerar estratégias de conservagio a longo prazo, pois a
recuperag&o genética de determinadas espécies depende, ndo somente do
grau de conhecimento da variabilidade dentro de uma populagéo, mas também
das diferengas entre populagSes dentro de uma mesma bacia e entre bacias
hidrograficas diferentes. Peixes com baixa taxa de migracdo podem apresentar
maiores diferengas geneticas entre populagbes de uma mesma bacia. Ja peixes
com comportamento migratorio, como é o caso de grande maioria das espécies
brasileiras, apresentam grandes diferenciacdes genéticas entre diferentes
bacias (Toledo-Filho ef. al., 1992). Desta forma, o manejo adequado das
populagbes em ambientes naturais depende do entendimento da quantidade e
distribuicdo da variagdo genética, dentro e entre populagdes (Ryman, 1991).

Quando uma dada espécie estd estruturada em populagSes
geneticamente distantes, estas devem ser consideradas separadamente como
unidades de manejo (Moritz, 1994). As pressdes ambientais podem estar
selecionando diferentemente as freqUiéncias alélicas & genotipicas adaptando a
populagdo as condicbes locais. Assim, a manutengdo dos varios niveis de
similaridades e/ou diferengas entre populagbes s&o importantes, pois permitem
minimizar os efeitos da consanglinidade por intermédio de cruzamentos entre

populactes geneticamente diferentes.
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1.3. Metodologias moleculares utilizadas para avaliagdo da estrutura

genético populacional

1.3.1. Da proteina ao DNA

A utilizag8do de marcadores genéticos em Ictiologia remonta do final da
década de 50, a partir do uso da eletroforese em gel de amido. Esta técnica
possibilitou o estudo genetico de peixes, baseado na mobilidade isoelétrica de
hemoglobinas e transferrinas (Sick, 1961).

A técnica simples e o baixo custo fizeram da eletroforese de proteinas
uma ferramenta muito utilizada para a caracterizac@o genética de populagdes.
Os marcadores isoenzimaticos tém permitido evidenciar marcadores genéticos
para discriminacgdo de populagbes de peixes, por meio de comparacdes entre
suas freqiéncias alélicas, tanto em ambiente natural como em cultivo (May &
Krueger, 1990, Grant, 1984 e Revaldaves et al., 1997).

O desenvolvimento de técnicas no campo da biologia molecular vem
evidenciando uma variedade de marcadores genéticos no DNA. A extensa
va'riat';éo contida no DNA nuclear de peixes (Frahck etal, ’EQQ‘E') tem sido usada
em estudos que objetivam: o entendimento da estrutura genético populacional
(Bielawski & Pumo, 1997), estudos filogenéticos (Murata et a/., 1993), avaliacéo
da variabilidade de esioques cultivados (Coughland et al., 1998) e “Mixed Stock
Analysis” (MSA) (Utter & Ryman, 1993); esta Gltima uma técnica importante
para identificagéo dos estoques contribuidores para um determinado esforgo de

pesca.
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1.3.2. O DNA mitocondrial

Alern da variagdo encontrada no DNA nuclear, as informacdes contidas
no DNA mitocondrial (DNAmt) sGc hoje freqlentemente utilizadas como uma
das primeiras metodologias para estudos sobre a estrutura genética
populacional e para o conhecimento das relagbes filogenéticas inter e
intraespecificas em diversos taxons (Avise, 1994).

MitocOndrias s&o organelas presentes em todas as células eucariontes
aerébicas, e s&o responsaveis pelo processc de fosforilagdo oxidativa para
geracdo de ATP, com a utilizagdo do oxigénio como aceptor terminal de
elétrons. Como em cloroplastos, as mitocdndrias possuem sua propria
magquinaria para producéo das proteinas.

O DNA contido nas mitocondrias de animais € considerado como um
marcador genético de extrema eficiéncia por sua estrutura simples, de facil
isolamento e manipulagdo. As propriedades moleculares do DNAmMt animal
foram amplamente revisadas por Avise & Lansman (1983), Brown (1983) e
Brown (1985). Porem, apesar da extensa distribuicdo e importancia evolutiva
estudados quanto & sua organizagdc (Meyer,1994).

O DNAmt em peixes apresenta tamanho médio de 16.500 (£500) pb. O
genoma mitocondrial cedifica 13 proteinas, 2 RNA ribosstmicos, 22 RNA
transportadores (Meyer, 1993). Além desses 37 genes, hd uma regido

conhecida como D-Loop (Displacement Loop) que controla a replicagdo e
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transcricdo do DNAmt (Clayton, 1991). O D-oop ¢ a regifo que possui a maior
taxa de substituicdo de nucleotideos, tendo , por isso, uma taxa evolutivade 2 a
5 vezes maior do que as outras regibes codificadoras do DNAmt (Aquadro &
Greenberg, 1983). Em peixes, o D-Loop ¢ altamente varidvel em tamanho,
mesmo entre espécies taxonomicamente proximas. Isto se deve & presenca das
chamadas “Seqléncias Repetidas em Conjunto ou em Tandem” e grandes
insercBes que surgem durante a replicagdo. Também em peixes sdo verificadas
os ‘Blocos de Seqliéncias Conservadas” (CSB-D), comuns em outras ordens
taxondémicas (Lee, W-J ef al.,1995).

Em peixes, como em outros vertebrados (Desjardins & Morais, 1991 e
Paabo et al, 1991), a estrutura e a ordem dos genes sdo altamente
conservadas. bsta afirmativa pode ser verificada nos diferentes genomas
mitocondriais de peixes com suas seqléncias de nucleotideos inteiramente

determinadas:

Especie Nome comum Tamanho (pb) Referéncia
“Gadus morhua _ Allanfic Cod _ 16.667 — Johansen ef al, 1990

Crossostorna flacustre  Stream foach 16.558 Tzeng et al., 1992
Cyprinus carpio Carpa comum 16.575 Chang et al., 1994
Oncorhynchus mykiss  Truta arco-iris 16.660 Zardova et al., 1995
Pfotoprerus dolli Lungfish 16.646 Zardoya & Meyer,1996
Polypterus ornatipinnis Bichirs 16.624 Noack ef al., 1996
Latimeria chalumnae Celacantc 16.407 Zardoya & Meyer, 1997
Scyliorhinus canicula Dogfish 16.697 Delarbre ef al., 1998
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Como em outros genomas mitocondriais, o DNAmt animal é considerado
um genoma hapldide, sem recombinacdo (Hayashi et al, 1985). As regifes
codificadoras de proteinas ndo contém introns, e 0s genes sdo geralmente
separados por menos de 10 pb (Attardi, 1985). Em um mesmo organismo &
geralmente encontrado apenas um tipo de DNAmt, condicdo conhecida como
homoplasmia. Heteroplasmia, isto €, mais de um tipo de DNAmt em um mesmo
organismo, por sua vez, ndo € uma condi¢do encontrada com freqiiéncia em
estudos do genoma mitocondrial em animais. Em peixes, heteroplasmia de
tamanho de molécula tem sido observada com maior frequiéncia que a de sitio
de restricdo (Billington & Herbert, 1991).

Na grande maioria dos casos o DNAmt é exclusivamente de heranga
materna (Avise & Vrijenhoek,1987, Giles et al., 1980), sendo o DNAmt paterno
degradado apos a fertilizagdo (Vaughn et al, 1980, Hopkin, 1999). Algumas
excecbes ao modo de heranga maternal do DNAmt foram ja& observadas em
ratos (Gyllensten ef al., 1991) e drosdfilas (Kondo et al., 1990). Porém, mesmo

em moluscos do género Mytilus, em que a heranga paterna do DNAmt é

 bastante comum (Zouros et al, 1992 e Sutherland et al, 1998) ndo ha

evidéncias gue o DNAmMt de origem paterna e materna se recombinem na
progénie (Hoeh et al., 1991). Assim, apesar da heranga maternal, em estudos
filogenéticos e populacionais, representar apenas uma parte da histéria
evolutiva da espécie, as analises com base em diferencas entre moléculas de
DNAmt podem refletir a evolugdo da espécie, sem o problema da mistura e

recombinag¢éo de dois genomas parentais (Luo ef al,, 1995).
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Uma outra caracteristica imporiante do DNAmi para estudos
populacionais e filogenéticos estad relacionado & sua rapida taxa de evolugio.
Estudos com o seqienciamento do DNAmt (Brown ef al., 1982) indicam que a
evolugcdo do DNAmt e cerca de 5 a 10 vezes mais rapida, quando comparada
com o DNA nuclear de cépia unica (Brown ef al., 1879). Em Droséfilas, contudo,
a taxa de evolugdo do DNAmt e do DNA nuclear de copia Unica (scnDNA) ndo
diferem significativamente (Powell, 1997).

As regides do DNAmt possuem taxas mutaciconais diferenciadas. Adigbes
e delecbes s&o muito comuns na regido do D-foop, e em alguns casos em
espacos inter-genes. Ndo é comum se verificar este tipo de mutagdo em
regies codificadoras de proteinas. A rapida evolugdo do DNAmi pode ser
explicada pela alta taxa de substituicbes de nucleotideos (Greenberg ef al.,
1983). Estas mutagbes pontuais sdo principalmente do tipo Transicdes (A < G ;
C «+ T) que sobrepdem significativarmente as Transversdes (A«»C; A«T; G C;
G<T) em qualquer uma das posicdes dos codons em todas as regibes do
DNAmt. Esta predominancia de transi¢gdes parece ser a responsavel pelo tempo
e modo de evolugdo do DNAmt (Meyer, 1993). Evolugéio esta que faz do
DNAmMt uma molécula de alta resolucdo para estudos genético-populacionais

(Stoneking et al.,, 1991).
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1.3.3. DNA mitocondrial no estudo populacional de peixes

.. Os impactos ambientais ocasionados por agles antropogénicas vém
acirrando as discussOes sobre a conservagdo dos recursos bioldgicos aquaticos
em diversas partes do mundo. Como no Brasil, paises com recursos hidricos
extensos tém como principal fonte de energia elétrica a formagdo de
reservatorios para implantagio de hidrelétricas (Lee, 1989). O uso de estacdes
de producdo de alevinos para repovoamentos tem sido uma das medidas mais
difundidas e debatidas na conservacdo das populagBes de peixes afetadas pela
construgdo de barragens (Daley, 1993; Rinne ef al.,1986).

A conservagio da diversidade genética é reconhecidamente um objetivo
importante para preservacéo de plantas e animais (Knutson & Stoner, 1989), e
para o sucesso de programas com reprodugdo de espécies ameacadas ou em
perigo de extingdo (Cohen, 1990). Da mesma forma, em programas de
repovoamento de peixes ha a necessidade de assegurar a manutengdo da
diversidade genética dos estoques de reprodutores, de acordo com a estrutura
genetico-popuiacional da espécie no meio ambiente (Gjedrem, 1992).

A andlise da diversidade do DNAmt .por. RFLP tem msidb. usada
extensivamente como uma entre as diversas ferramentas para a andlise e
compreensdc da estrutura genética populacional de peixes (Ferris & Berg,
1987). Danzmann et al., (1991) utilizaram o RFLP do DNA mitocondrial para
discriminar populagdes selvagens e de estagfes de producéc de alevinos de
Brook charr (Salvelinus fontinalis). O uso de marcadores baseados no DNAm,

possibilifou determinar o grau de sucesso reprodutivo e competitividade de
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populagdes de Brook charr , provenientes de estacSes de producao de alevinos
introduzidas no meio ambiente.

Ferguson et al., 1993 analisaram a variagcdo do DNAmt de /ake sturgeon
(Acipenser fulvescens) na Bacia do rio Moose - Canada. O trabalho teve como
objetivo avaliar os fatores antropogénicos gue poderiam estar influenciando a
distribuicdo populacional do fake sturgeon na bacia em questdo. A técnica do
RFLP, com a andlise de 40 enzimas de restri¢do, foi usada, no entanto, néo foi
detectada hetlerogeneidade na frequéncia de hapldtipos de exemplares
capturados em diferentes localidades, incluindo aquelas separadas por
barragens de hidrelétricas. Os resultados demonstraram a existéncia de um
intenso fluxo génico que impede a estruturacdo e distribuigdo dos hapldtipos.

Na bacia hidrografica do rio Colorado no oceste dos Estados Unidos,
Dowling ef al., (1996) analisaram uma espécie endémica, Xyrauchen fexanus
(Razorback sucker), em perigo de extingéo devido a predagdo e a outros fatores
de degradacao ambiental. Aqui, também, o RFLP do DNAmt foi usado para
avaliar a variabilidade genética dentro da estagdo de producédo de alevinos e
sua ”comparagéd com o reservatério formado peEa' 'construgéo' de uma
barragem. No estudo em questdo o DNAmt mostrou uma diversidade
mitocondrial alta no meic ambiente e em duas classes anuais, contudo, a
composicdo dos hapldtipos do ambiente natural foi diferente quando comparada
a da estacdo. Os resultados obtidos possibilitaram o desenvolvimento de
estratégias de repovoamento visando assegurar um maior recrutamento da

espécie e consequente aumento populacional.
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Os RFLP do DNAmt na avaliagdo de populagbes de Walleye
(Stizoztedion vitreum) tém sido utilizados para obter informagfes sobre a
sobrevivéncia e sucesso reprodutivo, a longo prazo, de peixes reintroduzidos no
meio ambiente (Billington & Herbert, 1988, Billington ef a/., 1992 e Billington &
Maceina, 1997). O conhecimento da estrutura populacional por RFLP do DNA
mitocondrial também foi evidenciada para trés espécies de trutas, truta do lago -
Salvelinus namaycush (Grewe & Hebert, 1988), truta arco-iris - Oncorhynchus
mykiss (Danzmann et al, 1993) e truta marron - Salmo trufta (Hansen et al,
1997), como auxilio para programas de repovoamento.

Populacdes naturais de um grupo de espécies tropicais importantes para
pesca e cultivo na China foram avaliadas por RFLP do DNAmt em 365
individuos amostrados no rio Yangtze. Sado elas: Carpa prateada
(Hypophthalmichthys molitrix), Carpa capim (Ctenopharyngodon piceus), Carpa
cabega grande (Aristichthys nobilis) e Carpa negra (Mylopharyngodon piceus).
A diversidade do DNAmt foi alta nas populacbes de carpas prateadas, cabeca
grande e negra, e baixa em carpa capim. As andlises mostraram que as
~ populagSes estdo estruturadas geneticamente e devern ser manejadas como
unidades separadas, para fins de conservagéo (Lu et af., 1997).

Grande parte das publicagbes com o uso do RFLP do DNAmt em peixes
concentra-se em espécies de agua doce. Porém, estudos genéticos
populacionais com espécies de ambiente marinho tém estado cada vez mais

presentes na literatura (Avise, 1985, Heist ef al., 1996, Tabata & Mizuta, 1997).
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1.4. Bacia Hidrografica do Vale do Paraiba

1.4.1. Evolugao geoldgica e de relevo

A evolucéo geolbgica da bacia do Paraiba do Sul parece ter se iniciado
apos o Jurassico superior (Almeida, 1971). Isto é corroborado pela presenga
nesta bacia de rochas cristalinas do grupo Acungui, gue sdo originarias do ciclo
tecténico conhecido como Ciclo Brasiliano, ocorrido do Pré-Cambriano superior
ao Cambro-Ordoviciano (entre 800 e 450 mithSes de anos).

No Jurassico superior um novo ciclo se iniciou, caracterizado pelo inicio
da separagdo da Africa e da América do sul, processo conhecido como
Reativacdo Wealdeniana (Pitman et al., 1993). Este periodo se prolonga até o
Terciario e afeta grande parte da Plataforma Brasileira. A partir do Eoceno, ha
aproximadamenie 54 milhdes de anos, um periodo de caima tectdnica
possibilitou o surgimento de um extenso aplainamento, denominado superficie
do Japi (Almeida, 1964). Apds o surgimento da superficie do Japi, inicia-se um
movimento vertical de abatimento de blocos gue deu origem ao chamado
| graben ('b]'b(':ols baiXos) do 'Par'ai'ba', a és'cé'rpé'da Serra do Mar e & bacia de Sao
Paulo.

O relevo da area da bacia do Vale do Paraiba € dividido em unidades
geomorfolégicas maiores que consideram os elementos morfo-estruturais e

morfoclimaticos. Na bacia do Paraiba encontramos as seguintes zonas:
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Planalto da Bocaina

Compreende as regides serranas que separam os planaltos isolados,
formando duas subzonas: Planaltos isolados, com amplitudes locais de 200 a
600 metros e declividades de mais de 30%, e Serrania da Bocaina, com relevo

de serras alongadas e declividade alta.

Planalto do Paraitinga

Esta € uma zona constituida por elevado planalto cristalino com altitudes
de 600 a 1.300 metros. E drenado pelo rio Paraiba e seus formadores, a
montante de Guararema. O relevo do Planalto do Paraitinga é formado por
regibes de serras e areas de morros, podendo ser diferenciado por trés
subzonas: Serranias de Natividade e Quebra-Cangalha, Morraria do Paraibuna

e Morraria do Paraitinga.

1.4.2. Caracterizac¢ao hidrica do Vale do Paraiba

O Vale do Paraiba est4 inserido na regido sudeste do estado de

caracteristicas agricolas que, ap0s a década de 50, conheceu um grande
desenvolvimento industrial, principalmente na area compreendida pelo médio
Vale do Paraiba, onde estéo localizadas algumas cidades importantes como
Guaratingeta, Taubaté e S&o José dos Campos. A regido denominada de Alto
Vale do Paraiba situa-se na area que interliga o médio Vale ao litoral. Esta

ainda permanece, fundamentaimente, com atividades agro-pastoris, com
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algumas cidades importantes como Paraibuna, S3o Luiz do Paraitinga e Cunha.
A bacia hidrografica coberta pelo ric Paraiba se estende por 57.000 km?, sendo
13.400 km? em territorio paulista.

O rio Paraiba do Sul possui 800 km de extensdo e & o principal curso
d'agua da bacia do Paraiba. Este nasce no municipio de Paraibuna a partir da
confluéncia dos rios Paraitinga e Paraibuna (Deffontaines, 1945), e flui em vale
acidentado em dire¢do sudoeste. Porém, devido aos macigos graniticos da
regido de Guararema, inverte em 180° seu rumo para nordeste indo desaguar
no Oceano Atlantico, em Atafona, RJ (Long, 1953). Este curso atipico levantou
algumas hip&teses sobre a possibilidade das bacias do Paraiba e do Tiéte
terem tido algum tipo de conexfo no passado. Assim, os rios Paraibuna e
Paraitinga teriam sido parte do sistermna de contribuigdo do rio Tieté (Ad'Saber,
1957).

Um dos formadores do rio Paraiba, o Paraitinga nasce na serra do mar,
mais especificamente na Serra da Bocaina, a uma altitude de 1.800 m. A micro-
bacia do rio Paraitinga cobre uma superficie de 2.500 km? e corre por
~ aproximadamente 200 km, por um vale estreito e profundo, e de declividade
fraca. Ja o rio Paraibuna nasce na Serra de Parati, a sudeste da cidade de
Cunha, a uma altitude de 1,600 m. Sua bacia cobre uma area de 1.900 km® e ©
rioc percorre 140 km paralelamente a costa perto da serra do mar.

Ao longo do rio Paraiba podemn ser evidenciadas caracteristicas distintas

gue permitem separa-lo em dois grandes cursos (Guimarées, 1943):
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Curso Superior - este trecho vai desde as nascentes até a regido de
‘Guararema, esta parte do rio Paraiba possui relevo bastante acidentado, com

desniveis que chegam a atingir 5 m/km.

Curso Médio - neste trecho, que vai de Guararema a ltaocara, ja no Rio
de Janeiro, o curso do Paraiba possui uma declividade média de 0,19 m/km,

apresentando-se bastante sinuoso.

Como podemos observar os rio formadores do Paraiba e seus afluentes
de menor porte atravessam no seu curso superior terrenos estreitos e
acidentados, que cortam parte da Serra do Mar. Ao atingir a cidade de Jacarei,
o rio Paraiba alarga-se e atravessa uma longa planicie de varzeas que vai até a
cidade de Cachoeira.

Em meados da década de 70, entrou em funcionamento a Usina
Hidroelétrica de Paraibuna. O reservatorio de Paraibuna foi formado pela
construgcdo de duas barragens, uma de 94 m de altura que barrou o rio
Paraibuna e outra de 104 m que barrou o rio Paraitinga, ambas inundando uma
area de 206 km®. A bacia de contribui¢do do reservatdrio de Paraibuna esta
inserida entre o Medio Vale do Paraiba (a noroeste) e a zona litorénea (a
sudoeste). Esta bacia cobre uma area de 4.100 km?, e tem como principais
contribuidores os rios Paraitinga e Paraibuna. Desta forma, o ric Paraiba, que

antes nascia da jung&o natural dos rios Paraibuna e Paraitinga, atualmente,
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possui sua nascente exatamente na Hidrelétrica de Paraibuna, devido &

formacdo do reservatdrio

1.4.3. Ictiofauna da Bacia do Vale do Paraiba

“O rio Paraiba e seus afluentes € considerado um dos mais piscosos do
Estado de S&o Paulo”. Esta afirmacédo esta descrita em trabalho publicado em
19852 por Machado & Abreu, que destaca o importante nicleo de pescadores
profissionais “Colbnia Z-11 - Emilio Varoli”, com sede em Pindamonhangaba e
que na decada de 50, entre profissionais e amadores, abrigava 745
pescadores.

Os rios da bacia do Vale do Paraiba apresentavam diversas espécies
endémicas e algumas introduzidas, como € o caso do Dourado (Saiminus
maxillosus), introduzido em 1946 (Caramaschi, 1991).

A ictiofauna da bacia do Paraiba e constituida em sua grande maioria por
peixes das ordens Characiformes e Siluriformes (Britski, 1994). Fowler, (1951 e
1954) descreveu 51 espécies oriundas do médio e baixo curso do Paraiba do
" Sul e 87 descritas em outras bacias. Levantamento icﬂoiégico realizado em 8
localidades da regido mais inferior da bacia do Paraiba, do municipio de Barra
do Pirai até a embocadura do ric Paraiba do sul em Atafona, foi realizado entre
junho de 1984 e julho de 1985. Neste trecho foram levantadas 80 espécies, 63
géneros e 27 familias, sendo que quinze espécies representaram 90,4% das
capturas em nUmero e 51,6% em peso (Aradjo, 1996). A CESP, em

levantamento realizado no reservatorio de Paraibuna, constatou a presenca de
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30 espécies, a maioria de baixo valor comercial (CESP, 1996). Trabalho de
-.mestrado realizado por Lima (1997), descreveu 6 e re-descreveu 33 espécies
de peixes do Alto Paraiba do Sul, sendo 13 com suas localidades-tipo na bacia
do Paraiba e 19 com uma distribuicdo mais ampla.

Dados de 1951 mostram que a producdo pesqueira do Vale do Paraiba
atingira 373.141 kg. Grande parte desta produgéo, 78%, era proveniente de
peixes considerados de segunda, que na sua maioria sdo adaptados a
ambientes l&nticos. Ja os peixes de maior valor comercial, com excecéo do
surubim do Paraiba (Steindachneridion parahybae), sdo de ambientes 16ticos,
necessitando, com isso, migrar rio acima para efetuarem sua reproducao.
(Machado & Abreu, 1952)

Atualmente, a pesca comercial no Vale do Paraiba deixou de representar
o papel econdmico que possuia hd 50 anos. A redugdo da pesca, representada
pela diminuigao significativa do nimero de pescadores ligados & colénia Z-11
de certa forma, pode ser também constatada pela redugdo e quase

desaparecimento de varias espécies de valor comercial.
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1.5. Os Characiformes

O surgimento da ordem dos Characiformes (Characoid) aconteceu no
mesozoico ha 70 - 175 milhGes de anos (Gery, 1978). Este grupo parece ter
surgido ainda no continente de “Gondwanaland” formado pela Africa e América
do sul. A formagdo de uma série de lagos com o inicio da separagdo dos
continentes, c¢riou um ambiente altamente propicio para uma explosédo
evolutiva, principalmente em raz&oc da grande oportunidade ecologica
representada por tais nichos.

Os characiformes foram, provavelmente, os primeiros Ostariophysans,
isto devido a duas caracteristicas principais deste grupo: presenca do aparelho
de Weber, gue une a bexiga natatéria ac ouvido interno, permitindo sentir sons
de alta frequéncia e presenc¢a de alarme quimico. Estas duas caracteristicas
sdo extremamente Uleis para peixes gue vivem em cardumes, em ambientes de
agua doce.

Apds a separacdo dos continentes o grupo dos Characiformes, ja bem
estabelecidos, evoluiram separadamente. A ordem dos Characiformes &
composta de 4 a 16 familias (Greenwood ef al, 1966), das quais 4 s&o
endémicas do continente africano (cerca de 200 espécies). As demais da
América Neotropical, as quais atravessaram intensa diversificagdo, atualmente
representam mais que 1.200 espécies. Apesar da extrema importancia deste
grupo de peixes na ictiofauna da América Neotropical, os modeios de
distribuicdo dos Characiformes na América do sul ainda permanecem

desconhecidos (Weitzman, 1982). Weitzman ef al., (1988), propuseram que a
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presente distribuigao da ictiofauna nos cursos de agua doce ao lengo da costa
brasileira, € © resultado de mudancas nos niveis do mar durante os Gltimos

300.000 anos.

1.5.1. Brycon — diversidade e caracterizacio

O género Brycon é um Characiforme pertencente a subfamilia
Bryconinae (Familia Characidae), e pode ser considerado como um dos
maiores grupos de peixes presentes na América Neotropical. Neste género séo
descritos aproximadamente 60 espécies com ampla distribuicdo geografica
(Howes, 1882). No Brasil, a distribuigdo do género Brycon é bastante ampla e
representantes deste género podem ser encontrados em diversas bacias
hidrograficas.

A sistematica do género Brycon ainda é bastante confusa. Howes (1982)
descreveu dez espécies para o grupo Brycon falcatus na bacia Amazénica: B.
falcatus, B. brevicauda, B. bahiensis, B. cephalus, B. carpophagus, B.
orthotaenia, B. siebenthale, B. moorei, B. hilarii e B. bicolor, quatro espécies
para o0 grupo Brycon acuminatus nas bacias do sudeste: B. acuminatus, B.
ferox, B. reinhardti e B. devillei e duas espécies para o grupo Brycon
orbignyanus para as bacias que compdem os rios Parana e Paraguai: B.
orbignyanus e B. microlepsis.

Géry e Mahnert (1992) agruparam o género Brycon das bacias
brasileiras da seguinte maneira. Na bacia Amazbnica central quatro espécies

foram reconhecidas e redefinidas, de acordo com o padrdo de coloracdo: B.
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melanopterus, B. cephalus, e B. bicoior, além de uma espécie nio descrita do
Rio Madeira, possivelmente B. brevicauda. Na Amazdnia, o Brycon sp. €
conhecido como Matrincha e Jatuarana e a diferenciago de ambos é baseada
na colorag&o. Na Bacia do Prata, os autores redescreveram duas espécies: B.
orbignyanus e B. microlepis. E mais ao sudeste no Rio Parana e seus afluentes
estdo presentes B, hifarii, B. opalinus e B. orthotaenia.

Na Bacia do Paraiba, encontramos duas espécies do género Brycon,
sendo uma delas conhecida popularmente como Piabanha (Brycon insignis).
Este peixe teve grande importancia econdmica na regido, tendo sido
classificado como Megalobrycon piabanha.

Um grupo de 6 especies do género Brycon, popularmente conhecidas
como Pirapitinga, Parapitinga ou Parpitinga, € encontrado nas cabegeiras de
afluentes de alguns rios brasileiros e possuem similaridades morfologicas
significativas. Na bacia do S&o Francisco é encontrada a espécie Brycon
reinhardt, na bacia do ric Grande, Brycon nattereli ; na bacia do rio Parana duas
especies ndo descritas e nos afluentes do ric Doce uma também ainda néo
descrita.

Em afluentes do rio Paraiba, no vale do Paraiba, é encontrada a sexta
espécie, conhecida na regido como Pirapitinga-do-sul. Esta espécie foi descrita
inicialmente por Cuvier (1819), como Chalceus opalinus, a partir do holétipo
coletado no Rio de Janeiro. Esta espécie foi posteriormente reclassificada por
Mueller & Troschel (1844) como uma espécie do género Brycon. A Pirapitinga-

do-sul é citada novamente na literatura cientifica por Steindachner (1876), que a
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identifica erroneamente como Brycon reinhardt, espécie descrita por Lutken
(1874) no ric das Velhas (bacia do S&o Francisco). De acordo com Lima
(1999)1, apesar das semelhangas meristicas dos exemplares oriundos das duas
bacias, é aceito que a espécie da bacia do Paraiba seja classificada como

Brycon opalinus.

1.5.2. Importancia econbémica dos peixes do género Brycon
Representantes de varias espécies do género Brycon sempre tiveram
importancia para a pesca artesanal em diversas regides no Brasil. Ferreira ef af.
(1996), identificaram as espécies presentes em mercados e industrias
pesqueiras na cidade de Santarém, estado do Para, baixo Amazonas, nos anos
de 1992 e 1993. Dentro das 129 espécies levantadas e identificadas pelos
autores, a especie Brycon cephalus (matrincha e jatuarana) esta presente. No
mercado Municipal Adolfo Lisboa em Manaus, onde mais de 30% da producéo
de pescado do estado do Amazonas s&o comercializados, o matrinché também

esta entre as espécies de valor econdmico (Bittencourt & Cox-Fernandes,

11990). Algumnas caracteristicas destes peixes, aliadas ao comportamento

alimentar onivoro (Goulding, 1980), o que permite a esses animais aceitarem
alimentos manufaturados {Reimer, 1982) bem como viverem em ambientes de
baixa concentragdo de oxigénio dissolvido (Braum & Junk, 1982), vém
despertando © interesse para seu cultivo comercial (Mendonga, 1994, Pereira

Filho, 1994, Faria, 1994 e Antunes, 1994).

! Comunicagio Pessoal, Flavio Lima — Museu de Zoologia -USP
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Nao obstante de sua utilizag@o na piscicultura comercial, a Pirapitinga-
do-sul tem sido objeto de varios estudos quanto & sua reproducéo, fecundidade,
comportamento reprodutivo (Narahara, 1994) e quadro hematoldgico para o
acompanhamento de seu estado fisiologico em cativeiro, nos seus varios

estagios de vida (Paiva, 1991).

1.5.3. Estudos populacionais e filogenéticos

Apesar da grande quantidade de espécies da extensa distribuicdo
geografica e dos nichos que o género Brycon apresenta na América
Neotropical, poucos tém sido os trabalhos publicados utilizando-se este grupo
de peixes em estudos populacionais e filogenéticos.

Margarido et al., (1996) realizaram estudos cromossOmicos em sete
espécies do género Brycon provenientes de 7 bacias hidrograficas diferentes e
seus resultados mostraram que todas as espécies apresentaram um numero
dipléide {(2n=50), com uma estrutura macroestrutural comum entre as espécies
analisadas. As sete espécies foram classificadas em dois modos de distribuicdo
da heterocromatina. O Grupo 1 é composto pelas seguintes espécies: B.
orbignyanus, B. microlepis, B. sp., e B. cephalus, e grupo 2 pelas espécies B.
lundii, B. brevicauda e B. insignis.

Almeida-Toledo ef al., (1996) avaliaram a composicdo cromossémica de
trés espécies: B. ¢f. reinhardt (B. opalinus) e B. insignis, originarias da bacia do
Rio Paraiba, e B. cf. cephalus, da bacia do Rio Amazonas. Aqui, também, as

trés especies apresentaram um numero dipidide (2n=50). Os dois trabalhos
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mostram uma estrutura cariotipica bastante conservada, que sob o ponto de
vista de evolugdo cromossémica caracteriza espécies de grande tamanho
populacional e habitos migratorios.

Os dois trabalhos mostram a presenca de um (nico par de RONs (regigo
organizadora do nucléolo) localizado no mesmo par de cromossomos, segundo
par do grupo SM/ST (submetacéntrico/subtelocéntricos). Esta ndo é uma
caracteristica comum em teledsteos, e evidencia uma relagdo bastante estreita
entre os representantes deste género, sugerindo uma possivel origem
monofilética comum deste grupo.

Estudos genético-bioguimicos da Pirapitinga-do-sul, com base no
polimorfismo de transferrinas, mostrou valores de consangiinidade eievados
(F= 0,421) nos estoques mantidos na Estacdo de Hidrobiologia e Piscicultura da
Hidrelétrica de Paraibuna — CESP (Toledo-Filho, 1994).

Orti (1995) descreveu a seqgiiéncia do gene do RNA ribossomal de
mitocdndrias de um Brycon sp. proveniente do Rio Uruguai, a qual foi
comparada com o modo e as taxas de substituicdo de nuclectideos entre

diversos representantes dos Characiformes.
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il. OBJETIVOS

1. Caracterizar o DNA mitocondrial da Pirapitinga-do-sul (Brycon opalinus)
baseado na identificacdo das diferencas em perdas ou ganhos de sitios de

restrico por meio da analise de RFLP.

2. Avaliar a variabilidade genética do estoque de reprodutores da Pirapitinga-
do-sul mantido em cativeiro na Estacdo de Hidrobiologia e Aquicultura de
Paraibuna/CESP e comparar sua composicdo com as populagbes

selvagens.

3. Estimar a variabilidade genetica dentro e entre populagdes selvagens da

Pirapitinga-do-sul, e sua estrutura populacional.

4. Avaliar o DNA mitocondrial como marcador nos repovoamentos com a
Pirapitinga-do-sul realizados pela CESP em tributarios formadores da bacia

do Paraiba do sul.
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ill. MATERIAIS E METODOS

3. Origem dos Peixes
3.1. Locais de coleta

A Pirapitinga-do-sul (Brycon opalinus) (Foto 3.1) € um peixe que vive em
ambientes encachoeirados de agua corrente. S80 encontrados em regiGes de
temperaturas amenas, e costumam habitar as cabeceiras de rios de pequeno e
medio porte em areas de remansos do rio, conhecidas como pogdes.

A localizacéo das populacbes de Pirapitinga-do-sul foi inicialmente feita
por meio dos registros de coleta e repovoamento, realizados pela equipe de
técnicos da Estagdo de Hidrobiologia e Agquicultura de Paraibuna. Com base
nos registros da Estagéo, mais as informacdes provenientes de entrevistas com
pescadores locais e populagbes ribeirinhas, foi feito um primeiro levantamento
das areas, onde as populacgdes selvagens da Pirapitinga-do-sul poderiam estar
localizadas.

Numa primeira viagem de campo aos locais inicialmente estabelecidos
.p.ar.a Qarificac;éo da preséhga dé exempkareé de Pirapitinga-do-sul, cor.lls.tatou-se
a auséncia ou diminuicdo drastica dos estoques selvagens possivelmente
devido & serias modificagbdes ambientais, fais como destruicdo de matas
ciliares, assoreamento dos rios, formac¢do de pastagens e outras praticas
agricolas. Esta situagdo foi observada, por exemplo, no ric do Salto (municipio

de Paraibuna), e no rio itaga¢aba (municipio de Silveiras). Rios, estes, em que
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parte dos peixes formadores do estoque fundador da piscicultura foram
_capturados.

As areas de capturas foram, entdo, estabelecidas em sete rios
contribuintes da bacia do rio Paraiba do Sul (Figura 3.1). Animais mantidos na
Estagdo de Hidrobiologia e Aqlicultura de Paraibuna, como estoque reprodutor,
compuseram um oitavo estoque para fins de analise. (Tabela 3.1 e 3.2)

A captura dos individuos foi realizada por meio de pesca convencional e
rede de espera. As capturas foram feitas com a preocupacéo de ndo causar
mortalidade excessiva, para que os animais pudessem ser levados vivos para
Estagdo. A captura foi feita com molinete ao final de tarde e pela manha. No
periodo noturno redes de espera, com malhas de diversos tamanhos, eram
deixadas ao longo do rio em pontos previamente escolhidos. Neste fipo de
armadilha foi verificado alguma mortalidade devido ao emaranhamento dos
animais na rede. Porém, este tipo de procedimento foi algumas vezes
necessario devido as dificuldades de captura de uma quantidade significativa de

animais para as analises.

3.1.1. Estoques Nativos

Estoque rio Preto

Os animais deste estoque foram coletados em dois pontos do rio Preto
distantes 35 km um do outro. O rio Preto € o principal ric da regido serrana do
municipio de Visconde de Maua (RJ). E um rio de aguas frias, apresentando

bom estado de conservacdo em grande parte do seu curso. O rio Preto
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desagua no Rio Paraibuna (RJ), que por sua vez desagua no Rio Paraiba do
Sul. No ponto 1 foram coletados 14 animais em 1997 e 28 animais em 1998, No

ponto 2 foram 10 animais em 1998. (Foto 3.2).

Estoque rio Paraibuna

Os animais deste estoque foram coletados no rio Paraibuna (SP) dentro
do Parque Estadual da Serra do Mar — Nucleo de Santa Virginia, municipio de
Sao Luiz do Paraitinga. Assim, por estar dentro de uma area de preservacgio de
Mata Atlantica, o rio Paraibuna e seu ecossistema adjacente apresentam-se em
bom estado de preservacdo. No ponto esceolhido foram capturados 40

individuos. (Foto 3.3)

Estoque rio Buquira

Os animais deste estoque foram coletados no rio Buquira no municipio
de Monteiro Lobato. Varios trechos do rio estdo em bom estado de conservagdo
com matas ciliares recuperadas por produfores rurais da regido. A coleta foi
realizada em varios trechos do rio em dois anos diferentes. Em 1997 e 1998

foram capturados 10 e 28 exemplares, respectivamente. (Foto 3.4)

Estoque rio ltagagaba
O rio ltagagaba, no municipio de Silveiras, foi usado como ponio de
coleta de reprodutores para a Estag@o de Hidrobiologia e Aquicultura de

Paraibuna. Atualmente, este rioc encontra-se em péssimo estado de
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preservagao, com auséncia de matas ciliares em grande parte de seu curso e
trechos comm assoreamentos excessivos. Situagdo esta que vem se agravando
pela presenga de um reflorestamento de eucalipto, sem as devidas medidas
conservacionistas para preservagdo dos recursos hidricos existentes na regido.
A drastica reducdo dos estoques foi constatada pela pouca eficiéncia nas
capturas. Em 1997, apenas 1 exemplar foi encontrado. Em 1998, um novo

esforco foi feito, e apenas 6 exemplares foram capturados (Foto 3.5).

Estoque Rio Martins
O ric Martins, no municipio de Natividade da Serra, é um tributario do rio
Paraibuna (SP), localizando-se préximo ao reservatorio. Neste ponto de coleta

foram capturados 10 exemplares em 1997.

3.1.2. Estoques Introduzidos

Estoque Rio do Peixe e Rio Negro

O rio do peixe e o rio negro eram tributarios do rio Paraibuna préximo a
“antiga nascente rio Paraiba do Sul. Apds a formaggo do reservatério estes dois
corpos d'agua passaram a desaguar diretamente no reservatorio,
transformando-se em contribuintes importantes para manutengéo do volume do
reservatorio. Eles foram escolhidos por terem sido pontos de soltura e recaptura
de alevinos de Pirapitinga-do-sul para verificacdo da eficiéncia dos programas
de repovoamentc. Os dois rios apresentam trechos bem preservados e trechos

em processo de deterioragdo. No rio do Peixe foram capturados 9 animais em
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1997 e 10 animais em 1998. Ja no rio Negro, com maiores trechos de matas
ciliares e melhor estado de preservacao, foram capturados 38 animais em 1998

(Fotos 3.6 € 3.7).

3.1.3. Estoque em Cativeiro

Estoque Piscicultura

Os animais amostrados na Estacdc de Hidrobiologia e Aguicultura de
Paraibuna (Foto 3.8) foram considerados como um estoque separado para fins
de andlise. Aproximadamente 700 animais fazem parte do estoque reprodutor
da piscicultura. Estes animais compreendem a geracdo F; ou F; do estoque
fundador da Estacdo de Hidrobiologia e Aglicultura de Paraibuna, o qual foi
formado entre 1980-81 com a captura de exemplares do rio ltagagaba
(municipio de Silveira), do rio Paraibuna {municipioc de Sao Luiz do Paraitinga) e
do rio do Salto (municipio de Paraibuna). Os animais formadores do estogue
atual da piscicultura estdo misturados em dois tanques, ndo sendo possivel
separa-los de acordo com a origem de coleta.

Oitenta animais (40 machos e 40 fémeas), com idade superior a 4 anos,
foram separados do estoque reprodutor para compor a amostra do estoque da

piscicultura.
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Tabela 3.1. Periodo, local e quantidade de animais coletados

.. Periodos
Rio Municipio 97 98

Negro Visconde de Maua

ponto 1 14 28

ponto 2 - 10
Paraibuna Séo Luiz do Paraitinga 40 -
Bugquira Monteiro Lobato 10 28
ltaguacaba Silveiras 1 6
Martins Natividade da Serra 10 -
do Peixe Natividade da Serra 9 10
Negro Paraibuna - 37
Estagao Paraibuna 40 40
Total 124 159

Tabela 3.2- Latitude e Longitude dos locais de coleta da Pirapitinga-do-sul na
bacia hidrografica do Vale do Paraiba

Local de Coleta Latitude S Longitude W
1. Rio Preto 22°19'70” 44°32'61”
2. Rio Paraibuna 23°2008" 45°0841"
3. Rio Buquira 22°57°50" 45°46'59"
4. Rio taguacgaba 22°29'46” 44°45°85"
5. Rio Martins 23°24°89" 45°35'97”
6. Rio do Peixe 23°22'15” 45°19°59”
7. Rio Negro 23°32'67” 45°25'57”
8. Estacdo 23°29'69” 45°2011”
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Foto 3.3. rio Paraibuna, municipio de Sao Luiz do Paraitinga (SP)
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Foto 3.5. Rio igagaba, municipio de Silveiras (SP)
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oto 3.7. Rio Negro, municipio de Paraibuna (SP)

48



eungieied ap gHMN ep eanyns

inb

v @ eibojoiqolpiy ap oede)s3 ‘g

't 0jod

47



3.2. Preparacaéo das amostras
3.2.1. Extracdo do DNA mitocondrial

Figado (3 a 4 grs) foi coletado e mantido em tampéo estéril - TEK (50
mM Tris, 10 mM EDTA, 0,2 M KCI, 0,25 M Sucrose - pH 7,5) ate o
processamento. No caso de ovos, estes foram mantidos em tubo Falcon sem
tampéo, pois a adicdo de tampdo promove o endurecimento dos ovos pela
absorgdo de agua, tornando a homogeneizagdo mais dificil.

O DNAmt foi extraido com base no protocolo desenvolvido por Chapman
& Powers, (1984) e modificado por Danzmann ef al., (1991) pela adicdo de 0,25
M de sacarose ao tampao inicial (TEK). (Apéndice 4)

Este método permite extrair DNAmt parciaimente purificado. A
integridade do DNAmt € melhor observada em preparagbes com tecidos (figado
e ovos) coletados logo apos a morte do animal e colocados em tamp&o gelado.
Tecidos extraidos desta maneira podem ser mantidos em gelo/geladeira (4°C)

por varios dias sem perda significativa da qualidade do DNA.

335 Extracao do DNAtotal e

Para obtencdo de DNA do estoque reprodutor € de animais selvagens,
procurou-se desenvolver outro método de extragéo de DNA sem a necessidade
do sacrificio dos exemplares. Assim, optou-se por seguir um protocolo de
extracdo de DNA total (nuclear e mitocondrial) para que, por meio de sondas

marcadas, os fragmentos de DNAmt pudessem ser evidenciados.
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Inicialmente foi testado o protocolo de extragdo de DNA total com
amostras de sangue extraidas de veia/artéria caudal (Billington & Hebert, 1990).
Porém, a qualidade de visualizag&o dos fragmentos de DNAmt nido foi boa,
muitas vezes sendo dificil observar fragmentos de DNAmt de baixo peso
molecular.

Assim, procurou-se obter uma preparacdo de DNA mais enriquecido com
DNA mitocondrial. Uma biopsia de musculo esquelético da regido dorsal, entre
a nadadeira dorsal e adiposa (Hilsdorf et al, 1999), foi realizada em uma
amostra de animais. Nenhuma mortalidade foi constatada entre os individuos
biopsiados, permitindo, desta forma, a obtencdo de quantidades suficientes de
tecido rico em mitocdndrias, e consegiientemente de DNA mitocondrial.

A extragcdo de DNA ftotal foi feita de acordo com protocolo descrito por
Taggart et. al., (1992), modificado pelo uso de tamp&do STE (0,1 M NaCl, 0,05M
Tris-HC! e 0,01M EDTA, pH 8,0) (Apéndice 4). Neste tamp&o usa-se menores
quantidades de EDTA, visto que este pode reagir com MgCl, e reduzir a

eficiéncia de amplificagdo pelo PCR, para o caso de uso futuro das amosiras.

3.3. Obtencéo de sondas do DNAmt da Pirapitinga-do-sul
3.3.1. Processo de purificagdo do DNAmt

O processo de cionagem do DNAmt da espécie em estudo foi feito em
razéo da auséncia de trabalhos publicados com espécies do género Brycon ou

géneros correlatos, em que o DNAmt tivesse sido clonado.
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O DNAmMt da Pirapitinga-do-sul foi extraido de ovos maduros de fémeas
(Chapman & Powers, 1984) para obtengdo de DNAmt com maior pureza. As
amostras de DNAmt foram submetidas a testes para escolha da enzima a ser
utilizada para clonagem. Das 19 enzimas da regido de clonagem do vetor
pBiuescript® Amp SK(+) (Stratagene) (Figura 3.2) a enzima de restriggo BamHi
foi escolhida por clivar o DNAmMt da espécie em trés fragmentos de 7.710, 4.930
e 2.125 pares de bases.

Uma amostra de DNAmt foi digerida com a enzima BamH! e os produtos
da digestado foram separados em gel de agarose 1%. Os fragmentos de DNAmt
foram, entdc, retirados do gel com o auxilio de um bisturi. A extragdo dos
fragmentos de DNAmt do gel de agarose foi feita com o auxilio do Kit Q/Aquick
Gel Extraction (Qiagen/cat n° 28706).

Este sistema consiste na passagem da amosira de DNA eluida em
tampdo, através de uma coluna que contém uma membrana de silica gel com
propriedades de ligagao seletiva. O acido nucléico € adsorvido pela membrana

na presenga de alta concentragdc de sais caotropicos, enquanto que o0s

contaminantes a atravessam livremente durante a microcentrifugacdo. Apss

isolamento dos fragmentos purificados de DNAmt, procedeu-se a quantificagdo

do DNA purificado para seu uso no processo de clonagem.
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Figura 3.2. Fragmentos de DNAmI para clonagem no sitio de BamH | da regiao
de clonagem do Plasmidec pBluescrint® Amp SK{+) (Stratagene).




3.3.2. Clonagem e transformacao

Os fragmentos purificados foram ligados ao plasmideo pBluescript® Amp
SK(+) (Stratagene) por meio de uma reacdo contendo 1 ul de vetor 10 ng/ul
(2.961 Kb), 3 ul de inserto, 1 pl de 10mM rATP pH 7.5, 2 pl de tampéo de
ligacdo, 1ul de T4 DNA ligase (Stratagene) e 2 pl de dgua deionizada. A reacéo
foi incubada a temperatura ambiente por no minimo 1 hora e, entdo, aquecida a
65°C por 10 min a fim de promover a ligagdo do fragmento de DNAmt ac vetor
plasmidial.

Os plasmideos, pBluescript® Amp SK(+) contendo os insertos de DNAmt
foram amplificados pela transformacgdo em bactéria competente Escherichia coli
(DH5a). Para isto, de 5 a 10 pi da reagéo de ligagdo foram adicionados @ uma
aliquota de 200 pl de bactéria competente e, apds leve homogeneizagéo, a
mistura foi incubada em gelo por 30 min. Em seguida, as bactérias foram
submetidas a um choque térmico, sendo incubadas a 42°C por 1 min e

rapidamente deixadas em gelo por mais 1 min. Apos este tempo, 800 ul de

meio. de cultura LB (10 g Triptona/ 5 g Extrato de levedura/10 g de NaCl/ agua

deionizada para 1 litro) foram acrescentados, e a cultura incubada a 37°C, por 1
hora, sob agitagdo. Finalmente, apds centrifugacdo a 8000 rpm por 20 seg, a
temperatura ambiente, o precipitado de bactérias foi resuspendido em 200 ul de
meio e espalhado em placa de Petri 92x17 mm (Nunc), contendo LB sdlido
(1,5% de bacto-agar) com 50 pg/ml de antibiético ampicilina (Sigma) para

selecdo das colbnias transformantes. Ainda, para a identificag&o dos clones
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contendo o inserto, foi adicionada a placa 40 ul de X-ga/ (20 mg/ml) e 4 pl de
IPTG (200 pg/mil). ApOs a inoculacéo, a placa de Petri foi incubada em estufa a
37°C por 16 horas.

Para detectar as coldnias positivas, ou seja, aquelas contendo o©
fragmento de DNAmt ligado ac vetor plasmidial, cada uma das colénias brancas
formadas na placa foi inoculada em tubo estéril 17x100 mm (USA Scientific
Plastics) contendo 2 ml de LB com ampicilina (50 ug/mi). Os tubos foram, entio,
incubados, scb agitagéo, a 37°C por 16 horas. Apos o crescimento bacteriano,
1,5 ml da cultura foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 min e o DNA extraido

utitizando-se © QIAprep spin Miniprep Kit (Qiagen/ cat. n°. 271086).

3.3.3. Identificacdo dos clones positivos
Os plasmideos purificados foram submetidos & digestdo com a enzima
de restricdo BamHl, de forma que, apds eletroforese, os clones positivos

pudessem ser identificados. Em seguida, 5 pl do DNA extraido pela mini-

preparaggio, pBluescript” Amp SK(+) contendo os insertos de DNAmt, foram

digeridos com 10U de BamH! (Gibco BRL-Life Technologies) mais 1X react
buffer 2 (Gibco BRL-Life Technologies) para um volume final da reacdo de 20
ul. Apés incubagéo, a 37°C por 2 horas, 3 ul de tampdo de amostra 6X foi
adicionado & reacédo de digestdo. Os 'produtos da digestao foram aplicados em
gel de agarose 1%, contendo 0,5 ug/m! de brometo de etideo e submerso em

tamp&o TAE 1X. A eletroforese foi realizada por aproximadamente 45 min a 100
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volts e o gel visualizado sobre luz ulira vicleta para que a migragdo dos

fragmentos pudessem ser comparada a do marcador A Hind lIll (Gibco-BRL).

3.3.4. Maxi-preparacéo do DNA plasmidial

Dos clones positivos, provenientes da mini-preparagéo, 500 ul de cultura
foram inoculadas em 500 ml de meio LB contendo ampicilina (50 pg/mi), e
mantidos sob agitagdo a 37°C por 16 horas. Em seguida, cerca de 2 aliquotas
de 1 mi cada, contendo 800 ul da cullura e 200 pui de dlicerol, foram
armazenadas a -80°C, e o restante centrifugado a 4000 rpm, a 4°C por 15 min.
Com o precipitado bacteriano, resulitante da centrifugag8o, foi realizado a lise
alcalina das células, num processo de preparacdo de DNA plasmidial
semelhante ao descrito anteriormente, porém, em maior escala, denominado
maxi-preparacdo de DNA plasmidial (Maxi-prep). A exiragdo do DNA e sua
purificagéo foi realizada com a utilizac@o do Plasmid Maxi Kit (Qiagen/ cat. n°

12165).

3.3.5. Analise das enzimas informativas

Um total de 24 endonucleases (Tabela 3.3) foram usadas para realizar
um levantamento inicial da variabilidade do DNAmt. Oitenta animais proveniente
dos diversos estoques amostrados foram testados para cada uma das 27

enzimas.



Cada peixe de todos os estoques amostrados foi submetido a digestao
do DNA total com cada uma destas enzimas. As digestdes foram feitas com a
preparagdo da reagdo basica de 2pl tamp&o especifico 10x, 2-5 unidades de
enzima de restrigdo, 0.2ug de RNAse a um volume final por digestéo de 20 ul.
As condicBes de incubagdo foram feitas de acordo com as especificacées do
fabricante.

Os fragmentos resultantes da digestdo foram mantidos a 4°C para
posterior uso ou separados imediatamente por eletroforese a 20 V por 16 h, em
gel de agarose (1%} submerso em tamp&o TAE 1X (0.04M Tris-acetate, 0.001M
EDTA). O padr@o de migragdo dos fragmentos foi comparado ao padrio do
marcador A Hind Il (Gibco-BRL), sendo que as diferencas em mobilidade entre
eles foram medidas, e o tamanho do DNAmt estimado pelo programa DNAgel
(Kieser,1984).

As amostras de DNA de cada estoque foram submetidas a eletroforese,

como descrito anteriormente, e transferidas para membranas apropriadas por

Southern Blotting (Southern, 1975). Apds a eletroforese o DNA foi denaturado

| (15M .NaCf.”é”(.j,SMMdé”NaOHj e neutraﬁzédo (1M tris—lHCi” e .1,5M NaCl). Os
fragmentos de DNA, contidos no gel, foram transferidos para uma membrana de
nylon {Biodyne) com uma solugdo de 20X SSC (3 M NaCl e 0,3 M de Citrato de
Sodio). Apbs a transferéncia, o material foi fixado & membrana através de

irradiagao ultra-ultravioleta (UV Stratalinker 1800 - Stratagene).
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A membrana foi pré-hibridizada com uma solugdo contendo 5X solugéo
de Denhardt, 6X SSC, 50% de formamida, 0,5% de SDS e 10 mg/ml de DNA de
esperma de salméo denaturado, por no minimo 2 horas a 42°C. O DNA de
esperma de salmaio evita ligacbes inespecificas da sonda a membrana.

A hibridizag&o ocorreu sob as mesmas condicbes da pré-hibridizagéo,
porém, com auséncia da solugdo de Denhardt, por no minimo 18 horas. Como
sonda foram utilizados os fragmentos de DNAmt da Pirapitinga-do-sul clonados
como descrito anteriormente, e marcados radioativamente com [a-32P1dCTP
por random primer extension (Ready-To-Go DNA labeling Beads {-dCTP) -
Pharmacia) para hibridizagdo com o DNAmt fixado na membrana.

Para retirada de ligagcbes ndo especificas, a membrana foi lavada 2
vezes por 10 min, em 2X SSC; 0,1% SDS a temperatura ambiente, e 2 vezes
por 10 min, em 0.1X 8SC; 0,1% SDS a 68°C. As membranas foram, entdo,

expostas em filmes de raio-X (BIOMAX™ MR) e deixadas a - 70°C por no

minimo 12 horas.
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Tabela 3.3 . Lista de enzimas utilizadas, seqiiéncia de reconhecimento e
valores de r (Nei, 1987).

Enzimas Sequéncia de r
reconhecimento
Apal GGGCC/C 6
Avall G/G(W)CC 4.6
Bamh | G/GATCC 6
Bol | T/GATCT 6
Bgl i A/GATCT 6
BssH I G/CGCGC 6
Clal ATICGA 5
Dra | TTT/AAA 6
EcoR | G/AATTC 6
Hinc i GT(Y)(R)AC 53
Hind 1l A/AGCTT 6
Hpal GTT/AAC 6
Kpn | GGTAC/C 8
Miu | A/CGCGT 6
Ncol C/ICATGG 6
Nhe | G/CTAGC 6
Pst CTGCA/G 6
Pvu i CGAT/CG 6
Sst | GAGCT/C 6
Salli G/TCGAC 6
Sma | CCCIGGGE 6
Spe | A/CTAGT 6
Xbal T/ICTAGA 6
Xho | C/TCGAG 6
24 enzimas

' A=Adenina G= Guanina C= Citosina T=timina
W=AouT Y=CouT R=Aou(G
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3.4. Metodologia de analise
3.4.1. RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism

RFLP que pode ser traduzido por “polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restricdo”. Esta técnica foi inicialmente usada para detecgdo de
mutacdes em DNA de virus (Grodzicker et al,, 1974) e posteriormente foi
empregada para analise gendmica (Wyman & White, 1980).

A técnica do RFLP é baseada na detecgdo de fragmentos gerados por
digestdo com enzimas de restriggdo. O polimorfismo € observado pelas
diferengas nas seqgliéncias do DNA de dois individuos, que possibilitem o
aparecimento ou desaparecimento de um sitio de restricdo especifico. Portanto,
em individuos em gue ndo ha diferenca de nucleotideos na regido do sitio de
restricdo os fragmentos migram da mesma forma em gel. Em contraste,

diferengas de nucleotideos produzirdo diferentes padrBes de restrigéo.

3.4.2. Analise Estatistica

Os dados apresentados no presente estudo foram analisados a partir da
- combinagdo dos hapldtipos mitocondriais obtidos a partir dos sitios polimorficos
de restricio observados para cada enzima marcadora.

As estimativas de distancias geneticas entre todos os pares de
haplotipes foram calculadas com a ulilizaggdoe de uma matriz de
presenga/auséncia para os 16 sitios de restricde que apresentaram
polimorfismo, de acordoc com o método desenvolvido por Nei & Tajima (1981 e

Nei & Muiler, {1990).
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A diversidade haplotipica (h) ou diversidade do nucleon é a medida bruta
~de variabilidade, isto e, a probabilidade de que dois haplétipos sejam diferentes
em uma dada populagéo (Nei, 1987). Pode-se dizer que o indice de diversidade
haplotipica € o correspondente a heterozigose em uma populagéo dipidide.

A diversidade nucleotidica () dentro da populagdo, que expressa o
nimero meédio de diferengas nucleotidicas entre os hapidtipos, isto &, a
probabilidade de que dois nucleotideos homologos escolhidos ao acaso sejam
diferentes, foi calculado de acordo com Nei & Muller, (1990). Esta equagéo foi
desenvolvida com base nos valores de distancias genéticas entre pares de
haplétipos, calculado a partir de Nei & Muller, (1990).

A diversidade entre as populacBes, que é o nimero minimo de
substituicbes entre duas populacBes, foi calculada pela estimativa de
Divergéncia Nucleotidica Interpopulacional (s) (Nei, 1987). Nesta equacio
deve-se subtrair o efeito do polimorfismo intrapopulacional, pois na presenga de
sequéncias polimorficas o tempo de divergéncia entre os alelos é geralmente
maior do que o tempo de separagdo das populagbes.

. As estimativas de distancia genética, diversidade nucleotidica e
haplotipica intrapopulacional e divergéncia nucleotidica interpopulacional
descritas acima foram calculadas com o uso do programa REAP - The
Restriction £Enzyme analysis Package {Mc Elroy et al., 1982).

A analise da estrutura genética das populacbes foi realizada pela Analise

da Variancia Molecular (AMOVA — Analysis of MOlecular VAriance). Esta
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estimativa leva em consideraco a freqliéncia de distribuicdo dos hapidtipos, e
o numero de diferencas de sitios de restricdo entre eles. Os valores de
divergéncias séo incorporados @ uma anélise de variancia para estimar o grau
de subdivis@o genética intraespecifica (Excoffier et al., 1992). Desta forma s&o
produzidos estimativas dos componentes de variancia e valores analogos ao
Fst (Wright, 1951), modificados para genomas haploides (Weir & Cockerham,
1984).

A AMOVA foi processada com o programa Arlequin, versdo 1.0
(Schneider et al, 1997). As formulas para os caiculos estdo apresentadas no

Apéndice 5.
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IV. RESULTADOS

4.1. Avaliagao e selegdo das enzimas de restricao

Das 24 enzimas de restricdo utilizadas neste estudo, 6 foram marcadoras
e produziram padrbes variaveis — Apa |, Ava ll, EcoR [, Hinc 1l, Hpa i e Nhe | —
para o genoma mitocondrial do Brycon opalinus (Figuras 4.1 a 4.3). Desta
forma, somente estas enzimas foram selecionadas para caracterizar a
variabilidade do DNAmt nos peixes amostrados. Os padrdes polimorficos para
cada enzima foram designados em ordem alfabética conforme a freqiiéncia com
que estes apareciam nas populagdes.

Com base nas mobilidades dos fragmentos das 24 endonucleases
utilizadas (Tabela 4.1), o tamanho total estimado para o DNAmt do B. opalinus

foi de cerca de 16.300 (= 500) pb.

4.2. Composicdo de haplétipos do DNAmt da Pirapitinga-do-sul

Dos 283 animais analisados foram identificados 27 haplotipos (Tabela
4.2). Estes haplotipos foram gerados pela combinagéo dos padroes produzidos
pelas seis endonucleases informativas, e s&o caracterizados pela perda ou
ganho de um sitio de restriggo. Nao houve evidéncias de variagéo atribuida a
diferenca de tamanho da molécula.

A analise dos tamanhos dos fragmentos de restricBo gerados pelas
enzimas polimoérficas, possibilitou a elaboragdo de um diagrama de

interconvers&o, sobre o qual pode-se inferir os possiveis passos mutacionais
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que ocorreram no DNAmt da Pirapitinga-do-sul (Figuras 4.4 e 4.5) no periodo
recente de sua evolugio. Considerou-se para isso, que perdas de sitios de
restricdo s&0 mais comuns que ganhos (Templeton, 1983).

A enzima Apa | gerou dois padrées de fragmentos. O padric B
provavelmente deu origem ao padrdo A pela perda de A, (Figura 4.4 - a). A
enzima Ava 1l também gerou dois padrbes, sendo que o padrdo B originou o
padrdo A possivelmente pela perda de B, (Figura 4.4 - b).

A enzima EcoR | gerou trés padrbes. O padrdo A pode ter originado o
padrao B pela perda de Cs e ter sido originado a partir de C pela perda de Cs
(figura 4.4 — c). O padréo A de Hinc Ii provavelmente gerou o padrao B pela
perda de Ds (Figura 4.5 - d). A enzima Hpa | originou quatro padrdes de
fragmentos. O padréo A possivelmente gerou os padrées C e D pela perda de
E; e Es, respectivamente. O padrdo de fragmentos de B mostra que ele pode
ter sido originado de D pela perda de E; e o ganho de E; ou mesmo de C pelo
ganho de Ez e a perda de Es (Figura 4.5 — e). Por Ultimo, a enzima Nhe | com
trés padrées de fragmentos. O padrdo A originou B pela perda de F, e B
‘originou C pela perda de Fs. Desta forma, o paddo C foi gerado a partir de A
pela perda de Fy e Fs (Figura 4.5 - f).

Algumas amostras evidenciaram um padrio de digestio que apresentou
o fragmento de 1180 pb do padrdo A, junto com o fragmento de 1260 pb do
padrdo B, quando digeridas com a enzima Nhe |. A presenca dos padries A e B

no mesmo individuo sugeriu a ocorréncia do fendémeno de heteropiasmia de
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sitio de restrig8o para a endonuclease Nhe |, isto é, a presenga de dois tipos
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Tabela 4.1. Tamanhos dos fragmentos (kb) para as enzimas de restriggo.

“Enzimas e Padroes

Apa A 1247 2,34 153
B 7.4 5,06 2,34 1,53
Avall A 3,95 3,85 185 177 1,34 122 112 054 0,36 0,31 024
B 3,55 305 1,85 177 1,34 122 112 081 054 036 0,31 024
BamH!l A 7,71 493 212
Belt A 16.300
Bglli A 7,79 6,25 2,35
BssHi A auséncia de sitio de restricéo
Cla | A 16.300
Dra | A 4,02 3,18 2,73 259 1,82 1,11 0,88
EcoR 1 A 855 421 262 085
B 8,55 421 347
C 8,55 262 216 210 0,51
Hinc 1 A 452 2,57 245 232 219 1,85 0,33
B 4,52 289 245 232 2,19 185
Hind 1 8,14 3,067 288 085 0,74
Hpa | A 9,29 273 249 141 0,42
B 702 477 3145 141
c 11,76 273 1,41 042
D 9,29 3,15 249 141
Kpni A auséncia de sitio de restrigio
Miul A 13,23 3,15
Neol A 16.30C
Nhe | A 9,17 4,27 1,18 05 0,52 0,35 0,29 0,08
B 817 427 126 05 052 035 029
CCRAT T 427 128118 058 052 0,35 028 0.08
Psti A 7,08 559 1,08 0989 0,92 0,68
Pvu Il A 11,83 326 1,28
Sst | A 11,07 534
Sal | A auséncia de sitio de restrigio
Smal A 16.300
Spe | A 6,59 532 244 164 (.42
Xba i A 1003 4,16 212
Xho | A auséneia de sitio de restrigdo
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Apal 1 2 3

Ava i 1 2 3 4

Figura 4.1 — Autoradiograma com oS padrées de fragmentos obtidos por
transferéncia (Southern blot) do DNAmt da Pirapitinga-do-sul para as enzimas
de restricdo Apa | e Ava ll. No painel superior , a coluna 1 indica © marcador A
Hind 1li e as colunas 2 e 3 os padr8es A e B para enzima de restrigdo Apa . No
painel inferior, a coluna 1 indica o marcador & Hind lll, a coluna 2 o marcador
100 bpDNA ladder e as colunas 3 e 4 representam os padres B ¢ A para a
enzima Ava 1.



EcoR i

Hinc it 1 | 2 3

Figura 4.2 - Autoradiograma com os padrbes de fragmentos obtidos por
transferéncia {Southern blot) do DNAmt da Pirapitinga-do-sul para as enzimas
de restricdo EcoR | e Hinc 1. No painel superior, a coiuna 1 indica © marcador %
Hind Il e as colunas 2, 3 e 4 os padres B, A e C. No painel inferior, a coluna
1 indica o marcador A Hind I, e as colunas 2 e 3 os padrfes A e B.
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Nhe | 1 2 3 4 5

Figura 4.3 — Autoradiograma com os padrfes de fragmentos obtidos por
transferéncia {Southern biof) do DNAmt da Pirapitinga-do-sul para as enzimas
de restricdo Hpa l e Nhe 1. No painel superior, a coluna 1 indica o marcador A
Hind il & as colunas 2, 3, 4, 5 os padrdes A, B, C e D. O painel inferior, a
coluna 1 indica o marcadeor & Hind lil, as colunas 2, 3, 4 representam os
padrbes A, B, C, e a coluna 5 ¢ padrio heteroplasmico.
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Figura 4.4. Diagrama de interconversdo entre os

A
Ay
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= By
Bs
83 BB
B
B 7
4 Be
Bs
1
.
-
padrbes

C,
Cs
restricdo

obtidos para © DNA mitocondrial da Pirapitinga-do-sul com as enzimas Apa |,
Ava ll e EcoR |. As setas indicam a provavel direg@o de evolugdo. O nimero
de perdas ou ganhos de sitios de restricdo esta indicado.

69



c- Hinc D,

D'f Dy D,
D2 A De L g Dg B Ds
g
D:D, Ds ) 5
d- Hpa i
Eq E E, E, E4 E,
1 1
<«
— e
E5 Es
4 ‘\ \\\\ E; //’ E.; 4
\\\ \\\\1 1 ,’,/ ,,’/
\\ E - .
4 B A
B
2 4
e- Nhe |
F1 FSF? ng FSF-'"F F‘} F,SF?
6 8 6
Fs 1 Fs
Fs > 3 Fs
Fz ;‘..'22

Figura 4.5 — Diagrama de interconverséo entre os padrfes de restricdo obtidos
para o DNA mitocondrial da Pirapitinga-do-sul com as enzimas Hinc il |, Hpa i e
Nhe |. As setas indicam a provavel direg8o de evolugdo. O numero de perdas
ou ganhos de sitios de restri¢éo esta indicado.
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4.3. Freqiiéncia e diversidade hapiotipica e nucleotidica na Estagsio de
Hidrobioclogia e Aqliicultura de Paraibuna

A Estacao de Hidrobiologia e Aquicultura de Paraibuna, onde a espécie é
reproduzida, foi considerada um estoque a parte na andlise da estrutura
populacional da espécie na natureza, visto que este tem sido mantido isolado,
sem a introduc¢ao de novos estoques fundadores.

Na Estacdo foram observados 11 haplétipos (1, 3, 4, 5, 11, 15, 22, 23,
24, 25, 26). O haplotipo 22 foi 0 mais freqliente, ocorrendo em 28,75% do total
de animais arnostrados. Ja o haplétipo 1, observado como o mais freqliente em
ambiente natural, como veremos a seguir, apresentou uma freqgiiéncia de
16,25% na Estagio.

Os hapldtipos 24 e 25 ndo foram detectados nos individuos coletados na
natureza, 0 gque sugere a preservagac de haplétipos possivelmente ja extintos
nos ambientes naturais. Outra caracteristica importante observada na
distribuicdo dos haplotipos na Estagédo foi a presenca de heteroplasmia de sitio

de restricdo em 2.5 % dos animais avaliados.

A diversidade haplotipica (h) observada no estoque reprodutor foi de

0.753, isto &, ha 75.34% de chance de que dois haplétipos sejam diferentes
entre os individuos que compée o estoque reprodutor da Estagao. A diversidade

nucleotidica () calculada para Estagao foi de 0,78 %.
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4.4. Caracterizacao da diversidade do DNAmt das populagbes de
Pirapitinga-do-sul na bacia do Paraiba-do-sul.

As analises realizadas com os animais coletados no meio ambiente
evidenciou 16 haplotipos (2, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21 e
27), os quais n&o foram detectados entre os individuos que formam o estoque
reprodutor da Estagéo.

As amostras provenientes do rio Preto (Visconde de Maua - RJ)
apresentaram o0s hapldtipos 2, 7, 8, 9, 12, 18, 19 e 20, somente observados
nesta regido. Enquanto que no rio Paraibuna os haplétipos 6, 14 e 21 foram
exclusivos desta localidade.

A distribuic&o dos haplotipos nos rios Negro e do Peixe foi similar aquela
encontrada na Estacdo. Nestes dois rios foram evidenciados a presenca de
hapldtipos heteroplasmicos. No rio Negro, a heteroplasmia estad presente em
24 4% dos exemplares analisados. Ja no rio do Peixe, a heteroplasmia foi
observado em 15,8% dos individuos. Neste rio foi detectado o hapiétipo 27, ndo
observado em nenhuma localidade amostrada.

‘No rioc Buquira, os 38 animais coletados apresentaram somente o
hapidtipo 1. Esta situagdo foi considerada atipica, pois levando-se em
consideragdo que as capturas foram feitas em anos diferentes, pontos
diferentes ao longo do ric e 0s animais capturados apresentavam peso superior
a 200 grs, a possibilidade de todos serem provenientes de uma mesma desova

torma-se bastante reduzida.
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O rio itagacaba apresentou 3 haplétipos (1, 22 e 26) entre os 7 individuos
~ amostrados, apesar de seriamente ameacado quanto as condicdes minimas de
sustentacdo de uma ictiofauna.

O rio Martins esta em conexdo sazonal com o rio Paraibuna. Conforme a
variagdo de volume do reservatério de Paraibuna, o rio Martins pode ser um
fributario do rio Paraibuna ou ficar isolado, tornando-se um contribuidor do
Reservatorio. A maioria dos hapidtipos observado no rioc Martins sédo
enconirados na Estagdo, com excecdo do haplétipo 13 encontrado nos rios
Paraibuna e Preto. Nas Figuras 4.6 a 4.10 e Tabela 4.3 sdo descritas as
freqliéncias relativas dos varios hapldtipos mitocondriais nas diferentes
populacgdes de Pirapitinga-do-sul amostradas na bacia do rio Paraiba-do-Sul.

A distribuic@o dos haplétipos no meio ambiente evidenciou o haplétipo 1
como o mais fregliente, mesmo se ndo incluir a amostra proveniente do rio
Buquira, da qual 100% dos individuos sao pertencentes ao haplidtipo 1.

A comparagdo entre os haplotipos encontrados e o haplétipo mais

comum, mostrou que 8 haplotipos diferiram em 1 sitio de restricdo, 0,32% de

divergéncia nucleotidica do haplotipo 1; 12 diferiram em 2 sitios, (0,72%); 5

diferiram em 3 sitios, (0,51%) e 1 diferiu em 1 sitio (1,04%). A relacdo entre os
27 haplétipos mitocondriais representada peioc UPGMA (Sneath & Sokal, 1973)
(Figura 4.11) mostra que os haplétipos 4, 14, 25, 10, 15 estio mais
correlacionados geneticamente entre si do que em relagdo aos demais

hapldtipos.
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Os hapldétipos encontrados tanto na Estagdo como no meioc ambiente,
com seus respectivos ganhos e perdas de sitios para as diferentes enzimas
polimorficas, pode ser melhor compreendida na Figura 4.12. A distancia
genética relativa entre os pares de hapldtipos pode ser determinado
diretamente pelo método de parciménia, contando-se o nimero de diferentes

sitios entre os haplétipos.
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Rio Paraibuna

2 6-225%
B 5-225%
10 -12,5%
B 4-125%
g 1-75%
714 -7 5%
215 -5%

2 15-5%
213-25%
121-25%

Rio Martins

4 - 30%
15-20%
g
= 13-20%
5-10%

N=10

Figura 4.6. Freqiiéncias relativas dos varios hapldtipos de DNA mitocondrial das
populagdes amostradas no rios Paraibuna e Martins.



Rio ltagacaba

§ 1-4286%
26 - 42,86%
T22 - 14.28%

Figura 4.7. Fregléncias relativas dos varios hapldtipos de DNA mitocondrial das
populacdes amostradas nos rics ltagacaba e Buquira
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Rio Preto
Trecho 1

73-20%
£11-20%
7-10%
8- 10%
- 2-10%
17 -10%
20-10%
g 1-10%

RioPretlo

Trecho 2 - 2-202%
B 7 -1428%

13-11,9%
B 8-119%
Bo-110%
Ei1-48%

[12-7,1%

117 -2,39%
#18-239%
#13-230%
19 - 2.39%
N =10 120 -2.39%

Figura 4.8. Freqléncias reiativas dos varios hapidtipos de DNA mitccondrial
das populacdes amostradas no rio Preio {frecho 1 e frecho 2).
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Rio Negro

1- 50%
H23-288%
#10-214%
N =28
Rio do Peixe
B 1-8125%

# 16 - 6.25%
515 - 6.25%
%27 -6,.25%

Figura 4.9. Fregléncias relativas dos varios hapidlipos de DNA mitocondrial das
popuiagdes amostradas nos rios Negro e do Peixe.
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Estacéao

22 -4242%
B 1-1978%
123-182%
215-3,75%
3-3,75%
B 5-3%

2 26-15%

s 4-15%

F11-11.5%
B 25-15%

66

@
1j

Figura 4.10. Freqléncias relativas dos varios haplotipos de DNA mitocondrial
na E£stacio
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Tabela 4.3. Distribuicdo dos haplStipos do DNA mitocondrial da Pirapitinga-
do-sul na bacia do Paraiba-do-sul

Localidades
Hapldtipos Estag&o Paralbuna Martins lagacaba Buguira Preto-1  Preto-2 Negro Peixe
1 13 3 2 3 38 - 1 14 13
2 - - - - - 11 1 - -
3 3 - 1 - - ) 2 - -
4 1 5 3 - - - - - -
5 2 9 - - - - - - -
6 - 9 - - - - - - -
7 - - - - - 6 1 - -
3 - - - - - 5 1 - -
g - - - - - 5 - - -
10 - 5 - - - - - 6 -
11 1 - - - - 2 2 - -
12 - - - - - 3 - - -
13 - 1 2 - - 1 - - -
14 - 3 - - - - - - -
15 3 2 2 - - - - - 1
16 - 2 - - - - - - 1
17 - - - - - 1 1 - -
18 - - - - - 1 - - -
19 - - - - - 1 - - -
20 . . - - ) 1 1 - .
21 - 1 - - - - - - -
22 28 - - 1 - - - - -
23 12 - - - - - - 8 -
24 1 - - - - - - - -
25 1 - - - - - - - -
26 1 - - 3 - - - - -
27 - - - - - - - - 1

a0



16

27

13
23

24
20

22
19

0,001

Figura 4.11. Dendrograma — UPGMA entre os haplétipos mitocondriais da
Pirapitinga-do-sul baseado nas percentagens de divergéncia nucleotidicas. As
designagbes dos hapldtipos estdo na tabela 4.2.
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4.5.Diversidade Haplotipica e Nucleotidica das populagées selvagens de
Pirapitinga-do-sul

~ A diversidade haplotipica nas populagbes de Pirapitinga-do-sul variou
conformé a localidade. No ric Preto, na area de coleta 1 foram identificados
doze haplotipos diferentes, com um valor de diversidade haplotipica (h) de 0,88,
e na area 2 foram observados oito haplétipos, e um h= 0,95. O rio Paraibuna
apresentou dez haplotipos e um h=0,87 Ja a coleta realizada no rio Buquira
apresentou diversidade haplotipica igual a zero. Apesar da pouca amostragem
e do estado de degradagdo do ecossistema adjacente ao rio ltagagaba, trés
haplétipos, corm um h= 0,71, foram identificados.

Os valores medios de diversidade nucleotidica (z) entre as populacées

foi de 0,0747 1% (x107).

4.6. Divergéncia genética entre populacgdes e estrutura das populagdes
A variabilidade genética entre as populacdes foi estimada comparando-
se os valores de distancia genética entre os haplidtipos observados (Tabela
A divergéncia nuclectidica (¢) média das populacges, incluindo-se a da
Estacdo, foi de 0,1726% (x107). Todas as localidades amostradas
apresentaram baixa divergéncia quando comparada com a populagdo mantida
na Estagdo. O rio Paraibuna apresentou um o = -0,074% e o Iltagacaba o=

0,12%. Estes valores estdo de acordo com as informagées sobre a formagée do
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estoque fundador da Estagéo, que foi formado em grande parte por animais
provenientes destas duas localidades. A diferenca maior de o= 0,6% entre a
Estacdo e o rio Buquira, possivelmente foi devido a variabilidade haplotipica e
nucleotidica nula observada nesta localidade.

Os rios Negro e Peixe apresentaram uma divergéncia baixa (0,24% e
0,48%, respectivamente) em relacdo a Estagéo, porém, mais alta que outras
localidades. Esta observagéo & peculiar, visto que as duas regides foram pontos
de soltura de grande quantidade de alevinos e esperava-se grande similaridade
entre estes dois pontos e a Estacdo.

As diferencas evolutivas entre as populagbes pela variagdo dos sitios de
restricio podem ser avaliadas comparando-se os valores de divergéncia
nucleotidica (o) entre as populacdes (Tabela 4.5). Estes valores de divergéncia
nucleotidica (o) foram usados para gerar o dendrograma — UPGMA (Figura
4.13). De acordo com a distribuigdo das populagdes indicadas no dendrograma
e de suas localizagBes geogréaficas, as populagdes amostradas no meio
'ambzente fc)ram agrupadas em & reg;oes para avaliar a estrutura genet:ca
populac:onal peia anahse de variancia (AMOVA) da segumte forrna A- rlo.
Preto; B- rios Paraibuna, Iltagagaba e Martins; C- rio Negro, D- rio do Peixe e k-
rio Buquira. Os valores de diversidade nucleotidica () e haplotipica (h) bem
como os de divergéncia nucleotidica (o) interpopuiacional do conjunto de
populacdes estdo descritas na Tabela 4.5 e os resultados da estrutura genetico

populacional pela analise de variéncia (AMOVA) na Tabela 4.6.

84



B0O'0 800°0 0400 BOO'0 8000 YLO'D LLO'0 8000 800’0 ELO'0 8OD'0 B00'G BOO'D €00'0 800'0 OLO'0 SOO'D SOOD SO0'0 SOD'D G000 800'0 LLO'O 8000 £00D §00'0 LZ
¥00'0 9L0°0 2000 S00°0 S00'D 9L0°0 8000 0LO'D SDO'0 GOO'C S00'0 9LO'0 OLO'0 SOO'0 SO0'0 Z00'0 €400 800'D B0C'0 8OO0 200°0 SO0'0 £L0'0 SO0'0 OLY'G Z00'C 9T
600'0 £00'0 ELO'0 1100 4100 410D ¥10'D 8LO'0 ZLO'0 €20°0 9L0'0 900'0 S00'0 LLO'0 9L0°0 6L0°0 €000 YLOD PLO'C YLO'0 PLO'O 9LO'0 8000 ZLO0 LLO'G £L0'0 ST
§00'0 ¥00'0 900'0 €00°0 800'0 020'0 41O'0 €LO'0 8OD'0 B00'0 L00'0 6LO'D €L0°0 B00'0 S00'0 S00'0 9L0°0 LLOD 0L0'0 LLO'O OLO'0 2000 940'0 8000 £LO'G S00'0 2
§00°0 $00°0 D00 110'0 $00°0 £40°0 800°0 410'0 OLO'0 110D SO0'0 4100 LLO'0 SO0'0 1G°0 800°0 EL0°0 £LO'D BOO'D 800'0 9000 SO0'0 ¥LO'D SO0'0 LLOD £00C §2
900°0 ¥00'0 /OO0 9000 200°0 HO'0 E00'0 LLG'0 0L0'0 LLO'0 G00°0 LID'D SO0'0 $00'0 110'0 2000 €00'0 £L0°D 800'0 B00'0 BOO'O SOO'D BOO'D SO0'0 LLO'0 £00°0 22
600°0 800°0 800°0 8000 ¥LO'G 0i0'D 8000 LLO'0 9L0'0 LLO'0 9L0'0 900°0 G000 ZL0'0 LLO'O ¥10'0 800°0 PLOW VILO'D 8OO0 610°D 9100 €000 LIG'0 LLO'0 PLO'O L2
£00°0 900'0 600°0 2000 600'0 S00'C 600°0 800’0 800°0 80G'0 8000 800'0 800°0 $00'0 BOO'0 5000 L10'0 LLO'D S00'0 S00'0 0L0'0 8O0'0 S00'0 £00'0 80L'0 5000  OF
B0G'0 G000 FLO'D 9000 Z00°0 L00'0 §OO'D G000 §00'0 G000 OLO'0 1L0'0 £LO'0 GOO'O +LO'0 8000 PLO'0 BOO'D €00'0 800'0 800'0 0LO'C ¥LO'G S00'0 900°0 800°0 6l
900°0 ¥OO'0 8000 900°0 S00'0 SO0'0 L00'0 ¥000 ¥0D'0 500’0 0LO'D LHO'0 910’0 S00'0 S00'0 £00'0 £10°0 £00D £00'0 800’0 B00'0 0LO'0 £L0°C S00'0 SO0'D 2000 81
900°D £00°0 200'0 600°0 Z60°0 200°0 2000 900°0 600'0 +00'D 0100 8L0°0 9L0'0 0LO'0 S00'0 €00'0 6L0°0 800D 8000 800'C £40°0 OLO0 ¥LO'0 S00'0 LI0'C 800'C AL
900'¢ ¥00'0 B00'C G000 900'0 900'0 £1L0°0 00°0 000 $00'0 900'D 9L0°0 0100 SO0'0 0LO'0 Z00'0 €4L0°0 €10'D GO0 9000 L0O'D SO0'0 €L0°0 SO0'0 0LO'0 Z00'c 91
800°0 200°0 £00'C £00'0 60C'0 200'0 SG0'0 900'0 OLO'0 L00°0 Z00'G 600°0 S00'0 140°0 1LO'0 €100 £00°0 800'0 8000 8000 ¥LD'0 9LO'0 £00'0 LLO0 9000 E£L0'0 S
S00°0 900°0 000 £00'0 010'0 £00°0 £00'0 6090 BOO'O Z00'0 800D 6000 ¥000 0L0'0 3100 €10'0 £00'0 £40'D £10°0 800'0 £L0°0 0LO'0 £00'0 1100 LLO0 8000 ¥
¥00'0 600°0 GLO'C ¥00'0 ¥00'0 $O0'C 606'0 900'0 Z00'0 $0O'C SG0'0 ¥00'0 0LO'0 £00'0 010'0 800°0 8000 8000 €00°0 800'0 €000 S00°0 £10°0 G000 S00'0 £00'0 €}
¥00'0 00°0 £00°C 600°0 L00'0 £00'C £00°0 900'0 S00'0 POO'0 200'0 9000 SOC'0 Z00°0 S00'0 £00°0 £LO'0 €000 80O'0 £00°0 £10'0 0L0'0 BOO'D G000 S00'0 8000 Z)
S00°0 ¥00'0 £00°C 2000 8000 $00'0 £00°0 $00'0 ¥00'0 9100 SOO'0 SO0'D 9000 1000 ¥00'G S00'0 9100 G00'D GOO'0 S00'0 0LO'C 200°0 LLO'0 £00'0 8000 S00'0 Li
£00°0 900°0 S00'0 200°0 8000 900°0 9000 200°0 ZL0'0 L00'0 2000 200°0 G00'0 9100 8000 8000 £00'0 HOD LLO'D LLO'0 MO0 £10'0 S00'0 £10°0 800°0 oL'e ok
¥00'0 900°0 Z00'C £00°0 900'0 900'0 900'0 SO0'0 900°0 S0O'0 900°C 900'0 S00'0 00'0 9800 9L0'0 ¥00'0 2000 | G60'D GO0'0 0LO'0 €L0'0 LLO'0 8OO0 €000 OLOO 6
£00°0 ¥00°0 Z10'C S00'0 900'0 900'0 6000 ¥0O'0 SGO'0 LLOD ¥OO'0 S00'C 600'C 800'0 ¥00'0 ¥00'0 600°0 0LO'0 ¥O0'D SO0'0 S00'0 800'0 LLO'0 EGO'0 £60'0 S00'0 B8
¥00'0 900°0 600°0 Z00°C 6000 600'0 600°0 £00'0 900'0 ¥60'0 900°0 800°0 9000 600'0 9000 1L0'0 POO'0 2000 600'D $00'0 040'0 000 S00'0 £00'0 €000 G000 4
900°0 ¥00'0 1100 SO0'C 9000 900°0 010°0 200°0 8000 G000 900'0 00D LLO'0 8000 ¥OO'D 9000 S00'0 600'0 @S_w 8000 £00'0 £00°0 9100 800'0 800'0 S00'D 9
904°0 ¥00'0 600'C SO0'0 S00'C 900'0 €L0'0 BOD'0 2000 S00'0 900'0 900'0 600'0 BOD'0 YOO'D 9000 SOO'D 800'C 900'% 900D 200'D 9LO'D €L0'0 G000 010'0 2000 §
£00°0 £00'0 9000 8000 TLO'C 600'0 S0U'G L00'0 6000 900°0 Z00'0 110'0 9100 GOO'0 800'C 900°0 200'0 ¥00' 500D L00°0 Z00'0 600'C 1100 800°0 800°0 L10'0 ¥
900°0 Y000 600°0 000 200°0 L00°0 0LO'0 S00°C POO'G 600'0 ¥00'0 900'0 L00°0 0LO'0 $OO'C HOO'C +L0'0 8000 ¥00'D 9L0°C S00'0 900°0 8000 6000 $00'C £00'¢ €
§00°0 S00'0 0LO'Q G000 200°0 L00'0 B0O'0 900'0 OO ¥00'D SO0'0 L00'0 Z00°D 2000 Z00°0 600°0 YOO'0 600°0 LLO'D S00'0 SLO 800D 200°0 900’0 00D 8000 2
vO0'0_£LO'0 8000 ¥00'0 ¥00'0 00’0 ZL0O'0_200'D_900°0 #00°0 900'0 $00'0 §00'0 8000 9100 9000 ¥00'0 £00°0 S00'0_¥00'0 Z00'0 ¥00'0 ¥00'0 OLO'0 ¥00'0 9000 }

R@Nﬁazwmxomzﬁtﬁﬁxﬁﬁ:2mw_m\.wmwmm,.

_ | olubau we sodioidey sop ogdeubisagg
‘oxieqe ejougbianip ‘leuoBelp ep ewioe segiped sou3 “sodnojdey op sated SO SOPO; a1juB BIIPIIOSIONU BIDULBIOAIG -1 BlOGE |



005€°'0  6¥2'0  €FI000  SIGL000  GEEE000  ¥90000°0 9052000 LLLZOO'0 - LLELOO'0  GL4¥00°0 axiad
GG¥90 9080  G98L000  8E6ZO00 /612000  £S0Z000 800L00'0 8250000~  18£Z000 oiBanN
96560 L0S0 62E000°0 6212000 6850000 90ZL000  ZZLZOO'0  ZZ0L000 Z-0loid
26480 gzZy'o 9817000  ££20000 ZLSL00'0  ZE0E000 12810070 }-0}3dd]
00000 0 gL0v00'0 €662000 9602000  9L5900°0 elinbng
EPLL0 760°L 855000°0-  ¥8ZL00'0-  82ZL000  eqedebey
£998'0 GeL0 §Z9000°0  £02000°0 suiep
8128'0 vLL0 9€/000'0-  BungeIRd
yEGL'0 §82°0 ogdejsy
u axiad olban Z-018ldg L-0aid elinbng eqedebey suepn eungeIed ogdesg

"ejalip wabiew eu (4) eoidnojdey spepisioAlp ap solojeA 0 @ [euobelp
ep oxiege [euoieindodeiui (o) esipoanu eiougBiaap & (%) jeuobelp eu opbsu we ‘leucioeindodesnur (1) esipiospnu
Spepisionl] B opejussaidal lse ejeqe) eN ‘Ins-op-ebuidelid ep sepdeindod sep epepliigenea op saoIpu| ~ Gy elege|

86



Negro

Estacédo

-Martins

Paraibuna

ltagacaba

—— Preto 1

e Prfo 2

i- Peixe

0,001

Figura 4.13. Dendrograma — UPGMA da divergéncia nucleotidica do DNA
mitocondrial entre as popula¢bes de Pirapitinga-do-sul na bacia do Paraiba-do-
sul e o0 estoque da Estacdo de Agliicuitura de Paraibuna — CESP.
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Tabela 4.6. Analise da estrutura genético populacional das populacdes de
Pirapitinga-do-sul na bacia do Paraiba-do-sul pela método AMOVA.

Fonte de Variagdo Grausde Somados  Componentes % de
liberdade quadrados da variéncia Variagao

Entre grupos 4 19.61 0,071 Va 15,97
Entre populagbes 2 2,25 0,062 Vb 14,01
dentro dos grupos

Dentro das populacdes 184 57,11 0,31 Ve 70,02
Total 190 78,97 0,0433

indices de fixacio
FST = 0,299
FSC =0,166

FCT = 0,159

Teste de significancia (1023 permutacdes)
 VeeFST:P=000£000 . .
Vbe FSC: P =0,00+0,00

Vae FCT: P =0,1613 £ 0,0129
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V. DISCUSSAO

5.1. Caracteristicas do DNA mitocondrial da Pirapitinga-do-sul

Os genomas mitocondriais em peixes variam muito pouco em tamanho.
Entre 47 espécies de diversas familias, o tamanho do DNA variou de 15,2 a
19,8 kb (Billington & Hebert, 1991). Com base em andélises da variabilidade do
DNAmt estimou-se um tamanho de 16,300 pb (+ 500) para Pirapitinga-do-sul.
Esta estimativa corrobora com os dados de tamanho de DNAmt obtidos para
outras espécies de peixes.

Variacbes em tamanho do DNAmt entre espécies relacionadas
filogeneticamente estido descritas na literatura (Beckwitt & Petruska, 1985).
Entretanto, apesar do grande nimero de espécies e a ampla distribuigdo do
género Brycon, ndo ha referéncias de estudos com outras espécies do género
em questdo que possibilitem uma comparacéo dos tamanhos do DNAmt entre
espécies deste género.

Estudos sobre a variabilidade do DNAmt em animais tém demonstrado
que 0 pohmorf'smo sntraespemf‘co é comum; e que a homopiasmia isto &, a
presenca de somente .um fipo de DNAmt no organlsmo .e geralmentem
encontrada na maioria dos DNAs mitocondriais em animais. Todavia, a
heteroplasmia de tamanho de molécula tem sido evidenciada em diferentes
espécies de Drosophila (Fauron & Wolstenholme, 1980) e anfibios
(Bermingham ef al, 1986). Em peixes, este tipo de heteroplasmia foi

identificada em diversos géneros (Burcker et al.,, 1990; Chapman, 1987). Nas
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avaliagbes realizadas com o DNAmMt da Pirapitinga-do-sul, ndo foi observada
heteroplasmia de tamanho. Porém, em animais provenientes da Estagdio e dos
rios do Peixe e Negro, onde foram introduzidos animais por repovoamento, foi
identificado um padréo de polimorfismo tipico de uma heteroplasmia de sitio de
restricao.

O padrdo apresentado por animais com heteroplasmia de sitio de
restricdo evidenciou a presenga dos tipos A e B para a enzima Nhe |. Estes
individuos apresentaram 0s fragmentos de 1180 pb (padrdo A) e 1260 pb
(padrdo B) juntos em um mesmo individuo. Contudo, este padrao de
heteroplasmia poderia ter sido gerado por uma digestdo incompleta ou mesmo
por uma possivel contaminagdo das amostras. Com o objetivo de certificar a
presenga ou ndo de uma possivel heteroplasmia de sitio de restricgo, amostras
provenientes de padrdes heteropldsmicos foram submetidas a digestdes com
concentragbes crescentes da enzima Nhe | e a incubagbes prolongadas.
Mesmo com incubagbes de 3 a 4 h, e concentragbes da enzima maiores que
aquelas recomendadas pelos fabricantes, as duas bandas de 1180 (A) e 1260
quando comparadas com as digestdes dos padres A e B separadamente. Uma
possivel digestdo incompleta nas amostras apresentaria diferencas de
intensidades entre as bandas de 1180 (A) e 1260 (B), o que poderia ser o
produto de digestdes intermediarias. Nenhuma outra evidéncia de digestdo
incompleta, como por exemplo, a presenca de fragmentos adicionais, foi

observada nas diversas amostras de DNAmt testadas. Desta forma, pode-se
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constatar a presenca de heteroplasmia de sitio de restricdo na espécie Brycon
opalinus com a enzima Nhe L.

Ao contrario da heteroplasmia de tamanho da molécula, a heteroplasmia
de sitio de restricdo ndo tem sido observada com freqliéncia em peixes. Outros
casos deste tipo de heteroplasmia podem néo estar sendo identificados, pois a
observacdo de tal condigdo pode ser confundida com uma digestéo incompleta,
e sua identificacdo envolve a diferenca de um sitio de restricdo, o que somente
pode ser observado pela acdo de uma (nica enzima.

Betzen ef al., (1988) evidenciaram heteroplasmia de sitio de restrig8o em
10 exemplares da espécie Alosa sapidissima (American Shad). No trabalho,
Individuos com heteroplasmia apresentaram uma ampla distribuic&o geografica;
condicdo tal que levou os autores a proporem que a heteroplasmia de sitio de
restricdo pode ser um fendmeno possivel também em outras espécies.

O fendmenoc de heteroplasmia de sitio de restricdo nos exemplares de
Pirapitinga-do-sul pode ter se originado em uma linhagem de células
germinativas por um evento mutacional independente e conseqiente
~ segregacdo incompleta das duas formas A e B, produzidas pela enzima Nhe |.
Outra hipétese é uma possivel heranga biparental, que por ocorrer a uma taxa
bem baixa (1 em 1000 moléculas) € menos provavel, j& que a contribuicio
paterna do DNAmt & raramente fixado ao conjunto das mitocondrias presentes
nos oocitos em animais (Chapman ef al., 1982). No entanto, a universalidade e
a taxa de contribuigdo do DNAmMt esta ainda por ser melhor compreendida

(Gyllensten et al., 1991).
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De acordo com Birky (1983) a heteroplasmia é um fendmeno comumente
~ encontrado em linhagens de células germinativas, e somente torna-se evidente
em linhagens somaticas gquando mais de uma molécula do DNAmMt se
estabelece durante a diferenciagdo embrionaria. No caso da Pirapitinga-do-sul a
heteroplasmia de sitio de restricdo ndo estd confinada apenas as células
germinativas, estando presente também nas somaticas, pois o DNAmt foi
extraido de tecido muscular esquelético. Portanto, apesar de estar em baixa
freqliéncia, a heteroplasmia de sitio de restricdo tem sido perpetuada no
estoque reprodutor da Estagéo e transmitida ao longo das geracées, como pode

ser comprovada pela sua presencga em locais de repovoamento.

5.2. Caracterizacdo genética do estoque reprodutor da Estagido de
Aqiiicultura e Hidrobiologia de Paraibuna — CESP.

A caracterizago genética e a capacidade de discriminar os estoques
mantidos em cativeiro sdo etapas importantes em programas que objetivam a
introdugéo de novas populagdes no meio ambiente por meio de programas de
repovoamento. Desta forma, os critérios para a formagao do estoque fundador é
de fundamental importéncia para a manutengdo da variabilidade genética a
longc prazo.

A utilizag@o de um numero efetivo pequeno de animais no processo de
formacg&o do estoque fundador resuita em uma perda gradativa da variabilidade
genética. Vuorinen (1984) demonstrou que a perda de variabilidade genética

entre reprodutfores de truta marron (Salmon trufta), depois de 16 anos da
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formagéo do estoque fundador, foi devida ao baixo nUmero de individuos
utilizados, & deriva genética e a processos inadequados de selegdo. Verspoor
(1988) também verificou um decréscimo na variabilidade genética ja na primeira
geragdo de salmao do atlantico (Salmon salar) em cativeiro, quando comparado
com os selvagens.

Poucos sdo os registros sobre a formacdo do estoque fundador da
Estacdo de Aguicultura e Hidrobiologia de Paraibuna - CESP. InformacGes
provenientes dos funcionarios mais antigos da Estagéo indicam a contribuigéo
de trés localidades para formagdo do plantel da Estagdo: rio Paraibuna, rio
[tagacaba e rio do Salto. Destas trés localidades, atualmente ndo ha evidéncias
da presenga de populagGes de Pirapitinga-do-sul no rio do Salto, provavelmente
extintas pela intensa deterioragdo ambiental ao longo de grande parte do rio.

O estoque presente hoje na Estacdo de reprodutores, cerca de 700
individuos, foi formado ao longo dos Gltimos 18 anos, no entanto ndo ha
registros do numero efetivo de individuos utilizados na formacgao inicial do
estoque fundador.

Dos 27 haplotipos identificados nas populagGes de Pirapitinga-do-sul, 13
estdo presentes na Estagfo. A auséncia de avaliagbes anteriores, com o uso do
DNAmt, ndo permite uma avaliagdo da estabilidade temporal na composicao
dos haplétipos desde a formagdo do estoque reprodutor.

Dois haplétipos, 24 e 25, apesar de estarerm em baixa freqiéncia relativa
na Estacdo (1,25% cada), ndo foram enconirados nas amostras provenientes

das populagdes selvagens. isto sugere que estes dois haplotipos fizeram parte
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da constituic&o genética do ric do Salto ou sdo hapldtipos ja extintos do rio
ltagacaba, sendo que ambas localidades foram locais de coleta para formacgao
do estoque fundador da Estagdo. Assim, estes dois haplétipos podem,
atualmente, ser considerados como "linhagens” exclusivas da Estagdo e devem
ser separados para serem usados como marcadores em futuros projetos de
repovoamento.

Os indices de divergéncia nucleotidica (o) entre a Estacdo e os rios
Paraibuna e Itagacaba foram baixos; -0,0007 e 0,0012, respectivamente. Estes
baixos niveis de distancia genética corroboram a origem de parte do estoque
reprodutor presente na Estagéo, possivelmente com uma maior contribuicdo da
populacgédo do rio Paraibuna, pois o valor negativo da divergéncia nucleotidica
sugere que as populagbes da Estacdo e do rio Paraibuna devam ser
consideradas como uma populagdo (nica.

A diversidade haplotipica (h) encontrada na Estacdo foi de 0,75. Este
valor ndo é considerado baixo quando comparado com os valores obtidos para
as populagbes em ambiente natural (Tabela 4.5), e indica o grau de
em estoques reprodutores em estagBes de piscicultura. Gyllensten & Wilson,
(1987) detectaram um valor h=0 em linhagens de truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss). Alem disso, numa comparacdc de 6 estoques em cativeiro com 8
populagbes naturais de truta marron (Salmon trutta), observaram redugdes na

variabilidade do DNAmt entre os individuos em cativeiro (h=0.2), quando
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comparado com as populacgdes selvagens (h=0,7), o que sugere a ocorréncia
de um efeito fundador na formagéo do plantel de reprodutores.

O valor de diversidade nucleotidica calculado entre os 13 haplétipos
presentes na Estacdo (n = 0,78%) esta dentro dos valores encontrados entre
peixes de agua doce, que variam de 0 a 2% (Danzmann ef al, 1991). Os
valores de diversidade haplotipica e nucleotidica ndo sdo considerados baixos,
por isso, ievam a supor que a formacgdo do estoque fundador na Estagdo de
Aqlicultura de Paraibuna — CESP foi grande o suficiente, ou seja, com um
tamanho efetivo populacional (Ne) maior que 100 individuos (Ferguson et al,,
1991). Este fato evitou um possivel efeito fundador, pelo menos no seu inicio, o
qual reduziria a variabilidade genética.

Apesar dos valores de diversidade haplotipica e nucleotidica néo
estarem em niveis baixcs, se comparados com outros indices detectados em
peixes de agua doce, dados provenientes de eletroforese de proteina
(transferrina plasmatica) apresentaram indices de consangiinidade elevados
(F= 0,421) (Toledo-Filho, 1994). Assim, pode-se supor que, mesmo com uma
relativa variabilidade presente no DNAmt, uma possivel redugio da
heterozigose, mesmo que representada por apenas um locus, pode ser um
indicativo de perda de variabilidade genética no estogue reprodutor mantido
atualmente na Estacéo.

Os programas de repovoamento com a Pirapitinga-do-sul promovidos

pela CESP de Paraibuna teve seu inicio em 1984 com a infroduc¢do de alevinos
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na represa. De 1984 a 1987, cerca de 470.000 alevinos foram soltos no
‘reservatorio.

Esta pratica de repovoamento nao obteve resultados satisfatérios ja que
ndo ha registros de captura da espécie em pescas experimentais e esportivas
no corpo do reservatorio (CESP, 19986). A auséncia da espécie no reservatorio
evidencia @ nao adaptagdo da Pirapitinga-do-sul as condicdes de ambiente
Iéntico da represa.

A partir de 1988 iniciou-se a introducgéo de alevinos de Pirapitinga-do-sul
em diversos rios contribuintes do reservatério. Muitos desses rios estdo
localizados no alto do Paraiba e eram tributarios dos rios Paraibuna e
Paraitinga antes da formag&o do reservatdrio. A presenca da Pirapitinga-do-sul
no rio Paraibuna e em alguns de seus tributarios n&o atingidos pelo enchimento
do reservatorio € um indicativo da presenca anterior da espécie nos rios
contribuintes do reservatério.

Com a formagéo da represa de Paraibuna as populagées de Pirapitinga-
do-sul tornaram-se isoladas pelo reservatorio. Esta nova condicdo somada a
intensa destruigdo ambiental levou ac desaparecimenio de possiveis
populacSes da Pirapitinga-do-sul nestes rios.

Em 1992, ap6s avaliagdes quanto a qualidade da agua, presenca de
vegetacdo marginal e aquética e por apresentarem caracteristicas distintas, os
rios do Peixe e Negro foram selecionados para se verificar a efstividade do
repovoamento. Foram introduzidos 75.000 alevinos com um comprimento

meédio de 3,6 cm (46 dias de idade) no rio do Peixe e 15.000 alevinos com um
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comprimentc medio de 3,1 cm (36 dias de idade) no rioc Negro (Girardi ef al.,
1995).

A presenca de heteroplasmia de sitio em animais da Estacdo e a
evidéncia de animais portadores de padrbes com heteroplasmia nestes dois rios
sugerem que os alevinos de Pirapitinga-do-sul sobreviveram e tiveram sucesso
reprodutivo no novo ambiente. Assim, apesar da heteroplasmia tender ao
desaparecimento com a segregagdo dos padrdes de restricdo presentes, na
presente situagao, o fendmeno pode ser utilizado como um "marcador” , pois foi
detectado nos dois rios usados para repovoamento. Os valores baixos de
diversidade nucleotidica (n=0,25%) e haplotipica (h=0,35) para o rio do Peixe
possivelmente foi resultado do efeito fundador no momento do repovoamento.
Isto pode ser explicado primeiramente pela quantidade de alevinos introduzidos
no rio do Peixe, que foi menos da metade da quantidade do rio Negro. Ja os
valores de diversidade haplotipica (h=0,64) e nucleotidica (n = 0,6%) para o rio
Negro foram menores que os encontrados na Estacéo (h=0,75; = = 0,78).

A composigdo haplotipica do rioc Negro e do Peixe evidenciou dados
interesséntéé. No rio Négro, apéfente%nehfe em me!h.o.r .estado. de Cud.rféervagéo,
além dos hapldtipos heteroplasmicos, apenas 3 haplétipos foram detectados.
Dos trés {1, 10 e 23), o hapldtipo 10 ndo esta presente na Estagio e é
encontrado no rio Paraibuna. Ja no rio do Peixe, com poucos trechos de mata

ciliar e aparentemente menos conservado, também com excegdo da
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heteroplasmia, foram identificados 4 haplétipos. Dos quatro (1, 15, 16 e 27), 0
hapldtipo 16 né&o esta presente na Estagéo e é encontrado no rio Paraibuna.

A presenca de hapldtipos compartilhados entre o rio Paraibuna e os rios
Negro e do Peixe pode significar a presenga anterior da Pirapitinga-do-sul
nestes rios, pois os rios do Peixe @ Negro eram tributarios do rio Paraibuna
antes da formacgédo do reservatério. Desta forma, apesar das informagées da
equipe técnica da Estacéo de Aqguicultura e Hidrobiologia de Paraibuna, de que
levantamentos ictiologicos constataram a auséncia da espécie nos rios em
questdo, & possivel que as populagdes residentes estivessem em nimero
reduzido, n&o tendo sido possivel sua detecgéo.

Com base em dados obtidos pela composicdo haplotipica do DNAmt dos
dois rios pode-se supor que a introdugdo de alevinos em projetos de
repovoamento em rios contribuintes do reservatorio pode ser uma pratica
efetiva, uma vez combinada com medidas conservacionistas que objetivem a

manutencdo das condi¢des de vida nos rios.

'5.3. " Variabilidade do DNAmt e estrutura genético populacional da

Pirapitinga-do-sul na bacia do rio Paraiba do Sul.

Dos 27 haplétipos evidenciados pelo RFLP do DNAmt da Pirapitinga-do-
sul na bacia hidrografica do Vale do Paraiba, o haplétipo 1 foi encontrado com
maior freqliéncia, o que sugere uma possivel ancestralidade deste haplotipo

com relagdo aos demais hapidtipos observados.
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A analise das distancias genéticas entre os 27 haplétipos forneceu
indicios dos caminhos evolutivos do DNAmt da espécie em questdo (Figuras
4.11 e 4.12). Hapldtipos com alto grau de similaridade genética indicam uma
origem recente do haplotipo ancestral comum. J& divergéncias mais amplas
sugerem um tempo maior de evolugao.

Divergéncias intraespecificas entre haplétipos mitocondriais em peixes
podem variar, por exemplo, com o ambiente em que vivem. Peixes de agua
doce geralmente apresentam indices de divergéncia entre haplotipos maiores
{(10%) que em peixes de aguas salobras (2%) e marinhas (4,4%) (Billington &
Herbert, 1991).

Estudos publicados com peixes de agua doce tém-se concentrado em
espécies do hemisfério norte, poucos tém sido os trabalhos publicados com
espécies das bacias da América neotropical. Calcagnotto, (1998) apresentou
dados de divergéncia genética variando de 0,26 a 0,76% entre pacus (Piaractus
mesopotamicus) e de 028 a 0,68% entre tambaquis (Colossoma
macropomunmnt).

O padrdo e a taxa de divergéncia intraespecifica entre haplotipos
mitocondriais em peixes dependem do tipo de habitat, da disperséo larval, além
da tfaxa de migracdo das populacdes, podendo ser também bastante
influenciados pelos eventos geologicos ocorridos na area de endemismo da
especie.

Peixes nativos de regibes submetidas a periodos de intensa glaciagéo

apresentam valores de divergéncia genética mais reduzida, o que
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possivelmente ocorre devido a redugdo do numero de individuos (efeito
~ gargalo) sobre as populagdes ancestrais. No entanto, espécies localizadas mais
ao sul dos EUA, possivelmente com um periodo glacial menos intenso,
apresentaram maior retengdo dos haplotipos, com valores de divergéncia
haplotipica mais elevados (10%) (Bermingham & Avise, 1986).

A divergéncia média entre os 27 haplotipos evidenciados para a
Pirapitinga-do-sul na bacia do Paraiba foi de 0,825%. Este valor esta dentro dos
valores médios de 0 a 2% obtidos para a grande maioria dos peixes de agua
doce ja investigados. Pode se considerar que este valor ndo seja tio baixo, pois
a distribuigdo geografica da espécie é relativamente pequena, estando presente
em alguns rios de cabeceira e sendo endémica da bacia do Paraiba do Sul.

Assumindo 2% de divergéncia por 1 milhdo de anos de separacéo entre
os hapldtipos mitocondriais (Brown ef al,, 1979), estima-se que a separacdo
entre os haplotipos mais divergentes (15, 21 e 25) em relacéo ao haplétipo mais
comum (1), tenha ocorrido a cerca de 680.000 anos. Este tempo excede os

cinco grandes ciclos de glaciagcdo durante o Pleistoceno, 0s quais ocorreram

esteve presente nas areas amostradas muito antes da Gltima grande glaciacéo,
periodo de Wisconsin-Wirm gue terminou a 10 mil anos.

A diversidade haplotipica calculada para algumas espécies de peixes
tem variado, por exemplo, de 0,26 a 0,90 (Bernatchez & Dondson, 1990) até
valores de h= 0,99 em Brevoortia tyrannus (American menhaden) (Bowen &

Avise, 1990).
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O genoma mitocondrial da Pirapitinga-do-sul apresentou uma diversidade
haplotipica média de h=0,62. Esta media foi reduzida pela auséncia total de
variabilidade haplotipica dos animais coletados no rio Buquira, pois nesta
localidade tod os os individuos coletados apresentaram o hapldtipo 1.

Esta variabilidade nula do DNAmt indica uma forte reducdo populacional
(efeito gargalo) ocorrido em algum momento no passado. Este estrangulamento
populacional pode ter sido acentuado por uma menor variabilidade dos
estogues originais, e que se reduziram com a eliminacado das matas ciliares e
assoreamento das areas de reproducdo. Apesar deste quadro, informacgdes
obtidas no iocal de captura constam que cardumes de Pirapitinga-do-sul tém
sido vistos em todos os anos subindo o rio para desova. E importante salientar
que o trecho do rio Buquira, onde o fendmeno da Piracema tem sido observado,
vem sendo recuperado com a reconstituicdo de longos trechos de matas
ciliares.

A relac@o entre conservacdo ambiental e manutencdo da variabilidade

haplotipica ja foi descrita para populagbes de Esturijbes (Acipenser

~transmontanus) (Brown ef al, 1992) e Brown bullhead (Americus nebulosus)

(Murdoch & Hebert, 1994) e estd de acordo com os valores obtidos para
Pirapitinga-do-sul. O rio Negro apresenta-se em excelente estado de
conservacac e o valor de diversidade haplotipica € de 0,89. O mesmo acontece
com o rio Paraibuna que apresentou um h= 0,86. No rio ltagagaba o h= 0,71 foi
de certa forma surpreendente, pois o ric apresenta-se em avangado estado de

deterioracdo. Os 7 exemplares capturados estavam concentrados em um trecho
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divergéncia genetica entre as populagdes. Isto parece ser o que vem ocorrendo
com a Pirapitinga-do-sul, pois a divergéncia nucleotidica média entre as
populagbes avaliadas foi de 0,18%.

Na analise de variancia (AMOVA) constatou-se que, apesar da variacéo
estar concentrada em grande parte dentro das populagdes (70,02%), verifica-se
uma variagao positiva (15,97%) entre populacdes. Esta variacdo positiva entre
as populagdes indica uma estruturagdo genética da Pirapitinga-do-sul na bacia
do Paraiba do Sul.

A disposigao geografica dos riocs amostrados no presente trabalho, aliado
aos dados de divergéncia nucleotidica e a evidéncia de estruturagdo genética
dés populagdes caracterizam a distribuicdo da Pirapitinga-do-sul dentro da
Categoria |l proposta por Avise et al., (1987). Nesta categoria filogeografica, as
populagbes ocupam regides geograficas distintas, isto &, ndo ocorrem juntas ou
sobrepostas. Porém, possuem pouca diferenciagéo genética, isto &, menos de
1% de divergéncia do DNAmL.

Segundo Avise, (1987) a explicagdo mais plausivel para a distribuigéo
dos hapl6tipos mitocondriais seria o fluxo génico limitado entre populagdes em
espécies que ndo foram subdivididas por barreiras zoogeograficas antigas.
Desta forma, mutacOes recentes ficariam confinadas a determinadas areas de

ocorréncia.
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5.4. Polimorfismo do DNAmt e sua implicagao para o manejo dos estoques
selvagens e cuitivados da Pirapitinga-do-sul.

A bacia do Paraiba do Sul possui uma longa histéria de degradagéo de
seus recursos hidricos. Os diversos impacios, como atividades agropecuarias,
desmatamento, portos de areia, construgdo de barragens entre ouiros, tém
causado ao longo dos anos uma reducéo significativa dos estoques de peixes.
Um exemplo disto, pode ser cbservado com outra espécie do género Brycon, a
Piabanha (Brycon insignis). Esta espécie era considerada a segunda em
volume de captura na bacia do Paraiba, com cerca de 23 ton/ano (Machado &
Abreu, 1952), e que atualmente esta seriamente ameacada de exting&o.

A diminuigcao drastica dos estoques de espécies de valor comercial tém
sido uma realidade também para outras espécies em varias bacias
hidrograficas brasileiras. Os diversos impactos causados pela intervengéo
humana, vem levando a uma reducgdo da variabilidade intraespecifica, o que a
longo prazo pode determinar uma ndo recuperagéo dos estoques. Desta forma,

o manejo sustentavel de uma espécie, que esteja sob pressio de captura ou

mesmo em programas de repovoamento, requer a identificagdo e

caracterizag@o demografica das populagdes na area de distribuicdo da especie.
A avaliagdo dos estoques genéticos [(GSA — Genetic Stock Assessment (Utter,
1991)] é a forma aplicavel dos principios e procedimentos da analise da
estrutura genético populacional.

Os programas de repovoamento de peixes realizados pelas varias

empresas de geracdo de energia elétrica no Brasil t8m baseado suas atividades
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no cumprimento das quotas de produgdo de alevinos, sem observar as
.questdes relacionadas a manutengdio da variagiio genética, sem a qual um
programa de reintrodugdo pode ficar comprometido (Allendorf et al., 1987).

A formacao e manutencdo de uma populagdo em cativeiro deve ser
guiada por principios geneticos que permitam avaliar a distribuicio da variacéo
genética da especie, e estabelecer o estoque fundador com uma Unica
populagdo genetica ou pela combinacéo de varias populaces (Vrijenhoek ef
al., 1985; Stahl, 1987).

Os resultados apresentados pelo RFLP do DNAmt da Pirapitinga-do-sul
mostraram que a manutencdo de estoques em cativeiros possibilitou a
conservacdo de linhagens haplotipicas ndo detectadas na natureza. Estas
linhagens podem ser utilizadas como um marcador em peixes reintroduzidos, ja
que as fémeas possuidoras destes haplotipos ao se reproduzirem com machos
nativos perpetuam este haploétipo. Isto possibilita uma avaliagdo do sucesso
reprodutivo e competitivo dos individuos reintroduzidos quando colocados em
contato com as populacdes selvagens.

O DNAmt, pd}' ser um genoma hapiozde sem rééofﬁbfné.c;éo e Cém um :
modo de heranga uniparental, permite que, por meio de seu polimorfismo, uma
possivel subdivisdo populacional possa ser caracterizada mais rapidamente,
uma vez que © tamanho efetivo populacional para ¢ genoma mitocondrial
corresponde a um quarto do tamanho efetivo para o genoma nuclear (Birky et

al., 1989). Isto faz com que o DNAmMt seja mais sensivel aos fenémenos do
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efeito gargalo e da deriva genética, e com isto apresente maiores niveis de
diferenciag@o gque marcadores nucleares (Crease ef al.,, 1990).

No presente estudo, apesar das populagbes apresentarem valores de
divergéncia nucleotidica bem préximos, a distribuicdo geografica da variagdo
apresentou valores significativos entre populagbes, o0 que sugere uma
estruturacdo  populacional da espécie. Esta estruturacdo genética da
Pirapitinga-do-sul, baseada no polimorfismo do DNAmt, deve ser avaliada com
certos cuidados. A auséncia atual de fluxo génico n&o significa
necessariamente uma diferenciagdo dos conjuntos génicos nucleares entre as
populagSes. No entanto, embora as variagbes do DNAmt apresentem
provavelmente pouco valor adaptativo, a estruturacdo populacional evidenciada
por este marcador pode ser um indicativo de uma possivel adaptagio local do
genoma nuclear.

Meffe & Vrijeenhoeck, (1988) recomendam que o manejo de populagdes
nativas deve levar em consideracdo a estrutura populacional atual da espécie.

Desta forma, a auséncia de contato enfre as populacbes, apresentada pela

estrutura genético populacional da Pirapitinga-do-sul, enquadra estas

populagbes ao chamado Death Valley Model. Por este modelo, em populagdes
peguenas, que j& ndo mantenham contato, precaugbes devem ser tomadas
guanto ao manejo destas populagdes, que podem estar em processo de
adaptacdo. Isto deve ser realizado com a manutencgdo de um tamanho efetivo
populacional minimo para se evitar os problemas causados pela perda de

variabilidade genética.
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No caso dos rios Buquira, que apresentou diversidade haplotipica nula,
. deve-se efetuar o repovoamento com haplétipos marcadores e acompanhar o
comportamento reprodutivo dos individuos possuidores de tais haplétipos no
transcorrer dos anos.

A situacao atual do rio do Salto, onde foi constatado o desaparecimento
das populagdes locais de Pirapitinga-do-sul, € um alerta para o que est3
ocorrendo com o rio ltagagaba. Este rio, apesar de ainda apresentar uma
reduzida populacéo da Pirapitinga-do-sul, também esta em processo de intensa
deterioragdo ambiental, o que € um alerta quanto ao destino da ictiofauna local.

Nado ha evidéncias de existir uma pesca comercial sobre a Pirapitinga-do-
sul, talvez devido a sua localizagdo em rios de pequeno porte e & proibigdo de
captura por redes nestes ambientes. Assim, verificou-se que a maior ameaca as
populagbes desta espécie reside na constante destruicdo dos ambientes
lacustres.

O presente estudo possibilitou o conhecimento da variabilidade genética
da Pirapitinga-do-sul para uma avaliacdo futura das mudancas na estrutura
| gé'ﬁéﬁca das pd'pijfa'c;ﬁé's nativas e culﬁv'adés,'vi'sando 6 'n'"n'an'ej'o éustentédo da |
espécie. A clonagem do DNAmt da Pirapitinga-do-sul permitira também o
estudo genetico populacional e evolutivo de diversas outras espécies do género
Brycon encontradas em diversas bacias hidrograficas no Brasil, muitas delas

em processo de extingdo.
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Vi. CONCLUSOES

1. O DNAmt da espécie apresentou um tamanho estimado de 16.300 (+ 500)

pb;

2. Seis enzimas foram informativas entre as 24 utilizadas;

3. Foram detectados 27 hapldtipos nas populagdes de Pirapitinga-do-sul

avaliadas,;

4. Heteroplasmia de sitio de restricdo foi observado com a enzima Nhe | ;

5. A divergéncia média entre os 27 hapldtipos foi de 0,825 %:

6. A diversidade haplotipica (h) média das populagbes selvagens foi de 0,62;

7. Os animais mantidos em cativeiro apresentaram um indice de diversidade

haplotipica relativamente alto (h= 0,75), 0 que sugere a auséncia de efeito

fundador na formagé&o do estoque reprodutor da Estacio;

108



8. Os haplotipos 25 e 26 n&do foram encontrados nos estoques seivagens
amostrados, o que permite utilizd-los como marcadores em futuros

repovoamentos;

9. A composigéo haplotipica e os indices de divergéncia nucleotidica da
Estagdo corrobora as informagdes sobre a origem do estoque fundador da

Pirapitinga-do-sul;

10. As populagbes de Pirapitinga-do-sul apresentaram-se estruturada de

acordo com a analise de variancia (AMOVA);

11. A disposigdo geografica dos rios amostrados, aliada aos dados de
divergéncia nucleotidica e a evidéncia de estruturagio genética, sugere que
a Pirapitinga-do-sul esteja enquadrada na Categoria Ill proposta por Avise et

al., 1987;
12. A presenga dos haplétipos heteroplasmicos nos rios Negro e do Peixe
mostrou que os alevinos introduzidos adaptaram-se e estio reproduzindo-se

nestes ambientes;

13. © manejo das populagSes selvagens deve levar em consideragdo a atual

estrutura populacional da espécie;
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Vi. RESUMO

A diversidade do DNA mitocondrial pelo RFLP (Restriction Fragment
Length Polyrnorphism) foi usada para investigar a estrutura genético
populacional, e avaliar o potencial desta metodologia para identificagéo e
manejo das populagdes cultivadas e selvagens da Pirapitinga-do-sui - Brycon
opalinus (Cuvier, 1819) (Characiforme, Characidae, Bryconiae) na bacia do
Paraiba-do-sul.

Amostras de DNA de 283 individuos, provenientes de 7 rios da bacia do
Paraiba-do-sul e da Estagdo de Hidrobiologia e Aglicultura de Paraibuna
(CESP), foram analisadas pela hibridagdo com sondas mitocondriais
homologas. De um total de 24 enzimas de restricdo, 6 foram selecionadas (Apa
I, Ava ll, EcoR |, Hinc ll, Hpa |, Nhe 1) por produzirem polimorfismo, as quais
resultaram em 27 haplétipos mitocondriais.

O DNA mitocondrial da espécie em estudo apresentou um tamanho de
16,300 ( £ 500) pb. Heteroplasmia de tamanho da molécula nfo foi observada,
porém, em 17.5% dos animais .da Estagéq de Hidrobioiogia e Aquicu!tura de
Paraibuna (CESP ), 2.7% do rio Negro e 15.79% do rio do Peixe o fendmeno da
heteroplasmia de sitio de restricdo com a enzima Nhe | foi observado.

Dois haplotipos (25 e 26) foram encontrados exclusivamente nos
individuos da Estacgéo. Desta forma, em razio da fransmissdo materna do DNA

mitocondrial esses dois hapldtipos podem ser considerados como marcadores
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potenciais para avaliar a sobrevivéncia e sucesso reprodutivo de peixes
introduzidos em projetos de repovoamento.

A diversidade haplotipica dos animais mantidos em cativeiro foi
relativamente alta (h=0.75), e a das populagbes selvagens foi de h=0.62. A
diversidade nucleotidica média entre os 27 hapldtipos encontrados para o
Brycon opalinus foi de 0.825%. A analise da variancia molecular (AMOVA —
Analysis of MOlecular VAriance) apresentou maior percentagem de variancia
nucleotidica dentro das populagdes (70.02%). Contudo, 15.97% da varidncia foi
observada entre populagSes Estes indices possibilitaram avaliar a condi¢éo
atual do estoque de reprodutores mantidos em cativeiro, e utilizado na producgéo
de alevinos para o repovoamento. Em conjunto, estes dados permitiram
analisar a estruturagdo genética da espécie na natureza, seus aspectos
evolutivos, e a relagdo entre conservacdo dos ambientes lacustres e

variabilidade genética mitocondrial das populages selvagens.
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VIlIl. ABSTRACT

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) analysis of
mitochondrial DNA was carried out to investigate the population genetic
structure and its potential as a tool to identify and manage the cultured and wild
populations  of Pirapitinga-do-sul - Brycon opalinus {Cuvier, 1819)
(Characiforme, Characidae, Bryconiae) in the Paraiba do sul watershed.

DNA samples from 283 fish, collected in 7 rivers of Paraiba watershed
and in the Hydrobiology and Aquaculture Station of Paraibuna (CESP), were
analysied. 24 restriction enzymes were screened and 6 (Apa |, Ava ll, EcoR |,
Hinc Il, Hpa 1, Nhe 1) of them which produced multiple cutting sites in the
molecule were selected. The combination of the & informative enzymes
.revealed 27 haplotypes.

The mtDNA of Pirapitinga-do-sul had 16.300 ( = 500) bp long. No length
heteroplasmy was found but restriction site heteroplasmy was observed in
17.5% of the fish from the Hydrobiology and Aquaculture Station of Paraibuna

| (CESP) as well as in 2.7% of the samples from Negro River, and 15.7% from
Peixe River.

Two haplotypes {25 and 26) were found exclusively in the hatchery
facilities. Such haplotypes can provide information on both the survival and iong-
term reproductive success of stocked fish.

Haplotype diversities were high both in the popuiation from the

Aquaculture Station (h=0.75), and from the wild (h=0.62). Nucleotide diversity
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among the 27 haplotypes found for the Brycon opalinus was 0.825%. The
~.molecular variance analysis (AMOVA - "Analysis of MOlecular VAriance")
showed that the largest percentage of variance was observed within populations
(70,02%). However, 1597% of the total diversity were explained by
interpopulation variance. Computer simulations of mtDNA variabilty indices were
used to appraise the present situation of broodstock kept in captivity for stocking
purposes. Also, genetic structure of natural populations, its evoiution aspects
and the relationship between conservation of riverine habitats and mitochondrial

genetic variability of wild populations were discussed.
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Apéndice 3

Foto da bacia hidrografica do rio Paraiba do Sul
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Apéndice 4

Protocolos para extrag8o de DNA mitocondrial e DNA fotal

A- Extragdo de DNA mitocondrial de acordo com o protocolc de
Chapman & Powers, (1984):

1.

Fonte de DNAmMt

1.1-

1.2~

De 0,5 a § g. de figado (corag&o pode ser incluido), que deve ser
cortado para facilitar a homogeneizagdo. Homogeneizar em 10 ml
de tampé&o TEKS (50 mM Tris, 10mM EDTA, 200 mM KCI; ph 7,7)
em tubo Falcon de 50 ml.

O rendimento de DNA é menor por grama de ovo que por grama
de figado, porem, o DNAmt obtido € mais puro. Desta forma, 50 a
60 ml de ovo sdo necessarios para testar varias enzimas. 30 ml de
ovo podem ser homegeneizado em 10 ml de tampao (TEKS) em
tubo Falcon de 50 ml. Para melhor homogeneizacgdo adicionar o
tampdo TEKS imediatamente antes da homogeneizacdo para

evitar o endurecimento dos ovos.

2. O tecido deve ser homogeneizado em tampdo TEKS, em homogeneizador

__motor drive teflon pestle. A homogeneizacdo deve ser realizada

vagarosamente para que as células possam ser lisadas, porém, as

mitocondrias n&o. No caso de ovos passar o homogeneizado por um coador

para remover as cascas dos ovos;

Colocar o homogeneizado em tubos e centrifugue por 10 min. a 1.000 rpm

em centrifuga refrigerada (4°C) para eliminar os residuos;
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. Cuidadosamente passar o sobrenadante para um outro tubo e descartar o

precipitado;

. Colocar em cada amostra uma pipeta pasteur estérii através do
homogeneizado e ponha cerca de 2 a 3 ml de tampao TEKS com mais 25%
de sacarose para criar um gradiente. Centrifugar o gradiente por 10 min. a
2.000 rpm;

. Cuidadosamente remover o sobrenadante para um tubo de polipropileno e

centrifugar de 30 a 60 min. a 12.000 rpm para sedimentar mitocdndrias:

. Remover os tubos do rofor imediatamente ap6s a parada da centrifuga e
descartar o sobrenadante. Este procedimento deve ser feito rapidamente e

com cuidado para ndo desgrudar o precipitado do tubo;

. Resuspender a parte marrom claro ao redor do precipitado com 10 ml de
TEKS. Deve se ter cuidado para ndo remover a parte escura central do

precipitado;

. Centrifugar por 30 min a 12.000 rpm. Para o precipitado de mitocdndrias
obtido a partir de ovos pode-se omitir esta etapa devido & pureza do

10. Descartar o sobrenadante e resuspender as mitocondrias com 0.74 a 3.0 mi

(dependendo o tamanho do precipitado) de TEKS;

. Retirar um aliquota de 1 m! da solugdo de mitocdndria mais TEKS, e
colocar em tubos eppendorf. Adicionar 150 ul de 10% nonidet (detergente
NP-40) em TEKS. Misturar por invers&o e incubar a temperatura ambiente

por 10 min. A solugéo deve ficar clara quase transparente;
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12. Centrifugar em centrifuga refrigerada por 10 min a 14.000 rpm para

sedimentar restos mitocondriais e nlcleo;

13. Aliquotar 750 ul do sobrenadante mais 750 pl de fenol em tubo eppendorf ,

misturar por inverséo e centrifugar por 10 min a 14.000 rpm;

14. Se o sobrenadante aparecer como uma massa branca, deve se retirar a

massa e proceder uma nova centrifugacao;

15. Adicionar 7 volume de fenol e ¥z volume de cloroformio-isoamilico (24:1) a
solugdo aquosa retirada do item 14 e centrifugar;

16. Retirar o sobrenadante e adicionar 1 volume de cloroformio-isoamilico (24:1)

a solucdo e centrifugar;

17. Aliquotar 500 pl do sobrenadante em tubos eppendorf e adicionar 0.3 M de

Acetato de Sodio mais 2 volumes de etanol absoluto gelado;
18. Deixar durante a noite a —20°C ou por 2 horas a —-80°C;

19. Centrigugar a solugdo do item 18. Lavar o precipitado com etanol 70% e

| seddan
20. Adicionar o volume apropriado (depende do tamanho do precipitado) de TE

1X ( 10mM Tris, 1,0 mM EDTA, pH 7.5), e resuspender o precipitado em

geladeira (4°C) por 1 ou mais dias.
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B- Extracioc de DNA total a partir de tecido muscular de acordo com o
 protocolo de Taggart et al., (1992): |

1. Cortar 100 mg de musculo e colocar em 500 pl de tampé&o STE (0,1 M NaCl,
0,05 M Tris-HCI, 0,01 M EDTA, pH 8,0);

2. Adicionar ao tampao 30 ui de SDS 10% e 10 pl de proteinase K (20mg/ml);

3. Incubar a 50°C por aproximadamente 1 hora, ou até que o tecido esteja
totalmente digerido. Misturar a solugdo por inversio freqlientemente para
acelerar o processo de digestao;

4. Adicionar 500 ul de fenol, misturar por inversdo e centrifugar por 10 min. a
14.000 rpm;

5. Retirar 0 sobrenadante e adicionar 500 pl de fenol:cloroférmio-isoamilico
Misturar por invers&o e centrifugar por 10 min a 14.000 rpm;

6. Precipitar o DNA com 0.3 M de Acetato de sadio e 2 volumes de etanol
absoluto;

7. Deixar a —20°C durante a noite ou por 2 horas a —-80 °C;

8. Centrifugar por 30 min a 14.000 rpm em centrifuga refrigerada;

9. Secar e ressuspender com quantidades apropriada de TE 1X.
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Apéndice 5
Formulas utilizadas para analise genética

1. Diversidade hapiotipica (h)
h=2n(1-5 X&)/ (2n~-1)-(eq. 8.4; Nei, 1987)
onde:
x; = freqléncia do hapldtipo x na amostra
n = tamanho da amostra
2. Diversidade nucleotidica (n)

n=2>dy/[n (n—1)]-(eq. 1; Nei & Miller, 1990)

onde:
n = nimero de hapldtipos

di=2 g Mk ric dij(K) / 2(K) mc e - (eq. 4; Nei & Miller, 1990)
k = nimero de classes de enzimas de restrigdo

m = nimero de sitios de restricdo produzidos por uma dada enzima
r = nimero de bases de reconhecimento de sitio da enzima de restricio

dij = (-loge Si5) / r - (eq. 3; Nei & Miller, 1990)
Sij=2mij/ mi + mj - (eq. 2; Nei & Miller, 1990)
mij = nimero de sitios de restricdo compartilhados entre os haplétipos i e
mi = nimero de sitios de restricdo do haplotipo i
mj = nimero de sitios de restricdo do haplétipo j
3. Divergéncia nucieotidica{c}

o =gy~ (Ax + y) [ 2 - {eqg. 10.21; Nei, 1987)
4. indice de Fst de Wright

Fst=1/(1-2Nm) - (Weir & Cockerham, 1984)
Onde:

N = tamanho efetivo populacional

M = taxa de migracéo
0<Fst<1
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