PESQUISA

- 3 BIOLOGIA MOLECULAR NA
¥2% CONSERVACAO DE PEIXES

;

FERRAMENTAS MOLECULARES E CONSERVACAO GENETICA

Alexandre Hilsdorf, MSc.

Professor colaborador adjunto

Universidade de Taubate

Departamento de Ciéncias Agrarias e Laboratorio de
Biologia Molecular do Instituto do Coragdo.
exphilsdorf@incord.incor.usp.br

José Eduardo Krieger

Professorassociado da Faculdade de Medicina da USP
Departamento de Clinica Médica

Chefe do Laboratorio de Biologia Molecular do Instituto
do Coragdo.

Fotos cedidas pelos autores.

10  Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento

s ecossistemas aquaticos estao
entre aqueles cuja diversidade
de vida se expressa de maneira
extraordinariamente intensa.
Estima-se que cerca de 23.000
espécies de peixes existam;
destas, 8.000 vivendo emaguas
continentais e 15.000 em ambientes ma-
rinhos. Esta diversidade tem sido, de
alguma forma, utilizada pela humanida-
de ao longo de sua existéncia.

A pesca e a aquicultura sao ativida-
des ha muito desenvolvidas pelo ho-
mem. Nas ultimas décadas
estes setores tém contribui-
do significativamente para
o aumento da oferta de ali-
mentos em escala mundial.
Estimativas da FAO (Organi-
zacao das Nacoes Unidas
para Alimentacao e Agricul-
tura) mostram que em 1996
cerca de 30 milhoes de pes-
cadores e piscicultores pro-
duziram 116 milhoes de to-
neladas de peixes.

Em simpdsio sobre a
conservacao dos recursos
genéticos de peixes realiza-
do em 1981 (FAO/UNEP),
0s paises participantes con-
cluiram que esforcos conjuntos devem
ser realizados para identificar e conhe-
cera diversidade genética dentro e entre
espécies de peixes. Estas medidas, entre
outras, sao importantes para manuten-
cao a longo prazo dos estoques
explotaveis e da variabilidade necessaria
para o melhoramento genético de espé-
cies em cativeiro.

As condicoes climaticas e hidricas
do Brasil possibilitaram a evolucao de
uma expressiva quantidade de espécies
de peixes que estao espalhadas nas di-
versas bacias hidrograficas eao longo de
nossa costa maritima. Muitas dessas es-

pécies contribuem de forma significativa
para producao de alimentos e manuten-
¢ao da industria pesqueira.

Mantendo adiversidade genética

Os ecossistemas aquaticos estao
entre aqueles que mais tém sofrido agres-
soes no processo de desenvolvimento
econdmico das sociedades modernas.
Diversas tém sido as intervencdes huma-
nas que de uma forma ou de outra tém
causado modificacoes profundas na di-

Figura 1: Localizacao das estacoes de hidrobiologia
e piscicultura da CESP no Estado de Sao Paulo.
Foto: CESP

namica dos ambientes aquaticos. Pesca
predatéria, introducao de espécies ex6-
ticas, destruicao de matas ciliares, polui-
¢a0, assoreamento de rios ¢ implantacao
de hidrelétricas sao algumas que podem
ser citadas, e que vém colocando em
risco a rica diversidade de peixes em
todo o planeta.

De todas as intervencoes humanas,
pela magnitude com que tem sido
estabelecida, a construcao de barragens,
para geracao de energia elétrica, tem se
transformado em um dos processos de
maior impacto sobre o ambiente aquati-



co. O fechamento das barragens e for-
macao dos reservatérios leva a uma
modificacao profunda em todo o
ecossistema. Os peixes sofrem, entao,
uma alteracao em seu ciclo de vida que
muitas vezes leva os mesmos ao desapa-
recimento. No Brasil, a portaria 0001, de
04/01/77, da SUDEPE - Superintendén-
cia do Desenvolvimento da Pesca (incor-
porada pelo IBAMA), que regulamentou
oartigo 36 do Decreto-lei 221, de 28/02/
67, conhecido com "Lei da Pesca", exige
que qualquer entidade que sob qualquer
condicao esteja envolvida na construcao
de barragens, e que implique uma altera-
¢ao de cursos d'dgua, devera adotar
medidas de protecao dos recursos biol6-
gicos aquaticos. O desafio maior das
empresas geradoras de energia €, por-
tanto, conciliar as crescentes necessida-
des por energia e a conservacao dos
ecossistemas.

A CESP - Companhia Energética de
Sao Paulo - é a empresa responsavel por
95% da energia elétrica gerada no Estado
de Sao Paulo e 20% de toda producao
brasileira. Toda esta energia é proveni-
ente da construcao de 20 reservatorios,
que ao todo inundam uma area de
7.500km2. Varias medidas podem ser
tomadas para mitigar os impactos sobre
a vida aquatica, causados pela constru-
cao de barragens. Construcao de esca-
das, elevadores e a instalacao de centrais
de reproducao de peixes para posterior
repovoamento. Os trabalhos desenvolvi-
dos pelas estacoes de reproducao das
companhias hidrelétricas, como a CESP,
vém cumprindo um papel importante,
que, somado a recuperacao dos esto-
ques de peixes na natureza, possibilita
um melhor conhecimento biolégico das
espécies presentes na regiao,
permitindo um manejo mais
racional dos estoques e a
sustentacao de uma explora-
¢a0 pesqueira nao-predaté- .
ria.

Uma das questoes mais
importantes em um progra-
ma de repovoamento de pei-
xes diz respeito a capacida- |
de de sobrevivéncia a longo |
prazo dos individuos
reintroduzidos. Um progra-
ma de repovoamento tem
que ter como base a preser-
vacao da variabilidade gené-
tica no ambiente natural,
aumentando, assim, o suces-
so reprodutivo e adaptativo
da espécie dentro de um
ambiente com continuas al-
teracoes. A opcao pelo repovoamento
deve, portanto, levar em consideracao a
variacao genética existente dentro e en-

tre populagoes distribuidas na bacia de
influéncia do reservatério. Esta etapa é
fundamental para o estabelecimento e a
manutencao dos estoques fundadores
na estacao de reproducao, que deverao
representara distribuicao da variabilida-
de genética da espécie na regiao (Toledo-
Filho, etal., 1991).

Marcadores moleculares no estudo
genético populacional de peixes

Desde a década de 60 marcadores
mortfolégicos e protéicos tém sido usa-
dos no estudo da variabilidade
populacional em peixes (Park & Moran,
1994). Com o desenvolvimento das técni-
cas da biologia molecular, diversos
marcadores vém sendo localizados em
regides do genoma nuclear e
mitocondrial. Desta forma, os marcadores

Figura 3: Alevinos de pirapitinga-do-sul
para repovoamento.
Foto: CESP

Figura 2: Estacao de Hidrobiologia
e Piscicultura de Paraibuna.
Foto: Autor

moleculares tém-se transformado em
ferramentas importantes no estudo e
avaliacao genética de populacoes de
peixes selvagens e em cativeiro, poden-
do ser usados para:

* Identificacao de espécies e hibri-
dos;

* Estabelecimento da filogenia da
espécie e da populacao;

* Determinacao da estrutura
populacional de uma espécie;

* Identificacao de linhagens;

* Contribui¢ao individual de uma
populacao em um estoque que esta sen-
do explotado;

*Variacao genética em populagoes
selvagens e cultivadas;

* Determinac¢ao do impacto
genético da introducao de peixes
cultivados em populacdes naturais;

* Determinac¢ao de estratégias
de cruzamento para fins de criacao
e repovoamento;

* Localizacao de marcadores
ligados a genes envolvidos com
caracteres de interesse econdmico.

Diversas técnicas sao hoje uti-
lizadas na identificacao de
marcadores de DNA, entre elas po-
demos citar: RFLP (Restriction
Fragment Lentgh Polymorphism),
RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified
Fragments Lenght Polymorphism) e
VNTRs (Variable Number Tandem
Repeat Loci).

DNA mitocondrial em popula-
¢oes da pirapitinga-do-sul

Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento



12

QUADRO COMPARATIVO DOS PRINCIPAIS MARCADORES MOLECULARES NA ANALISE DE POPULACOES

Varidvel

( Fane: Ferreira e Grattapaglia, 1996).

A bacia do Paraiba do Sul, compre-
endida no eixo Rio-Sao Paulo, é uma
destas regidoes profundamente afetadas
por uma série de impactos ambientais.
Na década de cinqiienta, a bacia do
Paraiba comportava uma das mais im-
portantes areas de pesca continental do
Estado de Sao Paulo. O declinio desta
atividade na regiao acompanhou o pro-
cesso de deterioracao dos rios e tributa-
rios do Paraiba, com o quase desapare-
cimento de diversas espécies economi-
camente importantes.

Na Estacao de Hidrobiologia e Pis-
cicultura da CESP em Paraibuna, varias
espécies da bacia do Paraiba do Sul tém
sido mantidas em cativeiro. Entre algu-
mas, podemos citar: piabanha (Brycon
insignis), surubim-do-vale (), curimbata

c. Separagdo em gel de eletroforese e detecciio dos frogmentos de

DNA mitocondrial pela técnica de "Southern blotting™

Figura 5: Metodologia para

andlise genético-populacional de peixes
por RFLP baseado no polimorfismo do
DNA mitocondrial.

Foto: Autor
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(Prochilodus lineattus), piava-
bicuda (Leporinus conirostris),
piau-palhaco (Leporinus
copelandii) e a pirapitinga-do-
sul (Brycon cf. reinhardt).

Os estudos sobre a diversi-
dade genético-populacional de
espécies da bacia do Paraiba
teve inicio em 1990. A pirapitinga-
do-sulfoia espécie eleita para se
iniciar os trabalhos. Esta espécie perten-
ce ao género Brycon, o qual possui
diversas espécies de valor econémico e
pode ser encontrado em quase todas as
bacias hidrograficas brasileiras. A
pirapitinga-do-sul € um peixe endémico
da bacia do Paraiba, estando presente
em rios de aguas mais frias, nas regides
serranas do Vale.

Os estudos genético-
populacionais da pirapitinga-do-
sul na bacia do Paraiba tém sido
baseados no polimorfismo apre-
sentado pelo DNA mitocondrial.
Esta molécula retine algumas ca-
racteristicas, tais como: alta taxa
mutacional, pequeno tamanho
(16.000pb), sensivel aos proces-
sos de deriva genética e heranca
materna (Avise et al., 1987), que
permitem uma avaliacao inicial da
estrutura genético-populacional da
espécie na natureza.

O trabalho tem tido a impor-
tante contribuicao da equipe de
técnicos da Estacao de
Hidrobiologia e Piscicultura de
Paraibuna na localizacao, captura
e manutencao das populacoes
selvagens da pirapitinga-do-sul. As
pesquisas, em andamento, ja pos-
sibilitaram a clonagem e a produ-
¢ao de sondas a partir do DNA
mitocondrial da espécie em estu-
do, que possivelmente poderao
ser utilizadas com outras espécies im-
portantes do género Brycon, tais como:
matrincha, piracanjuba, piraputanga e
piabanha; assim como o desenvolvi-

Figura 4: Exemplar adulto de pirapitinga-
do-sul.
Foto: Autor

mento de técnicas de biopsia de tecido
muscular, para extracao de DNA, sem o
sacrificio dos animais.

A compreensao das diferencas ge-
néticas entre as diversas populacoes
nativas, bem como a composicao das
mesmas em cativeiro, ¢ uma etapa fun-
damental para a manutencao de esto-
ques e possibilita um manejo genético a
longo prazo de espécies de peixes em
programas de repovoamento. Desta for-
ma, a utilizacao das novas técnicas de
genética molecular pode contribuir de
forma significativa para a preservacao e
o desenvolvimento sustentado dos re-
cursos genéticos aquaticos.

Figura 6: Polimorfismo de duas enzimas
de restricio do DNA mitocondrial
da pirapitinga-do-sul usadas como
marcadores.
Foto: Autor



