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APRESENTACAO

Aobra “A producgéo do Conhecimento nas Ciéncias Agrarias e Ambientais” aborda
uma série de livros de publicacédo da Atena Editora, em seu lll volume, apresenta, em
seus 28 capitulos, com conhecimentos cientificos nas areas agrarias e ambientais.

Os conhecimentos nas ciéncias estdo em constante avancgos. E, as areas das
ciéncias agrarias e ambientais sdo importantes para garantir a produtividade das
culturas de forma sustentavel. O desenvolvimento econémico sustentavel € conseguido
por meio de novos conhecimentos tecnoldgicos. Esses campos de conhecimento
sé@o importantes no ambito das pesquisas cientificas atuais, gerando uma crescente
demanda por profissionais atuantes nessas areas.

Para alimentar as futuras geracdes sdao necessarios que aumente a quantidade
da producéo de alimentos, bem como a intensificacdo sustentavel da producdo de
acordo como o uso mais eficiente dos recursos existentes na biodiversidade.

Este volume dedicado as areas de conhecimento nas ciéncias agrarias e
ambientais. As transformacdes tecnoldgicas dessas areas sao possiveis devido o
aprimoramento constante, com base na produc¢ao de novos conhecimentos cientificos.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacao e esfor¢cos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancos cientificos e tecnologicos, os
agradecimentos do Organizador e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes,
pesquisadores e entusiastas na constante busca de novas tecnologias para as ciéncias
agrarias e ambientais, assim, garantir perspectivas de solu¢ao para a produgcao de
alimentos para as futuras gerac¢des de forma sustentavel.

Alan Mario Zuffo
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PESQUEIRA?

Pelotas, Rio Grande do Sul
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RESUMO: Com o passar dos anos, observou-
se uma diminuicdo da quantidade de peixes
desembarcados, assim como o tamanho médio
dos exemplares. H& um consenso entre 0s
cientistas pesqueiros de que a sobre-pesca esta
prejudicando os estoques de peixes, e a retirada
constante dos animais maiores da populacéao,
acaba afetando a composicdo genética do
estoque. As variacbes ambientais e a pressao
de pesca, desencadeia variagdes ao nivel do
genoma, e por este motivo torna-se necessario
conhecer a fundo as caracteristicas bioldgicas,
ecologicas e genéticas de cada espécie de
peixe. Os marcadores microssatélites sao
importantes ferramentas para a detec¢ao destas
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variagcdes por serem altamente polimorficos. A variabilidade ou diversidade genética é
a variedade de alelos e genotipos presente no grupo sob estudo, e constitui a forca que
da as populagdes capacidade de suportar pressdes ambientais, diminuindo o risco de
extincdo. Quanto maior o repertério de alelos diferentes em uma populagcédo maior sera
as chances dos individuos sobreviverem as variagbes ambientais. Com as continuas
intervencdes do homem sobre os ambientes aquéticos torna-se cada vez mais urgente
a necessidade de se investigar a situacéo da distribuicdo genética das populacées,
dentro e entre lagoas. A partir dos resultados destes estudos, sera possivel ter uma
melhor elucidacdo a respeito da estruturacdo genético-populacional de espécies, e
assim gerar subsidios para o desenvolvimento de projetos de conservagao e manejo,
contribuindo na administrag¢ao e legislacéo de pesca, pois levam a geracéo de critérios
de manejo das unidades de estoques que visam a conservagdo em longo prazo dos
recursos pesqueiros naturais.

PALAVRAS-CHAVE: genética, gestdo, marcadores microssatélites, peixe, pesca.

ABSTRACT: Over the years, there was a decrease in the number of fish landed, as
well as the average size of the specimens. There is a consensus among fishermen
that overfishing is damaging fish stocks, and the constant withdrawal of larger animals
from the population ends up affecting the genetic makeup of the stock. Environmental
variations and fishing pressure trigger variations at the genome level, and for this
reason it becomes necessary to know in depth the biological, ecological and genetic
characteristics of each species of fish. Microsatellite markers are important tools for
detecting these variations because they are highly polymorphic. The variability or
genetic diversity is the variety of alleles and genotypes present in the study group,
and it is the force that gives the population the capacity to withstand environmental
pressures, reducing the risk of extinction. The greater the repertoire of different alleles in
a larger population will be the chances of individuals surviving environmental variations.
With man’s continuous interventions on aquatic environments, it becomes increasingly
urgent to investigate the genetic distribution of populations within and between ponds.
From the results of these studies, it will be possible to have a better elucidation
regarding the genetic-population structuring of species, and thus generate subsidies
for the development of conservation and management projects, contributing in the
administration and fishing legislation, as they lead to the generation of management
criteria of stock units that aim at the long-term conservation of natural fishery resources.
KEYWORDS: genetics, management, microsatellite markers, fish, fishing.

11 INTRODUCAO

Inumeras familias no mundo dependem da pesca em diferentes niveis, seja
como fonte de emprego na industria pesqueira ou mesmo realizando-a como forma
de subsisténcia. O extrativismo pode ser considerado uma lente pela qual se pode
observar a estreita relacdo entre o homem e os recursos hidricos (HILSDORF;
RESENDE; MARQUES, 2006).
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Apesar da diversidade de peixes e da sua grande importancia econémica para
o homem, ainda pouco se conhece sobre suas caracteristicas biologicas, ecolbégicas
e genéticas. A falta de conhecimento das espécies e consequentemente a falta de
manejo destas, além das altas taxas de pesca sao os principais responsaveis da perda
de diversidade e reducbes drasticas nas populagdes (NASCIMENTO; CATELLA;
MORAES, 2001; ALBUQUERQUE; CAMPOS; CATELLA, 2002; PETRERE et al., 2004).
Por isso torna-se necessario conhecer a fundo nossa biodiversidade, especialmente
quando se trata de espécies nativas, e espécies que possuem um grande potencial
econémico.

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

Conover e Munch (2002) constataram que a retirada constante de animais maiores
ao longo do tempo afeta a composi¢cao genética do estoque, eliminando os genes
relacionados ao crescimento rapido e diminuindo o tamanho médio dos individuos
remanescentes, esta observacéo sugere que este fenbmeno pode estar ocorrendo
com alguns estoques de peixes de interesse comercial. Esses estudos séo de grande
importéncia no que diz respeito a elaboracdo de projetos visando a conservagao de
recursos naturais, em especial ao papel desempenhado pelas variagbes ao nivel do
genoma em resposta as mudangas ambientais e de sobre-pesca.

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

2| METODOLOGIA

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

Maceracéao do tecido muscular, objetivando a ruptura da parede e membranas
celulares, promovendo assim a liberagcao da molécula de DNA;

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

Adicao de 330 uL de TNE2 (5ml tris HCI 1 Molar pH 8,0; 10 ml EDTA, 1ml NaCl;
10 ml SDS 20%), como solucdo detergente para solubilizacdo das membranas e
auxiliando na inativacao de enzimas;

4 uL de proteinase K para a desnaturagdo proteica e 3 pL de RNAse para
desnaturacao de RNA, apos, incubacao imediata em Banh-Maria a 50°C por 12 horas;

Ap6s a incubacdo, para precipitacao de proteinas e restos celulares seréo
adicionados 340 pL de NaCl 5M;

O material sera centrifugado a 13000 rpm e transferido 500 pL do sobrenadante
para um novo microtubo, onde sera acrescido 900uL de etanol absoluto gelado para a
precipitacao do DNA e acondicionado por uma hora a -20°C antes de ser

centrifugado por 3 minutos a 13000 rpm,;

Posteriormente, seram realizadas trés lavagens do material com 900 pL de
etanol 70%.

Por fim, o DNA seré ressuspendido com 100 pL de agua Milli-Q.

Para checagem da integridade do DNA obtido, as amostras s&do submetidas a
eletroforese horizontal com gel de agarose 1% e tampao SB1X durante 40 minutos a
90 volts. Para tal, sera usada uma aliquota de 7 uL de DNA sendo o mesmo corado com
1 uL de Blue Green Loading DyeTM (LGC Biotecnologia, Sao Paulo-BR) e 1.8 pL de
DNA Ladder 100pb (Ludwig Biotec) posteriormente visualizados em transiluminador.

Os marcadores microssatélites sdo amplificados através da técnica de reacao de
PCR, cujo o volume final sera 25uL, contendo 1uL de DNA genémico, 0,5uL de cada
primer (10pmol), 2,5uL de 1X buffer de PCR(10mM Tris HCI, 1,5mM MgCI2 e 50mM
KCl), 1,5uL MgClI2 (25mM), 0,5uL de dNTP(100uM), 0,2uL de Tag DNA polimerase®
(Fermentas Life Sciences) e 18,3uL de agua livre de nuclease. O controle negativo
(reacdo sem a presenca de DNA) é utilizado em cada amplificacdo para confirmar a
auséncia de contaminagéo.

As reacdes sdo realizadas em um termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient® (Eppendorf), cuja amplificacdo consiste em: desnaturacéo inicial de 94°C
por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos,
anelamento conforme a temperatura especifica de cada primer por 30 segundos e
extensao a 72°C por 30 segundos, terminando com uma extensao final de 8 minutos a
72°C. A posterior checagem da amplificacdo do produto de PCR é realizada por meio
de eletroforese em gel de agarose a 1% tingido com corante GelGreenTM. Apos a
eletroforese, os produtos sao analisados em transiluminador sob luz UV e registrados
digitalmente. Os alelos dos loci sdo discriminados através de observacéo direta no gel,
baseando-se na presenca ou auséncia de bandas de tamanhos moleculares idénticos
(mesmo locus).

A diversidade genética dentro das populagcdes estudadas € caracterizada pelas
frequéncias alélicas, heterozigosidade observada, diversidade génica esperada
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segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg, numero de alelos por locus, porcentagem
de loci polimérficos e indice de fixacdo de Wright, estimativas obtidas pelo uso do
programa Genepop 4.0.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para implantagéo de politicas de cota de pesca, é fundamental a identificacao de
“estoques” e/ou populag¢des de acordo com o conceito genético de estoque, ou seja,
como uma unidade reprodutivamente isolada que é geneticamente diferente de outros
estoques (OVEDEN, 1990). Programas de manejo e conservagao em espécies sujeitas
a fragmentacéo por impacto do homem sé serdo realmente eficazes considerando os
fatores genéticos (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2002). A estrutura genética de
uma populacéo é a informagcédo mais importante para uma espécie que necessita de
manejo (HILLIS; MORTIZ; MABLE, 1996), pois adeterminacéo da variabilidade genética
€ importante tanto para populagcées naturais quanto para manejo e comercializacao
de peixes cultivados. A variabilidade ou diversidade genética € a variedade de alelos
e genotipos presente no grupo sob estudo, e constitui a forca que da as populacoes
capacidade de suportar pressdes ambientais, diminuindo o risco de extingdo. Quanto
maior o repertério de alelos diferentes em uma populagcdo maior sera as chances dos
individuos dessa populagao sobreviverem a variagdes ambientais.

As quantidades relativas de variagbes dentro e entre populacbes mudam de
espécie para espécie, dependendo da historia evolutiva e do ambiente (GRIFFITHS
et al., 2001). Para que haja evolugao adaptativa, a variacao genética torna-se uma
condicao fundamental entre as populacdes e entre espécies.

Estimativas confiaveis da diferenciacdo populacional s&o primordiais na biologia
da conservagao na qual se considera a necessidade continuada de entender se as
populacbes sdao geneticamente isoladas ou se constituem uma uUnica populacéo.
As continuas intervencbes do homem sobre os ambientes aquaticos continentais
tornam cada vez mais urgentes a necessidade de se investigar a situacao presente
da distribuicao genética das populacdes de peixes, dentro e entre lagoas, bem como
as possiveis relacdes entre destruicdo ambiental e perda de variabilidade genética e
subdivisdo de estoques.

41 CONCLUSOES

Os resultados que serao gerados a partir destes estudos, certamente contribuirdo
para uma melhor elucidacdo a respeito da estruturacdo genético-populacional de
espécies, e assim gerar subsidios para o desenvolvimento de projetos de conservagéao
e manejo, além de auxiliar na administracdo e legislacdo de pesca, pois levam a
geracéo de critérios de manejo das unidades de estoques que visam a conservagao
em longo prazo dos recursos pesqueiros naturais.
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