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RESUMO

A sardinha-verdadeira, Sardinella brasiliensis, é a espécie-alvo da pesca com cerco (traineira) e, como fauna
acompanhante ocorrem outras espécies, como as sardinhas laje e cascuda, Opisthonema oglinum e Harengula
clupeola, cuja importéncia pesqueira tem aumentado. Esses peixes (pequenos peldgicos) possuem distribuicdo em
grandes areas, destacando a Bacia Sudeste do Brasil, regido na qual podem existir diferentes estoques pesqueiros, o
que torna importante o estudo da variabilidade genética dessas espécies. Contudo, para realizar esses estudos é
necessario escolher um marcador molecular apropriado. No presente estudo revisaram-se os marcadores moleculares
utilizados para detectar variabilidade genética e variagdo geogréfica, verificando sua aplicagdo em peixes. A andlise da
variacdo geografica permite observar se ha fluxo génico a partir do estudo da variabilidade genética. Os marcadores
STR e DNA mitocondrial se mostraram os melhores e mais utilizados para estudos populacionais de peixes, por
possuirem caracteristicas Unicas. Em O. oglinum e H. clupeola ndo foram encontradas referéncias sobre estudos

moleculares aplicados, sendo feitas recomendagdes direcionadas ao estudo destas importantes espécies.
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1. Introducao

No Estado de S3do Paulo a pesca com cerco
(traineiras) é a principal arte de pesca que captura
pequenos peixes pelagicos de grande importancia
econOmica, principalmente os pertencentes a ordem
Clupeiformes, familia Clupeidae (INSTITUTO DE PES-
CA, 2012). Destaca-se nesta pescaria a sardinha-
verdadeira (Sardinella brasiliensis, Steindachner,
1789) espécie-alvo distribuida na Bacia Sudeste do
Brasil (regido entre o Cabo Frio, R], e o Cabo de Santa
Marta Grande, SC) e que constitui a maior parte das
capturas. Entretanto, também apresentam importancia
outros pequenos pelagicos, com as sardinhas laje e
cascuda, além de outras espécies (LONGHURST ;
PAULY, 2007). Estas espécies ocorrem em aguas cos-
teiras tropicais e subtropicais, vivendo agrupadas em
grandes cardumes que, dependendo da idade, se en-
contram mais préoximos ou mais afastados da costa
(FELTRIM ; SCHWINGEL, 2005).

A sardinha-verdadeira, enquanto espécie-alvo,
tem sido amplamente estudada, como se pode consta-
tar em sinteses histéricas como a de ROSSI-
WONGTSCHOWSKI et al. (1995) e a recente de CER-
GOLE e DIAS NETO (2011). Em contrapartida, as es-
pécies associadas a sua pescaria ndo tem recebido a

mesma atencdo, o que torna estudos a elas direciona-
dos especialmente importantes, principalmente em
funcdo de grandes variagdes nas suas produgdes pes-
queiras (CHECKLEY et al., 2009).

A sardinha-laje, Opisthonema oglinum (Le-
seuer, 1818), ocorre no Atlantico Ocidental desde o
Golfo do Maine, Estados Unidos, até Santa Catarina,
Brasil, em regibes pelagicas marinhas e estuarinas
(MENEZES et al., 2003). E considerada a principal
espécie alternativa para manter o fornecimento de
matéria prima para o setor pesqueiro industrial frente
ao declinio das capturas de sardinha-verdadeira (FEL-
TRIM ; SCHWINGEL, 2005).

A sardinha-cascuda, Harengula clupeola (Cuvi-
er, 1829), também ocorre no Atlantico Ocidental, se
distribuindo da Flérida, EUA até Sdo Paulo, Brasil.
Vivem em cardumes pequenos, entrando em baias e
estuarios para reprodugdo (SPACH et al. 2003; GODE-
FROID et al., 2004; FAVARO, 2004; PICHLER, 2005).
Comumente ¢é utilizada como isca em outras pescarias,
pois forma densos cardumes em algumas épocas do
ano (SOTO, 2001).

A variagdo geografica tem sido amplamente es-
tudada em espécies terrestres e marinhas, sendo um
tema de grande interesse para a conservagdo da bio-
diversidade (LEATHWICK et al., 2006). Muitos sdo os
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elementos que causam variacdo geografica, sendo
importante identificar sua origem e efeitos nas espé-
cies, populagdes ou comunidades (AUSTIN, 2007).

Fundamentalmente, quando ha variagdo geo-
grafica verifica-se que ndo apenas o fluxo génico ca-
racteriza uma espécie, mas também as condigbes
ambientais locais e acontecimentos historicos (SOTKA
et al., 2004). O fluxo génico causado pela migragdo,
por exemplo, pode desfazer adaptacbes para condi-
gOes locais e atuar contrariamente a diferenciagdo
evolutiva intra e interpopulacional (GEE et al., 2009).

A teoria classica da genética de populagdes su-
gere que quanto mais populagdes locais migrarem e
intercruzarem, mais geneticamente similares elas
serdao (GARANT et al., 2005). Esse conceito parece
estar de acordo com o senso comum, pois assume que
o fluxo génico é um processo casual. Mas a disperséo
ndo casual pode na verdade favorecer a adaptagao
local e a diferenciacao evolutiva (GEE et al., 2009).

A estrutura genética das espécies de peixes
marinhos tropicais reflete a relagdo histérica e con-
temporanea entre uma série de processos ecoldgicos,
demograficos, comportamentais, genéticos, oceano-
graficos, climaticos e tectonicos (SOTKA et al., 2004).
Os efeitos combinados desses mecanismos, atuando
em escala temporal e espacial, determinam as taxas e
padroes de dispersdao de ovos, larvas e adultos. Sdo
esses movimentos, aliados a sobrevivéncia e sucesso
reprodutivo dos migrantes que, por sua vez, controlam
a escala em que processos casuais (deriva genética) e
deterministas (selecao natural) (GROSBERG ; CUN-
NINGHAM, 2001).

O estudo da variabilidade genética intra e inte-
respecifica é utilizado para se obter uma melhor com-
preensdo da dindmica de populagdes em unidades de
conservagao, quantificagdo do grau de estruturagdo
geografica destas populagbes, medicdo de graus de
diversidade genética e consanguinidade, andlises filo-
genéticas e filogeograficas (AVISE, 2000).

Em geral, muitos estudos tém sido realizados
com o uso de técnicas de biologia molecular visando
entender a variabilidade genética em populagdes natu-
rais, estudar o fluxo génico entre as espécies, os pro-
cessos naturais de hibridagdo e relacdes filogenéticas
(SILVA, 2000; GROSBERG ; CUNNINGHAM, 2001;
MATIOLI, 2001; MARQUES, 2002; SOTKA et al., 2004;
TORRES et al., 2004; GARANT et al., 2005; SEDDON
et al., 2005; GRATTAPAGLIA et al., 2008, entre ou-
tros).

A detecgdo da variabilidade através de marca-
dores genéticos permite acessar informagdes quanto a
estrutura das populagbes, fluxo génico, relagbes filo-
genéticas, padroes biogeograficos e andlises de pater-
nidade e parentesco (AVISE, 2000; SIVASUNDAR et
al., 2001; FERAL, 2002).

Neste contexto, o presente estudo tem como
objetivo revisar as técnicas utilizadas para detectar
variabilidade genética e a variagdo geografica nos
peixes da ictiofauna marinha, verificando sua aplicabi-
lidade as espécies de clupeideos, importantes recursos
pesqueiros.

2. Materiais e Métodos

A partir da consulta em livros técnicos e em
bases de dados de dados de artigos cientificos (Scielo;
Scirus - que inclui as editoras Elsevier, Springer,
Blackwell; Google Académico) com os termos (em
portugués e inglés): genética, Clupeidae, biologia
molecular, Harengula e Opisthonema, foram obtidos

artigos de fontes académicas confidveis para estudo e
revisdo do tema. Estes textos foram obtidos online
(quando possivel) e em visitas as bibliotecas das se-
guintes instituicdes: Universidade Santa Cecilia, Uni-
versidade de Sdo Paulo (diversas unidades), Universi-
dade S3do Judas Tadeu e Instituto de Pesca. Os conte-
Udos foram analisados e o tema foi estruturado, sendo
os resultados e a discussdo apresentados a seguir.

3. Resultados e Discussao

Técnicas Moleculares

Andlises moleculares sdao fundamentais para
conhecer a estrutura populacional e a distribuicao
geografica das linhagens dos peixes. Os marcadores
mitocondriais tem se mostrado uma importante ferra-
menta na detecgdo de variabilidade genética em pei-
xes, além de permitirem inferéncias sobre as relagdes
evolutivas entre populagdes que sdo de grande utilida-
de para estudos filogeograficos (AVISE 2000).

Nas ultimas quatro décadas muitos estudos fo-
ram realizados com marcadores moleculares aplicados
a diferentes espécies de animais e plantas (FERGUSON
et al., 1995; FARALDO et al., 2002; FERAL, 2002;
PRIOLI et al., 2003; HILSDORF et al., 2006; GRATTA-
PAGLIA et al., 2008, entre outros). Isso foi possivel
devido ao surgimento de sofisticadas técnicas de reso-
lucdo de polimorfismos de proteinas e DNA (TORRES
et al., 2004).

Marcadores moleculares tém permitido identifi-
car espécies, independente do estagio de vida do ani-
mal (larval, juvenil ou adulto), podendo ser utilizados
como rotina para monitorar a diversidade genética
(FERGUNSOM et al., 1995).

Estudos genéticos em populagdes de peixes tém
sido realizados utilizando-se marcadores bioquimicos e
moleculares, tais como: aloenzimas, isoenzimas, RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA - Polimorfismo
de DNA amplificado ao acaso), SPAR (Single Primer
Amplification Reaction - Reagdo de amplificagdo com
primer Unico), RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polimorphism - Polimorfismo de comprimento de frag-
mentos de restricdo), AFLP (Amplified Fragment Len-
gth Polimorphism - Polimorfismo de comprimento de
fragmentos amplificados), VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats - Numero varidvel de repeticbes em
Tandem - microssatélites) e STR (Short Tandem Re-
peats - Repetigdes curtas em Tandem) ou SSR (Simple
sequences repeats - sequéncias de repetigdes simples)
(MARQUES, 2002), SNPs (Single nucleotide polymor-
phism - variagGes pontuais nas cadeias de nucleoti-
deos) e marcadores mitocondriais. Estas técnicas sdo
comentadas a seguir.

- Aloenzimas - geralmente apresentam de 1 a 6
alelos por locus. Assim, com um tamanho amostral de
30 a 50 individuos por populagdo, é provavel amostrar
todos os alelos e a variagdo total dos alelos amostra-
dos. A questdo do numero de alelos e do tamanho
amostral minimo necessario é de fundamental impor-
tancia para se detectar a significancia da heterogenei-
dade genética entre populacées (HISLDORF et al.,
2006).

- Isoenzimas - constitui numa maneira rapida,
simples e de alto valor informativo de avaliar genotipi-
camente muitos locus em um grande ndmero de indi-
viduos (SILVA, 2000; FARALDO et al., 2002).

- RAPD - Pelo fato de se basearem na técnica
de PCR, conferem uma série de vantagens em relagdo
a outros tipos de marcadores tais como: rapidez na
obtengdo de dados genéticos da espécie a ser estuda-
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da; custo menor em fungdo da visualizagdo direta dos
fragmentos amplificados em gel; boa confiabilidade,
uma vez que ja foi demonstrada a reprodutibilidade da
técnica em outros laboratérios (OLIVEIRA, 2005).

- SPAR - utiliza um Unico primer com sequéncia
repetitiva de um microssatélite ou SSR. O segmento
de DNA amplificado compreende aquele localizado
entre dois blocos de microssatélites. Ele detecta dife-
rengas entre espécies proximas, apesar de revelar
pouca variabilidade dentro de uma mesma espécie
(PRIOLI et al., 2003).

- RFLP - Essa técnica envolve a clivagem do
DNA por enzimas de restricdo, a separagao por eletro-
forese, em gel de agarose ou poliacrilamida, dos frag-
mentos gerados na clivagem e sua visualizacdo em
forma de bandas (MATIOLI, 2001).

- AFLP - constituem uma tecnologia que, se-
gundo Matioli (2001) combina a especificidade, resolu-
¢ao e poder de amostragem da digestdo com enzimas
de restricdo com a velocidade e praticidade de detec-
cdo dos polimorfismos através de PCR. O uso da me-
todologia inclui a identificacdo de gendtipos (finger-
printing), o mapeamento genético localizado e a cons-
trugdo de mapas genéticos em plantas cultivadas.

- STR ou SSR - S&o microssatélites que estdo
envolvidos na regulagdo do processo de transcrigdo,
visto que as proteinas envolvidas neste mecanismo
contém dominios ricos em glutaminas e repetigdes
trinucleotidicas constituidas por sequéncias poligluta-
minicas (ESCHER et al., 2000).

- VNTR - podem compor a classe de minissaté-
lite, sequencias de 1 a 5 Kb que consistem em nime-
ros variaveis de uma unidade repetida de 15 a 100
nucleotideos de comprimento (TORRES et al., 2004).

- SNP - sdo marcadores considerados muito
promissores para estudos evolucionarios, ecoldgicos
ou de conservagao, uma vez que a informagao sobre a
sequéncia gendmica se torne disponivel para as diver-
sas espécies (SEDDON et al., 2005; MARRIS, 2009).
Eles sdo inerentemente menos polimérficos que os
microssatélites, mas sdo as fontes de variacdo genéti-
ca mais comum e, consequentemente, existe um au-
mento substancial do nimero de loci disponiveis para
diversas espécies. Além disso, a dinamica mutacional
mais simples dos SNPs leva a vantagem de gerar uma
taxa menor de homoplasia, e, ainda mais importante,
apresentam a capacidade de serem genotipados a
baixo custo e em larga escala (BRUMFIELD et al.,
2003).

- Marcadores mitocondriais - essa organela
possui genoma préprio (DNAmt) e geralmente peque-
no (15 a 20 kb), com grande numero de variagdo
nucleotidica e estrutura simples de organizagdo, além
de apresentar heranga uniparental materna e auséncia
de recombinacgdo. Estas caracteristicas fazem com que
um hapldtipo mitocondrial possa servir para tragar
uma genealogia ou até mesmo uma filogenia materna,
0 que muitas vezes pode ajudar a entender o modo de
dispersdo de muitos organismos (AVISE, 2000; BAL-
LARD ; WHITLOCK, 2004).

Aplicagdo de Técnicas Moleculares a Clupeideos

As sardinhas laje (O. oglinum) e cascuda (H.
clupeola) sdo espécies peldgicas que, por estarem
associadas aos cardumes de sardinha-verdadeira,
podem estar sujeitas aos efeitos de sua pescaria. His-
toricamente, S. brasiliensis apresentou registros re-
cordes de producdo nos anos 1970 (CERGOLE ; ROS-
SI- WONGTSCHOWSKI, 2005), mas em 2000 sua
pescaria colapsou e, desde entdo, tem havido alguns

sinais de recuperagdo (IBAMA, 2008). Mesmo com este
cenario, dados de cruzeiros de pesquisa obtidos a
partir de 2008 revelam fragilidade do estoque, sendo
possivel prognosticar quadros pouco promissores para
a pescaria da espécie em relacdo ao seu historico
(VAZ-DOS-SANTOS et al., 2010).

Sao poucos os estudos realizados com O. ogli-
num e H. clupeola (MAGRO et al., 2000). Estudos
moleculares com essas espécies sdo importantes para
verificar se ocorre fluxo génico e variagdes intra e
interpopulacionais em sua area de distribuicdo geogra-
fica.

O melhor marcador molecular para estudos po-
pulacionais e de estoques de peixes é o STR, pois
permite acessar a variabilidade genética em popula-
gdes naturais. Seu resultado pode ser visualizado
diretamente no PCR, a partir das regides flanqueado-
ras da ilha de repetigbes que geralmente sdo especifi-
cas no genoma e geram um padrao multilocus. O es-
tudo com o marcador STR é vantajoso, pois ja hd uma
automatizagdo do processo, que consegue analisar o
DNA mesmo que ele esteja degradado, além de haver
uma alta confiabilidade em seus resultados.

Outro importante marcador é o DNA mitocon-
drial (DNAmt), pois seu genoma é considerado uma
excelente fonte de informagdes genéticas para estudos
evolutivos, populacionais e filogeograficos. O marcador
mitocondrial é vantajoso por ser sensivel aos efeitos
da deriva genética, por ndo possuir introns, apresentar
apenas 37 genes e nao sofre recombinagdo. Em ter-
mos metodoldgicos, a técnica mais utilizada no estudo
do polimorfismo do DNAmt consiste em amplificar a
regido controle (D-Loop), por meio da técnica de PCR
e sequenciar o produto amplificado. Entdo, sdo verifi-
cadas mutagdes pontuais, insercoes e delecbes em
relacdo a sequencia padrao.

4. Conclusoes

Tendo em vista a importéancia ecoldgica e pes-
queira de O. oglinum e H. clupeola aliada a necessida-
de de compreensdo de sua estrutura populacional na
Bacia Sudeste do Brasil, recomenda-se a aplicagao das
técnicas moleculares STR e DNAmMt com fins a analise
de fluxo génico e variacdo geogréafica.

Para a consecucdo destes objetivos, devem ser
coletadas amostras frescas de musculo de exemplares
provenientes (preferencialmente) de coletas cientifi-
cas, para evitar alteragdes da amostra, como contami-
nacdo do DNA. As coletas devem ser feitas ao decorrer
do ano abrangendo a area de ocorréncia das espécies,
sinoticamente para prevenir misturas (devido a deslo-
camentos ou migragdo), para que seja observada a
existéncia ou ndo de variagdes geograficas que justifi-
guem a separacdo da espécie em diferentes estoques.
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