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Tendéncias da literatura cientifica sobre uso de marcadores
moleculares em estudos de diversidade genética de peixes

RESUMO

A diversidade genética é definida como sendo qualquer mensuragdo que
quantifica a magnitude da variabilidade genética dentro de uma populagdo, sendo
considerada importante instrumento para a avaliacdo da conservagdo de uma espécie e 0
manejo. No entanto, para avaliar a diversidade genética, é necessario acessa-la e, para
isso, sdo utilizados os marcadores genéticos, que tém sido amplamente empregados em
estudos da ictiofauna, dada a importancia econdmica e ecoldgica desses animais. Nesse
sentido, este estudo foi conduzido com o objetivo de analisar os padrfes e tendéncias
das publicacGes cientificas sobre a tematica diversidade genética em populacdes de
peixes, utilizando cinco classes de marcadores moleculares (Aloenzimas, RAPDs, SSR,
ISSR, SNPs e seus derivados), de forma a verificar o nimero de artigos publicados na
area (no periodo de primeiro registro de publicacdo até o ano de 2018), bem como
acompanhar a variacao temporal sobre o nimero de artigos, tipo de periédicos em que
estdo sendo publicados, nacionalidade dos pesquisadores e 0s impactos dessas
publicacbes em termos de citacbes. Para tanto, foi realizado um levantamento
bibliografico no sitio Thomson ISI base dados Web of Science, utilizando as palavras
chaves “Microsatellite* AND fish AND genetic diversity; Alloenzyme* AND fish AND
genetic diversity; RAPD* AND fish AND genetic diversity; ISSRs* AND fish AND
genetic diversity; SNPs* AND fish AND genetic diversity”, nos referidos anos acima.
Em seguida, foram feitas diferentes abordagens de avaliacdo sobre os artigos, como:
analise da tendencial temporal, revista, perfil de citacdo, nacionalidade do estudo e
colaboragdo. Como resultado, foi detectado aumento significativo de estudos com a
tematica aqui abordada, no periodo de 1992 a 2018. Foram registradas 1230 publicacGes
sobre diversidade genética em peixes, das quais, 999 publicagdes compreendiam o0 uso
de marcadoresSSR, 123 publica¢cbes com o RAPD, e, na sequéncia, Aloenzimas, com
61 publicacdes, SNPs com 40 publicacbes e ISSR com 7 publicacdes. Encontrou-se um
total de 215 diferentes periddicos que publicaram artigos usando os marcadores
Microssatélites, seguidos de 86 revistas diferentes para o marcador RAPD, 38 revistas
para o marcador com Aloenzima, 27 diferentes revistas para o marcador SNPs e 7
revistas com os marcadores ISSRs. Observou-se uma certa preferéncia da escolha da
revista para as publicagdes com os Microssatélites, RAPD e Aloenzimas. Abordando a
nacionalidade das publicagdes, analisando a instituicdo sede do autor correspondente,
foi percebida predominéancia de estudos norte-americanos seguido de paises europeus.
Os resultados das andlises de citacbes demonstraram fraca relacdo entre citacdo e
quantidade de autores do estudo. Mas, foi encontrada uma relacdo forte entre a média de
citacdo e o tempo de publicacdo, de forma que, quanto mais tempo disponivel esta o
artigo, mais citagdes o estudo possui. A respeito do tamanho do trabalho em nimero de
paginas e a média de citagdo, encontra-se relacdo moderada, indicando que trabalhos
mais densos sejam mais aceitos pela comunidade cientifica. Em concluséo, estes
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resultados demonstram a relevancia da tematica aqui abordada, quando analisamos a
tendéncia temporal, esperamos que a quantidade de trabalhos aumente com o0s
marcadores Microssatélites e SNPs pelas vantagens e caracteristicas que estes
marcadores possuem. Esperamos que os paises em desenvolvimento gradativamente
destinem recursos para o0 aumento de trabalhos nessa area, em decorréncia da relevancia
econdmica e ecoldgica que ela possui.

Palavras-chave: Marcadores genéticos, Cienciometria, Divergéncia genética.
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Tendéncias da literatura cientifica sobre uso de marcadores
moleculares em estudos de diversidade genética de peixes

Trends in scientific literature about molecular markers use in fish
genetic diversity studies

ABSTRACT

Genetic diversity can be defined as any measurement that quantifies the magnitude of
genetic variability within a population. It isconsidered an important tool for the
evaluation, conservation and management of species. However, to evaluate genetic
diversity, it is necessary to access this diversity. Genetic markers are tools widely used
for this purpose in studies related to the ichthyofauna, given the economic and
ecological importance of these animals. Then, the aim of study was to analyze the
patterns and trends of scientific publications on genetic diversity in fish populations
using five classes of molecular markers (Alloenzymes, RAPDs, SSRs, ISSRs, SNPs and
their derivatives), in order to verify the number of articles published in the area (since
the first publication up to the year 2018), as well as to monitor the temporal variation on
the number of articles, type of journals, researchers' nationality and impacts of these
publications in terms of citations. To this end, a bibliographic survey was performed on
the Web site of Thomson ISI Web of Science, using the key words "Microsatellite *
AND fish AND genetic diversity; Alloenzyme * AND fish AND genetic diversity;
RAPD * AND fish AND genetic diversity; ISSRs * AND fish AND genetic diversity;
SNPs * AND fish AND genetic diversity ", in the abovementioned years. Then,
different evaluation approaches were done on the articles, such as: analysis of the time
trend, journal, citation profile, study nationality and collaboration. As a result, there
wasdetected a significant increase in the number of studies related to fishes genetic
diversity in the period from 1992 to 2018. Of these, 999 publications included the use of
SSR markers, 123 publications with RAPD and, subsequently, Alloenzymes, with 61
publications, SNPs with 40 publications and ISSR with 7 publications. It was found a
total of 215 different journals that published articles using the Microsatellite markers,
followed by 86 different journals for the RAPD marker, 38 journals for the marker with
Alloenzymes, 27 different journals for the marker SNPs and 7 journals with the ISSRs
markers. It was observed a certain preference of the magazine's choice for the
publications with the Microsatellites, RAPD and Alloenzymes. Concerning to the
nationality of the publications, in terms of the nationality of the host institution of the
corresponding author, a predominance of North American studies followed by Europe
was observed. The results of the citations analysis showed a poor relation between
citation and the number of authors of the paper. However, it was found a strong
relationship between the citation average and the publication time: the longer the paper
is available, more citations it has. Regarding the relationship between pages number
and the citations average it was found a moderate relation, indicating that dense works
are more accepted by the scientific community. In conclusion, these results demonstrate
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the relevance of this topic and it is awaited that the number of papers using molecular
markers approaches, such as Microsatellites and SNPs which present considerable
advantages. Moreover, it is hoped that the developing countries will be able to allocate
more funds in researches on genetic diversity of fishes, as they have economic and
ecological relevance.

Key words: Molecular markers, Scientometric, Genetic diversity



INTRODUCAO

1. Diversidade genética e a Ictiofauna

A diversidade genética é definida por Hughes et al. (2008) como sendo qualquer
mensuracdo que quantifica a magnitude da variabilidade genética dentro de uma
populacdo. Estas informacbes podem ser acessadas através da mensuracdo de alelos,
genotipo, diversidade nucleotidica, porcentagem de loci polimoérficos entre outros.
Ellengren e Galtier (2016) entendem a diversidade genética como sendo polimorfismo
genético, que pode ser definido como uma variagdo na sequéncia de DNA que apresenta
diferencas entre individuos de uma espécie ou entre populacdes. Estes autores mostram
que o polimorfismo genético entre espécies e dentro do genoma € importante maneira
de avaliar e entender a evolugdo, propiciar a conservacao da espécie e elucidar a historia
de vida da populacdo. Galetti (2008) diz que a manutencdo da diversidade genética é
importante para conservacdo, ja que € ela que fornece o potencial adaptativo/evolutivo
de uma espécie. O mesmo autor ainda complementa que o conhecimento da composicao
genética de uma espécie, e de como ela estd estruturada em suas populacdes, é
fundamental para as a¢fes de manejo e conservacao.

Para avaliar a diversidade genética, é necessario acessa-la e, para isso, 0s
marcadores moleculares tém sido ferramentas amplamente utilizadas. Estes marcadores
permitem estudar as diferencas moleculares entre os individuos, através de trés
diferentes informacdes: variac@es estruturais em proteinas, variagdes na sequéncia de
bases nitrogenadas do DNA, identificando polimorfismos e também em sequéncias
repetidas que surgem no DNA (SCHLOTTERER, 2004). Nesse contexto, 0s
marcadores genéticos estdo sendo amplamente utilizados em estudos com populagdes de
peixes, a fim de identificar hibridos, promover um manejo sustentavel dos recursos
genéticos (HASHIMOTO et al., 2012) e com o intuito de preservar a variabilidade
genética (RYMAN, 1991; VRIJENHOEK, 1998).

E importante destacar que 0s peixes possuem importancia econdmica e
ecoldgica, pois sdo utilizados para fins alimenticios (TIDWELL; ALLAN, 2001). O
ultimo relatério da FAO (2016) estimou que em 2014 a comercializagdo mundial de
peixe atingiu o valor de cerca de 278 hilhdes de ddlares (entre exportacbes e
importacdes), e 0 peixe € um dos alimentos mais comercializados a nivel mundial.
Nesse sentindo, existe preocupacdo em estudos como os de (REISENBICHLER,;
RUBIN, 1999; HASHIMOTO et al., 2012; COSTA et al., 2014 e SANTOS et al.,
2016), estes direcionados para a avaliagdo genética de populages em cativeiro voltados
para 0 melhoramento genético e viabilidade populacional. Essa preocupacdo relaciona-
se principalmente com o0 aumento nas taxas de crescimento dos animais, e também na
selecdo de animais resistentes as doencas (NGUYEN, 2015; GJEDREM, 2012). Este
melhoramento, segundo os autores, refletir-se-a no aumento da producéo de pescados,
com maior disponibilidade desta proteina para a populagdo mundial.

Em relacdo aos aspectos ecoldgicos, os organismos aquaticos vém sofrendo com
diferentes tipos de atividades antropicas que ameagam a sua biodiversidade. Varios
autores apontam que as principais ameagas sdo efluentes industriais, escoamento de



defensivos agricolas e residuos de agua urbanos que contém diversas substancias
nocivas a qualidade da agua, que causam grandes impactos ambientais (ANDRADE et
al., 2004; PANTALEAO el al., 2006; BOGONI et al., 2014; SILVA et al., 2015;
SALLES et al., 2015).

2. A Cienciometria

A cienciometria é o estudo dos aspectos quantitativos da ciéncia enquanto uma
disciplina ou atividade econémica, sendo aplicada no desenvolvimento de politicas
cientificas (MACIAS-CHAPULA, 1998). Os metodos cienciométricos vém sendo
amplamente utilizados para se avaliar o desenvolvimento da pesquisa a respeito de
diferentes areas do conhecimento (KONUR, 2011).

Proposto incialmente por Nalimov e Mulchenko em 1969, o termo
cienciometria, teve como significado a comparacdo deste com a moeda russa
(naukometriya) (HOOD; WILSON, 2001). Estes autores ainda explicam que o termo
ganhou reconhecimento apds a fundacdo do jornal Scientometrics em 1978, por Tibor
Braum na Hungria, onde Nalimov publica entdo uma série de trabalhos que contribuem
para o surgimento da area de conhecimento denominada cienciometria. Segundo Vanti
(2002), os académicos comecaram a ter mais interesse pela Cienciometria na década de
1980, devido ao surgimento de um banco de dados fornecidos para as universidades
pelo antigo Institute for Scientfic Information (ISI, hoje Thomson ISI).

Com essa popularizacdo, surgem também alguns problemas, como relatado por
Hood e Wilson (2001), que expdem a existéncia de uma confusdo na comunidade
cientifica com os termos bibliometria, informetria e cienciometria e seus sinénimos.
Essa confusédo aparece pelo fato de existirem registros na literatura de interpretacoes
erradas ou mesmo a atribuicdo do mesmo nome para estas diferentes técnicas. No
presente trabalho, serdo utilizadas as defini¢des que se seguem abaixo.

A bibliometria pode ser definida como o estudo quantitativo das literaturas e
como elas se refletem nas bibliografias. Sua tarefa é fornecer modelos evolucionérios de
ciéncia, tecnologia e erudi¢do (WHITE; MCCAIN, 1989). A informetria, por sua vez, é
definida como uma extensdo da tradicional andlise realizada pela bibliometria, mas
agora utilizada também para cobrir comunidades ndo académicas nas quais informacdes
sdo produzidas, comunicadas e usadas (INGWERSEN; CHRISTENSEN, 1997). Estas
comunidades ndo académicas estdo geralmente direcionadas ao entendimento cientifico
de informar processos no nivel social (WILSON, 2001).

A cienciometria, ja definida logo acima, é, por fim, o foco deste estudo como
método. Apesar de existirem semelhancas nessas trés areas, é importante diferencia-las
pelo fato de requererem objetos de estudo, objetivos, varidveis e métodos diferentes
como abordado por Macias-Chapula (1998). Desta forma, os objetos de estudo da
bibliometria sdo livros, documentos, revistas, artigos, autores e usuarios. A informetria
utiliza, via de regra, disciplinas, assunto, areas e campos do conhecimento. Por fim, a
cienciometria faz uso de palavras-chave, documentos e bases de dados.

Assim, a analise cienciométrica é realizada em bases de dados, como Web of
Science, Scopus, PubMed e Google Scholar (FALAGAS et al., 2008). Cabe ressaltar
que as duas primeiras sdo bases de dados com ampla cobertura de periddicos cientificos



multidisciplinares e de qualidade (SANTOS, 2003; MOYA-ANEGON et al., 2007;
FALAGAS et al., 2008). Além disso, 0s estudos cienciométricos podem contribuir para
a otimizacdo da alocacdo dos recursos de conservacdo, além de direcionar futuros
projetos de pesquisa. Visto que seriam capazes de fornecer indicadores da frequéncia e
da intensidade dos esforcos de pesquisa realizados pela comunidade cientifica em prol
da conservacao de um grupo taxonémico especifico (CAMPOS et al., 2014).

3. Surgimento e evolucao das técnicas moleculares

As técnicas moleculares sdo métodos utilizados para aferir respostas utilizando
como foco principal os padrfes proteicos e de nucleotideos. Estas técnicas moleculares,
como reportado por Schilétterer (2004), vém sendo empregadas desde a década de 1960,
com o objetivo de compreender em diferentes niveis a complexidade dos sistemas
bioldgicos e responder perguntas com diferentes focos e interesse.

A possibilidade de compreensdo destas técnicas s6 foi possivel apos o
entendimento de alguns fenémenos, como a descoberta do fenbmeno eletrocinético e a
aplicacdo do mesmo em coloides sobre um fluido ainda no século XIX. Uma das
aplicacbes do fendmeno eletrocinético foi realizado, segundo Wall (2009), em proteinas
e DNA por Svedberg em 1923. Iniciou-se assim o desenvolvimento das técnicas
moleculares baseadas em eletroforese. A descrigdo e a interpretacdo da aplicacdo da
técnica em proteinas foram realizadas por Stern (1938) em seu trabalho intitulado “The
Moving Boundary Method For Studying Electrophoresis”, permitindo a reproducdo,
aplicacdo e subsequentemente, a evolucdo das técnicas em Biotecnologia,
primeiramente para proteinas e posteriormente para 0s acidos nucleicos.

Os registros e o conhecimento dos polimorfismos a nivel molecular também
foram importantes para o desenvolvimento das técnicas moleculares. Umas das
primeiras descri¢des sobre polimorfismo foi feita por Market e Moller (1959), em que
os autores definiram que polimorfismo é a variacdo da mesma enzima em Sseus
diferentes niveis estruturais, sendo proposto o uso do termo “Isozima” ou “Isoenzima”
para descricdo de diferentes formas moleculares de uma enzima. Harris (1966)
descreve os polimorfismos enziméaticos em humanos a partir do principio da técnica de
eletroforese em gel para compreensdo das variagdes existentes na populacdo humana.
Com a popularizacdo da técnica, os estudos foram expandidos para aplicacfes em outras
areas e organismos, como realizado por Lewontin e Hubby (1966) na deteccdo de
polimorfismos em Drosophila pseudoobscura, e subsequente ampliado a outros
organismos.

Apesar da utilizagdo de Isoenzimas ser relativamente simples e apresentar baixo
custo, além de detectar codominancia e o controle genético conhecido (KARASAWA et
al., 2012), a técnica possui limitagdes pelo baixo nimero de I6cus e alelos detectados.
Além disso, as proteinas sofrem modifica¢fes pos tradicionais, que podem ser inclusive
diferentes de acordo com as condi¢bes ambientais e a fase de desenvolvimento do
individuo (MURPHY et al., 1990). Destaca-se ainda que o método com isoenzimas é
uma maneira de identificar indiretamente e insensivelmente variagbes no DNA
(SCHLOTTERER, 2004). Durante um periodo, que teve inicio na década de 1960 e se
estendeu até meados da década de 1980, a utilizacdo de lIsoenzimas para fins de



deteccdo de polimorfismos foi bastante popular, mas foi substituida paulatinamente por
técnicas de deteccdo de polimorfismos mais diretos durante e apds a década de 1980.

Essa mudanca deveu-se gracas ao desenvolvimento do método da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR), por Kary Mullis e
colaboradores nos anos 1980, como mostrado por Bartlett e Stirling (2003). Mullis e
Falona (1987) descreveram diferentes protocolos para amplificacdo de DNA utilizando
PCR. Simultaneamente, Saiki et al. (1987) demonstram que o método que utiliza a
DNA polimerase termoestavel (Tag polimerase) isolada a partir da bactéria Thermus
aquaticus é eficiente para a amplificacdo do DNA in vitro. Essa enzima € termoestavel
pelo fato deste organismo tolerar elevadas temperaturas devido ao seu habitat, que sdo
fontes termais (BROCK; FREEZE, 1969). Com o advento do PCR, as amostras de
DNA sdo replicadas em muitos ciclos, aumentando assim a quantidade da amostra
exponencialmente e facilitando a identificacdo e a andlise por eletroforese. Estas
técnicas foram utilizadas pela primeira vez, com a finalidade de avaliar polimorfismos,
pelo trabalho pioneiro de Saiki et al. (1985), a fim de avaliar essas caracteristicas
polimorficas no gene da B-globina que contém uma Unica mutacgdo e acaba por codificar
a Hemoglobina S, que caracteriza a Anemia Falciforme. Assim, a mutacdo que da
origem a anemia falciforme aparece novamente em um momento pioneiro da Ciéncia,
uma vez que, em sua descricdo, realizada por Linus Pauling em 1949 (PAULING et al.,
1949), foi utilizada pela primeira vez a expressao “doen¢a molecular”, mostrando que
alterac6es moleculares poderiam levar a consequéncias importantes para o sistema vivo.

Durante as décadas de 1980 e 1990, vérias técnicas foram desenvolvidas a fim
de se verificar polimorfismos em DNA. O conjunto dessas técnicas aplicadas com este
fim denomina-se, de forma geral, como “Marcadores Moleculares”, que serdo descritos
na secdo seguinte. Um método mais aperfeicoado que é capaz de detectar a variacdo no
DNA foi proposto por Sanger e Coulson (1975) conhecido como método de
sequenciamento Sanger.

O método de sequenciamento tradicional de Sanger consiste
na amplificacdo pela PCR de um fragmento de DNA utilizando um
par de primers, e uma posterior reacdo, que inclui DNA polimerase,
nucleotideos (dinucleotideos ou dTPs, formados por dATP, dCTP e
dTTP) e nucleotideos modificados e radiotivamente marcados
(dideoxinucleotideos ou ddTPs, formados por ddATP, ddCTP, ddGTP
e ddTTP). Para que os dTPs se unam para formar uma fita de DNA,
cada nucleotideo tem em sua extremidade 3’ um grupamento hidroxila
(OH). No caso dos ddTPs, ndo existe este grupamento livre, logo
nenhum outro nucleotideo poderd ser incorporado a fita. A reagdo de
sequenciamento de Sanger é separada em quatros tubos, sendo que em
cada tubo se coloca os quatros dTPs, DNA polimerase, 0s primers e
um ds quatro ddTPs (num tubo coloca-se o ddATP, em outro o
ddCTP, e assim sucessivamente). Desta forma, ao fim da reacéo,
existirdo sequencias desde o tamanho minimo até o tamanho méximo
do fragmento de DNA amplificado, sempre com um ddTP no fim da
fita. Estes produtos sdo submetidos a eletroforese em gel de



poliacrilamida e analisados em autorradiografias. Os fragmentos com
menor tamanho passam mais rapidamente pela malha do gel e,
portanto, migram para porcédo inferior. Por conseguinte, os fragmentos
maiores migram mais lentamente, e ficam na regido superior do gel. A
analise da sequéncia é feita manualmente e despende muito tempo
(PAVAN; MONTEIRO, 2014, p. 255).

A partir de meados da década de 1980, os sequenciamentos de DNA
abandonaram a utilizacdo de ddNTPs radioativos em prol de ddNTPs fluorescentes
(SMITH et al., 1985; SMITH et al., 1986), que oferecem menor risco e permitiram a
automatizacdo do processo (PAVAN; MONTEIRO, 2014), muito embora a Idgica do
processo de sequenciamento de Sanger permaneca intacta. Novas técnicas, como 0 piro
sequenciamento (RONAGHI et al., 1998), permitem andlises de grandes genomas com
economia de tempo de maquina e elevada acurécia, como pode ser mostrado em revisdo
realizada por Carvalho e Silva (2010).

Em 2005, foi lancado o sequenciador 454 (Life Sciences), resultado do esfor¢o
de diferentes profissionais para produzir maquinas de sequenciamento ainda mais
eficientes (MARGULIES et al., 2005). O sequenciador 454 trabalha com a técnica de
sequenciamento em sintese, uma vez que a adi¢do de cada base nitrogenada era feita a
medida que era adicionada a fita recém-sintetizada de DNA (SCHUSTER, 2008). Este é
um aspecto completamente diferente do método de Sanger, em que a base nitrogenada
adicionada é detectada através de fluoroforos especificos e também pela analise, através
de eletroforese em gel de agarose, do peso molecular da molécula que contém a
sequéncia parcial de DNA.

Em termos de eficiéncia, o sequenciador 454 é capaz de produzir 25 milhGes de
pares de bases com precisdo de 99% ou mais, com um tempo de maquina de apenas 4
horas. Esses numeros representam um desempenho 100 vezes melhor quando
comparado ao sequenciador tradicional mais moderno a época (MARGULIES et al.,
2005). Por outro lado, estas técnicas de sequenciamento de nova geracdo apresentam
algumas desvantagens, como mostrado por Wommack et al. (2008), como por exemplo
a producdo de sequéncias pequenas e de dificil andlise. Enquanto a técnica de Sanger
produzia sequéncias de aproximadamente 750 pares de bases, a nova técnica gerava
sequéncias contendo apenas cerca de 100 ou 200 pares bases de DNA (MARGULIES et
al., 2005). No entanto, a tecnologia vem sendo aprimorada, e esta dificuldade inicial
vem sendo superada, sendo que atualmente o tamanho médio dos fragmentos obtidos
pelas técnicas de nova geracdo aproximam-se do tamanho obtido pela técnica de
Sanger, ou seja, 750 pares de bases.

4. Marcadores moleculares de DNA

Com o desenvolvimento das ferramentas genéticas como enzimas de restricdes e
0 método da Reacdo em Cadeia da Polimerase, e com a crescente abundéncia de dados
de sequéncia de DNA, juntamente com ensaios automatizados de alto rendimento, estes
revelaram varias classes de marcadores moleculares (MADESIS et al., 2013). Esses
marcadores podem ser definidos como qualquer fenétipo molecular oriundo de um gene



expresso ou de um segmento especifico de DNA (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998), ou caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos relacionados,
além de serem herdados geneticamente (MILACH, 1998).

Historicamente, diferentes tipos de marcadores tém sido utilizados em estudos
populacionais que necessitam do conhecimento de diversidade genética. Esses
marcadores surgiram a partir da necessidade de deteccdo de polimorfismos genéticos
presentes no DNA, que levou ao desenvolvimento de novas técnicas que
caracterizassem tais sequéncias. Nos paragrafos seguintes, fizemos uma breve revisdo
acerca dos marcadores molecularesescolhidos com base na revisdo de Vignal et al.
(2002) e Schlotterer (2004), para andlise nesse estudo, incluindo suas principais
caracteristicas bem como vantagens e desvantagens relacionadas a sua utilizacao.

O Polimorfismo de Tamanho dos Fragmentos de Restricdo (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism, RFLP) consiste na amplificacdo pela PCR de uma
regido do DNA conhecida e subsequentemente expostas a digestdo com enzimas de
restricdo (PAVAN; MONTEIRO, 2014). Esta técnica permite que diferencas em
sequéncias homologas no DNA possam ser detectadas atraves do padrao de digestdo por
endonucleases que clivam o DNA em regides especificas, produzindo diferentes
fragmentos com comprimentos variados que podem ser identificados em gel de
eletroforese (BOTSTEIN et al., 1980). A anélise de PCR-RFLP é muito utilizada em
estudos taxondmicos por ser relativamente simples e abranger diversas regides do
genoma, incluindo as néo transcritas (FERREIRA; SOUZA-CHIES, 2005). Os autores
Pavan e Monteiro (2014) aconselham que esta técnica ndo seja utilizada em estudos
populacionais e filogenéticos, pois apresentam limitacdes como (a) dificuldades em
diferenciar e detectar o perfil de bandas de individuos da mesma espécie, e (b) limitacédo
de se usar padrbes fenotipicos de bandas em um gel para inferir o grau de parentesco
entre espécies, no caso de estudos filogenéticos. Pavan e Monteiro (2014) também
ressaltam que, com o barateamento dos custos do sequenciamento de DNA, a tendéncia
é de que o RFLP caia em desuso em muito pouco tempo.

As Repeticbes em Tandem de Regides Varidveis (Variable Number of Tandem
Repeats, VNTR) sdo regides dentro de um gene constituidas de pequenas sequéncias de
DNA repetidas em tandem, isto é um ou mais nucleotideos que aparecem
repetidamente e de forma adjacente na sequéncia, que varia em nimero e quantidade
nos individuos, também chamados de Satélites e Minissatélites (ABDUL-MUNNER,
2014). J4 Madesis et al. (2013) agrupam essas sequéncias simples repetidas no DNA em
trés grupos: Satélites, Minissatélites e Microssatélites. Os Satelites consistem em
unidades maiores que milhares de pares de bases, repetidas milhGes de vezes. Os
Minissatélites, por sua vez, consistem em sequéncias maiores que 9-100 pb em
comprimento e que podem estar repetidas de 2 a mais de 100 vezes em um loco
(ABDUL-MUNNER, 2014). Finalmente, os microssatélites, ndo tém um tamanho de
repeticdo determinado de forma consensual na literatura. Para Tautz e Renz (1984); Litt
e Luty (1989) e Toth et al. (2016), microssatélites sdo repeticdes em tandem de 1bp a
6bp, estes sdo distribuidos em diferentes loci. Em outros trabalhos os microssatélites
estdo distribuidos com 2bp a 8 bp repetidos em tandem (GOLDSTEIN; POLLOCK,
1997), ou mesmo com 1 bp a 5 bp de comprimento (SCHLOTTER; PEMBERTON,



1998). Os Microssatélites podem ter comprimento de até cerca de 100 vezes dessas
repeti¢Bes citadas logo acima (LITT; LUTY, 1989). Li et al. (2004) e T6th et al. (2016)
apresentam dados em que os microssatélites, que exibem similaridades em suas
propriedades fisicas e quimicas, possuem variacdo de tamanho dentro de diferentes
grupos de organismos.

Os microssatélites sdo marcadores moleculares adequados para andlise de
pedigree, estrutura populacional, variacdo genémica e processos evolutivos (ABDUL-
MUNNER, 2014). S&o utilizados em varias areas da biologia molecular, por possuirem
as vantagens de serem codominantes, e bastante polimorficos. Estes marcadores
requerem pouca quantidade de DNA, podem ser facilmente trocados entre laboratorios,
e sdo altamente transferiveis entre populagdes (GUPTA, 1999; ABDUL-MONNER,
2014). Os microssatelites possibilitam ainda o acesso a alto conteddo de informacdo e
fornecem um padrdo consideravel, com relativa abundancia e distribui¢cdo uniforme no
genoma, com facil preparacdo das amostras (ABDUL-MONNER, 2014). Possuem
também maior taxa de mutacdo do que o padrdo, sendo que nos eucariotos essa taxa de
mutacdo de uma Unica sequéncia é de aproximadamente 10° por nucleotideo e por
geracdo (GROW, 1993).

Embora os microssatélites sejam extremamente utilizados para analises
genéticas, Madesis et al (2013) relataram algumas desvantagens quanto ao seu uSO
como sendo: (a) sdo caros para serem desenvolvidos; (b) o primer as vezes nao é
amplificado quando este é reproduzido; (c) os primers podem produzir um padréo dificil
de interpretar, ou um padréo ndo especifico; (d) o produto amplificado talvez ndo seja
polimorfico e (e) podem produzir alelos nulos que propiciam um erro na interpretacao
dos dados. Outros possiveis problemas sdo a dificuldade da determinacédo de bandas que
diferem em um ou dois pares bases e a identificacdo do tamanho das bandas, tornando
as comparacdes de resultados um trabalho dificil (MADESIS et al., 2013).

Os RAPDs consistem na utilizacdo de iniciadores denominados primers que
permitem amplificacdo de varios loci no DNA pela enzima DNA polimerase, sendo que
estes loci estdo dispersos por todo o genoma (WILLIAMS et al., 1990). Estes primers
possuem sequéncia arbitraria com 10 pb (LACERDA et al., 2002). A técnica
fundamenta-se na ligacdo do primer as sequencias complementares em fitas opostas do
DNA alvo e a subsequente amplificacdo in vitro do segmento de DNA entre dois
primers adjacentes com o auxilio da Taq DNA polimerase (LACERDA et al., 2002).
Este marcador é de facil utilizacdo e ndo requer nenhum conhecimento prévio do
genoma, com baixo custo de aplicagdo (IDREES; IRSHAD, 2014). Quando comparado
ao marcador baseado em Isoenzimas, os RAPDs podem produzir até 80 loci para
analise, enquanto as Isoenzimas dificilmente conseguem obter mais do que 30 loci para
analise (LACERDA et al., 2002). Apesar destas vantagens citadas, este marcador possui
desvantagens, como mostrado por Schétter (2004): (a) baixa reprodutibilidade; (b) € um
marcador dominante, ndo conseguindo diferenciar o heterozigoto do homozigoto
dominante; (c) dificil de analisar comparado a outros marcadores; (d) comparacao entre
os estudos com este marcador sdo dificeis; e (e) é dificil a automacéo da técnica. No
entanto, quando comparado aos marcadores RFLP, a técnica de RAPD é muito mais



simples, requer uma gquantidade menor de DNA para as analises e dispensa a utilizagédo
de compostos radioativos (FRISCH; RIESEBERG, 1996).

Os marcadores de Repeticdo de Sequéncia Internas-Simples (Inter-Simple
Sequence Repeat, ISSR) envolvem amplificacdo de um segmento de segmento de DNA
presente a uma distancia amplificavel entre duas regides de repeticdo de microssatélites
idénticas orientados em sentido oposto (REDDY et al.,, 2002; VIJAYAN, 2005;
IDREES; IRSHAD, 2014). Sao regides genémicas de 100 a 3000 pb, amplificadas via
PCR, necessitando de primers de 16 a 20 pb (FALEIRO, 2007). Ao contrario dos
microssatélites, os marcadores ISSR ndo necessitam de conhecimento prévio do genoma
para ser analisado (VIAJAYAN, 2005). Isso permite que os primers desenvolvidos para
uma espécie sejam facilmente transferidos e aplicados em outras espécies (REDDY et
al.,, 2002). Os ISSR sdo considerados altamente polimorficos e com melhor
reprodutibilidade quando comparados com os marcadores de Amplificacdo Aleatéria de
DNA Polimorfico (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD). No entanto, os ISSR
sdo marcadores dominantes, ndo permitindo distinguir o heterozigoto do homozigoto
dominante (IDREES; IRSHAD, 2014). Estes mesmos autores também afirmam que os
ISSR sdo menos polimorficos quando comparados aos microssatélites. Mesmo
possuindo essas desvantagens os ISSR sdo bastante utilizados em estudos com
filogenia, em estudos com evolugcdo e mapeamento do genoma, em funcdo de sua
caracteristica de transferabilidade entre diferentes espécies (REDDY et al., 2002).

O Polimorfismo de Nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphism, SNPs)
sdo uma posicao nucleotidica ortéloga que sdo variaveis através do genoma. Os SNPs
sdo resultado de mutacdes que produzem um Unico par de base diferente dentro da
sequéncia de DNA cromossémico (BRUMFIELD et al., 2003). Os SNPs podem ser
resultado de mutacdes de transicdo (C/T ou G/A) ou de transversao (C/G, A/T, C/A ou
T/G) (NADEEM et al., 2017). Alguns autores consideram 0s “indels” (insergdo ou
delecdo) como SNPs (VIGNAL et al., 2002). A utilizagcdo desse marcador pode ser
aplicada a todo o genoma, pela alta abundancia deste tipo de mutacéo e grande grau de
dispersdo pelo genoma, fazendo desta técnica uma valiosa fonte de informacGes sobre
variacdo genética para estudos de demografia, adaptacdo e evolucdo gendmica (MORIN
et al., 2004), podendo também ser aplicado com muito sucesso em estudo com filogenia
(LEACHE; OAKS, 2017), em estudos biomédicos para o entendimento da fisiologia
humana e a elucidacdo molecular das doencas genéticas (KIM; MISRA, 2007), ja que
este marcador pode estar presente em regides codificantes e ndo codificantes do
genoma. Os SNPs também sdo Uteis em estudos voltados para o melhoramento genético
de animais (VIGNAL et al., 2002). Nadeem et al (2017) atribuem esse grande leque de
aplicabilidade a caracteristicas como (a) codominancia; (b) reprodutibilidade e
comparacdo em diferentes estudos; (c) € um marcador bastante polimorfico, e (d) requer
pouca quantidade de DNA. Suas desvantagens sdo: (a) requer uma extracdo de DNA de
boa qualidade; (b) € uma técnica de alto custo.

Segundo as revisdes Vignal et al. (2002), Schlotterer (2004) e Nadeem et al.
(2017) todos os marcadores listados anteriormente tém sido amplamente utilizados para
estudos populacionais, mapeamento e analises de similaridade, bem como para
determinar distancias genéticas. No entanto, a escolha do marcador ou técnica a ser



empregada deve ser feita em funcdo da hipotese do estudo, seja por facilitarem o
entendimento da variacdo existente nos organismos ou por serem especificos para a
pergunta a qual se deseja resposta, uma vez que os marcadores apresentam diferencas
entre si em grande nimero de fatores, tais como a regido do genoma em que permitem
acessar a informacdo, a quantidade de polimorfismo que pode ser detectado, a
abundancia relativa no genoma, a reprodutibilidade e as metodologias de detec¢édo, que
envolvem custos variaveis. Algumas dessas caracteristicas estdo organizadas na tabela I.

Tabela 1. Comparagdo de caracteristicas importantes para os marcadores discutidos
nesse estudo (NADEEM et al. 2017).

Caracteristica Tipo de marcador molecular
analisada Microssatélites RFLP RAPD ISSRs SNPs
Anélise de
Dominéancia ou Codominancia  Codominancia Dominancia Dominancia Codominancia
Codominancia
Reprodutibilidade Alta Alta Alta Média Alta
Detecggo de _nlvel Alta Média Muito alta Alta Alta
de polimorfismo
Pureza do DNA a Baixa Alta Alta Baixa Alta

ser analisado

Concentracéo de
amostra (DNA) a Baixa Alta Média Baixa Baixa
ser analisada

Abundancia do

po||rr_10rf|smo Média Alta Muito alta Média Muito alta
analisado no
genoma
Custo da técnica Alto Alto Baixo Alto Alto
Necessu_:iade de Néo Sim Néo Nao Sim
seguenciamento
Necessidade de
amplificacdo por Sim Né&o Sim Sim Sim
PCR
.Tec.mcaNde Gel de — Gel de Gel de Gel de
visualizacdo de Radioativo
agarose agarose agarose agarose
resultados
Teécnica atual ou Atual Ultrapassada  Ultrapassada Atual Atual

ultrapassada?

As varidveis apresentadas na tabela I, sdo importantes para que o grupo de
pesquisa ou o pesquisador delimite previamente as caracteristicas de interesse do
marcador que corresponde a viabilidade de custo, técnica, grau de polimorfismo e
associe estes com o tipo de informagdo genética que deseje acessar para responder as
perguntas elaboradas dentro da pesquisa realizada.

O uso mais comum dos marcadores genéticos € para determinar se os individuos
apresentam diferencas geneticamente uns dos outros. Nesse sentido, as técnicas
moleculares tém sido utilizadas rotineiramente para caracterizar 0s niveis de
variabilidade genética (porcentagem de Iocus polimorficos, numero de alelos por locus e
heterozigosidade), bem como avaliar a estrutura genética nas populagdes de peixes tanto
na natureza quanto em estoques comerciais (ABDUL-MUNEER, 2014).
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Com a utilizacdo de marcadores moleculares, tem sido possivel inferir a
frequéncia de um determinado alelo, bem como o numero de alelos por locus. Com isso,
pode-se estimar a frequéncia de individuos heterozigotos (heterozigozidade esperada,
que é calculada a partir das frequéncias alélicas p e @), demonstrando a variagao
genética na populacdo. De posse desses dados, torna-se possivel estimar a estruturacao
populacional por meio da estatistica F de Wright, também chamado de indice de
fixacdo, que equivale a reducdo na heterozigozidade esperada sob acasalamentos ao
acaso em qualquer nivel da hierarquia populacional, em relagdo ao outro nivel mais
inclusivo, este sendo reportado primeiramente por Wright (1951). Esse tipo de analise é
bastante utilizado nos trabalhos que envolve diversidade genética, sendo até hoje uma
das principais métricas para avaliar a diversidade genética, conforme discutido nos
trabalhos de Balloux et al, (2002); Weir (2012); Peter (2016) e Meels (2017). Essas
medidas estdo diretamente relacionadas as variacdes na frequéncia alélica entre as
populacdes, medindo a proporcdo da variacdo genética entre individuos amostrados,
possibilitando avaliar se a variacdo encontrada dentro da populacdo é maior que a
variacdo encontrada entre as popula¢ées (TEMPLETON, 2006; HOLSINGER; WEIR,
2009).

Por fim, a presenca de marcadores de DNA polimdrficos pode fornecer novas
informacdes sobre o comportamento, ecologia e estrutura genética de populacdes, niveis
de endogamia, sucesso de estratégias reprodutivas e sobre a intensidade dos efeitos de
selecdo natural e sexual (FERGUSSON; DANZMANN, 1998). Nesse sentido, a
diferenciacdo de uma espécie em populacdes geneticamente distintas € uma parte
fundamental do processo de evolucdo e depende de forcas evolutivas, tais como
migracdo, selecdo, deriva genética e isolamento geografico, como demonstrado no
trabalho de Escobar et al. (2015). Espécies ameacadas de extin¢do, que apresentam
populacdes pequenas (ou em declinio), inevitavelmente apresentardo endogamia e perda
de diversidade genética. Uma vez que a endogamia promove a reducdo nas taxas de
reproducdo e sobrevivéncia e a perda da diversidade genética reduz a capacidade das
populacOes de se adaptarem em resposta as mudancas ambientais, espera-se que esses
fatores genéticos contribuam para o risco de extingdo, especialmente em pequenas
populacdes de espécies ameacadas. De modo analogo, com a perda de uma populacéo,
toda a espécie perde membros adaptados para sobreviver em um determinado habitat
(FRANKHAM, 2003).

Em genética de populacgdes, baixa variabilidade genética (baixa heterozigosidade
e desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg) associada a endogamia, promovem o
chamado “efeito gargalo”. Como esses fatores, em conjunto, levam a reducéo do fitness,
esforcos para aumentar a diversidade genética devem receber alta prioridade para a
conservacao das espécies (FRANKHAM, 2003; ABDUL-MUNEER, 2014).

Sob todos os aspectos apresentados acima, o presente trabalho pretendeu analisar
qual o impacto da evolugdo dos marcadores moleculares com a finalidade de avaliar a
diversidade genética da ictiofauna. A abordagem foi realizada utilizando técnicas de
cienciometria com o0 objetivo de analisar os padrdes e tendéncias das publicagdes
cientificas sobre a temética diversidade genética em populacdes de peixes, abordando os
diferentes marcadores geneticos utilizados sob diferentes aspectos, como preferéncia
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por tipo de marcador, a evolugdo ao longo do tempo em relacdo ao tipo de marcador
mais utilizado e principais paises que trabalham com os diferentes marcadores. Ainda,
tentou-se encontrar correlacdo entre nimero de citacbes e tempo de publicacdo e
também em relacdo ao nimero de autores.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Analisar os padrfes e tendéncias das publicacfes cientificas sobre a tematica
diversidade genética em populacfes de peixes, utilizando cinco classes de marcadores
moleculares (Aloenzimas, RAPDs, SSR, ISSR, SNPs e seus derivados), de forma a
verificar o nimero de artigos publicados na area, no periodo de primeiro registro de
publicacdo até o ano de 2018, bem como acompanhar a variacdo temporal sobre o
namero de artigos, tipo de periddicos em que estdo sendo publicados, nacionalidade dos
pesquisadores e 0s impactos dessas publicagdes em termos de citacGes.

Objetivos especificos

Quantificar os trabalhos desta area, em seguida, verificar a nacionalidade das
publicacbes. Bem como, se existe uma preferéncia por um marcador para avaliar a
diversidade genética em populacdes de peixes. Analisar se existe uma preferéncia nas
publicacGes por periodicos nesta area e depois correlacionar o numero de citacbes com a
colaboracgéo, tamanho do trabalho e tempo de disponibilidade do estudo para tragcar um
perfil das publicagdes com o tema abordado.

MATERIAL E METODOS

Para este estudo, foram coletados dados na base internacional Web of Science.
Foram pesquisadas as publicacdes sobre a diversidade genética em peixes entre 1992 e
abril de 2018, delimitando os marcadores moleculares deste estudo utilizando a
abordagem de Schlétterer (2004), em que o autor agrupa os marcadores moleculares em
4 classes: SNPs, Microssatélites, Aloenzimas e RAPDs. Adicionalmente, foi inserido na
analise o marcador ISSRs, pelo fato deste fornecer caracteristicas de interesse, como
descrito e referenciado no topico 4 da Introdugdo “Marcadores Moleculares de DNA”,
para estudos com estrutura populacional e diversidade genética. Nao foi utilizado o
marcador molecular RFLP em nossa busca, pelo fato deste ser utilizados em estudos
taxondmicos e ndo possuir caracteristicas de interesse em estudos filogenéticos, de
estrutura populacional e diversidade genética, também como descrito e referenciado no
topico 4 da Introducdo (pag. 19 e 21).

As combinagOes de palavras-chave utilizadas foram “Microsatellite* AND fish
AND genetic diversity; Alloenzyme* AND fish AND genetic diversity; RAPD* AND
fish AND genetic diversity; ISSRs* AND fish AND genetic diversity; SNPs* AND fish
AND genetic diversity’’para registrar o maximo de estudos com diversidade genética
em peixes com estes marcadores. Os artigos selecionados para o estudo deveriam conter



12

essas combinagdes de palavras no titulo, resumo ou palavras-chave. Foram
considerados para as analises somente trabalhos que utilizaram técnicas moleculares e
que continham medidas de diversidade e divergéncia genética em populacdes de
espécies de peixes.

Nos trabalhos que apresentassem os critérios acima, foram retiradas as seguintes
informacdes: (1) periédico em que o artigo foi publicado; (I1) ano da publicacdo; (111)
identificacdo da nacionalidade da instituicdo de pesquisa do autor correspondente; (IV)
namero de citacdes; (V) quantidade de paginas do estudo; (VI) quantidade autores por
estudo (V1) tipo de marcador utilizado.

O numero de citagdes para cada publicacdo foi obtido utilizando o recurso de
relatorio de citagcdes da base de dados Thomson ‘IST Web of Knowledge’.

As andlises dos dados relativos a (a) numero de publicacbes por tipo de
marcador molecular, (b) nimero de publica¢fes de cada marcador para as cinco revistas
em que mais foram encontradas publicacfes e (c) nimero de trabalhos publicados por
diferentes paises para cada tipo de marcador, foram realizadas utilizando analises de
frequéncia simples, considerando todos os trabalhos obtidos para o periodo
compreendido entre 1992 e 2018.

Adicionalmente, identificaram o padréo das publica¢fes pela nacionalidade dos
autores e revistas. Calculou-se o coeficiente de correlagdo de Pearson para avaliar a
tendéncia temporal no nimero de trabalhos publicados em cada ano. Decidiu-se utilizar
0 numero de citacdes para as andlises abaixo pelo fato deste refletir o impacto de um
trabalho na comunidade cientifica (Verbeek et al., 2002). Para isso, analisou-se 0
nimero de citacdo por quantidade de autores, seguindo a abordagem de Ma e Guan
(2005) e Nabout et al. (2014), e para o tempo de publicacdo utilizou-se a abordagem de
Lima-Ribeiro (2007). Verificaram o tamanho dos trabalhos em relacdo a citacdao
utilizando a abordagem de Hayashi (1999). Para essas ultimas analises, utilizou-se a
regressdo, (verificacdo do padrdo temporal das citagcbes em relacdo a ano, autores e
trabalho) retirando o efeito e magnitude dos trabalhos que possuem o nimero elevado
ou escasso de citacdo através da somatdria das citacdes por ano sobre a quantidade de
trabalho por ano.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliadas as tendéncias temporais das publicacbes com 0s
principais marcadores moleculares para estudos de diversidade genética em peixes,
analisando padr@es e tendéncias das publicacGes cientificas sobre a temética diversidade
genética em populagdes de peixes, abordando os diferentes marcadores genéticos
utilizados sob diferentes aspectos, como preferéncia por tipo de marcador, a evolugdo ao
longo do tempo em relacéo ao tipo de marcador mais utilizado e principais paises que
trabalhnam com os diferentes marcadores. Ainda, tentou-se encontrar correlagdo entre
numero de citacdes e tempo de publicacdo e também em relacdo ao nimero de autores.

No periodo pesquisado, que foi de 1992 a 2018, foram encontradas 1230
publicacBes sobre diversidade genética em peixes com o0s marcadores moleculares
considerados neste levantamento: Microssatélites, Aloenzimas, repeticdo simples de
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sequéncia interna (Inter Simple Sequence Repeat, ISSR), amplificacdo aleatoria de DNA
polimorfico (Random Amplification of Polymorphic DNA, RAPD) e polimorfismo de
nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphism, SNPs).

Na figura 1, pode ser observado aumento exponencial de publicacfes entre 0s
anos de 1992 e 2016. O ajuste ao modelo utilizado pode ser considerado bom para esta
série de dados (R? = 0,97976; R=0,86; P<0,01).
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Figura 1. Numero de publicaces que atendem os critérios de busca mencionados nos
matérias e métodos na base de dados Web of Science no periodo de 1992 a 2016.

Esse aumento no nimero de publicacdes reflete, ao mesmo tempo, o aumento
observado nas publicagdes cientificas como um todo, como discutido mais abaixo, e
também uma preocupacdo da comunidade cientifica em conhecer ou em entender a
diversidade genética em peixes. Essa preocupacdo pode ser por causa da crise global das
populacbes de peixes, que é reflexo da exploracdo e depreciagdo dos recursos
pesqueiros. Conforme demonstrado por Pinsky e Palumbi (2013), a riqueza alélica (um
dos indices que compdem a diversidade genética) € menor em peixes que sofrem sobre-
exploracdo em 9 de 12 géneros e familias, com uma média 12% menor em relacdo as
demais espécies. Estes dados evidenciam a importancia de estudos com os marcadores
moleculares para verificar os status da diversidade genética para avaliar a conservagao
genética de um grupo taxondmico. Em uma simulagdo, os mesmos autores sugerem que
populagbes com 3000 ou menos individuos sofrem grande risco de erosdo de sua
variacdo. Allendorf et al. (2014) discute que a conservagdo das populacdes de peixes
com o foco em genética da conservacdo tem efeitos diretos sobre a disponibilidade de
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proteina na dieta humana. A FAO (2016) estima que em 2014 o consumo mundial de
pescado foi de aproximadamente 73,8 milhdes de toneladas, representando 16,8% de
toda a proteina animal consumida, mostrando a importancia desse recurso para a
manutencdo alimenticia da populagdo global. Essa preocupacdo vem sendo alvo de
estudos desde meados da década de 1960 do século passado, em que Ryman e
colaboradores (1995) mostram que as publicacGes relacionadas com organismos
aquaticos vém crescendo. No entanto, 0s mesmos autores mostram que este interesse €
bem menor quando comparado as publicacdes com organismos terrestres, evidenciando
negligéncia sobre a conservacao dos organismos aquaticos no seculo passado (RYMAN
etal., 1995).

Por outro lado, este padrdo do aumento das publica¢des também é detectado em
outras areas do conhecimento, como por exemplo: ecologia de populagbes (Lima-
Ribeiro et al., 2007), mudancas climaticas (Nabout et al., 2012), estudos sobre
fitoplancton (Nabout et al., 2015) e em estudos mais restritos, como o Bioma Cerrado
(Borges et al., 2015). Este incremento pode ser atribuido aos diferentes fatores tais
como: (i) formalizacdo das instituicbes e areas de conhecimentos, (ii) periodos de
crescimento econémico e (iii) e a prépria revolucdo industrial (BORNMANN; MUTZ,
2010). Estes autores mostram que a ciéncia passou por 3 grandes fases de crescimento,
em que se observou notavel aumento de publica¢Bes: no periodo do século XVIa XVII,
no periodo XVII a XIX e, por fim, no periodo pds Il Guerra Mundial. A critica a essa
metodologia € feita pelos proprios autores, que dizem que 0 aumento no nimero de
publicacbes pode ndo representar aumento no conhecimento cientifico. Esta
preocupacdo € compartilhada por diversos pesquisadores em diferentes areas do
conhecimento, criando-se inclusive a expressdo ciéncia-salame (salami science) para
ilustrar a pratica de publicar grande nimero de pequenos artigos a partir de um unico
trabalho experimental (REINACH, 2013).

No entanto, ao acrescentar o ano de 2017, percebe-se (figura 2) a diminui¢do no
namero de publicacBes, quando comparado a série histérica. De fato, contrariando a
tendéncia, o nimero de publicages em 2017 retornou aos niveis encontrados no fim da
década de 2000. O ajuste ao modelo exponencial anteriormente utilizado é ruim (R? =
0,64609). O ano de 2018 foi excluido da analise, pois apenas artigos publicados nos trés
primeiros meses foram considerados.
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Figura 2. Numero de publicacbes que atendem os critérios de busca mencionados nos
matérias e métodos na base de dados Web of Science no periodo de 1992 a 2017.

Este comportamento de decréscimo do numero de publicacdes foi detectado em
um trabalho de Larsen e von Lins (2010), que analisou o aumento de publicacdes
cientificas e a cobertura de diferentes bases de dados. Os resultados mostram que, como
discutido acima, o nimero de publicacdes cientificas realmente vém aumentando ano a
ano, mas que as bases de dados tradicionais podem estar perdendo cobertura com o
surgimento de novas formas de publicacdo, como por exemplo conferece proceedings,
publicacGes de acesso aberto e servidores que oferecem acesso antes da publicacdo
(como o BioRyvi, mantido pelo Cold Spring Harbor Laboratory -
https://www.biorxiv.org/ e o arXiv, mantido pela Cornell University - https://arxiv.org/)
estes verificados por Larsen e von Lins (2010). No entanto, parece-nos que essa
explicacdo ndo pode ser aplicada ao observado no presente trabalho, uma vez que
apenas no fim do século passado (1999-2000) houve queda comparavel com a
observada no biénio 2016-2017, quando apenas uma dezena de artigos era publicada
anualmente nas areas pesquisadas. Caso 0s grupos de pesquisa estivessem aderindo as
novas modalidades de registro de dados acima citados, poderia esperar a diminuigdo dos
trabalhos publicados em artigos e periddicos tradicionais, o que ndo se observa até
2016. Ao contrario, no século XXI, a tendéncia sempre foi de crescimento, e até o
momento ndo se tem a explicacdo para este fato, sendo necessario 0 acompanhamento
ao longo dos anos vindouros para que se possa analisar esta queda ocorrida em 2017
com maior precisao de anélise.
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Quando se analisa 0 numero de publicacGes por tipo de marcador molecular no
periodo compreendido entre 1992 e 2018 (figura 3), encontram-se 999 publicacGes para
os Microssatélites, representando 81,22%. O segundo marcador mais utilizado foi
RAPD, com 123 publicacbes (10,00%) e, na sequéncia, Aloenzimas, com 61
publicacbes (4,96%), SNPs, 40 publicagbes (3,25%) e ISSR, com 7 publicacGes
(0,57%).

I Microssatélites
[ RAPD

I Aloenzimas
I SNP
[N ISSR

Figura 3. Relacdo do numero de publicagcdes agrupadas por tipo de marcador, busca
realizada entre o periodo de 1992 a 2018 na base de dados Web of Science.

O mesmo fendmeno foi observado por Schlootterer (2004), em que o autor
argumenta que tais numeros sdo reflexo da capacidade de marcadores como 0s
microssatélites e SNPs de detectarem com maior precisdo a variabilidade genética. 1sso
é explicado pelo fato dos microssatélites apresentarem grande quantidade de informacéo
por locus (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998), e os SNPs serem capazes de detectar
mudancas de um Gnico nucleotideo na sequéncia de DNA (LEACHE; OAKS, 2017). Ja
o0 surgimento de RAPDs em segundo lugar dentre as técnicas mais utilizadas pode estar
relacionada ao seu baixo custo (IDREES; IRSHAD, 2014) e rapidez de anélise
(FRISCH; RIESEBERG, 1996), a despeito das desvantagens, como baixa
reprodutibilidade e das dificuldades de analise de dados (SCHOTTER, 2004).

Quando analisados os dados referentes as publicacdes entre 2001 e 2018, pode-
se observar que os microssatélites sdo os marcadores moleculares mais utilizados, com
964 publicagbes, evidenciando que este marcador foi amplamente aceito por
pesquisadores e vastamente utilizado em estudos de diversidade genética para
populacbes da ictiofauna. Por outro lado, ndo era esperada a representatividade de
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estudos com Isoenzimas e SNPs registrados, com 37 e 36 trabalhos, respectivamente,
nesse mesmo periodo (2001-2018). Isoenzimas sdo considerados marcadores
ineficientes para inferéncia da variabilidade genética, pelo fato de analisar indiretamente
e insensivelmente a variacdes no DNA (SCHOTTERE, 2004), pois considera apenas a
variacdo proteica e ndo a variacdo genética e, por essa razdo, esperava-se menor
ocorréncia de trabalhos.

Analogamente, esperava-se maior numero de publicacbes com os marcadores
SNPs. Conforme abordado por Leaché e Oaks (2017) os marcadores SNPs podem
detectar polimorfismos em todo o genoma, sendo bastante eficientes para avaliar o
historico evolutivo da populagdo, por possuir vantagens como (i) ser bastante
polimorfico, (ii) possuir grande nimero de estudos com este marcador, (iii) os dados
produzidos sdo armazenados em bancos de dados e podem ser comparados e utilizados
em outras analises. No entanto, os microssatélites ainda produzem mais informacdes a
respeito de estudos com animais do que 0os SNPs (VIGNAL et al., 2002), sendo 0os SNPs
bastante populares e eficiente em estudos de genotipagem humana e aplicacdo em
tecnologias biomedicas (KIM; MISRA, 2007). Thomas et al. (2010) registram 24079
artigos com o termo “polimorfismo de nucleotideo tinico”. Gu et al. (1998), ao discutir
0 custo desta técnica e sua eficiéncia, apresenta dados de aproximadamente 900.000
sequéncias de DNA genémico humano depositados em 1998, abordando sua
aplicabilidade em estudos que requerem apenas 0 acesso aos bancos de dados para
andlise das sequéncias ja depositadas, baixando os custos em estudos com SNPs.

Os SNPs podem ser rastreados utilizando bancos de dados (PICOULT-
NEWBERG et al.,, 1999; COX et al.,, 2001). No entanto, este método ndo estd
disponivel para muitas espécies de peixes de aquicultura (HE et al., 2003). Este Gltimo
fato poderia explicar a pequena ocorréncia de publicacdes envolvendo SNPs no presente
trabalho: a falta de sequéncias de material genético de peixes depositadas em bancos de
dados, significando que poucos grupos de pesquisa mapearam extensivamente genomas
de peixes. Corroborando com essa observacdo, Xu et al. (2014) mostraram que apenas
em 2014 o genoma da espécie Cyprinnus carpio, um peixe que possui grande
importancia econdmica e ecolégica, foi publicado. Com isso, 0 registro de SNPs no
genoma para essa espécie que era de 3.470 passou para 18.949.596 candidatos a SNPs.

Por fim, comparando-se os marcadores SNPs com 0s SSR, chega-se a conclusédo
de que, embora os marcadores microssatelites apresentem caracteristicas desejaveis,
como sua natureza codominante e multialélica, bem como o fato de serem altamente
polimorficos e, por isso permitem discriminagfes precisas entre individuos altamente
relacionados, a abundancia dos SNPs nos genomas permite abrangéncia maior dos
dados, além de ser uma técnica automatizada. Com isso, ha possibilidade de geracao de
grande volume de informacdes a partir dos SNPs, 0 que pode tornar as analises mais
eficientes, sem perder a robusticidade, uma vez que a informacdo por lécus e a
reprodutibilidade tém sido consideradas satisfatorias.

Quando as publicagdes por tipo de marcador ao longo dos anos sdo analisadas,
observa-se a variacdo na popularidade de cada técnica de acordo com o passar do
tempo, como mostrado na figura 4.
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Figura 4. Nimero de trabalhos que estdo indexados na base de dados Web of Science
publicados desde 1992 a 2018, para cada de tipo de marcador molecular.

Isso pode ser explicado pelo desenvolvimento de novas técnicas, mais precisas e
confiaveis. A subsisténcia de técnicas consideradas ultrapassadas pode ser explicada
pela relacdo custo/beneficio dessas metodologias. Na tabela 11, pode-se observar como
variou o nimero de trabalhos publicados a cada 4 anos.

Tabela 1. Numero de publica¢fes encontradas com os parametros de busca descritos
em Materiais e métodos em um de 4 em 4 anos (1992 a 2018) para os marcadores

Microssatélites, RAPD, ISSRs, SNPs e Aloenzimas.
Tipo de marcador molecular

Periodo Microssatélites Aloenzimas RAPD ISSRs SNPs
1992 - 1996 2 8 0 0 0
1996 - 2000 9 13 11 0 0
2000 - 2004 51 11 19 0 0
2004 - 2008 130 16 36 1 2
2008 - 2012 250 7 33 2 2
2012 - 2016 364 3 25 3 15
2016 - 2018 193 1 12 1 17
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Verifica-se que ocorreu diminuigéo de publicacdes a partir de 2004 de trabalhos
com os marcadores RAPD e Aloenzimas, e 0 inverso aconteceu com os Microssatelites
e SNPs nesse periodo. Este decréscimo com estes marcadores nos Gltimos anos e a
baixa popularidade dos RAPD e ISSR demonstrada na figura 4 pode ser explicado pela
ndo aceitacdo de publicacdo em algumas revistas de grande circulacdo com estudos
envolvendo apenas estes marcadores. O periddico Molecular Ecology, por exemplo, traz
nas instrucdes para a submissdo de trabalhos a politica sobre 0 uso de marcadores
RAPD/ISSR, sendo que as publicacBes sobre inferéncia genetica de populagdes com
estes marcadores raramente sdo aprovados pelos revisores da revista. Os editores
justificam tal politica apontando as desvantagens proporcionadas por estes marcadores,
como a baixa reprodutibilidade, dominancia e homologia e pela existéncia de outros
marcadores mais eficientes (MOLECULAR ECOLOGY, 2013).

Os dados aqui discutidos corroboram os resultados encontrados por outros
autores, como os dados analisados por Silva e Russo (2000) que realizaram um
levantamento na bibliografia da utilizacdo desses marcadores no periodo de 1979 a
1997, observando que 44% dos estudos optaram pelos marcadores do tipo
Polimorfismos de Comprimento de Fragmentos de Restricdo (Restriction Fragment
Length Polymorphism, RFLP), enquanto em apenas 8% dos trabalhos foi adotada a
técnica de microssatélites (SILVA; RUSSO, 2000). Os autores ainda destacam que a
determinacdo da escolha da técnica é devido a (1) Os recursos econémicos disponiveis
no laboratorio, (2) A tradi¢do do grupo de pesquisa, e (3) O avanco e aperfeicoamento
da técnica em especifico na comunidade cientifica. Os marcadores do tipo ISSRs
mostram, a partir de 2004, algumas publicacdes, mas de contribuicdo marginal na
producdo cientifica da area. Saroglia e Liu (2012) afirmam que os marcadores
moleculares mais importantes para aquicultura atualmente sdo os microssatélites e 0s
SNPs. Estes autores dao énfase a este ultimo marcador, demonstrando, através de um
levantamento na plataforma ScienceDirect, que aparentemente todos os marcadores,
com excecdo dos SNPs, tiveram um pico de aplicacdo na aquicultura. Neste
levantamento, foi detectado que a utilizacdo de aloenzima e RAPD apresentam a
reducdo nos ultimos anos, tal qual encontrado no presente trabalho.

Analisando as revistas em que os trabalhos foram publicados, foram encontrados
um total de 215 diferentes periddicos com os marcadores Microssatélites, seguidos de
86 revistas diferentes para o marcador RAPD, 38 revistas para 0 marcador com
Aloenzima, 27 diferentes revistas para o marcador SNPs e 7 revistas com 0s marcadores
ISSRs. Portanto, pode-se dizer que existe certa preferéncia da escolha da revista (figura
5) para as publicacbes com os marcadores Microssatélites, RAPD e Aloenzimas, sendo
que as revistas mais notorias para a publicacdo destes marcadores sdao a Conservation
Genetics, Molecular Ecology, Aquaculture e Journal of Fish Biology. Porém, néo
observa uma preferéncia para os ISSRs contabilizando 7 revistas com uma publicacdo
cada, podendo ser resultado de um nUmero muito baixo de publicacdes para este
marcador.
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Figura 5. Numero de publicacGes de cada marcador para as cinco revistas que mais

obtiveram publica¢6es por cada marcador molecular no periodo de 1992 a 2018.

Segundo Seglen (1998), a escolha da revista cientifica na qual o trabalho sera
publicado € importante, pois é utilizado como critério para avaliar a qualidade do estudo
e 0 impacto que o mesmo possui dentro de sua area. Nota-se uma frequéncia
consideravel de estudos publicados em revistas com um fator de impacto alto (6,086),
como por exemplo a Molecular Ecology. O fator de impacto de uma revista é avaliado
somando a quantidade de citagbes que a revista obteve no ano em que se quer avaliar,
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apenas para os artigos publicados nos altimos dois anos, este dividido pela quantidade
de publica¢des dos ultimos dois anos (PLOS MEDICINE, 2006), e € utilizado para
avaliar a qualidade do jornal e mesmo a qualidade individual de cada artigo
(CALLAWAY, 2016). No entanto, alguns autores Bohannon (2016); Jalalian (2015);
Plos Medicine (2006); Seglen (1998), criticam o fator de impacto como indice de
avaliacdo de qualidade, pelo fato que este é dependente das citacdes e ndo considera a
qualidade do trabalho.

O fator de impacto é condicionado pela area. Assim, revistas que possuem um
escopo abrangente de aceitacdo de artigos de diferentes areas terdo muitas publicacdes e
muitas referéncias tendendo a aumentar o fator de impacto (SEGLEN, 1998). Apesar
das criticas e discussdes, o Fator de Impacto ainda é a ferramenta util e, isoladamente,
uma das mais importantes para avaliar os periddicos cientificos e a produtividade
intelectual (RUIZ et al., 2009).

Lima-Ribeiro (2007), ao abordar a tematica da escolha do periddico, também
constatou que a escolha da revista deve ser condizente com a area de conhecimento do
estudo, principalmente em revistas que abordam assuntos especificos. Foi constatado
que a somatodria das 5 revistas que mais possuem artigos indexados para cada marcador
representa 31% de todas as publicacGes, sendo essa preferéncia resultado do escopo do
trabalho. Uma minoria das publicacdes foi indexada em revistas especificas voltadas
para a conservacdo, totalizando 154 publicagdes (12%). Essas revistas sdo a
Conservation Genetics, Conservation Genetics Resources, Biological Conservation,
Conservation Biology, Animal Conservation, Aquatic Conservation Marine and
Freshwater, Biodiversity and Conservation, Global Ecology and Conservation, Black
Bass Diversity Multidisciplinary Science for Conservation.

Abordando a nacionalidade das publicac6es, foi percebida a predominancia de
estudos norte-americanos (320 estudos, que representam 26% do total). Os marcadores
mais explorados nestes trabalhos foram os microssatélites somando 278 trabalhos, SNPs
(12 trabalhos) e Aloenzimas (17 trabalhos). Para os marcadores ISSRs 0s paises que
mais publicaram foram Portugal e Espanha e com o marcador RAPD registrando o pais
que mais publicou com este marcador foi o Brasil, com 41 trabalhos (figura 6).



22

¥ T T T T T T T T T T T T
Outros paises : : g Portugal . 9
Microssatelites Aloenzima
Alemanha b Noruega N
Inglaterra b
Espanha
Inglaterra -
Franca B
Canada B
Japao B
Brasil B Russia :l T
Canada - Belgica -
Australia T Franca | T
hi
China Australia | B
EUA B
T T T T T EUA T
0 50 100 150 200 250 300 T T T T T T T T T
. . 0 6 8 10 12 14 16 18
Quantidade de publicacoes Quantidade de publicacoes
T T T T T T T T T T T T
Outros paises | - Arabia saudita | ISSR .
Ira RAPD B Polonia | 1
Grecia T Paquistao | g
Egit B
gite [ Italia | g
Coreia do Norte -
India | E
Singapura B a N |
emanha E
Espanha 4
Franca | -
China B
EUA 4 Espanha | i
Brasil E Portugal | E
T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 . 20 25 30 35 40 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Quantidade de publicacoes Quantidade de publicacoes
T T T T T
Inglaterra SNP B
Brasil B
Japao -
Finlandia B
Australia -
Espanha B
Noruega B
Italia B
Canada B
EUA B
T T T T T T

0 12

4 6 8
Quantidade de publicacoes

Figura 6. Relacdo do numero de trabalhos publicados por diferentes paises por cada
tipo de marcador, no periodo de 1992 a 2018

Uma das razdes dos paises desenvolvidos aparecerem liderando as publicacdes
cientificas é o alto investimento em infraestrutura e em Ciéncia e Tecnologia (JAPPE,
2007). Nos Estados Unidos da América, a maior parte dos investimentos em pesquisa
cientifica é proveniente de investimentos do setor privado seguido das organiza¢fes sem
fins lucrativos e, por fim, as universidades. Por outro lado, o panorama brasileiro é
exatamente o0 oposto: a producdo cientifica é praticamente 100% originaria das
universidades (ORTEGA; AGUILIO 2010), que sdo dependentes de verbas
governamentais, corroborando com o contexto de Silva e Russo (2000) sobre os
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principais aspectos da escolha da técnica discutida logo acima, principalmente do ponto
de vista do custo dos experimentos.

A andlise das cita¢bes é discutida como importante instrumento para avaliar a
difusdo e a utilizacdo do conhecimento cientifico gerado (VERBEEK, 2002). Observa-
se fraca relacdo entre a média de citacdo dos trabalhos em relagcdo a quantidade de
autores (R? = - 0,1346; R = - 0,27; P<0,01) (Figura 6).
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Figura 6. Relacdo da média de citacdo com o nimero de autores.

Estes dados demonstram que ndo existe uma relagdo muito clara entre
quantidade de autores e nimero de citacdes para trabalhos com diversidade genética em
peixes. Nabout (2014) discute que o surgimento de trabalhos multiautorais é mais
evidente no campo da genética e da ecologia pelo fato da necessidade de conhecimentos
interdisciplinares para o desenvolvimento do conhecimento cientifico. No entanto, 0s
resultados aqui reunidos vdo de encontro com os dados deste mesmo trabalho,
(NABOUT, 2014) que argumenta que o aumento dos trabalhos multiautorais é devido
a0 aumento no numero de citages. E importante lembrar, em relacdo as analises dos
numeros de citacBes, que existe a preocupacdo crescente na comunidade cientifica com
a pratica de autocitagdo, que pde em cheque a adogdo da frequéncia de citagdo como
avaliacdo e mensuracao da qualidade e fator de impacto do estudo (PASTERKAMP et
al., 2007). Neste mesmo trabalho, Pasterkamp e colaboradores observam que a
autocitacdo estd associada ao grupo de pesquisa e seus trabalhos publicados. Segundo
Carley (2012), a autocitagéo tem sido mais comum e prevalente em trabalhos que possui
maior nimero de autores. Essa relagdo entre autores e numero de autocitagdo sugere que
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a colaboracao € mais apta a possuir autocitacdo. No entanto, ndo se pode generalizar a
relacdo de colaboragdo com autocitagéo.

Encontra-se uma relacdo considerada forte entre o numero de citacbes em
relacdo ao tempo de publicagdo, isto é, quantos anos se decorreram do ano de
publicagdo até 2018 (R?= 0,45385; R= - 0,68; P<0,01) (Figura 7).
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Figura 7. Relagdo da média de citacdo pelo tempo de disponibilidade do estudo no
intervalo de 1992 a 2018.

Estes resultados corroboram os achados de Bouabid (2011), que discute modelos
que preveem um comportamento dos artigos com muitas citacbes ap0s 0s primeiros
anos e o decaimento dessas citagdes ao longo dos anos, significando que quanto mais
tempo ou quanto mais antigo o estudo, mais pessoas terdo acesso e consequente mais
citacOes, contrastando assim com Verbeek (2002) que alega que néo existe relagdo entre
citacdo e tempo de disponibilidade do trabalho.

Segundo Hayashi et al. (1999) publicacfes na area de ciéncias da natureza
seguem um padrdo, em que, artigos pequenos em quantidade de paginas sdo mais
observados em jornais com alto fator de impacto. Indicando que estes artigos sdo bem
aceito na comunidade cientifica e possuem mais citacbes. Em nossos dados, a respeito
do tamanho do trabalho em nimero de paginas e a média de citacdo, encontrou-se uma
relagdo moderada (R? = 0,13925; R = 0,51; P<0,01) (Figura 8), sugerindo que trabalhos
mais longos, em numero de paginas, alcancam nimero maior de citagcbes. Contrapondo
os dados de Hayashi (1999) para as publicacbes de ciéncias da natureza (dados
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registrados pelo autor sdo correspondentes aos trabalhos no campo da Fisica,
Bioquimica e Biotecnologia). No entanto, nossos dados seguem o mesmo padrdo
verificado para areas do conhecimento julgadas como de ciéncias humanas (Economia e
Sociologia) por Hayashi (1999). Estes podem ser explicados pelo proprio intervalo
temporal, indagando que a preferéncia de escrita objetiva ou mais detalhada, pode ter
sofrido alteracGes ao longo do tempo ja que a maioria dos trabalhos registrados em
nosso trabalho corresponde a janela de intervalo de 2000 a 2018, enquanto para Hayashi
sua compilacdo compreende o periodo de 1994.
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Figura 8. Relacdo da quantidade de paginas das publicacfes pela média de citacdo por
trabalho.

Dentre os trabalhos encontrados, os que tiveram o maior numero de citagdes
estédo organizados na Tabela I11.

Tabela I11. Artigos com o maior numero de citagdes sobre diversidade genética em
peixes com os marcadores Microssatélites, RAPD, ISSRs, SNPs e Aloenzimas entre
1992 — 2018.

Marcador Periodico Titulo Autores Ano Citacéo

A comparison of genetic
Journal of diversity levels in marine,
Fish Biology fresh-water, and
anadromous fishes

1994 691

Aloenzimas Ward et al.
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Loss of microsatellite
diversity and low effective
_ - PNAS popula_tion size in an
Microssatélite overexploited population of  Hauseretal. 2002 291
New Zealand snapper
(Pagrus auratus)

Human and Genetic variation in

Ecological toxicant-stressed
RAPD Risk populations: An evaluation Van et al. 2002 122

Assessment of the genetic erosion

hypothesis
Outlier SNP markers reveal

Molecular fine-scale genetic

SNPs Ecology structuring across European  Milanoetal. 2014 64

hake populations
(Merluccius merluccius)

When physical
oceanography meets
population genetics: the
case study of the
genetic/evolutionary
Biochemical discontinuity in the
ISSRs Systematics  endangered goliath grouper
and Ecology (Epinephelus itajara;
Perciformes:
Epinephelidae) with
comments on the
conservation of the species

Benevideset 2014 6
al.

Nota-se que estes trabalhos possuem maior magnitude em esforgco metodoldgico
e discussdo, como no trabalho de Ward et al (1994), que expGem dados genéticos de
113 espécies de organismos dentro de varias subpopulacdes, enquanto Hauser et al
(2002) apresenta dados genéticos de organismos que foram coletados entre 1950 a 1986
e Van Straalen e Timmermans (2002) que trazem ampla discussdo sobre biodiversidade,
genética e poluicdo. Estes trabalhos com ampla abordagem metodoldgica e discussdes
abrangentes tém grande importancia dentro da area de estudo e isso justifica o grande
namero de citacfes. Ressalta-se que uma possivel relagdo do nimero de citacdo ao
tamanho do trabalho estd no fatiamento dos resultados em estudos menores, perdendo
importancia e relevancia de impacto.

Como discutido acima, o crescimento das publicagdes pode ser por vezes
atribuido ao fatiamento das publicacdes (Salami science), pratica que pode ameacar a
ética e desenvolvimento cientifico (SMOLCIC, 2013). A maior evidéncia da
preocupacdo cientifica com este exercicio foi abordada pelo corpo editorial da revista
“Nature” que publicou um documento intitulado “The cost of Salami slicing” no qual
afirma que o aumento do numero de artigos cientificos e 0 numero de periddicos
existentes, € um sinal positivo do estado saudavel geral da pesquisa. Entretanto, o custo
crescente desse crescimento tanto financeiro quanto em termos de carga fica oneroso
para quem fiscaliza e regulamenta, levando a uma crise que ameaca a sustentabilidade
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da publicacéo cientifica, sendo que essa situacdo se agrava com a pratica de fragmentar
as publicagdes (NMAT, 2005). Smolcic (2013) sugere que para evitar a préatica de
Salami science recomenda-se que ocorra apenas uma Unica publicacdo do conhecimento
produzido ao longo de uma pesquisa, desde que essa publicacdo englobe o processo de
pesquisa como o levantamento de hipéteses, coletas de dados, estes logo ndo podem ser
reproduzidos em outras publicacdes, desde que ndo ocorra 0 surgimento de novas
hipdteses, assim podendo enfatizar o conhecimento aderido em uma nova publicacdo e
ndo repetir os dados. No entanto, ndo se pode universalizar a relagdo de trabalhos
pequenos com Salami science, ja que existem excelentes trabalhos que sdo apresentados
de maneira sintética como os trabalhos de Chapman et al., (2007) que confirma um
registro de partenogénese inédito em uma espécie de tubardo Sphyrna tiburo com dados
genéticos, Hoelzel et al., (2006) que descreve o status de conservacdo genética da
espécie Cetorhinus maximus, mostrando que notas e comunicacfes rapidas sdo tédo
importantes quanto trabalhos completos em periddicos.

Desse modo, ao utilizar a cienciometria para a verificagdo da alocacdo de
recursos € mao de obra, observa-se que o cenario das publicacbes com o tema
diversidade genética em peixes € de relevancia, e que tende a gerar muitas discussoes e
melhorias para a aplicabilidade deste em meio social. Nota-se que este tema € de
extrema importancia para paises desenvolvidos como discutido acima, mas, em termos
de ciéncia nacional, também é de extrema relevancia, seja abordando o aspecto
cientifico, contribuindo com artigos e conhecimento de base, seja pelo aspecto
econémico, uma vez que o Brasil tem alto potencial para a producédo de peixes.

Diante do panorama levantado no presente trabalho, o esperado é que o0s
marcadores Microssatélites continuem sendo muito utilizados ao longo do tempo, pelo
fato deste marcador possuir vantagens como a alta capacidade de detectar
polimorfismos, facil reproducdo de dados e de conseguir responder perguntas
importantes nas popula¢fes naturais, como a organizacdo da estrutura génica de uma
populacdo e sua variabilidade. Estas perguntas basicas e pertinentes sdo aplicaveis tanto
para populacdes naturais quanto em cativeiro, propiciando o manejo adequado para a
viabilidade populacional e selecdo de individuos que possam contribuir para o aumento
da variagdo em demais populagdes.

Apesar de serem encontrados numeros reduzidos de publicacdes com o0s
marcadores SNPs, é recomendavel, diante dos dados aqui mostrados, que este marcador
se torne mais popular. Ressalta-se que este marcador tem um potencial para que seja
associado caracteristicas fenotipicas complexas e loci candidatos a selegdo como
discutido por Vignal (2002) que diz que o marcador SNPs pode superar 0s
Microssatélites nesta abordagem. Assim, espera-se propiciar importantes informacdes
para o melhoramento genético da ictiofauna.

CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi possivel observar crescimento das publicagdes ao longo
do tempo. Este crescimento era esperado por diferentes motivos, dentre 0s quais
destacam-se o crescimento do conhecimento cientifico per se, observado em diversas
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areas do conhecimento, e também pelo crescente interesse no melhoramento genético de
peixes, pelo fato deste conhecimento propiciar solugdes de conservacdo e producgdo
alimenticia.

Analisando os tipos de marcadores moleculares, a predominancia de estudos
com os Microssatélites foi observada neste estudo, correspondendo assim com as
expectativas esperadas na literatura. Nota-se que a escolha da técnica, ou seja, 0
marcador molecular utilizado nos estudos depende de fatores de viabilidade de custo e
beneficio como a especificidade do problema em estudo. Para este recorte temporal 0s
microssatélites demonstram ser vidveis para estudos em diversidade genética em peixes,
uma vez que apresentam caracteristicas desejaveis para esse tipo de estudo, como sua
natureza codominante e multialélica, bem como o fato de serem altamente polimorficos
e, por isso permitem discriminagdes precisas entre individuos altamente relacionados.

E notoria a participacdo de paises desenvolvidos como os Estados Unidos,
Portugal e Espanha nas publicacdes com o tema diversidade genética em peixes, 1SS0
evidencia a preocupacdo deste tema pela comunidade cientifica global. Neste contexto,
os marcadores moleculares possuem uma preferéncia que pode ser explicada pela
origem dos recursos financeiros a pesquisa de cada pais.

A respeito do perfil das publicacdes em relacdo ao numero de citagdes, nao se
encontrou uma preferéncia ou tendéncia de citacdo, em relacdo a quantidade de autores
por trabalho, ndo correspondendo com as expectativas da literatura sobre o tema. Por
outro lado, o nimero de citacdo € condizente com o tempo de disponibilidade do estudo
a comunidade cientifica, e trabalhos que trazem mais informagdes e discussdes mais
amplas sdo mais citados. Esse perfil das citacGes é importante para entender como um
trabalho pode impactar e ser aceito pela comunidade cientifica.

Em concluséo, a frequéncia de citacdes se mostrou um importante instrumento
para avaliar o perfil dos trabalhos com este tema sobre a comunidade cientifica. Na
qual, salienta-se que existe um padrdo importante para subsidiar novos trabalhos, este
sendo a qualidade e a exposicdo da informacdo, em que a magnitude em esforgo
metodoldgico e discussdo sdo caracteristicas comuns a trabalhos mais extensos, estes
sendo de preferéncia da comunidade cientifica.
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