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RESUMO

Em muitos rios brasileiros t€ém-se constado diminuicdo e até mesmo o desaparecimento
de muitas espécies de peixes por fatores como poluigdo, construgdo de barragem e
sobrepesca. Entre estas espécies, o pacu (Piaractus mesopotamicus) atualmente é
raramente encontrado em alguns rios, por exemplo, no rio Paranapanema. Como forma
de contornar os impactos sobre as populagdes, o repovoamento tem sido muito
empregado no Brasil. Contudo, esta pratica tem sido realizada, em geral, sem nenhum
respaldo cientifico. Frente a este cenario, qualquer acdo que vise a recuperacdo do
ambiente deve buscar o monitoramento por meios cientificos e ndo a base de
suposi¢des. Entre as metodologias para este objetivo, os marcadores moleculares sdo
ferramentas que podem ser utilizados para o reconhecimento e caracterizagdo genética
de estoques (nativo e de reprodutores) e dos peixes que serdo soltos no ambiente. Desta
forma, os trabalhos aqui apresentados avaliaram a diversidade genética de uma
populagdo de Piaractus mesopotamicus coletada do médio rio Paranapanema, de um
estoque de reprodutores de uma piscicultura com propdsito de repovoamento, ¢ também
as progénies obtidas pelos sistemas reprodutivos por extrusdo e seminatural. Para estas
avaliagdes foram utilizados os marcadores moleculares RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) e microssatélite, ambos baseados na PCR (Polymerase Chain
Reaction). Os resultados mostraram uma menor variabilidade genética do estoque em
relagdo a populacdo, promovido pelo efeito fundador deste estoque e/ou devido a
diferente origem dos peixes que formaram o estoque. Contudo, a moderada
diferenciagdo genética e o alto Nm obtidos, indicam que as populagdes e o estoque
apresentaram um pool genético semelhante. Quanto aos sistemas reprodutivos,

observou-se uma grande reducao da variabilidade genética na progénie do sistema de



reproducao por extrusdo em relagdao ao sistema seminatural. Embora este ltimo sistema
tenha apresentado dominéncia de alguns reprodutores, devendo-se a existéncia de
paternidade multipla, houve a manutencdo da variabilidade genética da progénie em
relagdo aos reprodutores.

Palavras-chave: Conservagdo genética, Manejo reprodutivo, Marcador microssatélite,

Marcador RAPD, Peixe, Variabilidade genética.



ABSTRACT

In many Brazilian Rivers it has been observed a decrease and even a disappearance of
many fish species caused by factors as pollution, building dams and over fishing.
Among these species, the pacu (Piaractus mesopotamicus) nowadays is barely found in
some rivers, for example, in the Paranapanema River. As a form to outline the impacts
on fish’s populations, the restocking technique has been very used in Brazil. However,
this practice has been realized, in general, without any scientific support. Facing this
scenery, any action that seeks the environment recovery should look for the monitoring
by scientific ways not basing in suppositions. Among methodologies for this aim, the
molecular markers are tools that can be used to recognition and genetic characterization
of stocks (native and broodstocks) and fish that will be get free in the environment. So,
the works presented here evaluated the genetic diversity of Piaractus mesopotamicus
collected in the middle of Paranapanema River, of fish farming broodstocks with
restocking purpose, and also offspring’s obtained by extrusion and semi-natural
reproductive systems. For these evaluations the molecular markers RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) and microsatellite were using, both based on PCR
(Polymerase Chain Reaction). The results showed a lower genetic variability of stock in
relation to population, promoted by founder effect of this stock and/or due to different
origin of fish that formed the stock. However, the moderate genetic differentiation and
high Nm obtained indicate that populations and stock presented a similar genetic pool.
As for the reproductive systems, a great genetic variability reduction was observed in
the offspring from extrusion reproduction system in relation to the semi-natural system.

Although this last system has presented dominance of some reproducers, due multiple



XV1

paternities existence, there was a genetic variability maintenance of offspring in relation
to reproducers.
Key words: Genetic conservation, Reproductive management, Microsatellite marker,

RAPD marker, Genetic variability



I. INTRODUCAO GERAL

1.1. Piaractus mesopotamicus

O Piaractus mesopotamicus, conhecido como pacu, caranha, pacu-caranha ou
pacu-guagu, pertence a ordem Characiformes, familia Characidae e subfamilia Myleinae
(Nakatani et al., 2001). Esta espécie ¢ originaria das Bacias dos rios Parana, Paraguai e
Uruguai (Urbinati e Gongalves, 2005).

O periodo reprodutivo do P. mesopotamicus estende-se de novembro a janeiro,
caracterizando-se por apresentar desova total, fecundac¢do externa e por necessitar
realizar migragdes reprodutivas a fim de liberar seus gametas (Romagosa et al., 1988).
Por ser uma espécie de piracema, em ambiente confinado depende da indugao hormonal
para obter sucesso na sua reproducdo (Castagnolli e Donaldson, 1981; Lima et al.,
1991). Ainda, apresenta fecundacdo externa e sem cuidado parental (Britto et al., 2003).

No rio Paranapanema, o P. mesopotamicus é uma espécie raramente encontrada,
ocorrendo especialmente no médio curso deste rio. Este peixe apresenta corpo alto e
arredondado; coloragdo parda sendo mais escura no dorso e palida no ventre; nadadeiras
escuras; nadadeira adiposa arredondada; escama pequena e em grande nimero na linha
lateral; boca pequena e terminal, portando dentes molariformes; ventre levemente
comprido; e habito alimentar herbivoro (Britto et al., 2003).

Devido ao elevado valor comercial, adaptagdao a alimentacao artificial e também
pela facilidade de obtencdo de larvas através de reproducdo induzida (Furuya, 2001), o
P. mesopotamicus tem sido muito utilizando nas pisciculturas tanto para o cultivo

quanto para o repovoamento dos rios.



1.2. Rio Paranapanema

O rio Paranapanema, um dos mais importantes afluentes da margem esquerda do
rio Parand, nasce na vertente ocidental da serra da Paranapiacaba (48°15°W 24°16°S),
no municipio de Capao Bonito, Estado de Sao Paulo, e esta inserido na bacia do Alto
Parana. Este rio possui uma extensdo de aproximadamente 600 km, dos quais cerca de
330 km forma a divisa natural entre os Estados de Sao Paulo e Parana a partir da foz do
rio Itararé na parte superior do seu curso (Britto et al., 2003).

Ao longo da extensdo, com orientagdo leste-oeste, o rio Paranapanema possui
um desnivel aproximadamente de 500 metros. Por causa disso, além de outros fatores, o
rio Paranapanema comecou a ser aproveitado para gera¢do de energia hidroelética. Tudo
comegou em 1958 com a constru¢do da usina de Salto Grande, no médio Paranapanema
(Britto et al., 2003). Atualmente, este rio conta com 10 usinas em operagdo, o que
transformou seu curso original em uma suscessao de reservatorios justapostos (UHE
Jurumirim, UHE Piraju, UHE Paranapanema, UHE Chavantes, UHE Salto Grande,
UHE Canoas 2, UHE Canoas 1, UHE Capivara, UHE Taquarugu ¢ UHE Rosana)
(Leuzzi et al., 2004).

A fauna dos peixes do rio Paranapanema ¢ composta por nove grandes Ordens
(Characiformes, = Gymnotiformes,  Siluriformes, Cypriniformes, Perciformes,
Cyprinodontiformes, Synbranchiformes, Pleuronectiformes, Rajiformes) e um total de
155 espécies indentificadas. Entre estas, algumas podem ser facilmente encontradas
(Astyanax altiparanae, Metynnis maculatus, Mileus tiete, Leporinus friderici,
Pimelodus maculatus, etc.), outras pouco encontradas (Astyanax scabripinnis, A.
fasciatus, Leporinus elongatus, L. lacustris, L. obtusidens, L. paranensis, Prochilodus
lineatus, Pimelodus absconditus, P. paranensis, etc.) ¢ ainda raramente encontradas
(Brycon orbgnyanus, Salminus maxillosus, S. hilarii, Piaractus mesopotamicus,
Paulicéia luetkeni, Pseudoplatystoma corruscans, Steindachneridion scripta, etc.)
(Britto et al., 2003).

Estudando os riachos do rio Paranapanema, Castro et al. (2003) enfatizam que a
diversidade deste rio ainda ¢ bastante desconhecida. Das 52 espécies coletadas, os
autores encontraram oito que sdo seguramente novas, cinco possuem status taxonémico
ainda indefinido, enquanto outras trés sdo espécies introduzidas.

A maioria das espécies exoéticas introduzidas no rio Paranapanema é pouco ou

raramente encontra (Cichla monoculus, Cyprinus carpio, Oreochromis niloticus, Tilapia



rendalli, Clarias gariepinus). Contudo, Plagioscion squamosissimus ¢ uma das espécies

introduzidas neste rio que apresenta alta ocorréncia (Britto et al., 2003).

1.3. Repovoamento

Os peixes neotropicais representam 13% da biodiversidade total de vertebrados,
embora ocorram somente em 0,003% dos ecossistemas aquaticos do mundo. Cerca de
400 novas espécies de peixes sdo descritas a cada década em aguas continentais e,
considerando um eventual aumento de 50% na riqueza de peixes do mundo, estimasse-
se que existam aproximadamente 33.000 espécies, sendo que 8.000 consiste de peixes
neotropicais, 2.122 destes catalogados somente Brasil (Buckup e Menezes, 2003;
Agostinho et al., 2005).

Mesmo com 15,0% de toda proteina animal consumida no mundo ser proveniente
dos peixes (FAO, 2004), pouco se conhece sobre sua diversidade. Ainda, estima-se que
20% da ictiofauna continental do mundo esteja extinto ou ameacado de extingdo.
Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2007), em torno de 134 espécies de peixes de
agua doce estdo em risco de extingdo no Brasil.

Em geral, dos fatores que levaram a redug¢do ou desaparecimento de muitas
espécies de peixes, podem-se destacar a poluicdo e eutrofiza¢do, o assoreamento, a
construcdo de barragens e controle de cheias, a sobrepesca e a introdugdo de espécies
(Vrijenhoek, 1998; Agostinho et al., 2003; Hatanaka et al., 2006).

Entre estes fatores, a pesca industrial tem uma forte contribui¢ao na redugao dos
estoques de peixes devendo-se a sobrepesca (Hauser et al., 2002; Bartron e Scribner,
2004; Ayllon et al., 2006). Contudo, esta ocorre em maior parte em aguas marinhas,
sendo que os recursos pesqueiros em aguas continentais sdo geralmente explorados por
comunidades que vivem ao longo de rios, lagos e reservatorios, em muitas regides a
unica fonte de proteina disponivel (Hilsdorf et al., 2006). Mesmo assim, em muitos rios
brasileiros tem-se constado uma diminui¢do e até mesmo o desaparecimento de muitas
espécies de peixes, antes comumente capturadas pelos pescadores.

Outro fator que pode promove a reducao da diversidade de espécies nos rios ¢ a
barragem das usinas hidroeléticas, que atuamente ja sdo mais de 600 no Brasil. Estas
interrompem os movimentos de peixes potamddromos, interferem no ciclo de vida dos
organismos aquaticos, e produzem alteragdes importantes nos ecossistemas (Agostinho

etal., 2003).



Segundo o IBAMA, qualquer entidade envolvida com o meio ambiente, como a
construcao de barragem hidroelétrica, deve adotar métodos de protecdo e conservagdo
dos recursos biologicos aquaticos.

Entre as agdes de manejo realizadas para reduzir os impactos da agdo do homem
sobre os estoques de peixes, pode-se destar: periodo de defeso durante o periodo
reprodutivo; controle da pesca (época, local, tamanho minimo de captura e malha);
proibicao do uso de determinados equipamentos de pesca; cotas de pesca; estocagem ou
repovoamentos; € a construcdo de mecanismos de transposicdo de peixes (escadas e
elevadores) (Hilsdorf et al., 2006; Agostinho et al., 2006). No entanto, muitas destas
estratégias e acdes para a melhoria dos recursos naturais t€ém sido realizadas, em geral,
sem respaldo cientifico (Agostinho et al., 2005).

As trés décadas de programas de estocagem de peixes no Brasil, em geral
realizadas sem nenhum respaldo cientifico (Agostinho et al., 2005), vém se tornando
cada vez mais comum. No passado, a introdu¢ao de espécies exoticas era vista com
interesse para o aumento da pesca comercial, porém, hoje ¢ consenso que tal pratica ¢
desaconselhavel e pode ter contribuido para a reducdo e até o desaparecimento de
espécies locais (Hilsdorf et al., 2006). No entanto, para espécies nativas a soltura de
peixes tem sido cada vez maior no Brasil.

Em vérios Estados do Brasil, as hidroelétricas e também algumas pisciculturas
comerciais estimuladas por 6rgdos governamentais, como no caso do Parand, vem
realizando soltura de peixes no ambiente com objetivo de povoar ou repovoar os rios.

No Parand, mais de 9,8 milhdes de peixes juvenis ja foram soltos nos rios do
Estado pelo programa de Reposicao Pesqueira dos Rios Paranaenses desenvolvido pela
Secretaria de Estado da Agricultura e Abastecimento. Este programa visa, segundo a
secretaria, recuperar o meio ambiente por meio da reposicdo dos estoques de peixes e
tem como meta a soltura de aproximadamente 20 milhdes de alevinos até o final de
2007. Ainda, a secretaria destaca que at¢ o momento j& foram investidos no programa
R$ 2,7 milhGes. Entre as tltimas solturas de peixe nos rios do Parana, pode-se destacar:
230 mil peixes juvenis (100 mil P. mesopotamicus, 70 mil P. lineatus ¢ 60 mil L.
elongatus) no rio Paranapanema; 180 mil peixes juvenis (P. mesopotamicus e P.
lineatus) nas margens da Ilha de Ponciano, na Represa de Xavantes; e 200 mil peixes
juvenis (P. mesopotamicus e P. lineatus) no rio Paranapanema (Agéncia Estadual de
Noticias, 2007).



A soltura de peixes também tem sido realizada pela Estagdo de Hidrobiologia e
Aqiiicultura da Duke Energy International, geracdo Paranapanema, localizada na usina
Salto Grande, Sao Paulo, como forma de mitigar e compensar os impactos resultantes
da construcdo dos reservatorios. Segundo a empresa, somente em 2002 foram soltos
mais de um milhdo e meio de alevinos de peixes nativos das espécies P. mesopotamicus
e L. elongatus em pontos estratégicos (lugares mais propicios a sobrevivéncia dos
peixes) do rio Paranapanema (Duke Energy, 2007).

Como se pode observar, a introducdo de peixes nos rios ¢ uma pratica muito
comum no Brasil. No entanto, estes peixes normalmente sdo provenientes de poucos
casais devido a alta prolificidade dos peixes, o que promove um gargalo genético (efeito
botteneck), levando a uma redugdo da variabilidade genética (Povh et al., 2006). Dessa
forma, introdugdes de peixes de forma irracional, mesmo feitas com as melhores
intencdes, podem proporcionar uma reducdo da variabilidade genética e,
conseqiientemente, levar a perda de resisténcia a doencas e da capacidade de se adaptar
em um novo ambiente (Allendorf e Phelps, 1980; Taniguchi, 2003).

Mesmo a reproducdo de um grande nimero de peixes ndo garante que a progénie
apresentard alta variabilidade. E comum que na forma reprodutores a utilizagdo de
peixes da propria piscicultura e, portanto, pode favorecer o acasalamento entre
reprodutores mais aparentados geneticamente (Povh et al., 2006), conduzindo a um
aumento da homozigose e, conseqiientemente, da variabilidade genética (Moreira,
2003).

A reducdo da variabilidade genética, além de promover uma maior sensibilidade as
mudancas ambientais, a qual pode inclusive levar uma espécie a extingdo (Guttman e
Berg, 1998; Oliveira et al., 2002), também pode afetar o crescimento (Moreira, 2001) e
a reproducdo (Porta et al., 2006b). Desta forma, a manutengdo da variabilidade genética
¢ de grande importancia para a conservacdo das espécies (Barroso et al., 2005), e
necessaria para os individuos enfrentarem as mudangas ambientais e se desenvolverem
(Falconer, 1987; Ryman et al., 1995).

Ainda, segundo Vasemigi et al. (2005) e Senstebg et al. (2007), a mistura
(cruzamento) de peixes da populagdo nativa com peixes liberados no ambiente pode
promover a perda de genes importantes para a adaptacdo local. Isso porque cada
populagdo de uma determinada espécie possui um pool de genes diferentes para a
adaptacdo local e, desta forma, quando um local ¢é reabastecido com individuos criados

em cativeiro que ndo se originaram do habitat da populagdo nativa, genes importantes



para sobrevivéncia naquele héabitat podem ser reduzidos ou mesmo perdidos (Almeida
et al., 2003; Leuzzi et al., 2004). Desta forma, qualquer tentativa para reabilitar
populacdes reduzidas depende de manter tdo intimo quanto possivel a variabilidade
genética da populagdo selvagem com os peixes que serdo liberados no ambiente
(Allendorf al et., 1987).

E evidente que o impacto potencial que as espécies nativas tém sofrido, os estoques
de reprodutores podem ser uma alternativa para a recuperagdo da diversidade genética,
promovendo a manuten¢do dos recursos genéticos, principalmente quando existe risco
de extingdo (Koljonen et al., 2002; Barroso et al., 2005). No entanto, a meta final da
conservagao de recursos genéticos deveria ser o repovoamento, ou seja, a reprodugao
naturalmente das populagdes, em que as pisciculturas deveriam oferecer ndo mais que
meios temporarios para preservar os recursos genéticos (Koljonen et al., 2002) e nio o
simples povoamento dos rios.

Frente a este cendrio, qualquer acdo que vise a recuperacdo do ambiente deve
buscar o monitoramento por meios cientificos e ndo a base de suposi¢cdes. Dentre as
metodologias, os marcadores moleculares sdo ferramentas que podem ser utilizados
para o reconhecimento e caracterizagao genética de estoques (nativos e cultivados), para
evidenciar populacdes chaves para conservagao, identificar espécies cripticas, entender
a acdo das mudancas ambientais sobre a variabilidade genética de uma espécie, entre

outros (Ryman e Utter, 1987).

1.4. Monitoramento genético por marcadores moleculares

O ideal para um programa de reproducdo com finalidade de conservagdo genética,
como no caso do repovoamento, ¢ a integragdo com o monitoramento genético. Para
1ss0, os marcadores moleculares podem ser eficientemente utilizados.

Metodologias que utilizam marcadores moleculares podem assegurar as respostas,
por exemplo, da manutencdo da variabilidade genética da progénie apds o processo
reprodutivo.

O monitorando da variabilidade genética e da endogamia nas Estagdoes de
pisciculturas sdo necessdrios para a manutencdo da capacidade adaptativa de uma
espécie (Saura et al., 2006). Segundo Wang et al. (2002), 10% de aumento na
endogamia podem resultar em uma reducdo em aptidao de cerca de 3% a 15%. Isto foi

constatado por Shikano e Taniguchi (2002ab), os quais observaram uma correlagao



negativa entre a endogamia e a sobreviéncia e também com a tolerancia a salinidade em
Poecilia reticulada, e por Cena et al. (2006), os quais constataram uma correlagdo

negativa entre a endogamia e o crescimento em Sander vitreus.

1.4.1. Populagdes nativas

Segundo Sofia et al. (2006), a alta variabilidade genética encontrada nas
populagdes de Astyanax scabripinnis coletadas do rio Cambé, em Londrina (Parana),
com valores de 63,5% a 64,8%, obtido através do marcador RAPD, pode explicar a
tolerancia desta espécie para as atuais condicoes fisico-quimicas do rio, considerado
bastante poluido.

Em geral, a variabilidade genética encontrada para muitas espécies ¢ bastante
variavel, dependendo da espécie, do rio, da localiza¢dao no rio e das pressdes existentes
em cada ambiente.

Ap6s analisarem com o marcador RAPD a variabilidade genética de populagdes de
Pimelodus maculatus dos rios Tiet¢ e do Paranapanema, Almeida et al. (2003)
constataram valores varidvies de polimorfismo entre as populagdes (51,94 a 61,51%).
Trabalhando com o mesmo marcador, Leuzzi et al. (2004) encontraram valor bastante
inferior de variabilidade genética na populacdo localizada na parte inferior (42,64%) em
relagdo as populacdes da parte média e alta do rio Paranapanema (75,0%).

Além da variabilidade genética, outro aspecto importante destacado por Almeida et
al. (2003) e por Leuzzi et al. (2004), ¢ a diferenciagdao genética existente entre as
populacdes de um rio. Caso existe uma alta diferenciagdo genética entre os peixes que
forem soltos no ambiente e os peixes nativos, genes importantes, como para a adaptagdo
as condi¢des ambientais locais, podem ser perdidos com o repovoamento.

A definicdo do grau de diferenciagao genética foi definida por Wright (1978). Este
autor classificou a diversidade genética entre populagdes (Fst - correspondente ao Gst
de Nei’s) em quatro niveis: baixa diferenciagdo genética (Fst = 0,00 a 0,05), moderada
diferenciagdo genética (Fst = 0,05 a 0,15), alta diferencia¢ao genética (Fst =0,15 a 0,25)
e elevada diferenciagao genética (Fst > 0,25).

Com base nas defini¢des a cima, Leuzzi et al. (2004) constataram moderada a alta
diferencia¢do genética entre populagdes de Astyanax altiparanae do rio Paranapanema
(0,0895 a 0,2813). Foi uma surpresa para os autores o alto nimero de migrantes por

geracdo (Nm = 2,54) entre as populagdes do reservatdorio de Capivara (médio



Paranapanema) e Jurumirim (alto Paranapanema), pois antes mesmo da primeira
hidroelétrica ser construida, j& existia uma barreira geografica natural, a cachoeira de
Salto Grande e, porntanto, possivelmente os dois reservatdrios tenham sido
reabastecidos com alevinos de A. altiparanae.

Também com base em Wright (1978), Almeida et al. (2003) encontraram média
diferencia¢do genética entre as populagdes do rio Tieté (Gst = 0,0716 a 0,1007) e alta
entre as populagdes do rio Paranapanema (Gst = 0,1870 a 0,2103), provavelmente deve-
se a um maior fluxo génico entre as populagdes do primeiro rio (Nm = numero de
migrantes por geracdo = 4,333 a 6,481) em relacao ao segundo (Nm = (1,878 a 2,173).

Sao varios os fatores que podem estar estabelecendo um maior ou menor fluxo
genético entre as populagdos. Além da interferéncia do homem no ambiente, como a
construcdo de barragens hidroeléticas, as diferenciacdes genéticas entre populagdes,
promovida pela auséncia parcial ou total de fluxo génico, pode ocorrer devido as
barreiras naturais do rio ou ainda diferentes migragdes reprodutivas. Um exemplo deste
ultimo caso foi observado por Wasko e Galetti Jr. (2002), que constataram, através do
marcador RAPD, que os peixes coletados de diferentes localidades do rio Sao Francisco
de Brycon lundii apresentavam simpatria, com a existéncia de pelo menos duas
populagdes distintas, provavelmente, devido migracdes reprodutivas diferenciadas. A
mesma conclusdo chegou Hatanaka e Galetti Jr. (2003) e Hatanaka et al. (2006)
estudando Prochilodus marggravii de diferentes localidades do rio Sdo Francisco, com
o marcador RAPD e microssatélite, respectivamente.

Estes estudos populacionais sdo importantes para o conhecimento da diversidade
genética, e podem contribuir para promover a conservacdo e o aumento dos recursos

exploraveis (Ortega-Villaizan Romo et al., 2006).

1.4.2. Estoques cultivados

A utilizagdo de poucos reprodutores (seis a oito por geragdo) e o acasalamento
entre individuos mais aparentados, segundo Wasko et al. (2004), foram os responsaveis
por promover uma diminui¢ao da variabilidade genética dos estoques de reprodutores
de matrincha (Brycon cephalus) do Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais
(CEPTA) em relag@o a uma populagdo nativa do rio Amazonas.

O manejo reprodutivo pode, apenas em uma geragao, promover grande perda da

variabilidade genética, como pode ser observado no trabalho de Porta et al. (2006b).



Estes autores, estudando a espécie Solea senegalensis, encontraram uma grande redugao
da variabilidade genética dos reprodutores da primeira geracdo em relacdo as duas
geragdes de reprodutores seguintes, principalmente com relagdo ao ntimero de alelos
microssatélites que foi reduzido aproximadamente 50%.

Embora alguns autores tenham demostrado semelhanga na variabilidade genética
entre estoques nativo e cultivado, como observado por Porta et al. (2006) para a espécie
Solea senegalensis, Saura et al. (2006) para Salmo salar, Triantafyllidis et al. (2002)
para Silurus aristotelis e Neville et al. (2007) para Oncorhynchus tshawytscha, varios
trabalhos tém observado o contrario. Entre estes, pode-se citar: Salmo trutta (Was e
Wenne, 2002), Sparus aurata (Alarcon et al., 2004), Haliotis discus hannai (Li et al.,
2004), Paralichthys olivaceus (Sekino et al., 2002; Hara ¢ Sekino, 2003, Liu et al.,
2005; Kang et al., 2006), Salvelinus alpinus (Lundrigan et al., 2005), Salmo salar
(Norris et al., 1999; Elliott e Reilly, 2003), Verasper variegatus (Ortega-Villaizan
Romo et al., 2005; Ortega- Villaizan Romo et al., 2006). Como a redugdo da
variabilidade genética nos estoques ¢ irreversivel, podendo ser recuperada somente com
a introdu¢@o de um novo material genético (Yokota et al., 2003; Sekino et al., 2004), é
importante a manutenc¢ao da variabilidade genética destes.

A seleg¢dao ndo intencional como alimentagdo, ambiente e interagdo social podem
influenciar a sobrevivéncia, o crescimento e alterar a composicao de cada familia, o que,
conseqiientemente, pode promover alteracdes na variabilidade genética antes e apds
soltura Frost et al. (2006). Desta forma, além da analise da variabilidade genética de um
estoque de reprodutores, também ¢ importante este monitoramento nos alevinos
destinados ao repovoamento e nos peixes apos a soltura.

Trabalhando com a espécie Verasper variegatus, Ortega-Villaizan Romo et al.
(2005), constaram que embora a variabilidade genética tenha sido superior na populagdo
nativa em relacdo ao estoque de reprodutores, foi semelhante nas progénies obtidas
antes e ap0s as capturas dos peixes no ambiente.

Semelhantemente, Sekino et al. (2005) trabalhando com Paralichthys olivaceus
também verificaram similar composi¢ao das familias antes e apos a soltura no ambiente.
Contudo, Ortega-Villaizan Romo et al. (2006), trabalhando com V. variegatus,
encontraram diferenca na composicao das familias antes e depois da soltura, no entanto,

os autores ndo encontraram diferengas entre as duas recapturas realizadas.
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A selecao de animais menores ou maiores ¢ a nao utilizagdo de todo o periodo
reprodutivo de uma espécie reofilica, também pode proporcionar grande reducdo da
variabilidade genética (Povh et al., 2006).

Muitas pisciculturas utilizam a sele¢do por tamanho para reduzir o canibalismo,
comum nas espécies carnivoras. No entando, tal pratica pode proporcionar uma redugao
da variabilidade genética, como observaram Frost et al. (2006) na espécie Lates
calcarifer. Estes autores constararam que a sele¢do por tamanho para reduzir o
canibalismo, proporcionou alteragdo na composicdo das familias, inclusive com alguns
machos deixando de contribuir com a progénie.

Além da manutengdo da variabilidade genética, fatores como a definicdo das
espécies para o programa de repovoamento, os locais e os periodos de soltura, tamanho
de soltura dos peixes e sanidade, sdo requisitos fundamentais que devem ser

considerados no repovoamento (Sirol e Britto, 2006).

1.4.3. Ferramentas para o0 monitoramento genético

Marcadores genéticos sdo instrumentos importantes para o estudo de populacdes e
para a compreensao dos mecanismos de heranca. O desenvolvimento de metodologias
de andlise molecular tem permitido a andlise do genoma e das variagdes existentes,
tanto em regides que codificam produtos génicos, quanto naquelas cuja fungdo
permanece desconhecida (Regitano, 2001).

Os marcadores moleculares fornecem uma metodologia mais realistica para a

pesquisa € monitoramento do status genético em estoques nativos e cultivados (Alam e

Islam, 2005).

1.4.3.1. Marcador RAPD

A biologia molecular desenvolveu-se de maneira expressiva apds a descoberta da
estrutura do DNA, em 1953 por Watson e Crick (Alberts, 1997). Desde entdo, diversas
técnicas de biologia molecular surgiram possibilitando a detec¢ao de polimorfismo em
nivel de DNA ao invés de apenas o fenotipo (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Quando
aplicadas com critério, estas técnicas podem ser tUteis em estudos de genética de

populagdes, sistematica e ecologia de varios organismos (Rieseberg, 1996).
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Uma das mais marcantes contribuigdes da biologia molecular foi o
desenvolvimento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) (Regitano, 2001),
que foi desenvolvida por Mullis em 1983 (Mullis, 1990). Esta técnica consiste na
replicacdo do DNA in vitro catalisada por uma enzima Taq DNA polimerase que faz a
sintese de uma fita de DNA complementar a fita molde, a partir das extremidades 3’ dos
oligonucleotideos sintéticos (primers), cada um complementar a uma fita da dupla
hélice do DNA. Como os primers devem ser complementares as extremidades da regido
do DNA que se deseja amplificar, ¢ necessdrio o conhecimento prévio da seqiiéncia de
nucleotideos ou pelo menos da extremidade desta regido (Regitano, 2001).

A alta especificidade e sensibilidade da PCR tornaram esta a principal técnica de
diagnéstico molecular e ferramenta essencial para os mais diversos campos da
investigagdo genética (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Entretanto, a aplicacdo de
marcadores moleculares tornou-se mais acessivel com o desenvolvimento do marcador
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) por dois grupos independentes, Williams
et al. (1990) e Welsh ¢ McClelland (1990). A ampla utilizagdo desta técnica deve-se
principalmente a sua rapidez, relativa acessibilidade, alto polimorfismo, pequena
quantidade de material bioldgico necessario para a amplificagdo e a ndo necessidade do
conhecimento prévio do genoma da espécie-alvo (Bartfai, 2003).

A técnica de RAPD permite analisar o DNA a partir de primers unicos de
seqiiéncia simples e arbitraria, normalmente de 10 bases de comprimento. Um primer
arbitrario pode dirigir a sintese de varios segmentos de DNA simultaneamente em
diversos pontos do genoma, resultando, assim, na visualizacdo de varias bandas no gel
(Dinesh et al., 1993), o que permite extrair consideravel informacdo relativa a
variabilidade de nucleotideo no genoma (Borowsky, 2001).

A amplificacdo de um fragmento RAPD requer duas seqiiéncias complementares,
uma em cada fita da dupla hélice, ao primer tunico e arbitrario, sendo que o
polimorfismo ocorre devido a diferencas no DNA, como trocas, delecdes e inser¢des de
nucleotideos, nos sitios de anelamento do primer ou entre eles, que podem prevenir a
amplificacio do DNA por falta de complementaridade, ou pela distincia
demasiadamente grande entre os sitios de amplificacao nas duas fitas de DNA (Ferreira
e Grattapaglia, 1998).

O numero de fragmentos obtidos pelo marcador RAPD ¢ ilimitado, uma vez que

varios primers podem ser utilizados e as seqiiéncias destes fragmentos vdo desde
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seqliéncias de copia unica, até altamente repetida, o que da um aumento na variagdo
genética (Oliveira et al., 2002).

Embora o marcador RAPD seja a de menor custo, etapas e tempo para obtengao
dos resultados (Milach, 1998), possui algumas desvantagens: apresenta caracteristica
dominante; dificuldade de assumir homologia entre dois fragmentos (Lynch e Milligan,
1994); sensibilidade a pequenas modificacdes de concentracdes dos componentes da
reacdo, podendo produzir alteragdes no padrdo dos marcadores (Barbosa Neto, 1998); e
baixo grau de reprodutibilidade (Pérez et al., 1998).

A baixa reprodutibilidade deste marcador €, em geral, afetada pela concentragao de
magnésio ¢ do DNA (MacPherson et al., 1993), entretanto, a selegdo criteriosa dos
locos como a sele¢do apenas dos fragmentos de heranga mendeliana ou somente dos
locos que apresentar repetibilidade em duas ou mais amplificagdes independentes com o
mesmo primer, permite uma maior precisdo desta técnica.

O marcador RAPD demonstra uma potencial ferramenta para monitorar a variagao
genética dos estoques (nativo e cultivado). Ainda, devido sua simplicidade e baixo custo
pode ser empregado para auxiliar o manejo reprodutivo de forma a minimizar a perda da

variabilidade genética (Moreira et al., 2003).

1.4.3.2. Marcador microssatélite

Nos genomas dos eucariotos ¢ observada grande quantidade de DNA repetitivo,
classificado de acordo com o numero de nucleotideos e sua complexidade (Regitano,
2001). Entre estes tipos de elementos estdo as seqiiéncias microssatélites. Seu alto
contetdo polimorfico ¢ uma importante caracteristica para estudo de individuos dentro e
entre populagdes, no estudo de parentesco e na constru¢cdo de mapas genéticos de alta
precisdo que possibilitam, por exemplo, a identificagdo de loci associados a doengas
monogeénicas e tragos quantitativos (Regitano, 2001b; Yan et al., 2005).

Os microssatélites sdo seqiiéncias simples repetitivas (SSR — Simple Sequence
Repeats), compostas por um a quatro nucleotideos, repetidas em tandem. Sao estruturas
muito freqlientes e distribuidas ao acaso, permitindo uma ampla cobertura do genoma
eucarioto (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Entretanto, em trabalho recente, Alam e Islam
(2005) afirmaram que o ntimero de nucleotideos das repeticdes pode variar de um a

oito.
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Segundo Regitano (2001), esta técnica ¢ de grande utilidade na identificagdao de
individuos ou linhagens. Entretanto, a aplicacdo em estudos de populacdes pode ser
dificultada por uma elevada variag¢do intrapopulacional, dificultando o estabelecimento
de um perfil caracteristico, principalmente para aquelas populacdes que possuem uma
ampla base genética.

Cada bloco de repetigdes ¢ geralmente menor que 100 pares de nucleotideos. Do
mesmo modo que outras regides repetitivas do genoma, a variagdo do numero de
repeticdes em cada loci €, provavelmente, resultante de erros no deslocamento da DNA
polimerase durante a replicagdo do acido nucléico (Regitano, 2001).

As caracteristicas deste tipo de marcador o tornam ideal para o mapeamento
genético e fisico de genomas, para a identifica¢do e discriminacdo de gendtipos e em
estudos de genética populacional. Sob o ponto de vista da biologia molecular sdo os que
possuem o mais elevado contetido de informagdo de polimorfismo por l6cus (Ferreira e
Grattapaglia, 1996). Alam e Islam (2005) reiteraram que os marcadores sao muito uteis
na deteccao de altos niveis de polimorfismo e alelos raros.

Como estdo localizadas em regides de coOpia Unica, estas seqiiéncias repetitivas de
DNA podem ser analisadas pela técnica de PCR, com o emprego de primers
complementares as seqiiéncias flanqueadoras (Regitano, 2001b). Ainda, segundo a
autora, a separacdo dos produtos de PCR deve ser realizada por um processo de alta
defini¢do, usualmente a eletroforese em gel desnaturante, pois a diferenca entre alelos
pode ser de apenas dois nucleotideos.

Uma vez que os oligonucleotideos sao complementares a seqiiéncia de copia unica
sdo obtidos marcadores unilocais, altamente polimoérficos e de heranca co-dominante.
Estes sdo atributos de grande valor para a constru¢do de mapas genéticos (Regitano,
2001). Ainda, segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), as caracteristicas do método
permitem que toda e qualquer populagdo segregante possa ser utilizada como populacao
referéncia para estudos de ligagdo e mapeamento genético. Desta maneira, a escolha da
populacdo para mapeamento ndo precisa ser feita com base na maximizagao da distancia
genética, e sim, visando a populacdo mais informativa do ponto de vista das
caracteristicas bioldgicas ou econdmicas de interesse.

Alguns loci microssatélite tem um ntimero bastante grande de alelos (>20pb/loci),
0 que os torna muito util para aplicacdes como identificacdo de paternidade em

populagdes complexas, enquanto outros t€m um nimero menor de alelos, sendo mais
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apropriados para aplicacdo em estudos de genética populacional ¢ filogenia (Mia et al.,
2005).

Em genomas animais, a constatacio de que ocorre conservacdo de sitios em
espécies relacionadas, torna possivel, em alguns casos, a transferéncia de marcadores
entre espécies ou mesmo géneros, com o uso de primers heterdlogos (Ferreira e
Grattapaglia, 1996; Mia et al., 2005).

O desenvolvimento destes marcadores pode ser feito pela andlise de seqiiéncias
contidas em bancos de dados, através da localizacdo das SSRs e do delinecamento de
primers para a regido que flanqueia a repetigdo. Esta estratégia é limitada pela
quantidade de informacdes catalogadas nos bancos de dados. A sele¢do de fragmentos
contidos em uma biblioteca gendmica ¢ outra estratégia bastante empregada. Outra
possibilidade ¢ através da clonagem pela hibridizacdo de colonias de microorganismos
especificos para esta finalidade (Regitano, 2001).

Nas ultimas décadas, as analises por microssatélite emergiram devido a sua grande
sensibilidade em detectar variagdes genéticas intra e entre populagdes. Sao sensiveis
indicadores da homozigoze resultante de cruzamentos consangiiineos, e, deste modo,
aplicaveis na distingdo de sutis diferenciacdes populacionais. Diversos estudos
demonstram que este tipo de marcador ¢ ideal para o estudo da diversidade genética em
organismos aquaticos (Yan et al., 2005).

Como os microssatélites sdo considerados os marcadores mais eficientes na
revelacdo da variagdo alélica e altos niveis de variabilidade, eles podem freqiientemente
detectar diferengas mesmo entre populacdes intimamente relacionadas. Ou seja, o
polimorfismo obtido por marcadores microssatélite tem se tornado uma poderosa
ferramenta no manejo de estoques em aqiiicultura (Alam e Islam, 2005), em andlises

populacionais ¢ na conservagdo da biodiversidade (Romana-Eguia et al., 2004).

1.4.3.3. Marcador RAPD x Marcador microssatélite

Analisando duas variedades de Cyprinus carpio, Bartfai et al. (2003) observaram
que o marcador microssatélite forneceu informacgao mais detalhada sobre a diversidade
genética do que o marcador RAPD. Porém, tanto a freqiiéncia das bandas (RAPD),
quanto a freqiiéncia de alelos (microssatélite), foram muito similares, e os
dendrogramas formados pelas duas metodologias falharam na tentativa de demonstrar o

agrupamento das amostras de acordo como o estoque de origem.
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Semelhantemente, Yan et al. (2005) afirmaram que, de maneira geral, apesar da
consisténcia dos dados gerados pelos ensaios com RAPD e andlises por microssatélites,
a metodologia por microssatélite revelou informacdes mais detalhadas da diversidade
nas carpas estudadas.

Em analise de trés populagdes de Oncorhynchus nerka, Zelenina et al. (2006)
observaram coeréncia na variabilidade e na divergéncia genética obtida com os
marcadores RAPD e microssatélite. Entretanto, os autores destacaram que as diferencas
encontradas, principalmente com relacdo ao dendrograma, devem-se a fato que os
métodos empregados exploraram partes diferentes do genoma, conseqiientemente, os
resultados, embora validos, podem nao ser correspondentes. Desta forma, para aumentar

a confianca dos resultados, seria interessante a utilizacdo dos dois métodos de analise.

1.4.4. Manejo reprodutivo

A reproducido de peixes migradores, os quais necessitam da indu¢do hormonal para
desovem em ambientes controlados, foi definida por Zaniboni-Filho e Nuiier (2004) da
seguinte forma:

1) Reprodugdo por extrusdo: apds a indugao hormonal, os évulos sdo retirados da
fémea através de pressdo abdominal; o mesmo procedimento ¢ realizado para a retirada
do sémen no macho; em seguida ambos os gametas sdo misturados para fertilizagao.

2) Reprodugdo seminatural: apos a inducdo hormonal, os reprodutores sao
colocados dentro de um tanque, sendo os 6évulos fertilizados pelos machos dentro deste.

Atualmente, os laboratorios de reproducdo de peixes migradores de dgua doce do
Brasil utilizam, quase na totalidade, a reprodug@o por extrusdo (Zaniboni-Filho e Nuier,
2004). No entanto, este sistema tem apresentado menor eficiéncia reprodutiva e maior
mortalidade, como se pode observar nos trabalhos de Sirol et al. (2007) para na P.
mesopotamicus, e Reynalte et al. (2002) para Leporinus macrocephalus. Esta menor
eficiéncia reprodutiva, segundo Harvey e Carolsfeld (1993), pode ser devido ao estresse,
pois as condigdes estressantes no manejo reprodutivo direcionam a energia
preferencialmente para o retorno da homeostase.

Devido a menor eficiéncia reprodutiva, o sistema seminatural pode proporcionar
uma sele¢do ndo intencional dos reprodutores, por exemplo, favorecer que os individuos

mais tolerantes ao estresse tenham uma maior chance de se reproduzir. Ainda, tende a
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ocasionar uma sele¢do direcionada dos reprodutores no processo reprodutivo (Sirol e
Britto, 2006). Estes dois aspectos podem coprometar a variabilidade genética.

A fim de aumentar a probabilidade de fertilizagdo, muitas pisciculturas utilizam na
reprodug@o por extrusdo a mistura de sémen de varios machos (pool de sémen) para
fertilizar os 6vulos de uma fémea. Entretanto, neste procedimento possivelmente exista
uma competicdo dos espermatozoides (Bekkevold et al., 2002; Vladic et al., 2002),
proporcionando que um numero desigual de espermatozdides contribua na formacao da
progénie, o que segundo Ciereszko et al. (2000), pode ndo ser eficiente para a
manuten¢do da variabilidade genética na progénie.

A reprodugdo seminatural empregada no Brasil apresenta grande mao-de-obra e
dificuldade de manejo, pois os ovos deste sistema tém que ser transferidos do tanque
para as incubadoras (Harvey e Carolsfeld, 1993; Zaniboni-Filho e Nuiier, 2004). A fim
de reduzir estes entraves, Sirol et al. (2007) preconizam que o sistema reprodutivo
seminatural apresente as seguintes caracteristicas:

1) Tanque circular e de alvenaria;

2) Fluxo de dgua constante;

3) Tubulagao na por¢ao central do fundo do tanque ligando este a uma incubadora
coletora dos ovos;

4) Fluxo de agua em sentido contrario em cada raio do tanque para facilitar o
escoamento dos ovos do centro do tanque para uma incubadora.

Nas fotos das Figuras 1, 2 e 3 é possivel observar os detalhes dos tanques, do

sistema entrada de 4gua e detalhes da incubadora coletora.

Estacdo coletora de ovos

Figura 1 — Tanques de reprodu¢do seminatural.
Fonte: Duke Energy Internacional.



17

Figura 2 — Tanque de reprodugao seminatural. _
Fonte: Duke Energy Internacional.

Figura 3 — Incubadora
coletora.
Fonte: Duke Energy.

1.4.4.1. Auxilio dos marcadores moleculares

O monitoramento genético através dos marcadores moleculares pode permitir o
controle a endogamia e minimizar a reducdo da variabilidade genética e, portanto, ¢
uma ferramenta que pode auxiliar no manejo reprodutivo.

Um exemplo de como os marcadores podem auxiliar o manejo reprodutivo, é a
utilizagdo destes na reproducao pelo processo de minimo parentesco (Minimal Kinship —
MK), o qual pode ser mais eficiente na preservagdo da variabilidade genética, que o
método aleatdrio, como se pode observar nos trabalhos de Doyle et al. (2001) e Sekino
et al. (2004). Estes autores encontraram maior variabilidade genética por acasalamentos
utilizando o processo MK em coparagdo com acasalamentos aleatorios, para as espécies

Pagurus major e Paralichthys olivaceus, respectivamente. A eficiéncia da selegdo MK
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deve-se ao fato de reduzir a possibilidade de acasalamentos entre individuos

aparentados.
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1. OBJETIVOS GERAIS

Determinar a diversidade e a diferenciagdo genética de uma populagdo de
Piaractus mesopotamicus do médio rio Paranapanema ¢ de um estoque pertencente a
uma piscultura de Salto Grande, Sao Paulo, a qual tem como objetivo o repovoamento,
através do marcador molecular RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

Comparar alguns aspectos reprodutivos e a variabilidade genética nas progénies
de P. mesopotamicus obtidas pelos sistemas por extrusdo ¢ seminatural, com o emprego
do marcador molecular RAPD.

Analisar a contribuicdo reprodutiva e a diversidade genética da porgénie de P.
mesopotamicus obtida pelo sistema seminatural, usando o marcador molecular

microssatélite.
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Comparacao genética entre as populacfes nativa e cultivada de pacu (Piaractus
mesopotamicus)
[Genetic comparison between wild and cultivated pacu (Piaractus mesopotamicus)

populations]

RESUMO

O monitoramento da variabilidade genética dos estoques de reprodutores ¢ fundamental para
conservagdao genética através de praticas como o repovoamento dos rios. Desta forma, o
objetivo do presente trabalho foi determinar a diversidade genética de um estoque de
reprodutores de Piaractus mesopotamicus empregados em programas de repovoamento e de
uma populagdo capturada do rio Paranapanema. A diversidade genética de 30 peixes
capturados no médio rio Paranapanema e de 29 reprodutores estoque de uma piscicultura,
localizada no municipio de Salto Grande, Sao Paulo, foi analisada pelo marcador molecular
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Os resultados mostraram uma menor
variabilidade genética do estoque em relagdo a populagdo, promovido pelo efeito fundador
deste estoque e/ou devido a diferente origem dos peixes que formaram o estoque. Contudo, a
moderada diferenciagdao genética e o alto Nm obtidos, indicam que as populagdes e o estoque
apresentaram um pool genético semelhante.

Palavras-chave: Peixe, RAPD, Repovoamento, Rio Paranapanema, Variabilidade genética

ABSTRACT

The monitoring of broodstocks genetic variability is fundamental for genetic conservation
through practices as rivers restocking. So, the objective of the present study was to determine
the genetic diversity of Piaractus mesopotamicus broodstock used in restocking programs,
and captured population of the Paranapanema River. The genetic diversity of 30 fish captured
in the middle Paranapanema River and of 29 broodstocks of fish farming, located in Salto
Grande, Sdo Paulo, was analyzed by molecular marker RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA). The results showed a lower stock genetic variability in relation to
population, promoted by stock founder effect and/or due to different fish origin that formed
the stock. However, the moderate genetic differentiation and high Nm obtained indicate that
populations and the presented a similar genetic pool.

Key words: Fish, RAPD, Stocking, Paranapanema River, Genetic variability
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INTRODUCAO

O rio Paranapanema, um dos mais importantes afluentes da margem esquerda do rio
Parana, nasce na vertente ocidental da serra da Paranapiacaba (48°15°W 24°16°S), no
municipio de Capao Bonito, Estado de Sao Paulo, e esta inserido na bacia do Alto Parana.
Este rio possui uma extensdo de aproximadamente 600 km, dos quais cerca de 330 km forma
a divisa natural entre os Estados de Sao Paulo e Parana.

Embora o rio Paranapanema apresente um total de 155 de espécies de peixes catalogadas,
atualmente muito destas sdo raramente encontradas, entre eclas, pode-se citar o Piaractus
mesopotamicus (Britto et al., 2003), também conhecido como pacu, caranha, pacu-caranha ou
pacu-guacu. De fato, nos ultimos 50 anos a ictiofauna do rio Paranapanema vem sofrendo
grandes impactos devido a interferéncia humana, com a constru¢do de barragem hidroelétrica
(10 barragens), poluicdo dos rios e outras mudangas no ambiente. Estes fatores sdo os
responsaveis pela redugdo, e muitas vezes o desaparecimento de espécies de peixes (Leuzzi et
al., 2004).

Embora, segundo o IBAMA, qualquer entidade envolvida com o meio ambiente, como a
constru¢do de barragem hidroelétrica, deve adotar métodos de prote¢do e conservagdo dos
recursos bioldgicos aquaticos, as estratégias e agdes para a melhoria dos recursos naturais tém
sido em geral, realizadas sem respaldo cientifico (Agostinho et al., 2005).

Como metodologia para avaliagdo das acdes de recuperacdo do meio ambiente, os
marcadores moleculares Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) e microssatélite, sao
ferramentas bastante eficientes para analise da variabilidade genética e, portanto, podem ser
utilizadas na avaliagdo de praticas de conservacdo genética, como por exemplo, do
repovoamento (Povh et al., 2006). No entanto, o marcador microssatélite muitas vezes nio ¢é
acessivel para varias espécies nativas do Brasil.

Embora existam alguns poucos primers de microssatélite descrito para a espécie P.
mesopotamicus (Calcagnotto et al., 2001), estes nao tém revelado um grande numero de
alelos. Portanto, atualmente o marcardor RAPD ¢ uma ferramenta importante para analise da
variabilidade genética desta espécie.

Devido ao elevado valor comercial, adaptacdo a alimentacdo artificial e também pela
facilidade de obtencdo de larvas através de reproducdo induzida (Furuya, 2001), o P.
mesopotamicus tem sido muito utilizando no repovoamento dos rios como forma de mitigar e

compensar a redugdo dos peixes resutante dos impactos ambientais.
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Portanto, devido ao constante repovoamento do rio Paranapanema e a falta de respaldo
cientico de tal pratica, o objetivo do presente trabalho foi comparar a variabilidade genéticade
P. mesopotamicus coletados do médio rio Paranapanema e de um estoque de reprodutores de
uma piscicultura de Salto Grande, S3o Paulo, a qual vem repovoando este rio, através do

marcador molecular RAPD.
MATERIAL E METODOS

Obtencdo das amostras

Para obten¢do das amostras proveniente dos animais no rio Paranapanema, capturou-se
os peixes nas duas escadas para peixes, usadas como mecanismo de transposicdo das
barragens, da empresa hidroelétrica Duke Energy International (Geragdo Paranapanema),
localizadas nos reservatoérios Canoas I e Canoas II, nos municipios de Candito Mota (SP) e
Palmital (SP), respectivamente (Figura 1), ambas da parte média do rio Paranapanema. As

capturas foram realizadas em quatro periodos distintos entre janeiro e fevereiro de 2006.

Canoas TT D am

Canoas I Dam
l Salto Grande Dam

//._-.-h_-.J"\_\___‘_,‘___ 4 ¢
- West 1\_._____.\

Paranapane ma et -
rivew == — == Fast

Figura 1 — Mapa do rio Paranapanema detalhando os locais de captura de P. mesopotamicus e

da localizacdo do estoque de reprodutores em Salto Grande-SP.

As amostras dos reprodutores utilizados para a producdo de juvenis com objetivo de
repovoamento foram obtidas dos animais estocados em uma piscicultura no municipio de
Salto Grande-SP (Figura 1). Pesavam em média 2,5 kg, apresentavam aproximadamente
quatro anos de idade e pertencia a um lote de 250 exemplares formados a partir de peixes

capturados do rio Parana.
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Extracdo de DNA

As amostras de DNA foram obtidas de fragmentos de nadadeira caudal de 30 peixes
capturados do ambiente e 29 reprodutores estoque, utilizando a metodologia descrita por
Bardakci e Skibinski (1994), modificado por Povh et al. (2005). Os fragmentos de nadadeiras,
com aproximadamente 0,5 cmz, foram colocados em microtubos, aos quais foram adicionados
550 pL de tampao de lise (50 mM de Tris-HCI, 50 mM de EDTA, 100 mM de NaCl e 1% de
SDS) e 7 uL de proteinase K (200 pg/mL). Em seguida, este material foi incubado em banho-
maria a 50°C overnight. Posteriormente, o DNA foi purificado com duas extragdes com fenol-
cloroférmio e posteriormente uma com cloroférmio. O DNA obtido foi precipitado com duas
vezes e meia de etanol absoluto e um décimo do volume recuperado de acetato de sodio e
incubado por uma hora a -20°C. Apds, este foi precipitado foi ressuspendido em 40 pL de
tampao TE (10 mM de Tris e 1 mM de EDTA), sendo em seguida tratado com 6 pL de
RNAse (30 pg/mL) em banho-maria a 37°C por uma hora.

O DNA foi quantificado por comparagdo com concentragdes de DNA fago A conhecidas
em gel de agarose 1%, revelado com brometo de etidio (0,5 png/mL). A eletroforese foi
conduzida com tampao TAE 1X (40 mM de Tris-acetato ¢ | mM de EDTA) por uma hora a
70 volts. A imagem foi capturada por um sistema de EDAS (Kodak 1D Image Analysis 3.5).

Amplificagdo dos fragmentos RAPD

O DNA gendmico foi amplificado em um volume de reacdo de 15 pL, no qual se utilizou
tampao 1X Tris-KCI, 2,0 mM de MgCl,, 0,46 uM de primer, 0,2 mM de cada ANTP, uma
unidade de Taq DNA Polimerase e 10 ng de DNA. Inicialmente o DNA foi desnaturado a
94°C por quatro minutos ¢ em seguida foram realizados 40 ciclos, cada um consistindo de: um
minuto de desnaturacao a 94°C, um minuto e trinta segundo de anelamento a 40°C e dois
minutos de extensdo a 72°C, apos realizou-se uma extensao final a 72°C por sete minutos. As
reacdes de RAPD foram amplificadas em um termociclador “Eppendorf Mastercycler®
Gradient”.

Foram avaliados 60 diferentes oligonucleotideos de 10 bases do Kit OPA, OPX ¢ OPW
da Operon (Operon Technologies Ltd.), dos quais foram selecionados somente os que
reproduziram bandas consistentes.

A eletroforese foi conduzida em tampao TBE 0,5X (45 mM de Tris-Borato e 1 mM de
EDTA) por quatro horas a 70 volts. A imagem foi capturada por um sistema de EDAS
(Kodak 1D Image Analysis 3.5).
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Analise estatistica

O tamanho dos fragmentos obtidos com as amplificagdes foi estimado por comparagdo
com o padrao ladder 100 pb.

A variabilidade genética foi determinada pelo Indice de diversidade genética de Shannon
e pela porcentagem de fragmentos polimorficos através do programa PopGene 1.31 (Yeh et
al., 1999).

A diferenciacdo genética entre os individuos da populacdo e do estoque foi determinada
pela diversidade genética de Nei’s (1973) (Gst), através do programa PopGene 1.31 (Yeh et
al., 1999). Para a determinagdo do nivel de diferenciagdo estabeleceu-se a definigdo proposta
por Wright (1978), em que valores entre 0,00 a 0,05; 0,05 a 0,15; 0,15 a 0,25; e maior que
0,25; indicam pequena, moderada, alta e elevada diferenciagdo genética, respectivamente.

O fluxo génico foi estimado através do numero de migrantes por geracdo (Nm). Estas
analises foram obtidas com o programa PopGene 1.31 (Yeh et al., 1999). A significancia do
Gst foi analisada pelo teste y°.

A similaridade genética foi obtida com base no céalculo do coeficiente de similaridade de
Jaccard. Utilizou-se para esta analise o programa NTSYS 1.7 (Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System) (Rohlf, 1989).

RESULTADOS

Variabilidade e similaridade genética

Os 14 primers selecionados para a analise da variabilidade genética da populagdo ¢ do
estoque de P. mesopotamicus geraram 120 fragmentos, com tamanho das bandas entre 300 e
2750 pb. O niimero de fragmentos por primer variou de cinco a 14 (Tabela 1).

Os fragmentos 8, 13, 25, 26, 37, 60, 73 ¢ 91, obtidos para os primers, na mesma ordem,
OPAO1, OPA10, OPA16, OPA16, OPW01, OPW19, OPW02 ¢ OPWO0S, apresentaram grande
diferencia¢do entre os individuos da populacdo e do estoque, sendo que quatro destes
fragmentos tinham maior freqiiéncia na populagdo e o restante no estoque. Os fragmentos de
maior e menor freqiiéncia na populagdo foram 96,3% e 25%, respectivamente, € no estoque
82,8% e 7,1%, respectivamente.

Alguns fragmentos foram exclusivos para os individuos da populagdo (fragmento
17/primer OPA16, 27/primer OPA16 e 40/primer OPXO01) ¢ outros para os individuos do
estoque (fragmento 43/primer OPXO01 ¢ 44/primer OPXO01). Contudo, estes fragmentos
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apresentaram baixa freqiiéncia entre os individuos, variando de 13% a 28%, com excecdo do

fragmento 44 que apresentou alta freqiiéncia com 76,6%.

Tabela 1 - Seqiiéncias de nucleotideos dos primers, nimero ¢ tamanho dos fragmentos

amplificados obtidos para a populagédo e o estoque de P. mesopotamicus

Primers  Seqiiéncia de nucleotideos ~ N° de fragmentos Tamanho dos fragmentos (pb)

OPAO1 CAGGCCCITC 8 350 - 1800
OPA02 TGC CGA GCT G 7 300 - 1300
OPA0O4 AAT CGG GCT G 8 370 — 1450
OPA10 GTG ATC GCA G 5 700 — 1500
OPA1l6 AGCCAGCGA A 14 300 — 2600
OPWO01 CTC AGT GTCC 9 400 - 1780
OPWO02 ACCCCGCCA A 8 600 — 2500
OPWO03 GTC CGG AGT G 11 620 — 2200
OPW04 CAG AAGCGG A 10 530 -2150
OPWO08 GACTGCCTCT 8 500 — 1550
OPW13 CACAGCGACA 6 320 —-2000
OPW19 CAA AGCGCTC 12 380 —2750

OPX1 CTG GGCACG A 8 520 - 1850

OPX3 TGG CGC AGT G 6 650 — 1820

Total - 120 300 —-2750

O indice de diversidade genética de Shannon e o polimorfismo foram superiores na
populacdo, com valores de 0,345 e 61,17%, respectivamente, em relagdo ao estoque, com
valores de 0,289 e 56,53%, respectivamente (Tabela 2). Desta forma, para ambos os
parametros avaliados, a variabilidade genética foi superior na populacdo em relagdo ao

estoque de P. mesopotamicus.
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Tabela 2 — Indice de diversidade genética de Shannon e porcentagem de fragmentos

polimoérficos obtidos para a populagdo e o estoque de P. mesopotamicus

Populagdes indice de Shanonn Polimorfismo (%)
Nativa (n = 30) 0,345 61,17
Estoque (n =29) 0,289 56,36

A similaridade genética, com base no coeficiente de Jaccard, foi maior entre os
individuos do estoque (0,840) em comparagao aos individuos da populagao (0,779), sugerindo

uma maior proximidade genética nos primeiros.

Diferenciacéo genetica

A diversidade genética (Gst) entre a populagdo e o estoque foi de 0,0896, valor que
sugere moderada diferenciacao genética segundo a definicao de Wright (1978) (Tabela 3).

O numero de migrantes por geracdo foi de 5,080, indicando que fluxo génico entre a
populagdo e o estoque € alto, o que sugere que estes possuem um pool genético semelhante

(Tabela 3).

Tabela 3 — Diversidade genética (Gst) e o nimero de migrantes por geracdo (Nm) obtidos

entre a populagdo e o estoque de P. mesopotamicus.

Par de populagdes Gst Nm

Teta X2

Natural x Estoque 0,0896* 10,573 5,080

* Significativo ao nivel de 5%.

DISCUSSAO

Variabilidade genética
O polimorfismo observado para a populagdo (61,17%) e o estoque (56,36%) de P.
mesopotamicus ndo difere muito do encontrado para outras espécies de peixe de agua doce do

Brasil. Almeida et al. (2003), por exemplo, encontraram para Pimelodus maculatus no rio
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Paranapanema valores de polimorfismo entre 54,81 a 61,51%. Contudo, Leuzzi et al. (2004)
encontraram um maior contraste entre as popula¢des de Astyanax altiparanae da parte inferior
do rio Paranapanema (42,64%) em relagdo as populacdes da parte média e alta deste rio
(75,0%).

Ainda, os valores de variabilidade genética obtidos para a populagao e o estoque, no
presente trabalho sdo proximos ao encontrado por Sofia et al. (2006) para as populagdes de
Astyanax scabripinnis coletadas do rio Camb¢, Londrina-PR, com valores de polimorfismo
entre 63,5 a 64,8%, valores que segundo os autores, justificaria a tolerancia desta espécie para
as atuais condi¢des fisico-quimicas do rio, devido sua grande poluigao.

Embora possa ter ocorrido uma reducao da variabilidade genética na formagdao do
estoque de reprodutores, € possivel que esta menor variabilidade em relagdo a populagdo seja
devido a diferente origem destes reprodutores, pois estes foram formados por peixes
capturados no rio Parana. Isso porque, em geral, a variabilidade genética ¢ bastante variavel,
dependendo da espécie, do rio, da localizagdo no rio e das pressdes existentes em cada
ambiente.

Outra hipotese quanto a menor variabilidade genética encontrada no estoque em relagdo a
populacdo, consiste nas varias implicagdes no manejo reprodutivo formador do estoque de
reprodutores, como observaram Was e Wenne (2002) para Salmo trutta; Alarcon et al. (2004)
para Sparus aurata; e Lundrigan et al. (2005) para Salvelinus alpinus. Estas implicagdes
podem em apenas uma geragdo promover uma reduc¢do significativa da variabilidade genética,
como observaram Porta et al. (2006) para a espécie Solea senegalensis, os quais ainda
constataram como conseqiiéncia da redugdo da variabilidade genética uma diminui¢ao do
nimero de desovas e producao de ovos.

O acasalamento entre individuos aparentados (endogamia) e pequeno numero efetivo de
reprodutores (Ne), sdo os principais responsaveis pela perda da diversidade genética em
muitos estoques de reprodutores (Sekino et al., 2002; Hara e Sekino, 2003, Liu et al., 2005;
Kang et al., 2006; Ortega- Villaizan Romo et al., 2006). Comumente os estoques de
reprodutores acabam sendo formados com a utilizagdo de um ou poucos casais, devido a alta
prolificidade dos peixes, o que promove um gargalo genético (efeito botteneck), levando a
uma reducao da variabilidade genética (Povh et al., 2006).

Ainda, ¢ comum quando os reprodutores sdo formados a partir de peixes produzidos na
propria piscicultura, a ocorréncia de acasalamento entre individuos mais aparentados
geneticamente, conduzindo a um aumento da homozigose e, conseqiientemente, da

variabilidade genética (Moreira, 2003). Portanto, a maior similaridade genética encontrada no
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estoque (0,840) em relagdao a populacao (0,779) sugere que os reprodutores do estoque foram
formados por individuos mais aparentados geneticamente, o que contribuindo para a redugdo
da variabilidade genética.

A utiliza¢ao de poucos reprodutores (seis a oito por geragdo) e também o acasalamento
entre individuos aparentados foram relatados por Wasko et al. (2004) como os fatores
responsdveis por promover uma diminuicdo da variabilidade genética dos estoques de
reprodutores de matrinchd (Brycon cephalus) do Centro Nacional de Pesquisa de Peixes
Tropicais (CEPTA) em relagdo a uma populagdo nativa do rio Amazonas.

A freqliéncia dos oito fragmentos discrepantes tanto para a populagdo quanto para o
estoque, pode indicar que o nimero de amostragem nao foi representativo em ambos 0s casos.
Entretanto, a maior amplitude entre os fragmentos de maior e menor freqiiéncia dos
individuos do estoque em relagdo aos da populacdo, sugere que existiu algum tipo de selecao.
Esta pode ter sido promovida durante o0 manejo reprodutivo formador do estoque ou mesmo
pela selecao natural, ja que os reprodutores do estoque foram originados de peixes coletados
no rio Parand. O fato de trés fragmentos terem sido exclusivos para a populacdo e dois para o
estoque corrobora esta idéia, principalmente pelo fato destes apresentar baixa freqiiéncia entre

os individuos.

Diferenciacéo genética

Com base nas definigdes de diferenciacdo genética proposta por Wright (1978), o valor
de Gst obtido entre a populacdo e o estoque de 0,0896 indica apenas uma moderada
diferenciagdo genética. Esta diferenciagdo pode ser devido ao alto nimero de migrantes por
geracdo (Nm) encontrada entre a populacdo e o estoque (5,080), provavelmente devido ao
grande fluxo génico, indicando um pool genético semelhante. Ainda, esta pequena
diferenciagdo genética existente diminui a probabilidade de que genes importantes, como para
a adaptacdo as condi¢des ambientais locais, possam ser perdidos com o repovoamento
(Almeida et al., 2003; Leuzzi et al., 2004).

Embora Leuzzi et al. (2004) tenham constatado moderada a elevada diferenciacdo
genética entre populagdes de Astyanax altiparanae do rio Paranapanema (0,0895 a 0,2813),
ndo esperavam o alto Nm (2,54) entre as populagdes dos reservatorios de Capivara e
Jurumirim. Isso porque, segundo os autores, antes mesmo da primeira hidroelétrica ser
construida, j& existia uma barreira geografica natural, a cachoeira de Salto Grande e, portanto,
possivelmente os dois reservatérios tenham sido reabastecidos com alevinos de A.

altiparanae.
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Da mesma forma, o fato dos reprodutores estoque terem sido formados a partir de
individuos provenientes do rio Parani, e ndo do rio Paranapanema, o alto Nm entre os
individuos da populagdo e do estoque, sugere que os peixes coletados do rio Paranapanema
podem, pelo menos em parte, serem oriundos de repovoamento. Esta hipotese pode ser
corroborada por dados de repovoamento do rio Paranapanema que vem sendo realizada pelos
estados de Sao Paulo (Duke Energy, 2007) e Paranad (Agéncia Estadual de Noticias, 2007)
para algumas espécies, entre elas o pacu (P. mesopotamicus).

Devido ao impacto potencial que as espécies nativas tém sofrido, os estoques de
reprodutores podem ser uma alternativa para a recuperacdo da diversidade genética,
promovendo a manutencdo dos recursos genéticos, principalmente quando existe risco de
extingdo (Koljonen et al., 2002; Barroso et al., 2005). Contudo, qualquer tentativa para
reabilitar populagdes reduzidas depende de manter tao intimo quanto possivel a variabilidade
genética da populagdo selvagem com os peixes que serdo liberados no ambiente, isso porque,
segundo Vasemadgi et al. (2005) e Senstebe et al. (2007), a mistura da populag@o nativa com
peixes liberados no ambiente pode levar a perda da variabilidade genética e,
conseqlientemente a perda de genes importantes para a adaptacao local.

Desta forma o monitorando genético dos reprodutores, assim como dos peixes destinados
ao repovoamento, ¢ necessario para evitar perdas da variabilidade genética (Sirol e Britto,
2000) e, conseqiientemente da capacidade adaptativa de uma espécie (Saura et al., 2006), pois
segundo Wang et al. (2002), 10% de aumento na endogamia podem resultar em uma redugéo
em aptiddo de cerca de 3% a 15%.

No presente trabalho, a populagdo de P. mesopotamicus apresentou maior variabilidade
genética em relagdo aos do estoque. Contudo, a moderada diferenciacdo genética e o alto
nimero de migrantes por geragdo, sugerem uma heterogeneidade pequena entre estes

individuos da populagdo e do estoque.
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Comparacdo da diversidade genética das progénies de
Piaractus mesopotamicus obtidas por diferentes sistemas

reprodutivos

[Comparison of genetic diversity from Piaractus mesopotamicus offsprings obtained by

different reproductive systems]

RESUMO

O repovoamento dos rios vem sendo muito utilizado no Brasil como forma de contornar os impactos gerados sobre
a diversidade de peixes. No entanto, a liberacao de peixes no ambiente com baixa diversidade genética pode, além
de nao ser eficiente, promover alteracdes na estrutura genética das populagdes nativas. Desta forma, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a variabilidade genética das progénies obtidas pelos sistemas reprodutivos por
extrusdo e seminatural através do marcador molecular RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), utilizando
como espécie modelo, o pacu (Piaractus mesopotamicus). Os resultados obtidos evidenciaram que o manejo
reprodutivo pode afetar a variabilidade genética. Observou-se uma grande reducdo da variabilidade genética na

progénie do sistema de reproducdo por extrusdo em relacdo ao sistema seminatural.

Palavras-chave: Peixe, RAPD, Reprodugédo, Variabilidade genética

INTRODUC}AO peixes, o que promove uma redugdo da

variabilidade genética (Povh et al., 2006). Ainda, o
Entre as agdes de manejo realizadas no Brasil para ~ Manejo reprodutivo pode, em apenas uma gerago,
promover grande perda da variabilidade genética

(Porta et al., 2006b).

reduzir os impactos da agdo do homem sobre os

estoques de peixes, o repovoamento vem sendo

largamente empregado (Hilsdorf et al., 2006; A variabilidade genética confere aos peixes

Agostinho et al., 2006). No entanto, as estratégias ~ ¢apacidade adaptativa as mudangas ambientais

e agdes para a melhoria dos recursos naturais tém  (Falconer, 1987), resisténcia as doencas e ainda

sido realizadas, em geral, sem respaldo cientifico
(Agostinho et al., 2005).

A introducdo de peixes criados em cativeiro nos
rios quase sempre sdo provenientes de um casal ou

poucos casais, devido a alta prolificidade dos

pode afetar o crescimento (Moreira, 2001) e a
reproducdo (Porta et al., 2006). Portanto, a
manutengdo deste parametro ¢ fundamental para
qualquer estratégia de conservagdo genética.

Portanto, a analise da variabilidade genética do

plantel de reprodutores (Ramella et al., 2006),



assim como dos peixes que serdo soltos no
ambiente, ¢ fundamental para qualquer estratégia
de conservacdo genética das espécies através do
repovoamento (Sirol & Britto, 2006).

Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar os
sistemas reprodutivos por extrusdo e seminatural
em Piaractus mesopotamicus quanto &
variabilidade genética na progénie, através do
marcador molecular RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), e também quanto a eficiéncia

reprodutiva e mortalidade dos reprodutores.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em uma piscicultura
localizada no municipio de Salto Grande, S&o
Paulo, que vem produzindo peixes para
repovoamento do rio Paranapanema, em conjunto
com o Laboratério de Biologia Molecular da

Universidade Estadual de Maringa (UEM).

Reproducao

Foram utilizados 160 reprodutores estoque de P.
mesopotamicus (80 machos e 80 fémeas) da
piscicultura de Salto Grande. Estes reprodutores
apresentavam em torno de 2,5 kg e quatro anos de
idade. Pertenciam a um lote de 250 reprodutores
formados na propria piscicultura a partir de peixes
capturados no rio Parana.

Os dois sistemas de reproducdo analisados, o
seminatural foram

sistema extrusao,

& Nuiier

e por
caracterizados por Zaniboni-Filho
(2004). No primeiro sistema, os oOvulos foram

fertilizados pelos machos dentro de um tanque sem
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interferéncia. No segundo sistema, os 6vulos das
fémeas foram induzidos a saida pela papila genital
através de pressdo abdominal; o mesmo
procedimento para a retirada do sémen no macho;
posteriormente ambos os gametas foram
recolhidos em recipiente para, em seguida, serem
misturados para a fertilizagéo.

Nos dois sistemas reprodutivos, os peixes foram
conduzidos para o laboratorio e induzidos a
reprodu¢do com extrato de hipofise de carpa
segundo a metodologia descrita por Woynarovich
& Horvath (1983). As fémeas receberam 5,5 mg
extrato de hipofise / kg de peixe vivo, divididos
em duas aplicacdes, sendo 10% do total na
primeira e, 24 horas depois, os 90% restantes; os
machos receberam uma dose Unica concomitante
com a segunda aplicagdo nas fémeas, com a
posologia de 2,5 mg de extrato de hipofise / kg de
peixe vivo.

A escolha dos peixes em cada repeti¢do ocorreu a
partir de caracteristicas sexuais reprodutivas para
os machos leve

(liberagdo de sémen apos

compressdo ventral) e para fémeas (ventre
abaulado e orificio urogenital avermelhado).

Foram utilizadas quatro repetigdes durante o
periodo reprodutivo, sendo que cada repetigdo
consistia de 10 machos e 10 fémeas. Contudo,
apenas uma das quatro repeticdes de cada modelo
reprodutivo foi analisada a variabilidade genética.
As quatro repeti¢cdes foram utilizadas para analise

da taxa de desova das fémeas e da mortalidade até

72 horas apo6s a indug¢ao hormonal.



Sistemas reprodutivos

No sistema reprodutivo por extrusdo, 0s
reprodutores, ap6s a indug¢do hormonal, foram
mantidos em tanques individuais de 1,0 x 0,9 x 1,0
m (10 machos e 10 fémeas, por repeticdo). Apos
240 horas-grau, as fémeas foram extrusadas
individualmente, onde foram coletados os ovocitos
em bacias individuais e, em seguida, adicionou-se,
por extrusdo, o s€émen dos machos. A fertilizagdo
ocorreu a seguir com o acréscimo de agua
misturando-se os ovocitos com o sémen. Para cada
fémea foi utilizado um unico macho. Apds 10
minutos de repouso, os ovos foram transferidos
para incubadoras individuais do tipo cilindro
coOnico. Cada uma das quatro repeti¢gdes continha
20 reprodutores (10 machos e 10 fémeas).

Os reprodutores do sistema  reprodutivo
seminatural foram, apds a inducdo hormonal,
colocados em tanque circular. Este possuia 5,1 m
de raio; 2,0 m de profundidade; fluxo de agua
continuo (131 L/s) em dois sentidos de vazao;
escoamento de dagua na porcdo central, que
permitia a saida dos ovos para uma incubadora
cilindro-cénico de 200 litros com fluxo continuo
(7 L/s), retendo-os para em seguida serem levados
para incubadoras individuais do tipo cilindro
conico. Cada uma das quatro repeticdes continha
20 reprodutores (10 machos e 10 fémeas).

No modelo seminatural, estabeleceu-se a cada hora
a retirada dos ovos que estivessem na incubadora
de captagdo que, em seguida, foram conduzidos
para as incubadoras do tipo cilindro cénico. Ainda,

foi definido o periodo total de recolhimento dos

ovos de no maximo seis horas.
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Apos a eclosdo das larvas, estas foram colhidas e
armazenadas em microtubos e conservadas em
alcool para posterior extracdo e amplificacdo do
DNA. Para a amostragem da progénie do sistema
por extrusdo, foram colhidas aleatoriamente cinco
larvas de cada um dos 10 casais que desovaram,
assim como a nadadeira dos parentais que
contribuiram para a progénie. Para a amostragem
da progénie dos 10 casais do sistema seminatural,
colheu-se 70 larvas de forma aleatdria de todas as
incubadoras e de todos os horarios de coleta de

ovos dos que cada incubadora coletora.

Extracdo de DNA

Para extracdo de DNA, foi utilizada a metodologia
Bardakci & Skibinski (1994),
modificada por Povh et al. (2005). Para os

descrita por

reprodutores foi extraido DNA dos fragmentos de
nadadeira caudal de 0,5 cm’, e para a progénie, das
larvas de um dia.

As amostras foram colocadas em microtubos, € em
seguida, adicionou-se 550 uL de tampao de lise
(50 mM de Tris-HCI, 50 mM de EDTA, 100 mM
de NaCl e 1% de SDS) e 7 uL de proteinase K
(200 pg/mL). Estas foram incubadas em banho-
maria a 50°C overnight. Posteriormente, o DNA
foi purificado com duas extragdes com fenol-
cloroférmio ¢ uma com cloroformio. O DNA
obtido foi precipitado com duas vezes e meia de
etanol absoluto e um décimo do volume
recuperado de acetato de soédio, e permaneceu
incubado por uma hora a -20°C. Em seguida, o

DNA precipitado foi ressuspenso em 40 plL de
tampao TE (10 mM de Tris pH 8,0 e 1 mM de



EDTA) e tratado com 6 uL. de RNAse (30 ug/mL)
em banho-maria a 37°C por uma hora, sendo,
posteriormente conservado em freezer a -20°C.

O DNA foi quantificado por comparagdo com
concentragcdes de DNA fago A conhecidas em gel
de agarose 1%, revelado com brometo de etidio
(0,5 pg/mL). A eletroforese foi conduzida em
tampao TAE 1X (40mM de Tris-acetato e ImM de
EDTA) por uma hora a 70 volts. A imagem foi
capturada por um sistema de EDAS (Kodak 1D
Image Analysis 3.5).

Amplificagdo

O DNA gendmico foi amplificado em um volume
de reacgdo de 15 pL, no qual se utilizou tampao 1X
Tris-KCl, 2,5 mM de MgCl,, 0,46 pM de primer,
0,2 mM de cada ANTP, uma unidade de Platinun
Tag DNA Polimerase, 10 ng de DNA para os
reprodutores e 5 ng de DNA para larvas.
Inicialmente o DNA foi desnaturado a 94°C por
quatro minutos e em seguida foram realizados 40
ciclos, cada um consistindo de: um minuto de
desnaturagdo a 94°C, um minuto de anclamento a
36°C e dois minutos de extensdo a 72°C, apoés
realizou-se uma extensdo final a 72°C por cinco
minutos. As rea¢des de RAPD foram amplificadas
em um termociclador “Eppendorf Mastercycler®
Gradient”.

Foi a valiada a amplificagdo de 60 diferentes
oligonucleoitideos (primers) de 10 bases, dos Kits
OPA OPX e OPW (Operon Technologies Ltd.). A
eletroforese foi conduzida em tampao TBE 0,5X
(45mM de Tris-Borato e 1 mM de EDTA) por

quatro horas a 70 volts. A imagem foi capturada
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por um sistema de EDAS (Kodak 1D Image
Analysis 3.5).

Estatistica

O tamanho dos fragmentos amplificados foi
estimado por compara¢do com o padrao ladder 100
pb.

A variabilidade genética foi determinada pelo
Indice de diversidade genética de Shannon e pela
porcentagem de fragmentos polimoérficos através
do programa PopGene 1.31 (Yeh et al., 1999).

A similaridade genética foi obtida com base no
calculo do coeficiente de similaridade de Jaccard.
Utilizou-se para essa analise o programa NTSYS
1.7 (Numerical
Analysis System) (Rohlf, 1989).

Taxonomy and Multivariate
O ntmero de fémeas que desovaram e a
mortalidade em cada um dos sistemas reprodutivos

foram analisados pelo teste .

RESULTADOS

Os 11 primers selecionados produziram um total
103 framgentos com tamanho entre 320 pb a 2900
pb. O nimero de fragmentos para cada primer

variou de seis a 16 (Tabela 1).

Parentais

Considerando as quatro repetigdes ao longo do
periodo reprodutivo, o numero de fémeas que
desovaram no sistema seminatural foi superior
(82,5%) em relagdo as que desovaram no sistema

por extrusdo (60%) (Tabela 2).



Como apenas seis das 10 fémeas desovaram no
sistema por extrusdo, somente 12 parentais (seis
fémeas e seis machos) foram considerados na
analise de variabilidade genética do sistema
reprodutivo por extrusdo. No entanto, devido a
incerteza de quais reprodutores realmente
participaram da reprodugéo no sistema reprodutivo
seminatural, principalmente pela dificuldade de
determinar quais os machos que participaram da
reprodugdo, foram considerados todos os 20
reprodutores (10 machos e 10 fémeas) na analise
da  variabilidade genética deste  sistema
reprodutivo.

O indice de diversidade genética de Shannon (IS)

e o polimorfismo (P) foram superiores para os
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parentais do sistema reprodutivo seminatural (IS =
0,365 ¢ P = 60,5%) em relacdo ao sistema por
extrusdo (IS = 0,298 ¢ P = 53,4%), indicando uma
maior variabilidade genética nos parentais do
primeiro sistema reprodutivo.

A similaridade genética dos reprodutores do
sistema reprodutivo seminatural (0,710) foi
inferior aos reprodutores do sistema por extrusdo
(0,837) (Tabela 2).

A mortalidade dos reprodutores do sistema
reprodutivo por extrusdo foi maior (20%) em
relagdo a obtida nos reprodutores do sistema
seminatural (6,3%), como se pode observar na

Tabela 2.

Tabela 1. Seqiiéncias de nucleotideos dos primers, nimero de fragmentos e tamanho dos fragmentos

amplificados obtidos para P. mesopotamicus dos dois sistemas reprodutivos

Primers Seqiiéncia de nucleotideos N° de fragmentos Tamanho dos fragmentos
(5°—>39) (pb)
OPAO1 CAG GCCCTTC 8 350 — 1800
OPAI10 GTG ATC GCA G 5 700 — 1500
OPAL16 AGC CAG CGA A 16 300 —2900
OPWO1 CTC AGT GTC C 10 400 — 1780
OPWO02 ACCCCGCCAA 8 600 — 2500
OPWO03 GTC CGG AGT G 11 620 — 2200
OPWO08 GACTGCCTCT 10 500 — 1750
OPW13 CAC AGC GAC A 6 320 —2000
OPW19 CAA AGCGCTC 13 380 —2750
OPX01 CTG GGC ACG A 10 520 —2000
OPX03 TGG CGC AGT G 6 650 — 1820
Total — 103 320 -2900
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Tabela 2 — Numero de fémeas que desovaram, mortalidade, indice de diversidade genética de Shannon,
polimorfismo e similaridade genética obtida os reprodutores de P. mesopotamicus utilizados pelos

sistemas reprodutivos por extrusao e seminatural

Reprodutores Desova' Mortalidade® Parametros genéticos’

indice de Shannon  Polimorfismo ~Similaridade
Por extrusdo 24 (60,0%) b 16 (20%) b 0,298 53,4 0,837
Seminatural 33 (82,5%) a 5(6,3%) a 0,365 60,5 0,710

'n = 40 (fémeas). >n = 80 (40 machos e 40 fémeas). *n = 12 para o sistema por extrusdo 20 (10 machos e
10 fémeas) para o sistema seminatural (6 machos e 6 fémeas). Valores com letras diferentes sdo
significativos ao nivel de 5% pelo teste do x°.
Progénie genética na progénie obtida pelo primeiro sistema

reprodutivo.

O indice de diversidade genética de Shannon e
polimorfismo foram superior na progénie obtida
pelo sistema reprodutivo seminatural, (IS = 0,415
e P =72,4%) em relagdo ao sistema por extrusdo
(IS = 0,231 ¢ P =42,7%) (Tabela 3). Estes
resultados

indicam wuma maior variabilidade

Assim como nos reprodutores de cada um destes

sistemas, a progénie obtida por extrusdo
apresentou maior similaridade genética (0,840) em
relacdo a progénie obtida pelo sistema seminatural

(0,777) (Tabela 3).

Tabela 3 — indice de diversidade genética de Shannon, polimorfismo e similaridade genética obtida pelas

progénies dos sistemas reprodutivos por extrusao e seminatural de P. mesopotamicus

Progénie

Parametros

Variabilidade genética

Similaridade genética

Indice de Shannon Polimorfismo
Por Extrusdo (n = 40) 0,231 42,70% 0,840
Seminatural (n = 70) 0,415 72,40% 0,777
DISCUSSAO variabilidade genética, tanto pelo indice de

Variabilidade genética

A analise dos sistemas reprodutivos utilizados para

a espécie P. mesopotamicus revelou uma maior

Shannon quanto pelo polimorfismo, na progénie
obtida pelo sistema reprodutivo seminatural em
relagio a progénie obtida pelo sistema por

extrusao.



O gargalo genético (efeito botteneck) promovido
pela redugdo do numero de reprodutores que
contribui com a progénie (40%), possivelmente
contribuiu para a maior similaridade e a menor
variabilidade genética dos parentais do sistema por
extrusio em relagdio ao seminatural e,
conseqiientemente, para que este mesmo padrdo se
mantivesse na progénie dos sistemas reprodutivos.
Devido ao carater dominante do marcador RAPD,
ndo foi possivel determinar quantos reprodutores
realmente contribuiram com a progénie pelo
sistema reprodutivo seminatural. Contudo, pela
alta wvariabilidade genética obtida na progénie
deste sistema, ¢ provavel que a maior parte dos
reprodutores deste tenha contribuido com a
progénie.

No entanto, para algumas espécies o sistema
reprodutivo ~ seminatural ~ pode  apresentar
domindncia de apenas alguns reprodutores, como
foi observado por Porta et al. (2006). Estes autores
constataram que a grande redugdo da variabilidade
genética na progénie de Solea senegalensis foi
devido a contribui¢do de poucos reprodutores na
progénie, em que apenas uma fémea e dois
machos, de um total de nove fémeas e 11 machos,
contribuiram com a progénie.

Semelhantemente, Sekino et al. (2003) e Hara &
Sekino (2003) também relatam que a menor
variabilidade genética encontrada na progénie de
Paralichthys olivaceus pelo sistema reprodutivo
seminatural foi devido a dominancia de poucos
machos na progénie, em que os primeiros autores

destacaram que apenas um macho, de um total de

seis, foi responsavel por 99% da progénie.
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Embora quase a totalidade da reprodugdo de
peixes migradores de agua doce do Brasil seja por
extrusdo (Zaniboni-Filho & Nufier, 2004), o
emprego deste sistema reprodutivo  pode
comprometer a variabilidade genética (Sirol &
Britto, 2006). Isso porque este sistema promove
um direcionamento reprodutivo, o que também
pode aumentar a probabilidade de que individuos
mais aparentados se acasalem. Ainda, este sistema
tende a favorecer uma sele¢do nao intencional dos
reprodutores, como se pode constar no presente
trabalho, em que apenas 60% dos reprodutores
desovam neste sistema, comparado com os 82,5%
do sistema seminatural (Tabela 2) e, portanto, ¢é
possivel que os individuos mais tolerantes ao
estresse tenham mais chances de desovar pelo
sistema por extrusdo, o que, conseqiientemente,
tenderia a uma redugdo da variabilidade genética.
A reprodugdo pelo sistema seminatural pode
reduzir este tipo de problema (Sirol & Britto,
2006), que por ser menos seletivo, possibilita que
um maior nimero de reprodutores reproduzam-se
como pode ser observado para P. mesopotamicus.
Contudo, o aumento no numero efetivo de
reprodutores pode diluir este efeito seletivo, como
observaram Perez-Enriquez et al. (1999). Estes
autores constataram que embora apenas 35% dos
reprodutores de Pagrus major contribuiram com a
progénie, o grande numero de reprodutores
utilizados durante a reprodugdo (63,7) permitiu a
manutengdo da variabilidade genética.

No entanto, a alta prolificidade dos peixes e/ou
limitada  estrutura fisica da  piscicultura
impossibilita a utilizacdo de um grande niimero de

reprodutores. Assim, as pisciculturas normalmente



acabam utilizando poucos casais na reprodugéo, o

que proporciona o efeito botteneck e,
conseqiientemente, uma reducdo da variabilidade
genética (Povh et al., 2006).

Desta forma, o sistema reprodutivo seminatural
pode permitir uma maior representabilidade do
pool de genes do estoque de reprodutores devido
ao menor efeito seletivo, principalmente quando
ndo existe a possibilidade da utilizagdo de um
grande numero de reprodutores.

Muitos autores tém destacado que o pequeno
numero de reprodutores e o acasalamento entre
individuos aparentados normalmente s3o os
responsaveis pela diminui¢do da variabilidade
genética dos estoques de reprodutores. Entre estes,
Wasko et al. (2004) para a espécie matrincha
(Brycon cephalus) do Centro Nacional de Pesquisa
de Peixes Tropicais (CEPTA) em relagdo a uma
populagdo nativa do rio Amazonas.

Portanto, a utilizagdo de um pequeno numero de
reprodutores, o acasalamento entre individuos
aparentados (Beardmore et al., 1997; Sekino et al.
2002; Moreira, 2003, Yokota et al., 2003; Sekino
et al., 2004) e a selecdo ndo intencional (Povh et
al., 2006), tendem a promover perda da
variabilidade genética, e isso pode ser mais
facilmente atingido pelo sistema reprodutivo por

extrusao do que pelo sistema seminatural.

Eficiéncia reprodutiva e mortalidade

A porcentagem de fémeas que desovaram no

sistema  reprodutivo  seminatural de @ P.
mesopotamicus foi maior (82,5%) ao obtido pelo

sistema por extrusdo (60%). Segundo Harvey &
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Carolsfeld (1993), esta menor eficiéncia
reprodutiva pode ser devido ao estresse, pois as
condi¢bes estressantes no manejo reprodutivo
fazem com que a energia seja destinada
preferencialmente para o retorno a homeostase,
prejudicando a reprodugio.

A eficiéncia reprodutiva do sistema de reprodugio
seminatural também foi constatada por Reynalte et
al. (2002), os quais observaram maiores taxas de
sobrevivéncia dos reprodutores ¢ de fertilizacdo na
reproducdo seminatural para a espécie Leporinus
macrocephalus.

Ainda, o sistema seminatural apresentou menor
mortalidade dos reprodutores (6,3%) em relagdo
ao sistema por extrusdo (20%). E, como o P.
mesopotamicus entra em reproducdo com
aproximadamente trés anos de idade (Urbinati &
Gongalves, 2005), os custos associados a formagao
dos reprodutores tenderiam a ser maior no segundo
sistema, uma vez que estes animais podem
sucumbir ao tratamento de inducdo a desova, e
ainda morrerem sem a liberagdo de gametas

viaveis (Zaniboni-Filho & Nufier, 2004).

Repovoamento

E evidente que o impacto potencial que as espécies
nativas tém sofrido, os estoques de reprodutores
podem ser uma alternativa para a recuperacdo da
diversidade genética, promovendo um aumento
dos estoques naturais com o emprego de praticas
de repovoamento (Koljonen et al., 2002; Barroso
et al, 2005) ou através da criopreservagdo

(Ninhaus-Silveira et al., 2006).



Contudo, a introdu¢do de peixes criados em
cativeiro nos rios, mesmo feitas com as melhores
intengdes podem proporcionar uma redugdo da
variabilidade genética e, conseqilientemente, levar
a perda de resisténcia a doengas e da capacidade
de se adaptar em um novo ambiente (Allendorf e
Phelps, 1980; Taniguchi, 2003). Além disso, a
mistura de peixes liberados no ambiente com a
populagdo nativa, pode promover a perda de genes
importantes para a adaptagdo local nas proximas
geragdes (Vasemagi et al., 2005; Senstebe et al.,
2007).

Desta forma, o adequado manejo reprodutivo,
assim como monitoramento genético através dos
moleculares, RAPD e

marcadores como

microssatélite, podem proporcionar  um
repovoamento eficiente, com o aumento dos
estoques nativos e, ao mesmo tempo, ndo
promover alteracdo na estrutura genética das
populagdes nativas.

Pode-se concluir no presente trabalho, que a
obtida

mesopotamicus no sistema seminatural apresentou

progénie pela reprodugio de P.
variabilidade genética superior a progénie obtida
pelo sistema por extrusdo. Desta forma, quando o
objetivo da alevinocultura ¢ a producdo de
alevinos ou juvenis de P. mesopotamicus para
liberacdo no ambiente, deve-se preconizar o
sistema reprodutivo seminatural. Analises futuras

s30 necessarias para a confirmagdo da eficiéncia

do manejo seminatural na preservagdo da
variabilidade genética para outras espécies
migradoras.
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ABSTRACT

The rivers restocking is being very used in Brazil as a
form to outline the impacts generated over fish
diversity. However, the fish liberation in environments
with low genetic diversity can, besides not being
efficient, promote alterations in native populations
genetic structure. Therefore, the objective of present
study was to evaluate the offsprings genetic variability
obtained by extrusion and semi-natural systems through
RAPD

using

marker
DNA),

mesopotamicus) as specie model. The obtained results

molecular (Random  Amplified

Polymorphic pacu  (Piaractus
evidenced that the reproductive management can affect
genetic variability. A great reduction of genetic
variability was observed in the offspring from extrusion

reproduction system in relation to semi-natural system.
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Avaliacdo reprodutiva e da diversidade genética de Piaractus mesopotamicus no
sistema seminatural
[Reproductive and genetic diversity evaluation of Piaractus mesopotamicus in

seminatural system]

RESUMO

Atualmente tem se constatado a diminui¢do de muitas espécies de peixes em varios
ambientes aquaticos. O Piaractus mesopotamicus ¢ um exemplo de espécie raramente
encontrada em alguns rios brasileiros. Como forma de minimizar este impacto, o
repovoamento tem sido bastante empregado. No entanto, pouca importancia tem sido
dada a variabilidade genética, pardmetro que ¢ fundamental para qualquer pratica de
conservagdo genética. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi analisar a
diversidade genética e a contribui¢do dos reprodutores na progénie de P. mesopotamicus
obtida pelo sistema de reproducdo seminatural, através do marcador molecular
microssatélite. Os resultados obtidos mostraram igual numero de alelos na progénie e
nos reprodutores (cinco alelos), e também heterozigose semelhante, com valores de
0,563 e 0,550, respectivamente. Ainda, houve a ocorréncia de multipla paternidade e
contribuicdo diferenciada dos reprodutores na progénie. Desta forma, mesmo com a
dominancia de alguns reprodutores, os resultados obtidos mostraram a manutencido da
variabilidade genética da progénie de P. mesopotamicus obtida pelo sistema reprodutivo

seminatural em relagdo aos reprodutores.

Palavras-chaves: Endogamia, Microssatélite, Peixe, Reprodugdo, Variabilidade

genética

ABSTRACT

Nowadays it has been verified reduction of many fish species in several aquatic
environments. The Piaractus mesopotamicus is a specie example barely found in some
Brazilian rivers. Trying to minimize this impact, the restocking technique has been

amply used. However, little importance has been given to genetic variability, parameter
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that is fundamental for any genetic conservation practice. So, the objective of the
present study was to analyze the genetic diversity and the reproducers contribution to
the P. mesopotamicus offspring obtained by semi-natural reproduction system, through
molecular marker microsatellite. The obtained results showed an equal alleles number in
offspring and in reproducers (five alleles), and also a similar heterozygosis, with values
of 0.563 and 0.550, respectively. Also there was a multiple paternity occurrence and
differentiated reproducers contribution in the offspring. This way, even with some
reproducers dominance, results showed genetic variability maintenance of P.
mesopotamicus offspring obtained by semi-natural reproductive system in relation to

reproducers.

Key words: Inbreeding, Microsatellite, Fish, Reproduction, Genetic variability

INTRODUCAO

Em muitos rios brasileiros tém ocorrido diminui¢ao e até mesmo o desaparecimento de
muitas espécies de peixes que antes eram comumente capturadas pelos pescadores.
Entre estas espécies, o pacu (Piaractus mesopotamicus), também conhecido como
caranha, pacu-caranha ou pacu-guagu, atualmente ¢ raramente encontrado em muitos
rios brasileiros (Agostinho et al., 1992), por exemplo, no rio Paranapanema (Britto et
al., 2003).

Em geral, entre os fatores que podem levar a reducao ou desaparecimento de muitas
espécies de peixes, podendo-se destacados a polui¢do e eutrofizacdo, o assoreamento, a
construcdo de barragem e controle de cheias, a sobrepesca e a introducdo de espécies
(Vrijenhoek, 1998; Agostinho et al., 2003; Hatanaka et al., 2006).

Segundo o IBAMA, qualquer entidade envolvida com o meio ambiente, como a
construcao de barragem hidroelétrica, deve adotar métodos de protecdo e conservagao
dos recursos bioldgicos aquaticos. No entanto, as estratégias e as a¢des para a melhoria
dos recursos naturais tém sido realizadas, em geral, sem respaldo cientifico (Agostinho
et al., 2005).

Entre as acdes de manejo realizada no Brasil para reduzir os impactos da agdo do

homem sobre os estoques de peixes, pode-se destacar a estocagem ou repovoamentos
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(Hilsdorf et al., 2006; Agostinho et al., 2006). Contudo, em trés décadas de programas
de estocagem de peixes no Brasil, em geral realizadas sem nenhum respaldo cientifico
(Agostinho et al., 2005), vém se tornando cada vez mais comum.

A introdugdo de peixes de forma irracional, mesmo feita com a melhor das intengdes,
pode proporcionar uma reducdo da variabilidade genética e, conseqiientemente,
diminuir a resisténcia as doengas e da capacidade de se adaptar em um novo ambiente
(Allendorf e Phelps, 1980; Taniguchi, 2003).

Portanto, a variabilidade genética ¢ de grande importancia para a conservacdo das
espécies (Barroso et al., 2005), e necessaria para os individuos enfrentarem as mudancas
ambientais, desenvolver-se (Falconer, 1987; Ryman et al., 1995) e evoluirem (Baerwald
et al., 2007).

Desta forma, a analise da variabilidade genética do plantel de reprodutores usados para
o programa de repovoamento ¢ fundamental para a conservagdo genética, assim como a
verificacdo da manutencao da variabilidade no lotes de alevinos ou juvenis que serdo
liberados no ambiente (Sirol e Britto, 2006).

Frente a este cenario, qualquer agdo que vise a recuperacao do ambiente deve buscar o
monitoramento genético. Dentre as metodologias, os marcadores moleculares, entre
estes o marcador microssatélite tornou-se fundamental para o reconhecimento e
caracterizagdo genética de estoques (nativo e cultivado) e dos peixes que serdo soltos no
ambiente (Ryman e Utter, 1987).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi analisar a diversidade genética e a
contribui¢do dos reprodutores na progénie de Piaractus mesopotamicus obtida pelo

sistema de reproducdo seminatural, através do marcador molecular microssatélite.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em uma piscicultura localizada no municipio de Salto Grande,
Sdo Paulo, que vem produzindo peixes para repovoamento do rio Paranapanema, em
conjunto com o Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Estadual de

Maringa (UEM).
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Reproducéo

Foram utilizados 20 reprodutores de P. mesopotamicus, nove fémeas e 11 machos, de
uma piscicultura de Salto Grande. Estes apresentavam as seguintes caracteristicas: 2,5
kg; quatro anos de idade; e pertenciam a um lote de 250 reprodutores, formados a partir
de peixes capturados no rio Parana.

O sistema reprodutivo utilizando foi o seminatural. Este sistema, definido por Zaniboni-
Filho e Nuifier (2004), caracteriza-se pela fertilizacdo dos évulos pelos machos dentro de
um tanque.

Antes de serem colocados em tanque, os reprodutores foram conduzidos para o
laboratorio e induzidos a reprodugdo com extrato de hipdfise de carpa segundo a
metodologia descrita por Woynarovich e Horvath (1983). As fémeas receberam 5,5 mg
extrato de hipofise / kg de peixe vivo, divididos em duas aplicagdes, sendo 10% do total
na primeira e, 24 horas depois, os 90% restantes; os machos receberam uma dose Uinica
concomitante com a segunda aplicagdo nas fémeas, com a posologia de 2,5 mg de
extrato de hipofise / kg de peixe vivo.

Ap6s a indugdo hormonal, os reprodutores foram colocados em tanque circular, com as
seguintes caracteristicas: 5,1 m de raio; 2,0 m de profundidade; fluxo de 4gua continuo
(131 L/s) em dois sentidos de vazao; e escoamento de dgua na porcao central que
permitia a saida dos ovos para uma incubadora cilindro-cénico de 200 litros com fluxo
continuo (7 L/s), retendo-os para em seguida serem levados para incubadoras
individuais do tipo cilindro conico.

Estabeleceu-se a retirada dos ovos na incubadora de captacdao a cada hora. Em seguida,
estes foram conduzidos para as incubadoras do tipo cilindro conico no laboratoério. O
periodo total de recolhimento dos ovos foi de seis horas.

Para a amostragem da progénie, colheu-se 50 larvas logo apos o nascimento (larvas de
um dia) de forma aleatoria de todas as imcubadoras e de todos os horarios de coleta de
ovos. Estas foram armazenadas em microtubos e conservadas em alcool para posterior

extragcdo e amplificacdo do DNA.
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Extracdo de DNA

Para extragao de DNA, foi utilizada a metodologia descrita por Aljanabi e Martinez
(1997), modificada por Povh et al. (2006). Para os reprodutores foi extraido DNA dos
fragmentos de nadadeira caudal de 0,5 cm? e para a progénie, das larvas de um dia.
Foram extraidas amostras de DNA de 50 larvas escolhidas aleatériamente e dos 20
reprodutores (nove fémeas e 11 machos). Foram adicionados nestas amostras 550 pL. de
tampao de lise (50 mM de Tris-HCL, 50 mM de EDTA, 100 mM de NaCl e 1% de SDS)
e 7 uL de proteinase K (200 pug/mL). Em seguida estas foram incubadas em banho-
maria a 50°C overnight. Posteriormente, o DNA foi purificado com 400 uL de cloreto
de sodio (5 M) e centrifugado por 10 minutos a 14.000 rpm, sendo em seguida
precipitado com 400 uL de etanol absoluto. O DNA precipitado foi lavado com etanol
70%, ressuspenso em TE (10 mM de Tris e 1 mM de EDTA) e tratado com 6 uL de
RNAse (30 pg/mL) em banho-maria a 38°C por uma hora.

O DNA foi quantificado por comparagdo com concentragdes de DNA fago A conhecidas
em gel de agarose 1%, revelado com brometo de etidio (0,5 pg/mL). A eletroforese foi
conduzida em tampao TAE 1X (40 mM de Tris-acetato ¢ 1 mM de EDTA) por uma
hora a 70 volts, sendo a imagem capturada pelo sistema de EDAS (Kodak 1D Image
Analysis 3.5).

PCR
O DNA genomico foi amplificado em um volume de reacao de 20 uL, no qual utilizou-se
tampdo 1X Tris-KCl, 2,0 mM de MgCl,, 0,8 uM de cada primer (Forward e Reverse), 0,2
mM de cada ANTP, uma unidade de Platinun Taq DNA Polimerase, 10 ng de DNA para
larvas e 20 ng de DNA para os reprodutores. Inicialmente o DNA foi desnaturado a 94°C
por quatro minutos e em seguida foram realizados 30 ciclos, cada um consistindo de: 30
segundos de desnaturacdo a 94°C, 30 segundos de anelamento (Tab. 1) e um minutos de
extensdo a 72°C, apds realizou-se uma extensao final a 72°C por 10 minutos. As reagdes
foram amplificadas em termociclador “Eppendorf Mastercycler® Gradient”.

Foram utilizados os oito primers microssatélite descritos por Calcagnotto et al. (2001)

(Tab. 1).
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Tabela 1 — Numero de acesso, seqiiéncia de repeticdo, temperatura de anelamento e seqiiéncia

dos primers dos oito loci microssatélite descritos para P. mesopotamicus

locus/acesso  Seqiiéncia motivo  Ta (°C) Primer (5' para 3")
(GenBank)

Pme2 (GT)18 60 F: TGGGTGCACAGCACAGTAAC
AF362445 R: TTTGCATTTCTGGTGCAAAG
Pme4 (GT)14 60 F: CATGCTGCTGCAGATTAGAC
AF362446 R: CGCTTGCAATTTAACGCAGT
Pme5 (GA)10gggagctggta 60 F: CAGAGCATCTGGAGGGACAT
AF362447 (GT)10C(GT)12 R: TCTGAGACACTGATATCTAAACACACA
Pmel4 (CTG)7 62 F: ACCGTTATGCCCTACCCTTC
AF362448 R: GCGTTCTAGACAGAACTCATGG
Pme20 (GM15 58 F: CAGAGCTTTGAGGAACACGA
AF362449 R: CCCATCAGTTACGGGTCATT
Pme21 (GM)15 68 F: ATAATGCTGGCGTCAGTGGT
AF362450 R: GGACAGCTGGTCTCAAGCTC
Pme28 (GM15 60 F: CCCAGAAGAGTGGAAGCTGT
AF362451 R: TGGTGGGAATTGACAAGAAA
Pme32 (GT)7 66 F: GCGAGAAATCTGCCTGTGAC
AF362452 R: AGGAGGGCATCATGGAGAA

Ta: temperatura de anelamento do primer; F: primer Forward; R: primer Reverse.

As amostras amplificadas foram carregadas em gel de poliacrilamida 10% (acrilamida :
bisacrilamida — 29 : 1) e desnaturante (6 M de uréia). A eletroforese foi conduzida em
tampao TBE 1X (90 mM de Tris-Borato e 2 mM de EDTA) na amperagem de 50 mA
por sete horas.

Para a visualizagdo dos alelos microssatélite, utilizou-se a coloracdo com nitrato de
prata pelo método proposto por Bassam et al. (1991) adaptado, em que o gel foi
submetido a trés solugdes: 1) solucao de fixacdo (10% de etanol ¢ 0,5% de acido
acético), por 20 minutos; 2) solu¢do de impregnacao (6 mM de nitrato de prata), por 10
minutos; 3) solu¢do de revelacao (0,75 M de NaOH e 0,22% de formol-40%), até o

aparecimento dos alelos.
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Posteriormente, os géis foram fotografados com camera digital da Sony (DSC-P93A). O
tamanho dos fragmentos foi estimado por comparacdo com o padrao 50 pb, usando o

programa da o sistema EDAS (Kodak 1D Image Analysis 3.5).

Estatistica

A freqiiéncia dos alelos, o numero de alelos, e a heterozigose observada e esperada,
foram calculadas para cada loci usando o programa GENEPOP 3.3 (Raymond e
Rousset, 1995). O equilibrio de Hardy-Weinberg, a deficiéncia ou excesso de
heterozigotos e desequilibrio de ligagdo entre os pares de loci foram calculados pelo
método de cadeia de Markov usando o programa GENEPOP 3.3. Os valores de
diferencia¢do genética (Fst) entre os reprodutores e a progénie foram estimados pelo
método de Weir e Cockerham (1984) usando o programa FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2001).
A determinacdo da paternidade da progénie foi realizada com a ajuda do programa

Microsoft Excel.

RESULTADOS

Variabilidade genética

Os oito loci produziram um total de 31 alelos, variando de dois a cinco alelos por locus.
O tamanho dos alelos variou de 182 pb (locus Pme5) a 268 pb (locus Pme21) (Tab. 2).
Nenhum alelo observado nos reprodutores foi eliminado na progénie com a reproducao
seminatural. Contudo, o locus Pme2 e o locus Pme4 apresentaram alteragdo quanto ao
alelo de maior freqiiéncia nos parentais e na progénie, em ambos os casos o alelo de
maior freqiiéncia foi alterado do B para o A (Tab. 2).

Embora o alelo de maior freqiiéncia nos loci Pme20 ¢ Pme28 tenha sido o mesmo nos
reprodutores e na progénie, a freqiiéncia foi bastante diferente entre estes, sendo 12,3%
e 8,75% maior na progénie para os dois loci, respectivamente.

O locus Pme5 foi o Ginico que apresentou alteragdo quanto ao alelo de menor freqiiéncia,

passando do D nos reprodutores (7,5%) para o A na progénie (2,94%) (Tab. 2).
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Tabela 2 — Freqiiéncia de alelos para os oito loci microssatélite encontrado para os reprodutores

e para a progénie de P. mesopotamicus

Primer Alelos Parentais Progénies
Pme2 (A = 5) A 0,1750 0,3605"
pb=195-213 B 0,3000° 0,2093
C 0,2500 0,1977
D 0,1250 0,0465
E 0,1500 0,1860
Pme4 (A = 5) A 0,2000 0,3488"
pb=191-213 B 0,2500" 0,1977
C 0,2250 0,1628
D 0,2000 0,2209
E 0,1250 0,0698
Pme5 (A =4) A 0,1750 0,0294
pb = 182-200 B 0,4250° 0,4118°
C 0,3250 0,4118"
D 0,0750 0,1470
Pmel4 (A =4) A 0,0250 0,0204
pb = 195-208 B 0,7250° 0,7347°
C 0,0750 0,0816
D 0,1750 0,1633
Pme20 (A =2) A 0,3000 0,1707
pb=213-215 B 0,7000" 0,8293"
Pme21 (A =3) A 0,0500 0,0312
pb = 260-268 B 0,9250° 0,9583"
C 0,0250 0,0104
Pme28 (A =5) A 0,2250 0,2500
pb =209-227 B 0,3500° 0,4375°
C 0,0750 0,0312
D 0,1000 0,1562
E 0,2500 0,1250
Pme32 (A =3) A 0,1250 0,1277
pb = 242-247 B 0,8000° 0,8085"
C 0,0750 0,0638

. * . e A .
A: nimero de alelos; pb: tamanho dos alelos; Valores com maior freqiiéncia.
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A progénie obtida pelo sistema reprodutivo seminatural apresentou heterozigose média
observada (0,563) semelhante ao encontrado nos reprodutores (0,550) (Tab.3).

Para os reprodutores, os loci Pme2, Pme5 e Pme28 mostraram desvios no equilibrio de
Hardy-Weinberg, sendo que o Pme2 e o Pme28 indicaram um excesso de heterozigotos,
com valores de Fis de -0,195 e -0,180, respectivamente, ¢ o Pme5 indicou uma
deficiéncia de heterozigotos, com Fis de 0,358. Ainda, o valor médio de Fis dos
reprodutores foi de 0,010, o que indicou uma significativa deficiéncia de heterozigotos
(Tab. 3).

Na progénie nenhum locus apresentou desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg.
Contudo, todos os loci apresentaram valores de Fis negativos, variando de -0,02 a -
0,360, inclusive o Fis médio (-0,122), com excec¢do do locus Pme5 que apresentou Fis
positivo, com valor de 0,031. No entanto, todos os valores de Fis ndo diferiram de zero,

indicando nem excesso nem deficiéncia de heterozigotos em todos os loci (Tab. 3).

Tabela 3 — Numero de alelos (A), heterozigose observada (Ho), heterozigose esperada (He),
coeficiente de endogamia (Fis) e teste de probabilidade do equilibrio de Hardy-Weinberg
(P(HW))

Amostras loci Média

Pme2 Pme4 Pme5 Pmel4 Pme20 Pme2l Pme28 Pme32

Parentais (n=20)

A 5 5 4 4 2 3 5 3 3,875
Ho 0,95 0,9 0,45 0,35 0,3 0,15 0,9 0,4 0,550
He 0,799 0,812 0,695 0449 0,431 0,145 0,762 0,347 0,555
Fis 0,195 -0,112 0,358 0,225 0309 -0,040 -0,180 -0,160 0,010"

P(HW) 0,001 0,101™ 0,002 0,294™ 0,286™ 1,000™ 0,013" 1,000 -

Progénie (n=50)

A 5 5 4 4 2 3 5 3 3,875
Ho 0,791 0,744 0,882 0,490 0,342 0,083 0,833 0,340 0,563
He 0,759 0,768 0,658 0431 0,287 0,081 0,713 0,329 0,503
Fis -0,042 0,031 -0,360 -0,138 -0,190 -0,02 -0,170 -0,030 -0,122™

P(HW) 0,281™ 0,687™ 0,233™ 0,822™ 0,575 1,000™ 0,250™ 0,426™ -

n: nimero de amostras; NS: Nao significativo; *Significatio (P<0,05); **Significativo (P<0,01).
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O desequilibrio de ligacdo foi observado em seis pares de loci (Pme2 x Pmel4, Pme2 x
Pme20, Pme5S x Pme20, Pmel4 x Pme28, Pme20 x Pme28, Pme21x Pme28). No
entanto, ocorreu diferente padrao de desequilibrio de ligagdo entre os pares de loci nos
reprodutores e na progénie.

O valor de diferenciacdo genética (Fst) obtido entre os reprodutores e a progénie foi de
0,003 (P=0,147), indicando baixa diferenciagdo genética segundo a definicdo proposta

por Wright et al. (1978).

Composicao das familias

O Numero de reprodutores utilizados no sistema reprodutivo seminatural foi de 11
machos e nove fémeas (Ne teorico de 19,8). Contudo, apenas seis fémeas (F1, F3, F5,
F6, F8 e F9) e seis ou sete machos (M1, M2, M3, M4, M7/M8 ¢ M9) contribuiram com
descendentes na progénie o que fez com que o Ne se alterasse de 19,8 para no maximo
12,9. Nao foi possivel diferir os machos 7 e 8 pelos alelos microssatélite analisados.
Embora a maioria dos machos tenha contribuido na progénie, esta contribuicdo foi
diferenciada, sendo que somente os machos 7 e / ou 8 contribuiram com 43,3% dos
descendentes. Contudo, 13,3% da progénie apresentaram alelos microssatélites

semelhantes, o que impossibilitou a distingdo entre os machos 3 e 4. (Fig. 1).
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Figura 1 - Participagdo dos reprodutores de P. mesopotamicus na comoposi¢do da
progénie pelo sistema reprodutivo seminatural. As figuras a e b mostram a contribui¢io

dos machos e das fémeas, respectivamente.
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A diferenciacdo na contribui¢do na progénie foi menor entre as fémeas. Apenas 3,3% da
progénie apresentaram alelos microssatélites semelhantes, o que impossibilitou a
distin¢do entre as fémeas 6 ¢ 9 (Fig. 1).

Todos os machos que contribuiram com a progénie fertilizaram mais que uma fémea,
caracterizando paternidade multipla. Os machos 7 e/ou 8 chegaram a fertilizar 66,6%

das fémeas (seis) do tanque (Fig. 2).
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Figura 2 — Contribuigdo das familias de P. mesopotamicus para a progénie obtida pelo

sistema reprodutivo seminatural.

DISCUSSAO

Variabilidade genética

A presenca de todos os alelos microssatélites obtidos nos reprodutores na progénie e a
freqliéncia dos alelos semelhantes entre estes, indicam que o sistema reprodutivo
seminatural manteve a variabilidade genética, pois a reducdo do numero de alelos e a

alteracdo nas freqliéncias destes sdo os primeiros sinais para que isto aconteca

(Allendorf, 1986; Innes e Elliott, 2006).
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Embora o nimero efetivo de reprodutores (Ne) do sistema reprodutivo seminatural
tenha sido menor (12,9) do que o valor esperado (19,8), este foi suficiente para manter a
heterozigose na progénie (0,563) em relacdo aos reprodutores (0,550) e, portanto,
também indica que foi mantida a variabilidade genética na progénie obtida por este
manejo reprodutivo.

Contudo, o sistema reprodutivo seminatural pode apresentar dominancia de apenas
alguns reprodutores dependendo da espécie, com observaram Porta et al. (2006) para
Solea senegalensis. Estes autores concluiram que a contribui¢do de apenas uma fémea ¢
dois machos (Ne = 2,67) na progénie, de um total de nove fémeas e 11 machos (Ne =
19,8), foi responsavel por promover a redugdo no numero de alelos (8,6) e da
heterozigose observada (0,79) dos parentais em relagdo a progénie (4,4 alelos e 0,68 de
heterozigose).

Sekino et al. (2003) e Hara e Sekino (2003) também relatam que a menor variabilidade
genética encontrada na progénie de Paralichthys olivaceus pelo sistema reprodutivo
seminatural foi devido a participacdo de poucos reprodutores na progénie. Da mesma
forma, Ortega-Villaizdn Romo et al. (2005) e Ortega-Villaizan Romo et al. (2006)
sugerem o mesmo quanto a redugdo da genética na progénie de Verasper variegatus em
relagdo aos reprodutores.

Mesmo com a domindncia de alguns reprodutores no manejo reprodutivo seminatural,
como observado pelos autores a cima, a reducdo da variabilidade genética pode ser
minimizada com o emprego de um grande niumero de reprodutores durante o periodo
reprodutivo (Povh et al., 2006b), como observaram Perez-Enriquez et al. (1999) para a
espécie Pagrus major. Estes autores constataram que embora tenha ocorrido a
participagdo de poucos na reproducdo, apenas 35%, o Ne de 63,7 justificou a alta
variabilidade genética da progénie (heterozigose = 0,856) em relacdo aos parentais
(heterozigose = 0,841).

O efeito do Ne sobre a variabilidade genética também foi observado por Yokota et al.
(2003), os quais constataram que o aumento do Ne de 20 (10 machos x 10 fémeas) para
50 (25 machos x 25 fémeas) proporcionou uma maior variabilidade genética na
progénie.

Portanto, o manejo reprodutivo com o emprego de um pequeno Ne pode levar a reducdo

da variabilidade genética, principalmente devido ao efeito botteneck (gargalo genético)
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(Sekino et al., 2004). Desta forma, segundo Frankham et al. (2002), um Ne de 50 seria o
minimo para que em curto prazo ndo ocorra uma depressao endogamica.

O excesso de heterozigotos nos loci Pme2 (Fis = -0,195) ¢ Pme28 (Fis = -0,180) nos
reprodutores pode indicar a quebra do efeito Whalund, caso os reprodutores tenham
sido formados por peixes coletados de diferentes localizagdes do rio Parané (diferentes
subpopulagdes). Desta forma, cada subpopulagcdo tende a aumentar a homozigose e,
conseqlientemente, quando sdo misturas promovem um excesso de heterozigotos.

A deficiécia de heterozigoto, observado no locus Pme5 (Fis = 0,358) e o Fis médio
(0,010), pode ser devido a endogamia, amostragem ndo aleatoria ou efeito Wahlund
(Castric et al., 2002). Contudo, destas explicagdes, as duas primeiras sao mais
adequadas, pois € provavel que tenha ocorrido quebra do efeito Wahlund na formagao
do estoque, devido ao Fis negativo de alguns loci, e ndo o contrario.

Embora apenas o locus Pme5 apresentou valor positivo de Fis (0,031) ¢ os demais loci
valores negativos (-0,02 a -0,360), estes valores nao diferiram de zero, indicam nem
excesso e nem deficiéncia de heterozigotos e, portanto, a reproducdo pelo sistema
seminatural de P. mesopotamicus manteve o equilibrio de Hardy-Weinberg na progénie.
Ainda, a baixa diferenciacdo genética (Fst = 0,003) entre os reprodutores ¢ a progénie
sugere que a amostragem dos alelos na formagdo dos gametas ndo estaria conduzindo a
uma diferencia¢do genética entre estes.

Os diferentes padroes deste desequilibrio de ligagdo entre os pares de loci nos
reprodutores ¢ na progénie sugerem que estes ndo estejam ligados fisicamente.
Semelhantemente, Small et al. (2006) justificou que o desequilibrio de ligacdo entre
alguns pares de loci nas populagdes Oncorhynchus keta nao foi devido ao acoplamento
fisico, mas possivelmente devido a endogamia ou ao efeito Wahlund, pois os loci foram

transmitidos de maneira independente nas populacdes.

Multipla paternidade

Esta baixa determinacdo de paternidade, apenas 60% foi correlacionada com um unico
casal de reprodutores, foi devido ao pequeno numero de alelos obtidos com a utilizagao
dos oito loci microssatélite (31 alelos diferentes). Contudo, atualmente existem apenas
estes oito loci microssatélite descrito por Calcagnotto et al. (2001) para P.

mesopotamcus, os quais observaram no maximo 52 alelos diferentes, variando de dois a
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10 alelos por locus. No entanto, estes autores observaram no maximo trés alelos para os
loci Pme20, Pme21 e Pme21, o que pode justificar a determinacdo de apenas 60% de
paternidade da progénie.

A multipla paternidade observada no sistema seminatural de P. mesopotamicus revelou
que alguns machos chegaram a fertilizar de quatro a seis fémeas. Em outras espécies,
também foi observado este comportamento na reprodugdo seminatural, como se pode
observar nos trabalhos de Frost et al. (2006) para Lates calcarifer, Porta et al. (2006)
para Solea senegalensis, Fessehaye et al. (2006) para Oreochromis niltoticus,
Wesmajervi et al. (2006) para Gadus morhua, Garante et al. (2001) para Salmo salar e
Sekino et al. (2003) para Paralichthys olivaceus.

A contribuicdo desigual dos machos pode ser devido ao real comportamento
dominancia do macho no acasalamento, sendo que apenas os machos 7 e/ou 8
contribuiram com 43,3% de toda a progénie. Sekino et al. (2003) também observou este
comportamento desigual dos machos, os quais constaram que apenas um macho foi
responsavel por 99% da progénie. Segundo Tuyttens ¢ Macdonald (2000), o nivel de
estresse pode afetar o estabelecimento de hierarquias e conseqiientemente o padrao dos
acasalamentos. Contudo, a variagdo na qualidade de esperma pode ser um outro fator
(Sekino et al., 2003). Campton (2004) ainda observou a competicdo dos
espermatozoéides quando foi misturado esperma de varios machos de Salmo salar em

um pool de ovos, o que promoveu uma reducao do Ne em relagio ao nivel esperado.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que houve paternidade multipla e
a dominancia de alguns reprodutores de P. mesopotamicus no sistema reprodutivo
seminatural. No entanto, variabilidade genética da progénie obtida por este sistema em

relacdo aos reprodutores foi mantida.
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VI. CONSIDERACOES FINAIS

A populagdo de Piaractus mesopotamicus apresentou maior variabilidade genética em
relagdo ao estoque da piscicultura de Salto Grande, Sdo Paulo. Contudo, a moderada
diferenciagdo genética e o alto Nm, sugerem pouca diferenga genética entres estas.

A progénic de P. mesopotamicus obtida pelo sistema reprodutivo seminatural
apresentou maior variabilidade genética em relacdo a progénie obtida pelo sistema por
extrusdo. Ainda, o primeiro sistema mostrou maior eficiéncia reprodutiva das fémeas, e menor
mortalidade em relagdo ao segundo.

O sistema reprodutivo seminatural revelou multipla paternidade e contribuicao
diferenciada entre os reprodutores na progéniec de P. mesopotamicus. Todavia, este sistema
pemitiu que a variabilidade genética dos reprodutores fosse mantida na progénie.

Os resultados obtidos com os marcadores RAPD e microssatélite mostraram que
houve coeréncia na andlise da variabilidade genética, o que aumenta a confianga dos

resultados, pois estes marcadores exploraram partes distintas do genoma.



VIIl. APENDICES
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Apéndice A

Loci Pme14

4 alelos

L1LE2 132D ' L26 127 128 ...........30

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M3 M

Figura 1A — Alelos de microssatélite analisados em gel de poliacrilamida desnaturante (10%)

corado com nitrato de prata.
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Apéndice B

L 1.2 3 4 5 68 ¢ & 8 1011 121314 15 16 17 18 18 20 21 20 03

Figura 2A — Analise dos fragmentos RAPD do primer W3 em gel de agarose 1,7%. “L”
corresponde ao ladder de 100 pb.



