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RESUMO

Nos ultimos anos vém ocorrendo um declinio da captura de dourado (Salminus
brasiliensis), no rio Paranapanema. Os principais fatores causadores do declinio na
captura sdo: desmatamento da vegetacdo ciliar; excessivo esfor¢o de pesca; captura de
individuos jovens; drenagem de lagoas marginais; regulagdo do regime hidrologico dos
rios; construgdes de barragens; poluicao das dguas e introdugdo de espécies exoticas.
Para a preservacdo da diversidade genética dessa espécie, € necessdrio o
desenvolvimento de programas capazes de amenizar o impacto de barragens sobre a
piracema. A produgdo de juvenis dessa espécie surge como uma alternativa para a
conservagao, com objetivo de povoar viveiros de pisciculturas, grandes lagos, rios e
represas. Porém, para que haja uma correta implantacao de programas de repovoamento
¢ requerido o monitoramento genético, a avaliagdo de procedimentos reprodutivos e o
apoio cientifico de diferentes areas. O objetivo do presente estudo foi verificar se ocorre a
transposi¢ao de individuos de S. brasiliensis na escada de transposi¢do da hidrelétrica
de Canoas I e avaliar a diversidade genética destes individuos para que sejam renovado
os estoques de dourado da Estacdo de Hidrologia e Aquicultura de Salto Grande e
também avaliar diversidade genética de reprodutores (53 € 59) da progénie deste
acasalamento, que serdo utilizados em programas de repovoamento do rio
Paranapanema através do marcador molecular RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA). Os resultados mostraram que a escada de transposicdo de Canoas I permite a
transposi¢ao de dourado (S. brasiliensis) no trecho do médio Paranapanema e as trés
populacdes coletadas na escada de transposi¢do da hidrelétrica de Canoas I podem ser
utilizadas para renovar o estoque de dourado da Estacdo de Hidrologia e Aquicultura de

Salto Grande (SP). E também mostrou que houve a dominancia de apenas um casal no



Xii

acasalamento entre reprodutores de Salminus brasiliensis no sistema reprodutivo
seminatural. No entanto, a variabilidade genética da progénie obtida por este sistema em

relacdo aos reprodutores foi mantida.



ABSTRACT

In recent years there has been a decline in the capture of “dourado” fish (Salminus
brasiliensis) in the Paranapanema River. The major factors causing this decline are:
clearing of riverside vegetation, excessive fishing effort, capture of young individuals,
drainage ponds, regulation of hydrological regime of rivers, construction of dams,
pollution and introduction of exotic species. To preserve the genetic diversity of this
species, it is necessary to develop programs that can mitigate the impact of dams on
spawning. The production of juveniles is an alternative to conservation, aiming to
populate fish ponds, large lakes, rivers and dams. But for an effective implementation of
repopulation programs it is required genetic monitoring, evaluation of reproductive
procedures and scientific support of different areas. The aim of this study was to
determine whether there is transposition of individuals of S. brasiliensis on the
transposition stairs of the hydroelectric plant of Canoas I and evaluate the genetic
diversity of these individuals to renew the stocks of “dourado” at the Station of
Hydrology and Aquaculture of Salto Grande and also assess the genetic diversity of
breeders (5 & and 5 Q) from the progeny of this mating, which will be used in
repopulation programs of the Paranapanema River through the molecular marker RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA). The results showed that the transposition
stairs of Canoas I allow the transposition of “dourado” (S. brasiliensis) at the middle
Paranapanema River and that the three populations collected there can be used to renew
the stock of “dourado” at Salto Grande (SP). It was also shown that there was a
dominance of only one mating pair of Salminus brasiliensis in the semi-natural
reproductive system. However, the genetic variability of the offspring produced by this

system was maintained..



I- INTRODUCAO GERAL

A Aquicultura ¢ um dos sistemas de producao de alimentos que mais cresce
no mundo, sendo que a Piscicultura ¢ uma das atividades que vem se mostrando mais
promissora. Nesse contexto, conforme dados da FAO — Food and Agriculture
Organization of United Nations (2008), quando se analisa o desempenho da aquicultura
mundial, ndo se pode deixar de ressaltar, que dentre os dez maiores produtores
mundiais, destacam-se de forma bastante preponderante, nove paises Asiaticos (China,
ndia, Indonésia, Filipinas, Vietna, Tailandia, Coreia do Sul, Japao e Bangladesh) e,
apenas um pais da América do Sul (Chile). J& o Brasil, a despeito de todo o seu
potencial e tradi¢@o secular nessa area, teve a participacdo sofrivel, notadamente quando
se leva em conta que as 289,6 mil toneladas produzidas pelo pais em 2007,
representaram apenas 0,44% da produ¢do mundial da aquicultura no referido ano.

Porém, o Brasil apresenta uma série de condi¢cdes que poderiam aumentar
ainda mais sua produtividade, tais como condi¢des climaticas adequadas, baixo custo da
terra, grande variedade de espécies com valor econdmico adaptaveis aos cultivos,
mercado consumidor potencial, infraestrutura de apoio € escoamento para exportacao,
linhas de crédito, auséncia de poluicdo e contaminacdo acentuada dos ecossistemas
aquaticos, também possui muitos Estados produtores e exportadores de soja e outros
graos que formam a base da maior parte da alimentagdo dos peixes (Lovshin, 2000).

Apesar de a produtividade da aquicultura ainda ser modesta quando
comparada com programas de produgdo de animais terrestres, de acordo com a FAO
(2002), um hectare cultivado com peixes produz mais do que com qualquer outro
animal. Também ¢ crescente a demanda mundial por alimento de origem aquatica, tanto

em fun¢do da expansdo populacional como pela busca por produtos de facil preparo,



higienicamente corretos e nutricionalmente adequados (Bailey, 1997; Valenti et al.,
2000; Oetterer, 2002). Por isso, nos ultimos anos o interesse dos produtores na
utilizagdo de espécies nativas com aprecidveis caracteristicas zootécnicas tem
aumentado, objetivando a producdo, a melhora econdmica e a participagdo em
programas de melhoramento e repovoamento, em que além da aplicagdo de estratégias
de monitoramento e de explora¢do, a utilizacdo de diversas ferramentas biotecnologicas

pode ser propostas.

1.1. Salminus brasiliensis

O género Salminus ¢ representante da familia Characidae, ordem dos
Characiformes e classe dos Actinopterygii. Atualmente, sdo descritas trés espécies para
o género Salminus: Salminus affinis (Steindachner, 1880), Salminus hilarii
(Valenciennes, 1850) e Salminus brasiliensis (Curvier, 1816).

S. affinis ¢ nativo das bacias dos rios Magdalena na Colombia e rio Pachitea
no Peru. S hilarii é nativo das bacias do alto rio Parana, Sdo Francisco, Tocantins e alto
Amazonas, também ¢ nativo da Venezuela e Colombia, sendo encontrado na bacia do
rio Orinoco, comum a esses dois paises. Ja, S. brasiliensis, conhecido popularmente
como dourado, apresenta ampla distribui¢do geografica no territério brasileiro, sendo
encontrado em toda a extensdo da bacia do Prata (formada pelos rios Parand, Paraguai e
Uruguai) e na bacia do Sdo Francisco (distribuida em sete unidades da federagdo:
Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Bahia, Goias, Minas Gerais e Distrito Federal) (Morais-
Filho e Schubart, 1955; Paiva, 1983; Godoy, 1987; Britski et al., 1988).

S. brasiliensis ¢ a espécie que atinge o maior tamanho entre as espécies do
género Salminus, podendo passar de um metro de comprimento. Dentre as trés espécies,
¢ considerada a que possui maior potencial para a piscicultura, pois ¢ um peixe de
grande porte, com caracteristicas organolépticas adequadas e, além disso, tem
caracteristicas indicadas para a pesca esportiva, sendo excelente atrativo em
estabelecimentos de pesque-pague (Morais-Filho e Shubart, 1955).

Apesar de este peixe ser de grande importancia econdmica (Koch et al., 2000), a
piscicultura desta espécie torna-se um processo dificil. Pelo fato do dourado aceitar somente

alimentos vivos e pelas altas taxas de canibalismo quando acondicionado em altas



densidades, torna-se necessario introduzir grande numero de larvas forrageiras
(Weingartner & Zaniboni Filho, 2005).

O dourado ¢ um peixe carnivoro de habitos diurnos, de coloragdo tipica
amarelo-dourado (Figura 1), sendo considerado o maior peixe de escama da bacia do
Prata e uma das espécies mais nobres dos peixes nativos de agua doce (Scorvo Filho &

Ayrosa, 1996).

Y

V.

5
o
o
o8
o
o3
8
=
il
~4
=}
=
m

=l
-]

L @ INFOAQUA.COM-BR
i 4 —

Figura 1. Caracteristicas externas do dourado (Salminus brasiliensis). Fonte: infoaqua.com.br.

S. brasiliensis apresenta comportamento migratorio e conforme seu estagio
de vida (larva, juvenil ou adulto) ocupa diferentes ambientes na planicie de inundagdo
(Agostinho et al., 1997). As espécies migratorias geralmente desovam em aguas abertas
no canal principal e tributarios, seus ovos e larvas sdo carregados para areas alagadas e
lagoas marginais. Na fase jovem, essa espécie explora ambientes lénticos ou
semildticos, os quais funcionam como areas de alimentacao e crescimento.

O dourado apresenta habito alimentar diferenciado ao longo do
desenvolvimento ontogenético, sendo planctéfago no estddio larval, passando a
alimentar-se de larvas de outros peixes e de insetos. Quando juvenil, a dieta ¢ baseada
em insetos e, finalmente, durante o restante de seu desenvolvimento, alimenta-se
exclusivamente de peixes (Morais-Filho e Schubart, 1955).

Em relacdo ao comportamento reprodutivo, a espécie apresenta fecundagao
externa e apenas um periodo de desova anual durante a primavera e o verdo (época da
piracema), possui ovos semidensos € ndo apresenta cuidado parental (Godoy, 1975). De
acordo com Vazzoler et al. (1997), os fatores exogenos sdo responsaveis pela
sinalizagdo dos processos reprodutivos, os aumentos da temperatura e da duragdo do dia
agem como fatores preditivos, exercendo influéncia em diferentes fases do
desenvolvimento gonadal. Por esses fatores, o periodo reprodutivo acaba coincidindo
com dias longos e com altas temperaturas da agua, associados com picos de cheias,

possibilitando que as larvas resultantes da desova encontrem condi¢des adequadas para



o seu desenvolvimento, no que se refere a disponibilidade de alimento e a presenca de
abrigos.

A maioria dos peixes de piracema ndo apresenta indicios de desova em
cativeiro, sendo comum a estocagem de dourados por longos anos em tanques, sem que
esses peixes manifestem qualquer sinal de desova (Morais-Filho e Schubart, 1955).
Porém, a desova do dourado em cativeiro pode ser obtida por meio de indutores
hormonais de peixes, tais como o extrato de hipofise de carpa (Streit Jr. et al, 2003).

Na bacia do Prata, o dourado tem grande valor comercial, e no alto rio
Parana, a espécie pertence a categoria-I, que € a mais alta categoria alimentar de peixes
nobres para comercializagdo, isto apos atingir um comprimento total superior a 40cm
(Agostinho et al., 1994; Okada, 2001). O dourado ¢ uma espécie que apresenta carne
saborosa, boas caracteristicas para a pesca esportiva, sendo bastante requisitado em
pesque-pague. Porém, nos tltimos anos vem ocorrendo o declinio de sua captura.

Os principais fatores causadores do declinio na captura sdo: desmatamento
da vegetagao ciliar; excessivo esfor¢co de pesca; captura de individuos jovens; drenagem
de lagoas marginais; regulacdo do regime hidrologico dos rios; construgdes de
barragens; poluicdo das dguas e introducao de espécies exdticas (Zaniboni-Filho, 2000).

Para a preservagao da diversidade genética dessa espécie ¢ necessario o
desenvolvimento de programas capazes de amenizar o impacto de barragens sobre a
piracema. E a produgdo de juvenis dessa espécie surge como uma alternativa para a
conservagdo, com objetivo de povoar viveiros de piscicultura, grandes lagos, rios e
represas.

De acordo com Baldisserotto e Gomes (2005), atualmente os trabalhos
relacionados a criagdo de dourado tém despertado grande interesse dos centros de
pesquisa. Duas razdes principais podem ser citadas para justificar esse maior interesse
pela espécie: uma delas € o potencial como espécie para piscicultura, pelo seu rapido
desenvolvimento inicial e elevado preco de mercado; a segunda estd relacionada a
preocupacdo existente quanto a conservacdo dessa espécie em ambiente natural, em
funcdo da degradacdo do seu habitat e do grande apelo social despertado,

principalmente entre as comunidades ribeirinhas de sua area de distribuigao.



1.2. Rio Paranapanema

O rio Paranapanema ¢ um dos mais importantes afluentes da margem
esquerda do rio Paran4, com uma bacia de 100.800 km? que drena as regides Sudoeste
de Sao Paulo e Noroeste do Parana, servindo ainda como divisor entre os dois Estados
(Figura 2). Tem origem na vertente ocidental da serra da Paranapiacaba (48°15'W,

24°16'S) no municipio de Capao Bonito, SP (Britto et al., 2003).
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Figura 2. Localizagdo geografica da bacia hidroldgica do rio Paranapanema.

O Paranapanema tem uma extensdo total de 929km em um desnivel de
570m, desenvolvendo-se no sentido geral Leste-Oeste e desagua no rio Parand numa
altitude de 239m aproximadamente (Agostinho et al., 1995).

Atualmente, este rio possui 10 usinas em operacao (Usina Hidrelétrica
(UHE) Jurumirim, UHE Piraju, UHE Paranapanema, UHE Chavantes, UHE Salto
Grande, UHE Canoas I, UHE Canoas II, UHE Capivara, UHE Taquaru¢gu e UHE
Rosana) e uma ainda em constru¢do o que transformou seu curso original em uma
sucessao de reservatorios justapostos (Leuzzi et al., 2004).

No presente estudo foram considerados os reservatorios de Canoas I e
Canoas II (Figura 3), construidos pela Companhia Energética de Sao Paulo (CESP),
gerenciados atualmente pela Duke Energy International, Geragdo Paranapanema. Elas
estdo situadas no médio Paranapanama e comecaram operar em novembro de 2000. A
implantagao das escadas em Canoas I e Canoas II visam garantir a migracdo dos peixes

ao longo do médio Paranapanema, entre os reservatorios de Capivara (a jusante) e Salto



Grande (a montante), na hipétese de garantir condigdes favoraveis a manutencao das

populagdes de espécies migradoras nesse trecho da bacia.

(A) (B)
Figura 3. Foto ilustrativa das usinas hidrelétricas de Canoas I (A) e Canoas II (B). Fonte: Arquivo Duke
Energy International.

De acordo com Britto et al. (2003), o rio Paranapanema ¢ considerado um rio
de 4agua pouco poluida. Ele divide-se em trés trechos principais:
1-baixo Paranapanema:

Da foz, no rio Parana, até Salto Grande, com 421Km de extensdo, o rio
Paranapanema apresenta declividade média de 29cm/km, larguras superiores a 200m
nos trechos mais profundos e nos trechos rasos, larguras que chegam a atingir 800m. Os
raios de curvatura sdo da ordem de 1000m. O curso ¢ muito pouco sinuoso,
apresentando um total equilibrio horizontal, com exce¢do, somente, do trecho nas
proximidades da embocadura no Parana, onde se nota a existéncia de bancos de areia
moveis e ilhas.
2-médio Paranapanema:

De Salto Grande até a confluéncia do rio Apiai-Guagu, com 328km de
extensdo, o rio Paranapanema apresenta um desnivel total de 210m. Nao se pode falar
em declividade média para este trecho, uma vez que com a construcdo de varias
barragens para fins de aproveitamento hidrelétrico, este desnivel estd, em sua maior
parte, concentrado.
3-alto Paranapanema:

Da confluéncia do rio Apiai-Guagu, até as nascentes, na serra de Agudos
Grandes, com uma extensao total de 180km, o rio Paranapanema apresenta uma
declividade média bastante elevada de 150cm/km, drenando uma série de ribeirdes que
descem da serra de Paranapiacaba, o alto Paranapanema vai ganhando porte e se

consolida ao receber os rios Itapetininga e Apiai-Guagu.



A fauna dos peixes do rio Paranapanema ¢ composta por nove grandes
Ordens (Characiformes, Gymnotiformes, Siluriformes, Cypriniformes, Perciformes,
Cyprinodontiformes, Synbranchiformes, Pleuronectiformes e Rajiformes) e um total de
155 espécies identificadas (Britto et al., 2003) e algumas outras ainda desconhecidas
(Castro et al., 2003). Varias destas espécies t€ém apresentado diminui¢cdo das populacdes

naturais, onde Salminus brasiliensis ¢ raramente encontrado (Britto et al., 2003).

1.3. Estacdo de Hidrologia e Aquicultura da Duke Energy

International, Geracéo Paranapanema

A Estagdo de Hidrologia e Aquicultura da Duke Energy International,
Geracao Paranapanema estd localizada a 49°13°25” W e 23°10°38”’S (Figura 4), entre os
municipios de Salto Grande (SP) e Cambara (PR). Possui altitude de 384,67m, no curso
médio do rio Paranapanema. A Estacdo foi inaugurada em 1975, com a finalidade de
produzir alevinos para o repovoamento do rio Paranapanema, para atendimento as leis
vigentes, condicionante obrigatéria para a aquisicdo e revalidacdo da Licenca de
Operagdo (LO), concedida pelo IBAMA. Sao reproduzidas na Estagdo, varias espécies
de peixes migradores, tais como: curimbata (Prochilodus lineatus), dourado (Salminus
brasiliensis), pacu (Piaractus mesopotamicus), piapara (Leporinus elongatus), piava
(Leporinus fridericci), pintado (Pseudoplatystoma corruscans) e piracanjuba (Bricon

orbignianus).

Figura 4. Vista aérea da Esta¢do de Hidrologia e Aquicultura da Duke Energy International, Geragio

Paranapanema. Fonte: Arquivo Duke Energy International.



1.4. Consideraces sobre a transformacéo de rios em reservatorios

De acordo com Sirol e Britto (2005), o represamento de ambientes 16ticos
para formagdo de lagos (I€nticos), visando a producdo de energia elétrica, tem
aumentado em resposta a demanda do crescimento populacional e econdmico. A
insercdo de barragens e a criacdo de lagos artificiais acarretam um complexo de
impactos que afetam os componentes quimicos, fisicos e bioldgicos, originalmente
presentes no ambiente.

Segundo Carvalho et al., in press, a construcdo de reservatorios sucessivos,
tem como um dos principais impactos primarios a pressdo negativa exercida sobre as
populacdes dos peixes conhecidos como grandes migradores, estritamente fluviais.
Dessa forma, a interrupcao das rotas migratorias dessas espécies, ¢, em grande parte,
responsavel pelo desaparecimento dos migradores.

Porém, ha uma série de fatores que também impactam a fauna piscicola, tais
como desmatamento da vegetacdo ciliar dos rios; despejo de efluentes domésticos e
industriais; pressao das populacdes humanas ao redor dos reservatorios; sobrepesca ao
longo do ano (inclusive em maior intensidade na época de piracema); o assoreamento de
lagoas marginais e os processos erosivos decorrentes da exploragdo agricola e mineral.
(Paiva, 1983; Torloni, 1986; Vinatea, 2004).

De maneira geral, podemos entender que a constru¢do de reservatdrios
sucessivos (em cascata), requer um conjunto de medidas de mitigacdo quanto a
manuten¢do da biodiversidade, da biota nas bacias, tentando evitar que nao ocorra
deplecgdo das capturas totais e até mesmo possibilitando o aumento da produtividade do

ambiente, em alguns casos (Sirol e Britto, 2005).

1.5. Repovoamento

Os programas de repovoamento de peixes no Brasil, realizados ha mais de
trés décadas, sdo praticas que vém se tornando cada vez mais comuns. No passado, a
introducdo de espécies exodticas era vista com interesse para o aumento da pesca

comercial, porém, hoje ¢ consenso que tal pratica pode ter contribuido para a redugdo 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.

De acordo com o Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das
Pescas o repovoamento piscicola consiste na introducdo no meio natural, curso de agua
ou albufeira, de peixes, ou mesmo ovos, provenientes de piscicultura ou, em alguns
casos, provenientes de outras massas de agua.

Os objetivos de um repovoamento podem ser varios, podendo, no entanto,
subdividir-se em quatro categorias principais:

o mitigagdo de impactos causados, por exemplo, por obras hidraulicas, em
que houve perturbagao dos hébitats e, consequentemente, das populagdes piscicolas;

o recuperacdo de populacdes piscicolas apos a eliminacdo ou atenuacdo de
fatores que as afetavam, como alteracdes da qualidade da dgua ou dos habitats, ou a
existéncia de barreiras fisicas que impediam a circulagdo dos migradores;

o aumento das populagdes piscicolas em locais em que pela procura
elevada por parte dos pescadores, o repovoamento constitua uma das formas de reforcar
os efetivos piscicolas e garantir a manuten¢do do nivel de oferta;

o introducdo de peixes em novas massas de agua, por exemplo, novas
albufeiras, ou introducao de novas espécies com o objetivo de modificar a dindmica
populacional e diversificar a oferta.

Pelo repovoamento, uma das estratégias necessdrias a realizacdo dos
objetivos estabelecidos no plano de manejo de reservatorios, ha fatores diretamente
relacionados ao plano de manejo, para que seja realizado o repovoamento, tais como
definicdo das espécies; protecdo a variabilidade genética das populagdes selvagens;
locais e periodos de soltura; tamanho de soltura dos alevinos; sanidade dos alevinos;
quantidade de alevinos liberados por local e por ambiente (Sirol e Britto, 2005).

Considerando-se o fato de que o repovoamento, provavelmente, continuara
aumentando em popularidade na sociedade, como um método mitigatério para a
recuperacdo das populagdes de peixes, torna-se fundamental que os programas sejam
fortemente cercados por pesquisas cientificas, a fim de determinar com clareza os
possiveis ganhos ecoldgicos, sociais € econdmicos (Sirol e Britto, 2005).

A Estagdo de Hidrologia e Aquicultura da Duke Energy International,
Geragdo Paranapanema, vem realizando o repovoamento como forma de mitigar e
compensar os impactos resultantes da construcao dos reservatorios. Segundo a empresa,

somente em 2002 foram soltos mais de um milhao e meio de alevinos de peixes nativos
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elongatus em pontos estratégicos do rio

Paranapanema. Porém, a tendéncia ¢ aumentar ainda mais.

1.6. Espécies nativas

Os avangos tecnologicos que viabilizaram a produgdo de peixes nativos no
Brasil, tiveram inicio efetivo nos anos 80. Foram quatro os principais centros de geragao
e difusdo de tecnologia para a reproducao e produ¢do de alevinos de diversas espécies
de peixes nativos: 0 DNOCS — Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (a
partir de suas estagcdes de piscicultura no Ceard), a CODEVASF — Companhia de
Desenvolvimento dos Vales do Sao Francisco e do Parnaiba (com suas estagdes de
piscicultura no eixo do rio Sdo Francisco), a UNESP — Universidade Estadual Paulista
(Setor de Piscicultura em Jaboticabal, SP) e o CEPTA — Centro Nacional de Pesquisa e
Conservagdo de Peixes Continentais (Estagdo de Piscicultura em Pirassununga, SP).
Paralelamente, técnicos das Estagdes de Piscicultura de diversas companhias
hidrelétricas se empenharam na reproducao de algumas espécies nativas.

Nos anos 90 a tecnologia de producdao de alevinos dos peixes redondos
estava praticamente consolidada e, assim, iniciou-se a produgdo de outras espécies.
Porém, a producao dessas novas espécies comecou dentro do setor privado, sendo muito
modesta a participacdo das instituigdes de pesquisa.

Nesse mesmo periodo comecaram a ser implantados os primeiros
empreendimentos de grande porte dedicados a engorda de peixes nativos. Também se
multiplicaram diversas pisciculturas dedicadas a engorda de peixes como o tambacu, o
pacu e o piaucu, que eram destinados tanto aos mercados locais, como aos pesque-
pague que estavam em seus “anos de gloria” na regido Sul e Sudeste.

Sdo mais de 27 anos de pesquisas, difusdo de tecnologia, cultivos
experimentais ¢ comerciais. Aumentaram os esfor¢os por parte de produtores
individuais, institui¢des de pesquisa e fomento e de empreendedores em todo o Brasil,
em busca do fortalecimento da producdo de peixes nativos em nosso pais.

De acordo com estatisticas providas pelo IBAMA (2007), a produgdo de
peixes nativos saltou de pouco mais de seis mil toneladas em 1995 para 58 mil

toneladas em 2005, com um crescimento médio ao redor de 25% ao ano.
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Apesar de modesta, quando comparada as 114 mil toneladas de peixes
exoticos produzidos no mesmo ano, a producdo de peixes nativos devera crescer muito
nos proximos anos, principalmente com a expansdo da piscicultura nos Estados da
regido Centro-Oeste e Norte, onde, atualmente, ha grandes restricdes quanto a
piscicultura com espécies nao-nativas.

De acordo com Kubitza et al. (2007), os caminhos para a expansdo da
producdo de peixes nativos no Brasil deverdo contemplar os seguintes aspectos:

* 0 alcance de escalas industriais de producdo, para reduzir custos e prover produtos
com regularidade na oferta, permitindo o desenvolvimento de um trabalho de abertura
de mercados para estas espécies;

* 0 uso de tecnologia de processamento para obter produtos sem espinhos, de maior
valor agregado e facilidade de preparo, de forma a ampliar as op¢des de mercado e o
universo de consumidores, especialmente nos grandes mercados fora das areas de
consumo tradicional;

* adapta¢do da tecnologia de cultivo em tanques-rede para a produgdo de peixes nativos;
» ampliagdo dos conhecimentos sobre a nutricdo dos peixes nativos, possibilitando a
produgdo de ragdes mais eficientes, seja para a producdo em tanques escavados ou para
cultivos mais intensivos em tanques-rede;

* a criagdo de mecanismos mais eficientes de compilagdo e difusdo dos conhecimentos
gerados pela pesquisa, para que estes cheguem rapidamente aos produtores e técnicos e
sejam incorporados a rotina de produgao;

* desenvolvimento e difusdo da tecnologia de reprodugdo e de producao de alevinos de
espécies nobres de grande potencial como o pintado e o pirarucu, de forma a aumentar a
oferta e a reduzir os custos dos alevinos;

* melhoramento e selecdo, para obter maior uniformidade no desenvolvimento e
melhores taxas de crescimento e conversdo alimentar, visando a domesticacdo das
principais espécies. No caso das espécies carnivoras um processo de sele¢do bem
aplicado pode, em poucas geragdes, resultar na produgdo de alevinos capazes de se
adaptar mais facilmente as ragcdes comerciais;

* 0s governos federais e estaduais precisam ser mais pragmaticos na busca das solugdes
tecnologicas para a producdo das espécies nativas de grande interesse comercial ou
ambiental, seja pelo financiamento de pesquisas encomendadas, seja pela aquisicdo da

tecnologia existente. Também, por convénio com instituigdes de pesquisa, devem
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fortalecer as agéncias de extensdao e promover maior difusao da tecnologia de produgao
de peixes nativos, gerada tanto pelo setor académico, quanto pelo setor produtivo;

* os produtores também precisam se organizar em associagdes especificas para defender
os interesses de suas espécies e produtos. Organizados, podem reivindicar ou contratar
pesquisas ou agdes de interesse mutuo para solucionar gargalos importantes da cadeia
produtiva da espécie de interesse em centros produtores especificos do pais.

Ainda h4 muito caminho pela frente até que a piscicultura de peixes nativos
se consolide, definitivamente, como o setor de maior expressao na aquicultura nacional.
Mas, com foco objetivo na defini¢do das espécies e adequados programas nacionais e
regionais de fortalecimento dos cultivos, sem falar no sempre fundamental trabalho de
desenvolvimento do mercado, a piscicultura das espécies nativas apresenta condi¢do de

melhorar.

1.7. Reproducdo de especies nativas migradoras e estrategias

reprodutivas

Embora o Brasil apresente uma rica diversidade ictiologica e condi¢des
geograficas excepcionais, a piscicultura brasileira teve sua expansao baseada no cultivo
de espécies exoticas, poucos foram os esforcos quanto ao desenvolvimento de
tecnologias referentes a criagdo das espécies nativas brasileiras (Zaniboni-Filho, 2000).

Contudo, atualmente ha interesse dos piscicultores brasileiros pela criagdo de
espécies de peixes nativos (Baldisserotto e Gomes, 2005). Dentre estas, existe um grupo
que abrange a maior parte das espécies nativas, e que necessita realizar migracoes
(piracema) rumo as cabeceiras dos rios para a reproducdo, sendo denominados peixes
reofilicos ou migradores.

Segundo Zaniboni-Filho (2000) a falta de tecnologia para a producdo de
alevinos das espécies nativas migradoras pode ser considerada o maior entrave ao
desenvolvimento da piscicultura baseada nestas espécies. Quando se iniciaram o0s
trabalhos de producdo de alevinos das espécies nativas reofilicas, ndo foi levada em
consideragao a biologia destas espécies na natureza e passou-se entdo a adotar as

mesmas técnicas desenvolvidas para a produgdo de espécies exoOticas. Dessa forma,
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varios equivocos foram cometidos, isto contribuiu para retardar o desenvolvimento de
tecnologia de produg¢do de alevinos destas espécies (Zaniboni-Filho, 2000).

A reprodugdo representa um dos aspectos mais importantes da biologia de
uma espécie, visto que seu sucesso depende do recrutamento e, consequentemente, a
manuten¢cdo de populagdes viaveis (Suzuki e Agostinho, 1997). Segundo Wooton
(1990), o sucesso reprodutivo de um peixe depende de onde e quando ele se reproduz,
além do recurso alocado para a reprodugdo.

A reproducdo ¢ o resultado de interacdes entre fatores bidticos e abidticos,
operando no comportamento fisiolégico dos peixes. Falhas na reprodug¢do por anos
consecutivos, causadas principalmente por modificacdes no habitat, podem levar os
estoques naturais a deple¢do ou mesmo a extingdo (Suzuki e Agostinho, 1997; Ali e
Wooton, 1999).

Ao longo do tempo, a agdo antropica sobre os ambientes naturais, cOmo o
desmatamento da vegetacdo ciliar, a poluicdo por dejetos organicos e quimicos e a
sobrepesca, acarretaram a redugdo dos estoques pesqueiros de algumas espécies nativas.
O dourado foi uma destas espécies nativas prejudicadas.

Esta situagdo estd sendo agravada com a implantagdo de empreendimentos
hidrelétricos. Os represamentos t€ém como consequéncias inevitaveis alteragdes na
composicdo especifica e na estrutura da comunidade de peixes nativos, € as mais
atingidas sdo as espécies migradoras (Agostinho et al., 1992). Os impactos sobre tais
espécies, normalmente resultam da fragmentacdo do habitat (4reas de desova,
alimentacdo e crescimento) ou isolamento de segmentos populacionais (redugdo da
heterogeneidade genética), além ¢ claro, da interrup¢do de sua rota migratoria.

Como as espécies migradoras sdo as mais afetadas pelos barramentos
hidrelétricos, geralmente estdo incluidas entre as populac¢des-alvo de programas de
recomposi¢ao dos estoques pesqueiros.

Assim, a possibilidade de uma espécie de peixe reproduzir-se naturalmente
em cativeiro, foi considerada durante varios anos uma caracteristica desejavel para esta
espécie ser destinada ao cultivo.

Porém, ¢ necessario ter conhecimento sobre o ciclo de vida da espécie para
que se possa fazer o manejo adequado. A importincia que os peixes nativos migratorios
tém na pesca e na piscicultura, justifica sua utilizacdo na implantagdo de medidas
compensatdrias, como o repovoamento do rio pela da soltura de alevinos (Zaniboni-

Filho et al., 2002).
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1.7.1. Acasalamento

Geralmente, o acasalamento ¢ manejado de maneira aleatoria na reprodugao
artificial de estoques mantidos em cativeiro. Entretanto, muitas pisciculturas realizam o
manejo reprodutivo de forma inadequada podendo provocar grandes problemas na
piscicultura.

De acordo com Povh et al. (2006), um grave erro de manejo ¢ a selecdo nao-
intencional. Esta pode ocorrer quando se faz a selecdo dos animais maiores, mais
bonitos, uso de um pequeno nimero efetivo de reprodutores e da ndo-utilizagdo de todo
o periodo reprodutivo da espécie. A selecdo ndo-intencional pode causar sérios
prejuizos genéticos, alterando de maneira irreversivel o “pool” génico da populagdo, o
que pode levar a perda de alelos importantes, como aqueles associados com a adaptacdo
a uma determinada situagdo de estresse ou caracteristica climatica. A situacdo pode ser
mais grave quando o destino dos alevinos ou juvenis tem como objetivo o
repovoamento de rios e reservatorios. Primeiro porque com baixa variabilidade genética
pode diminuir a viabilidade dos alevinos ou juvenis por perdas de alelos importantes;
segundo porque estes animais serdo futuros reprodutores, portanto, pode ocorrer a
reducdo da variabilidade genética.

Também de acordo com Povh et al. (2006), outro aspecto importante no
manejo reprodutivo a ser considerado ¢ a endogamia, evento que pode ser observado em
funcdo do pequeno niimero efetivo de reprodutores em sistemas fechados, condi¢cdo que
pode proporcionar aumento da homozigose, o que possibilita que alelos deletérios raros
e alelos detrimentais tenham maior chance de se expressarem, reduzindo a viabilidade,
sobrevivéncia e crescimento. Quando ndo se faz selecdo intencional ¢ de grande
importancia a manutencdo da variabilidade genética, que pode ser conseguida com o
uso de um grande numero efetivo de reprodutores, uso de todo periodo reprodutivo e

acasalamento de individuos ndo-aparentados.
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1.7.2. Sistemas reprodutivos

Considerando-se as espécies migradoras tropicais, existem dois sistemas
reprodutivos definidos por Zaniboni-Filho e Nufier (2004), o seminatural e o por

extrusao.

1.7.2.1 Sistema reprodutivo seminatural

O sistema reprodutivo seminatural caracteriza-se pela pouca interferéncia do
produtor no processo reprodutivo, simulando condi¢des reprodutivas naturais.

De acordo com a metodologia desenvolvida por Sirol & Britto (2005),
primeiramente ¢ selecionado visualmente um numero adequado de reprodutores.
Posteriormente estes sdo transportados para um laboratorio, onde serdo pesados
individualmente e acondicionados nos aquarios em numeros apropriados. Utiliza-se o
hormonio de hipofise de carpa para estimulagdo gonadal. Apos a aplicagdo, todos os
peixes (machos e fémeas) sdo transportados para o tanque de desova, previamente
preparado onde ocorre diretamente a fertilizacdo dos ovocitos pelos machos de forma
aleatoria.

O préoximo passo consiste na coleta de ovos. Os mesmos sao conduzidos por
um cano instalado no centro de um tanque redondo e estes transportados até uma
incubadora de fibra de vidro e conduzidos a incubadoras situadas na Estacdo de
Hidrologia e Aquicultura.

A principal desvantagem do sistema reprodutivo seminatural esta
relacionada com a necessidade da retirada dos ovos do tanque para transferéncia para as
incubadoras, que segundo Zaniboni-Filho e Nuidier (2004), pode prejudicar a evolugdo
dos embrides e aumentar a possibilidade de infeccdo destes por fungos. Segundo Sirol
et al. (2007), para contornar este problema, os autores propuseram uma técnica simples
de sistema reprodutivo seminatural, utilizando tanques circulares de fluxo continuo e
circular de 4gua que possuem uma tubulagdo que permite coletar e dirigir os ovos ao

centro do tanque para serem levados a um sistema terminal de incubadora (Figura 5).
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Aplicacdo do hormonio

Tanque de desova

Incubadora coletora de ovos Incubadoras

Figura 5. Sistema reprodutivo seminatural utilizado em espécies migradoras. Fonte: Arquivo pessoal.

1.7.2.2 Sistema reprodutivo por extrusao

De acordo com Zaniboni-Fliho e Nuiier (2004), o sistema reprodutivo por
extrusdo ¢ um dos mais utilizados no Brasil. Este sistema apresenta como vantagens a
ndo-utilizacdo de tanques de reproducdo ou desova, permite o facil manejo dos gametas
destinados para programas de melhoramento e selecio e reduz a mao-de-obra necessaria
no procedimento.

Nesta técnica a selecdo dos reprodutores, pesagem, dosagem e aplicacao de
horménio sdo iguais a do sistema seminatural. A diferenga ¢ que para o sistema
reprodutivo por extrusdo, ¢ necessario o acompanhamento da temperatura da agua, até
que atinja em torno de 280°C de UTA (Unidade Térmica Acumulada). Também se faz
necessario, apos 270°C de UTA, um acompanhamento constante das fémeas, para

verificar se as mesmas estdo liberando ou ndo os ovocitos.
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Posteriormente ¢ realizada a extrusao, sendo necessario capturar a fémea no
aqudario, com o auxilio de um pucd, secar o animal com uma toalha e comprimir seu
abdome com o auxilio dos dedos, até que sejam liberados os ovocitos em um recipiente
plastico que devera estar totalmente seco, para que ndo haja hidratagdo dos ovocitos,
quando em contato com a agua em seguida, ¢ realizado o mesmo processo para os
machos, para a liberagdo do sémen e posterior fecundagdo dos ovocitos. Para a
fertilizacdo adiciona-se 4gua para que ocorra sua hidrataga.

Apds a unido dos ovos com o sémen, aguardam-se mais ou menos 15
segundos ¢ adiciona-se um pouco de dgua para que haja a hidratagdo dos ovdcitos em
seguida, os recipientes com a desova sdo colocados em cima de um balcdo, onde esta
fica por cerca de 20 minutos para que ocorra a hidratacdo, ap6s, a desova ¢ levada para
as incubadoras instaladas nos tanques.

Nestas incubadoras ocorre o processo desde a formacao das larvas até a sua

eclosdo (Figura 6).

Incubadoras

Figura 6. Sistema reprodutivo por extrusdo utilizado em espécies migradoras. Fonte: arquivo pessoal.

Existem alguns trabalhos que comparam a eficiéncia reprodutiva na

utilizagdo dos dois sistemas reprodutivos na variabilidade genética das progénies. De
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acordo com Povh et al. (2007), o sistema de desova seminatural ¢ o método mais
eficiente para a producdo de peixes em cativeiro, pela excelente taxa de fecundacdo e a
menor perda de reprodutores utilizados, pois o manejo realizado neste sistema causa
menos estresse aos peixes, enquanto que no sistema por extrusao o estresse do animal ¢
muito alto, ocasionado pelo excesso de manuseio, causando ferimentos nestes animais
pelo excesso de movimentos repetidos em seu abdomen, e em alguns casos ocasiona a
sua morte.

Assim, recomenda-se a utilizagdo do sistema seminatural de desova, pois
este método possibilita que todos os machos do lote tenham a chance de deixarem
descendentes, aumentando assim a variabilidade genética nos alevinos oriundos destas
desovas, pois, neste sistema a liberagdo dos ovos ocorre naturalmente em um tanque

adaptado, onde se tenta aproximar ao maximo as condi¢des do meio natural.

1.8. Genética e biotecnologia na piscicultura

As pesquisas em genética de populacdes de peixes tém contribuido
grandemente para elucidacdo de questdes relativas a estrutura de populagdes selvagens
ou cultivadas de diversas espécies, de sua origem e caracteristicas peculiares, tais como
sucesso reprodutivo, taxas de divergéncias genéticas entre populagdes, migragao,
tamanho da populacdo, selecdo natural e eventos historicos (Parker et al., 1998;
Sunnucks, 2000).

Considerando as caracteristicas biologicas dos peixes, a grande diversidade
da ictiofauna neotropical e a importancia da pesca em diversas regides do mundo, a
utilizacdo de marcadores genéticos pode auxiliar os programas de conservagdo de
recursos pesqueiros (Ward & Grewe, 1995).

A biologia molecular tem sido a ferramenta escolhida para os estudos de
genética de populagdes e tem acumulado avangos importantes, gerando técnicas cada
vez mais precisas para o exame de segmentos de DNA, em adi¢ao a descoberta de
variados marcadores moleculares aplicdveis aos mais diversos problemas encontrados
no estudo de populacdes e as andlises estatisticas que permitem desde a estimativa do
grau de variabilidade genética de uma dada populagdo a construgdo de arvores

filogenéticas, relacionando espécies proximas e elucidando questdes de parentesco.
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A biologia molecular desenvolveu-se de maneira expressiva, apos a
descoberta da estrutura do DNA em 1953 por Watson e Crick (Alberts et al., 1997). Até
o inicio dos anos 70, o DNA era uma molécula dificil de ser analisada
bioquimicamente. Hoje, gracas a evolug¢do das técnicas de manipulagdo do DNA, ela ¢
uma das moléculas mais faceis de ser estudada. Outra vantagem ¢ que o DNA ¢
integralmente transmitido as todas as células, podendo ser extraido de tecidos
superficiais de peixes (Lopera-Barrero et al., 2008).

Virias técnicas de analise de DNA foram criadas, porém, foi a partir do
desenvolvimento da técnica de PCR (PCR, do Inglés, Polymerase Chain Reaction) que
possibilitou avangos significativos na manipulagdo do material genético (Martins et al.,
2002).

A tecnologia da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi concebida por
Kary Mullis (Matioli e Passos-Bueno, 2001). A técnica consiste na replicagdo do DNA
“in vitro”, catalisada por uma DNA polimerase. A reagao requer a presenga dos quatro
tipos de desoxiucleotideos (dATP, dCTP, dTTP e dGTP) e de oligonucleotideos

sintéticos, complementares as extremidades da regido do DNA que se deseja amplificar.

Esses oligonucleotideos, denominados iniciadores ou primers, funcionam
como ponto de inicio para a sintese de uma fita de DNA complementar a fita molde, que
se estende a partir da extremidade 3’ de cada primer. Cada ciclo de PCR envolve: a
desnaturacdo da molécula de DNA alvo, obtida por elevacdo da temperatura para 92°C a
95°C; anelamento dos primers por redugdo da temperatura até o ponto ideal para a
formagdo das pontes de hidrogénio entre cada par de primer ¢ a fita molde; ¢ extensdo

da sintese da nova fita de DNA (Reginato et al., 2001).

Esta extensdo envolve a adicdo de nucleotideos utilizando como molde a
sequéncia-alvo, de maneira que uma cdpia desta sequéncia ¢ feita no processo. Este
ciclo ¢ repetido por algumas dezenas de vezes. Uma vez que a quantidade de DNA da
sequéncia dobra a cada ciclo, a amplificagdo segue uma progressdo geométrica de
maneira que, depois de 20 ciclos, ¢ produzido mais de um milhdo de vezes a quantidade
inicial de sequéncia alvo. Esta escala de amplificagdo permite, portanto, iniciar com
quantidades minimas de DNA (da ordem de alguns picogramas ou nanogramas) e
terminar a reacdo com grandes quantidades de DNA de uma sequéncia especifica de
interesse (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Os produtos da amplificagdo podem ser

visualizados diretamente em gel de agarose ou poliacrilamida (Marques et al., 2002).
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Esta otimizacdo aliada com a alta especificidade e sensibilidade tornou a
PCR a principal técnica de diagnostico molecular e ferramenta essencial nos mais
diversos campos da investigacdo genética (Marques et al., 2002). Particularmente, a
tecnologia de PCR tem sido amplamente aplicada na identificagdo de marcadores de
DNA uteis na aquicultura e na conservacao de estoques naturais de espécies de peixes

(Martins et al., 2002).

1.9. Marcador molecular

Um marcador molecular é todo e qualquer fenétipo molecular de um gene
expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNA,
expresso ou ndo, como sequéncia de nucleotideos que pode ou ndo ser conhecida
(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Os principais tipos de marcadores moleculares, de acordo com Milach
(1998), podem ser classificados em dois grupos, conforme a metodologia utilizada para
identifica-los: marcadores que usam hibridizagdo (RFLP—Restriction Fragmented
Lenght Polymorphism, VNTR-VariableNumber of Tandem Repeats) e aqueles que usam
a amplificagdo do DNA (RAPD-Random Amplified Polymorphic DNA, SSR-Simple
Sequence Repeats, AFLP-Amplified Fragment Length Polymorphism, Microssatélite).

Uma série de marcadores baseados em PCR foi desenvolvida nos ultimos
anos. Dentre as técnicas moleculares, o marcador RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) e microssatélite sdo os mais usados em estudos genéticos de peixes

(Liu e Cordes, 2004).

1.10. Marcador molecular RAPD

A técnica de RAPD foi desenvolvida independentemente por dois grupos nos
Estados Unidos. Williams et al., (1990) patentearam a tecnologia com o nome mais
comumente utilizado em inglés Random Amplified Polymorphic DNA e em portugués

DNA polimoéfico amplificado ao acaso.
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RAPD ¢ basicamente uma variagdo do protocolo de PCR, com duas
caracteristicas distintivas: utiliza primer inico ao invés de um par de primers; e esse
primer unico tem sequéncia arbitraria, e portanto sua seqiiéncia-alvo ¢ desconhecida.
Normalmente, os primers apresentam 10 bases de comprimento (Dinesh et al., 1993).

Para que haja amplificacdo de um fragmento de DNA a partir do uso de
primer para RAPD, duas sequéncias de DNA complementares ao primer arbitrario
devem estar suficientemente adjacentes e em orientacdao oposta, de maneira a permitir a
amplificacdo exponencial de um segmento de DNA pela DNA polimerase. Em fungao
da grande quantidade de DNA produzido, este segmento pode ser visualizado
diretamente na forma de um fragmento num gel de eletroforese. A eletroforese ¢
geralmente conduzida em gel de agarose e a visualizagdo ¢ feita com brometo de etidio
em luz ultravioleta. Tipicamente, cada primer arbitrario utilizado dirige a sintese de
varios segmentos de DNA simultaneamente em diversos pontos do genoma, resultando
assim, em varias bandas no gel (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Dinesh et al., 1993).

O numero de fragmentos obtidos pela técnica RAPD ¢ ilimitado, uma vez
que varios primers podem ser utilizados e as sequéncias destes fragmentos
compreendem desde sequéncias de coOpia Unica até altamente repetida, o que da um
aumento na variagdo genética (Oliveira et al., 2002).

A ampla utiliza¢do da técnica RAPD deve-se principalmente a sua rapidez;
relativa acessibilidade; alto polimorfismo; pequena quantidade de material bioldgico
para extracdo de DNA; a ndo-necessidade do conhecimento prévio do genoma;
visualizacao direta em gel e por nao utilizar sondas, ¢ eliminada a necessidade de
isotopos radioativos ou marcacdo ndo-radioativa (Béartfai et al., 2003; Ferreira e
Grattapaglia, 1998). O marcador RAPD ¢ o de menor custo, ¢ exigido pequeno numero
de etapas, pouco tempo para obter os resultados e facilidade de implementagdo (Milach,
1998).

As limitagdes desta técnica ficam por conta de sua expressdo alélica
dominante, ou seja, genétipos heterozigotos ndo podem ser discriminados dos
homozigotos; dificuldade de assumir homologia entre dois fragmentos (Lynch e
Milligan, 1994; Ferreira e Grattapaglia, 1998); sensibilidade a pequenas modificagdes
de concentracdes dos componentes da reagdo e da baixa reprodutibilidade de um
laboratério para outro (Pérez et al., 1998).

Dentre as técnicas moleculares, a de RAPD tem sido rotineiramente utilizada

para caracterizacdo de populacdes, espécies e linhagens, pois, com base em eventos
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recentes, permitem a inferéncia de relagdes de parentesco entre individuos de uma dada
populacdo e da histéria de divergéncia entre populacdes de uma mesma espécie
(Marques, 2002; Povh et al., 2005). Segundo Moreira et al. (2003), a técnica de RAPD ¢
uma ferramenta adequada para o melhoramento genético em peixes.

Além do uso classico na estimativa de similaridade genética entre
populagdes, os marcadores RAPD foram utilizados com sucesso em grande nimero de
trabalhos na obtencdo de padrdes de espécies especificos em peixes (Dinesh et al., 1993,
Takagi e Taniguchi, 1995 e Callejas e Ochando, 1998) e na estimativa de relacdes
filogenéticas entre espécies e subespécies (Bardakci e Skibinski, 1994, Callejas e

Ochando, 1998).

1.11. Monitoramento da diversidade genética de peixes

Como se pode observar, a introdu¢do de peixes nos rios € uma pratica muito
comum no Brasil. No entanto, estes peixes normalmente sdo provenientes de poucos
casais (pequeno numero efetivo de reprodutores — Ne) pela alta prolificidade dos peixes,
o que tende a promover um gargalo genético (efeito botteneck), levando a uma redugao
da variabilidade genética (Povh et al., 2006).

Introdugdes de peixes de forma irracional, mesmo feitas com as melhores
intengdes, podem proporcionar a reducdo da variabilidade genética e,
consequentemente, levar a perda de resisténcia as 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 apresentara alta variabilidade, pois ¢ comum que na formagdo dos
reprodutores sejam utilizados peixes da propria piscicultura, o que pode favorecer o
acasalamento entre reprodutores aparentados (endogamia), conduzindo a um aumento
da homozigose e, consequentemente, da variabilidade genética (Moreira et al., 2003;
Povh et al., 20006).

A selecdo ndo-intencional dos peixes, como a escolha para a reproducdo dos
animais menores ou maiores, mais bonitos, ¢ também pela nio-utilizacdo de todo o

periodo reprodutivo de uma espécie reofilica, também sdo fatores que podem
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proporcionar grande reducao da variabilidade genética nas geracdes subsequentes (Povh
et al., 20006).

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

Segundo Vasemdgi et al. (2005) e Senstebg et al. (2007), a mistura
(cruzamento) de peixes da populacdo nativa com peixes liberados no ambiente pode
promover a perda de alelos importantes para a adaptacdo local. Isso porque cada
populagdo de uma determinada espécie possui um pool de alelos diferentes para a
adaptacao local e, quando um local ¢ reabastecido com individuos criados em cativeiro
que ndo se originaram do héabitat da populacdo nativa, alelos importantes para
sobrevivéncia naquele habitat 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.

E evidente o impacto que as espécies nativas tém sofrido, assim, os estoques
de reprodutores podem ser uma alternativa para a recuperagdo da diversidade genética,
promovendo a manuten¢do dos recursos genéticos com praticas como o repovoamento
dos rios, principalmente quando existe risco de extin¢ao (Koljonen et al., 2002; Barroso
et al., 2005).

Frente a este cenario, qualquer acdo que vise a recuperacdo do ambiente
deve buscar o monitoramento por meios cientificos. Para este proposito, os marcadores

moleculares sdo uma das metodologias mais adequadas (Povh et al., 2006).

1.12. Conservacao da especie Salminus brasiliensis

Uma série de trabalhos que envolvendo o S. brasiliensis foi publicado, tais

como que envolve reproducao (Dumont-Neto et al., 1997), eventos ontogenéticos
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(Santos et al., 2002); avaliagao do desempenho (Fracalossi et al., 2004) e o rendimento
de recruta (Feitosa et al., 2004), estudando a anatomia (Rodrigues e Menin, 2006) ¢ a
larvicultura (Vega-Orellana et al., 2000).

Porém, os estudos que envolvem o monitoramento genético ainda sao
incipientes. Alguns autores como: Hoffmann et al. (2005) iniciaram estudos avaliando a
diversidade de uma série de espécies coletadas no rio Paranapanema e na bacia do alto
rio Parand; Ramella et al. (2006) analisaram a variabilidade genética de quatro espécies,
entre elas do S. brasiliensis, coletados na base do rio Uruguai e Lopes et al. (2007)
avaliaram a estrutura genética de dourado coletados na usina hidrelétrica de Canoas —
rio Paranapanema. Portanto esta linha de estudo ¢ promissora e varios artigos tendem a
ser publicados, considerando a extin¢do desta espécie em uma série de reservatorios e a

necessidade de realizagdo de técnicas de repovoamento visando conserva-la.
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I1- OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos do presente trabalho foram:

1) verificar se ocorre a transposi¢do de individuos de Salminus brasiliensis na

escada de transposi¢ao da hidrelétrica de Canoas I;
2) avaliar a diversidade genética de individuos de S. brasiliensis;

3) e também avaliar a diversidade genética de reprodutores de dourado e de sua
progénie, que serdo utilizados em programas de repovoamento do rio Paranapanema

através do marcador molecular RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).
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Diversidade genética de populacdes de dourado coletados na escada de
transposicdo da hidrelétrica de Canoas |

Resumo — O objetivo do presente trabalho foi coletar reprodutores de Salminus
brasiliensis em trés intervalos de tempo distintos (14 (A), 18 (B) e 25 (C) de fevereiro
de 2008) na escada de transposi¢do da hidrelétrica de Canoas I, com intuito de verificar
se ocorre a transposicdo de individuos de dourado e avaliar a diversidade genética
destes individuos, utilizando o marcador RAPD. Foram avaliados oito primers que
apresentaram bom padrio de amplificagdo. Observaram-se valores de polimorfismo alto
para as amostras A e B (71,43; 63,81%) e baixo para as amostras C (33,33%). Pela
analise da diversidade genética (Gst) foi observada alta diferenciacdo genética entre os
individuos coletados nos trés periodos (0,21). O grafico ordenado em coordenadas
principais € coerentes com a diferenciacdo genética. Os resultados deste estudo indicam
que a escada de transposicao de Canoas I permite a transposi¢do de dourado no trecho
do médio Paranapanema. Os individuos coletados nos trés diferentes periodos na escada
de transposicao da hidrelétrica de Canoas I podem ser utilizados para renovar o estoque

de reprodutores da Estacdo de Hidrologia e Aquicultura de Salto Grande (SP).

Termos para indexagdo: marcador molecular, peixe, RAPD, programas de

repovoamento, Salminus brasiliensis.

Genetic diversity of populations collected at passage ladders of the hidreletric
plants Canoas |

Abstract — The aim of this study was to collect breeders of Salminus brasiliensis
at three different time periods (14™ (A), 18" (B) and 25™ (C), February 2008) at the
transposition stairs of the hydroelectric plant of Canoas I, aiming at verifying if there is
transposition of individuals and evaluating the genetic diversity of these individuals
through the RAPD marker. We evaluated eight primers that showed good amplification
pattern. The observed values of polymorphism were high for samples A and B (71.43,
63.81%) and low for sample C (33.33%). Through the analysis of genetic diversity
(Gst) it was observed a high genetic differentiation among the individuals collected at
the three periods (0.21). The graph ordered in principal coordinates is consistent with

genetic differentiation. The results of this study indicate that the transposition stairs of
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Canoas I allow the transposition of the “dourado” at the middle Paranapanema River.
And individuals collected at the three different periods from the transposition stairs of
Canoas I could be used to renew the breeding stock of the Hydrology and Aquaculture
Station of Salto Grande (SP).

Index terms: molecular marker, fish, RAPD, restock programs, Salminus brasiliensis.

Introducéo

O rio Paranapanema ¢ um dos mais importantes afluentes da margem esquerda
do rio Parana, com uma bacia de 100.800km” que drena as regides Sudoeste de So
Paulo e Noroeste do Parand, servindo ainda como divisor entre os dois Estados (Britto
et al., 2003). Porém, nos ultimos anos vem ocorrendo um declinio da captura de uma
série de espécies nativas neste rio, entre elas esta o dourado (Salminus brasiliensis).

Os principais fatores causadores desse declinio sdo: desmatamento da vegetagao
ciliar; excessivo esfor¢o de pesca; captura de individuos jovens; drenagem de lagoas
marginais; regulacdo do regime hidroldgico dos rios; poluicao das aguas; e introdugao
de espécies exoticas (Zaniboni Filho, 2000). Além disso, atualmente, este rio possui 10
usinas em operacdo, entre elas a usina hidroelétrica de Canoas I, e uma ainda em
construcdo, o que transformou o seu curso original em uma sucessdo de reservatorios
justapostos (Leuzzi et al., 2004), os quais interrompem a migracdo dos peixes,
interferem no ciclo de vida dos organismos aquaticos, e produzem alteracdes
importantes nos ecossistemas (Agostinho et al., 2003).

Nesse contexto, foi construida a escada de transposicdo para peixes em Canoas
I, destinadas a permitir a passagem dos cardumes da jusante para a montante em rios
barrados. Outra importante medida que visa a conservagdao da fauna piscicola € o
desenvolvimento de métodos de repovoamento (Vinatea, 2004).

Embora empregado ha mais de trés décadas no Brasil, os programas de aumento
dos estoques de peixes tém sido muito questionados, visto que a perda da diversidade
genética dos peixes destinados a soltura nos rios pode tornar esta pratica ineficiente, e
assim como também acarretar em impactos na ictiofauna (Agostinho et al., 2005).

Dessa forma, o monitoramento genético ¢ requerido para preservar a existéncia
de variagdo genética das populagdes nativas, e isto contribuird para promover a

conservagao e o aumento dos recursos exploraveis.
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A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic) tem sido utilizada com
muito sucesso para a estimagdo do valor de diversidade genética em populagdes,
espécies e linhagens de peixes (Povh et al., 2005).

O objetivo do presente trabalho foi coletar reprodutores de S. brasiliensis em
trés intervalos de tempo distintos na escada de transposi¢ao da hidrelétrica de Canoas I,
com intuito de verificar se ocorre a transposi¢do de individuos de S. brasiliensis e
avaliar a diversidade genética destes individuos para que seja renovado o estoque de
dourado na Estacao de Hidrologia e Aquicultura de Salto Grande (SP), utilizando o
marcador RAPD, para futuramente utilizar suas progé€nies em programas de

repovoamento.

Material e Métodos

Material bioldgico

A escada de transposi¢do da hidrelétirca de Canoas I (22° 56 S; 50° 31'W),
situada no médio rio Paranapanema (Figura 1) foi fechada em trés intervalos de tempo
distintos: 14, 18 e 25 de fevereiro de 2008) (Figura 2).

Nesses intervalos foram coletadas amostras de tecido da nadadeira caudal de
Salminus brasiliensis; sendo 81 amostras coletadas dia 14, dos quais para fins de analise
foram utilizadas 40 (A); 54 amostras coletadas dia 18, em que também para fins de
analise foram utilizadas 40 (B) e sete amostras coletadas dia 25 de fevereiro de 2008

(C). Totalizando 87 individuos analisados.

Rio Paranapanema

Figura 1. Localizagdo geografica da escada de transposi¢do de Canoas I, situada na bacia hidrologica do
rio Paranapanema.
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(A) 41 .0 1)
Figura 2. Foto ilustrativa da escada de transposi¢do de Canoas I, com seu fluxo normal (A) e fechada
(B). Fonte: Arquivo pessoal de Patricia Cristina Gomes.

Os individuos coletados nos trés periodos permaneceram estocados na Estacao
de Hidrologia e Aquicultura de Salto Grande (SP). Este estoque estd sendo destinado a
producao de alevinos para o programa de repovoamento do rio Paranapanema.

A avaliacdo da diversidade genética foi realizada no Laboratorio de Biologia
Molecular da Universidade Estadual de Maringd (UEM-PR), Departamento de

Zootecnia.

Extracdo de DNA

Para extracdo de DNA foi utilizada a metodologia descrita por Lopera-Barrero et
al. (2008). Em microtubos contendo as nadadeiras, foram adicionados 550puL de tampao
de lise (50mM Tris-HCIL, 50mM EDTA, 100mM NacCl), SDS 1% e 7uL de proteinase K
(200pg/mL). Foram incubadas em banho-maria a 50°C por 12 horas. O DNA foi
precipitado com 600uL de solugdo de NaCl (5M) e centrifugado por 10 min a
12.000rpm. O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para novos microtubos
(600uL), precipitado com 700uL de alcool etilico absoluto e incubado por uma hora a
-20°C. O DNA foi centrifugado, lavado com 700uL de alcool etilico 70%. O pellet foi
seco por aproximadamente 20 minutos a temperatura ambiente, posteriormente
ressuspendido em 80mL de tampdo TE (10mM Tris pH 8,0 e ImM EDTA) e tratado
com 7uL de RNAse (30mg/mL) em banho-maria a 37°C por uma hora, e em seguida

estocado no freezer a -20°C.
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Quantificacdo de DNA

O DNA foi quantificado em espectrofotometro Shimadzu com absorbancia de
260nm. As amostras foram diluidas para uma concentragdo de 10ng/puL. Para conferir a
qualidade do DNA, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1%, conduzida em
tampao TBE 1X (500mM Tris-HC1, 60mM acido borico e 83mM EDTA) por uma hora
a 70 volts.

Amplificacdo do DNA

As condi¢des de amplificagdes foram baseadas nas descritas por Williams et al.
(1990), com algumas modificagdes. O DNA genomico foi amplificado em um volume
de reacao de 15ul, no qual foi utilizado tampao Tris-KCI 1X (Tris-HCI 20mM pH 8,4 e
KCI 50mM), 2,5mM de MgCl,, 0,46mM de primer (oligonucleotideos), 0,2mM de cada
dNTPs , uma unidade de Taqg DNA Polimerase, ¢ 10ng de DNA. As reacdes de RAPD
foram amplificadas num termociclador “Eppendorf Mastercycler® Gradient”,
programado para 40 ciclos, com um passo inicial de desnaturagdo a 92°C, por quatro
minutos e um passo final de extensdo a 72°C, por cinco minutos. Cada ciclo consistiu de
40 segundos a 92°C, um minuto e trinta segundos a 40°C e dois minutos a 72°C.

Foram avaliados 60 primers do Kit Operon (Operon Technologies Inc. Alameda,
CA, EUA). Para avaliar os diferentes estoques foram selecionados oito primers, que
apresentaram bom padrao de amplificacao.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose 1,4%. Foram
utilizados 15pl do produto amplificado e 2ul de tampao de amostra (40% de sacarose e
0,25% de azul de bromofenol) em eletroforese horizontal. A eletroforese foi conduzida
em 70 volts por quatro horas em uma cuba horizontal usando tampao TBE 1X (500mM
de Tris-HCI, 60mM de acido boérico ¢ 83mM de EDTA). Foi utilizado um controle
negativo (N) para cada reacdo, onde sua amplificacdo foi executada adicionando-se
todos os componentes, citados anteriormente, exceto o DNA.

Para a revelacdo do gel, utilizou-se um banho de brometo de etideo a 0,5ug/ml,
por 30 minutos. Posteriormente, os géis foram fotografados usando o sistema EDAS

(Kodak 1D Image Analysis 3.5).
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Analise dos dados

O tamanho dos fragmentos foi estimado por compara¢do com o padraio DNA
Ladder de 100pb (Invitrogen, Carlsbad, EUA).

A presenga ou auséncia de bandas de tamanhos moleculares idénticos (mesmo
fragmento) foi usada para a constru¢ao de uma matriz de similaridade, codificando “1”,
como a presenca da banda no gel e “0” como sua auséncia.

A variabilidade genética para cada estoque foi determinada pela porcentagem de
locos polimorficos. Para esta andlises foi utilizado o programa PopGene 1.31 (Yeh et
al., 1999). O programa TFPGA 1.3 (Miller, 1997) foi utilizado para a determinacdo da
frequéncia dos fragmentos polimorficos (critério de 95%).

Os valores de divergéncia entre os individuos foram determinados pela
diversidade genética de Nei (1973) (Gst), utilizando o programa PopGene 1.31 (Yeh et
al., 1999). Para a determinagdo do nivel de diferenciagdo estabeleceu-se a defini¢dao
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 diferenciacdo genética
respectivamente.

Uma vez que a distancia de Nei ndo ¢ métrica, a dispersdo em coordenadas
principais foi construida apds corre¢do de Lingoes, utilizando o programa DistPCoA
(Legendre e Anderson, 1998), sendo evidenciada por um grafico utilizando o programa

Statistica (data analysis software system), Inc., version 7.1 (2005).

Resultados e Discussao

Pela analise em gel de agarose, observou-se que ndo ocorreu degradagdo do
DNA em nenhuma das amostras e que também n3o houve excesso de proteina que
pudesse prejudicar a amplificacdo. Desta forma, a extragcdo de DNA de fragmentos de
nadadeira utilizada neste trabalho mostrou-se eficiente.

Na Tabela 1 estdo apresentadas as sequéncias dos oito primers selecionados, a
porcentagem das bases (G e C), o numero de fragmentos, nimero de fragmentos

polimoéficos e o tamanho dos fragmentos amplificados.
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Tabela 1. Sequéncias de nucleotideos dos primers, porcentagem de bases G + C, numero de fragmentos,
nimero de fragmentos polimorficos e tamanho dos fragmentos amplificados para dourado (S.
brasiliensis), coletados em trés periodos distintos.

Primers Sequéncia de % N° de N° de Tamanho dos
nucleotideos (3° —» 5°) | (G+C) | fragmentos | fragmentos | fragmentos
polimorficos (pb)

X-01 CTG GGC ACG A 70 11 07 550-2500
X-06 ACG CCA GAGG 70 13 05 400-2072
X-07 GAGCGA GGCT 70 12 10 600-2072
X-09 GGT CTGGTT G 60 19 17 200-2600
X-12 TCG CCA GCC A 70 08 04 700-2072
X-13 ACG GGA GCA A 60 13 10 400-2072
A-02 TGC CGA GCT G 70 17 17 200-2072
A-16 AGC CAGCGA A 60 12 09 300-2500

Total - - 105 79 200-2600

Todos os primers selecionados produziram diferentes padrdes de fragmentos

RAPD. O numero de fragmentos nitidos e reproduziveis gerados por primer para as

amostras de dourado coletados em trés periodos distintos variou de oito a 19 e o

tamanho desses produtos amplificados permaneceu entre 200-2600pb. Dos 105

fragmentos analisados para os oito primers randomicos, 79 foram polimoérficos (75,2%)

e 26 monomorficos (24,8%).

A porcentagem de fragmentos polimorficos para as amostras de dourado (S.

brasiliensis), coletados na escada de transposi¢do da hidroelétrica de Canoas I, em trés

periodos distintos, esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Porcentagem de fragmentos polimoérficos para amostras de dourado (Salminus brasiliensis),
coletados em trés periodos distintos, obtidos pelo programa Popgene 1.31.

Amostras % de Fragmentos
Polimorficos
71,43%
B 63,81%
C 33,33%

A porcentagem de fragmentos polimoérficos foi maior para as amostras A

(71,43%) e B (63,81%) quando comparados com as amostras C (33,33%). Tais dados
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evidenciaram alta variabilidade genética para os individuos coletados no primeiro e
segundo dia, enquanto que os individuos coletados no terceiro dia apresentam baixa
variabilidade. Esta baixa variabilidade encontrada para os individuos C pode ter
ocorrido em fun¢ao do baixo nimero de amostras analisados (sete).

A Tabela 3 apresenta a frequéncia dos fragmentos polimorficos (critério de 95%)
para as amostras de dourado (S. brasiliensis), coletados na escada de transposi¢do da

Hidrelétrica de Canoas I, em trés periodos distintos.

Tabela 3. Primer, tamanho dos fragmentos, amostras de S. brasiliensis coletados em trés periodos
distintos com valores significativos pelo teste exato (p<0,05).

Primer | Tamanhodos  Amostras A Amostras B Amostras C p
Fragmentos (pb)
OPX01 2700 0,051 0,097 0,302 0,002
2600 0,157 0,494 0,000 0,000
500 0,189 0,039 0,000 0,002
400 0,173 0,013 0,000 0,003
300 0,189 0,013 0,000 0,002
OPX06 2700 0,194 0,000 0,000 0,001
OPXO07 2700 0,051 0,293 0,000 0,001
2500 0,163 0,526 0,000 0,001
2072 0,452 1,000 0,000 0,000
1900 0,106 0,613 0,476 0,002
1700 0,367 0,726 0,000 0,001
1000 0,367 0,842 0,842 0,001
800 0,225 0,646 0,000 0,000
OPX09 2200 0,553 1,000 0,000 0,002
2072 0,776 0,526 0,000 0,004
2000 0,163 0,776 0,842 0,000
1000 0,476 0,258 0,000 0,003
800 0,311 0,106 0,000 0,001
500 0,367 0,553 0,120 0,002
320 0,258 0,025 0,000 0,001
OPX12 2100 0,225 0,000 0,552 0,002
2072 0,225 0,000 0,552 0,002
OPX13 1900 0,452 1,000 0,000 0,001
1100 0,452 0,000 0,842 0,002
700 0,163 0,225 0,500 0,002
500 0,293 0,367 0,613 0,001
OPAO02 480 0,209 0,051 0,000 0,001
380 0,194 0,013 0,000 0,001
OPA16 2700 0,430 0,414 0,000 0,000
2500 0,324 0,134 0,000 0,000
1400 1,000 0,258 0,367 0,000
1300 0,225 0,000 0,014 0,000
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Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) na frequéncia de 32 dos 105
fragmentos encontrados. Fragmentos com baixa frequéncia (menor que 0,100) foram
observados nas trés amostragens, sendo encontrados dois, sete € um para as amostras
A, B e C, respectivamente. Estas também apresentaram 25 fragmentos ausentes
(frequéncia de 0,000), sendo encontrados cinco para a amostra B e 20 para a amostra
C. Como foram coletadas amostras de dourado em ambiente natural, esta baixa
frequéncia, bem como a auséncia desses fragmentos encontrada pode ser explicada
pelo fato que em ambiente natural ndo ocorre qualquer selecdo durante o
acasalamento entre os individuos.

Foram encontrados quatro fragmentos limitantes, sendo um para a amostra A e
trés para a mostra B e também um fragmentos exclusivos para a amostragem A
(primer OPX 06 com o fragmento de 2700pb). Estes resultados sdo indicagdes de
que, apesar de os estoques apresentarem fragmentos com baixa frequéncia e
ausentes, existe uma alta variabilidade genética dentro de cada populagao.

Os valores de diversidade genética (Gst) entre os individuos de dourado,

coletados nos trés periodos distintos, podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4. Diversidade genética (Gst) obtidos entre os individuos de S. brasiliensis, coletados em trés
periodos distintos.

Amostras Gst
AXBXC 0,21

A diversidade genética (Gst) entre os individuos foi de 0,21, valor que sugere
uma alta diferenciacdo genética, segundo a definicao de Wright (1978).
Tais dados sdo evidenciados por meio do grafico em coordenadas principais,

obtidos com o programa Statistica, version 7.1 (Figura 3).
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Figura 3. Grafico de dispersdo em coordenadas principais dos individuos de dourado, coletados em trés
periodos diferentes na escada de transposi¢do da usina hidrelétrica de Canoas 1.

De acordo com o grafico de dispersdo em coordenadas principais € possivel
identificar que as amostras B e C estdo mais proximas geneticamente, enquanto que a
amostra A estd mais distante (porém, mais proxima da populacdo B). O que sugere que
ocorre transposi¢do de individuos geneticamente diferentes em periodos distintos.

Britto e Sirol (2006) estudaram a transposicdo de peixes nas escadas do
Complexo Canoas (Canoas I e Canoas II) durante quatro periodos reprodutivos
consecutivos (2000/2001; 2001/2002; 2002/2003; 2003/2004), em que verificaram
aumento porcentual na participacdo de Characiformes entre todos os periodos, sendo
identificadas espécies migradoras e de curta e média atividade migratoria. Para Canoas
I, estes autores verificaram aumento porcentual de espécies migradoras, todas de médio
e grande porte entre os anos 2001/2002 (58,73%) e 2002/2003 (88,96%), mas entre os
anos 2003/2004 houve redugdo nessa participacdo (52,48%). Tais dados concordam
com o presente estudo, em um periodo relativamente curto foi coletado grande numero
de exemplares da ordem Characiformes (S. brasiliensis), sendo coletados: 81 individuos
no dia 14; 54 individuos no dia 18 e sete no dia 25 de fevereiro de 2008. Dessa forma, a
escada de transposi¢do de Canoas I permite a transposi¢do de peixes, indicando que

pode ser uma rota migratdria alternativa no trecho do médio Paranapanema.
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Lopes et al. (2007) também utilizaram a técnica de RAPD para estimar a
variabilidade genética de grupos de S. brasiliensis coletados nas escadas de transposi¢ao
de Canoas I e Canoas II — rio Paranapanema. Na hidrelétrica de Canoas I foram
coletados 17 individuos em marco de 2003 e 24 entre novembro de 2004 ¢ margo de
2005. Em Canoas II, foram coletados 19 individuos entre novembro de 2003 e margo de
2004 e 27 entre novembro de 2004 e mar¢o de 2005. Estes autores estimaram a
variabilidade genética por meio da porcentagem de fragmentos polimorficos. Para
Canoas I obtiveram 42,19% de fragmento polimoérficos e para Canoas 11, 44,79%. Os
dados permitiram concluir que o S. brasiliensis do Complexo Canoas tem um indice
moderado de variabilidade genética quando comparado com outras espécies migradoras.
Diferentemente ao encontrado no presente trabalho, onde se obtiveram valores elevados
de fragmentos polimoérficos para as amostras A e B, respectivamente, (71,43% e
63,81%) e valor inferior para a amostra C (33,33%), com um numero inferior de
individuos (sete).

Através da andlise da diversidade genética (Gst) foi observada uma alta
diferenciagdo genética entre os individuos coletados nos trés periodos. O grafico
ordenado em coordenadas principais é coerentes com a diferenciacdo genética.

Tal resultado pode ser explicado pelo fato de que existem a mais de 10 anos
programas de repovoamento oficiais ou privados incluindo para a espécie S. brasiliensis
no rio Paranapanema, corroborando assim com essa disposi¢do. Contudo, uma
amostragem mais abrangente de individuos de ambos os grupos, assim como a
utilizacao de marcadores microssatélites especificos, os quais ainda nao foram definidos
seria mais adequado para inferir se os peixes capturados na escada de transposicao da
usina hidrelétrica de Canoas I sdo oriundos de repovoamento.

Como as amostras A e B sdo geneticamente divergentes ¢ a amostra C apresenta
poucos individuos, tais individuos podem ser utilizadas para renovar o estoque de
dourado da Estagdo de Hidrologia e Aquicultura de Salto Grande (SP).

O monitoramento genético dos peixes jovens que serdo soltos nos rios ¢
fundamental para um programa de repovoamento, tendo em vista que a diminuicao da
variabilidade genética pode tornar um programa de repovoamento ineficiente, com
baixa sobrevivéncia dos peixes jovens no ambiente, e proporcionar impactos genéticos

irreversiveis na populag@o nativa.
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Conclusoes

1. A escada de transposi¢do de Canoas I permite a transposicdo de dourado (S.
brasiliensis) no trecho do médio Paranapanema.

2. Considerando o alto valor de fragmentos polimoérficos e a alta diferenciagao
genética entre os individuos coletados nos trés diferentes periodos na escada de
transposi¢do da hidrelétrica de Canoas I; estes, podem ser utilizadas para renovar o

estoque de dourado Estagdo de Hidrologia e Aquicultura de Salto Grande (SP).
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Diversidade genética de dourado utilizados em programas de repovoamento

Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética de um estoque de
Salminus brasiliensis utilizado em programas de repovoamento, através do marcador
RAPD. Dez reprodutores (cinco machos e cinco fémeas), 40 larvas e 40 alevinos foram
analisados. Os oito primers analisados produziram 96 fragmentos dos quais 81,2%
foram polimorficos. Houve diferenca significativa na frequéncia de 32 dos 96
fragmentos, com a presenca de um fragmento exclusivo nos alevinos. O indice de
Shannon, a porcentagem de fragmentos polimorficos e a distidncia e identidade genética
mostraram que houve menor distancia genética entre os parentais e as larvas e também
diminui¢do da variabilidade genética nos alevinos. A divergéncia genética foi menor no
grupo dos alevinos. A andlise de varidncia molecular mostrou que a maior parte da
variacgao esta dentro de cada grupo (90,05%) e ndo entre os grupos (9,95%). O estoque
de reprodutores apresenta alta variabilidade genética e houve diferenciacdo genética

entre a fase de larva e alevino.

Termos para indexagdo: marcador molecular, peixe, RAPD, programas de

repovoamento, Salminus brasiliensis.

Genetic diversity of dourado used in stock enhancement programs in the

Paranapanema river

Abstract — The objective of this work was to estimate the genetic diversity of a Salminus
brasiliensis lot used in stock enhancement programs, using microsatellite markers. Ten
broodstocks (five males and five females), 40 larvae and 40 fingerlings were analyzed.
The eight analyzed primers produced 96 fragments, of which 81.2% were polymorphic.
There was significant difference in the frequency of 32 out of the 96 fragments with the
presence of a exclusive fragment in the fingerlings. The Shannon index, the percentage
of polymorphic fragments and the genetic distance and identity showed that there is less
genetic distance between parental and larvae and a decrease of genetic variability in the
fingerlings. Genetic divergence was low in fingerlings group. The analysis of molecular
variance results showed that the major part of the genetic variation is within the groups

(90.05%) and not between them (9.95%). The broodstock present high genetic
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variability and the genetic differentiation was observed between larval and fingerling

stages.

Index terms: molecular marker, fish, RAPD, stock enhancement programs, Salminus

brasiliensis.

Introducéo

O Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816) ¢ representante da familia Characidae,
ordem Characiformes e classe dos Actinopterygii. Conhecido popularmente como
dourado, este peixe apresenta ampla distribuicdo geografica no territdrio brasileiro,
principalmente na Bacia do Prata formada pelos rios Paraguai, Parana e Uruguai e na
Bacia do rio Sao Francisco (Lima et al., 1993; Barbieri et al., 2001; Zaniboni-Filho,
2004).

Nos ultimos anos tem ocorrido um decréscimo em sua captura no rio
Paranapanema (Lopes et al., 2007). Uma importante medida mitigadora para a
conservagdo, nao sé desta espécie, como também de toda fauna piscicola ¢ o
desenvolvimento de programas de repovoamento (Sirol & Britto, 2006). Tal medida
vem sendo muito questionada, visto que a perda da diversidade genética dos peixes
destinados a soltura nos rios pode tornar esta pratica ineficiente, assim como também
acarretar em impactos na ictiofauna (Agostinho et al., 2005).

De acordo com Povh et al. (2008), a producao de alevinos ou juvenis para soltura
no ambiente pode provocar um grande impacto no potencial genético da populacdo
nativa, isto porque os estoques podem mostrar uma reducdo da variabilidade genética, o
qual pode possibilitar a perda de resisténcia a doengas ¢ a reducdo da capacidade de se
adaptar em um novo ambiente. Desta forma, a intensiva pratica de estocagem utilizando
um manejo reprodutivo inapropriado, pode resultar em impactos sobre os estoques
nativos em detrimentos genéticos. Os autores também destacaram que a perda de
variagdo genética pode ocorrer devido ao efeito fundador, e pela utilizacdo de um baixo
numero efetivo de reprodutores, portanto, um manejo reprodutivo adequado pode
minimizar perdas genéticas na progénie.

Segundo e, o monitoramento da diversidade genética dos reprodutores e dos
peixes que serdo liberados no ambiente (Ortega-Villaizan Romo et al. 2006) e a

participacdo multidisciplinar (Lopera-Barrero et al. 2007) sdo necessarios para
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assegurar um programa de repovoamento responsavel e efetivo. Entre as técnicas
moleculares a técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic) tem sido utilizada
com sucesso para a estimacdo do valor de diversidade genética em populacdes
(Pamponet et al., 2008), espécies e linhagens de peixes (Sanches & Galetti Jr, 2007) e
monitoramento genético de programas de conservagao (Jacometo et al., 2010; Lopera-
Barrero et al., 2010a).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar através do marcador RAPD a
diversidade genética de estoques de Salminus brasiliensis, que serdo utilizados em

programas de repovoamento do rio Paranapanema.
Material e Métodos

Local

O trabalho foi realizado em 2007 na Estacdo de Hidrologia e Aquicultura da Duke
Energy International, localizada no municipio de Salto Grande (SP), em conjunto com
o Laboratorio de Biologia Molecular - Departamento de Zootecnia da Universidade

Estadual de Maringé (PR).

Material bioldgico

Foram utilizados 10 reprodutores (53 e 59) de S. brasiliensis coletados
aleatoriamente de uma populagdo estocada ha cinco anos nas instalagdes da Estagdo de
Aqiiicultura e Hidrologia da Duke Energy International, localizada na cidade de Salto
Grande — SP, Brasil. Esses individuos sdo provenientes de coletas realizadas nas
escadas de transposi¢cdo das usinas hidroelétricas de Canoas I e Canoas II, situadas no

rio Paranapanema, SP.

Manejo reprodutivo

O experimento foi realizado em novembro de 2007 nas instalagdes da Estacdo de
Aqiiicultura ¢ Hidrologia da Duke Energy International. Os 10 reprodutores foram
conduzidos para o laboratorio e induzidos a reproducdo seminatural com extrato de
hipofise de carpa. As fémeas receberam 5,5mg kg, divididos em duas aplicagdes,
sendo 10% do total na primeira aplicacdo e 12 horas depois os 90% restantes. Os
machos receberam 2,5mg kg em dose tnica. De todos os individuos foram coletadas

amostras de nadadeira caudal (0,5cm aproximadamente), armazenadas em microtubos
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de 1,5mL contendo alcool etilico 100% para a posterior extragdo e amplificagdo do
DNA.

Ap6s a indugdo hormonal, os reprodutores foram colocados num tanque circular
com um raio de 5,1 e 1,85m de profundidade média e abastecido por um fluxo de agua
continuo (131L/s) em dois sentidos de vazao. O escoamento da agua na porcao central
mediante um cano de seis polegadas permitiu o direcionamento dos ovos para uma
estacdo coletora, onde os ovos ficaram vertidos numa incubadora cilindro conica de
captagdo de 200L com fluxo continuo de agua (7L/s). A fungdo desta incubadora de
captagdo foi reter os ovos obtidos na reprodugdo para em seguida estes serem levados a
incubadoras individuais do tipo cilindro conicas.

Aproximadamente seis horas depois da tltima inducdo (260 horas-grau, 27°C) foi
dado inicio a coleta de ovos. Estabeleceu-se um periodo de coleta de seis horas, com a
retirada dos ovos da incubadora de captacdo a cada hora sendo em seguida, conduzidos
para as incubadoras do tipo cilindro conicas onde ocorreu a incubacdo dos ovos. A
porcentagem de mortalidade dos reprodutores (fémea/macho) usados nos acasalamentos
foi definida um dia depois da reprodugao.

Dois dias depois da eclosdo dos ovos, aproximadamente 200 larvas foram
coletadas de forma aleatoria de todas as incubadoras em todos os horarios, sendo
armazenadas em microtubos de 1,5mL contendo alcool etilico 100%. Dessas larvas, 40
foram coletadas aleatoriamente para posterior extracao e amplificagdo do DNA.

Também foram coletadas 40 amostras de nadadeira caudal (0,5cm
aproximadamente) de alevinos com 30 dias de idade e armazenadas em microtubos de

1,5mL contendo alcool etilico 100% para posterior extra¢dao e amplificagdo do DNA.

Extracdo de DNA

Para extracao de DNA foi utilizada a metodologia descrita por Lopera-Barrero et
al. (2008). Em microtubos contendo as nadadeiras, foram adicionados 550puL de tampao
de lise (50mM Tris-HCL, 50mM EDTA, 100mM NaCl), SDS 1% e 7uL de proteinase K
(200pg/mL). Foram incubadas em banho-maria a 50°C por 12 horas. O DNA foi
precipitado com 600ul de solugdo de NaCl (5M) e centrifugado por 10 min a
12.000rpm. O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para novos microtubos
(600uL), precipitado com 700uL de alcool etilico absoluto e incubado por uma hora a -
20°C. O DNA foi centrifugado, lavado com 700uL de alcool etilico 70%. O pellet foi

seco por aproximadamente 20 minuto a temperatura ambiente e posteriormente
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ressuspendido em 80mL de tampao TE (10mM Tris pH 8,0 ¢ ImM EDTA) e tratado
com 7uL de RNAse (30mg/mL) em banho-maria a 37°C por uma hora, e em seguida

estocado no freezer a -20°C.

Quantificacdo de DNA

O DNA foi quantificado em espectrofotometro Shimadzu com absorbancia de
260nm. As amostras foram diluidas para uma concentracdo de 10ng/pL. Para conferir a
qualidade do DNA, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1%, conduzida em
tampao TBE 1X (500mM Tris-HC1, 60mM &cido boérico e 83mM EDTA) por uma hora
a 70 volts.

Amplificacdo do DNA

As condigdes de amplificacdes foram baseadas nas descritas por Williams et al.
(1990), com algumas modificagcdes. O DNA genomico foi amplificado em um volume
de reagdo de 15ul, no qual se utilizou tampao Tris-KCl 1X (Tris-HCI 20mM pH 8,4 e
KCl 50mM), 2,5mM de MgCl,, 0,46mM de primer (oligonucleotideos), 0,2mM de cada
dNTPs , uma unidade de Taq DNA Polimerase, e 10ng de DNA molde. As reagdes de
RAPD foram amplificadas num termociclador “Eppendorf Mastercycler® Gradient”,
programado para 40 ciclos, com um passo inicial de desnaturagdo a 92°C, por quatro
minutos e um passo final de extensdo a 72°C, por cinco minutos. Cada ciclo consistiu de
40 segundos a 92°C, um minuto e trinta segundos a 40°C e dois minutos a 72°C.

Foram avaliados 60 primers do Kit Operon (Operon Technologies Inc. Alameda,
CA, EUA). Para avaliar os diferentes estoques foram selecionados oito, que
apresentaram bom padrao de amplificacao.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose 1,4%. Foram
utilizados 15pl do produto amplificado e 2ul de tampao de amostra (40% de sacarose e
0,25% de azul de bromofenol) em eletroforese horizontal. A eletroforese foi conduzida
em 70 volts por quatro horas em um cuba horizontal usando tampao TBE 1X (500mM
de Tris-HCI, 60mM de acido borico ¢ 83mM de EDTA). Foi utilizado um controle
negativo (N) para cada reacdo, onde sua amplificacdo foi executada adicionando-se

todos os componentes, citados anteriormente, exceto o DNA alvo.
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Para a revelacdo do gel, utilizou-se um banho de brometo de etideo a 0,5pug/ml,
por 30 minutos. Posteriormente, os géis foram fotografados usando o sistema EDAS

(Kodak 1D Image Analysis 3.5).

Analise dos dados

O tamanho dos fragmentos foi estimado por compara¢do com o padrio DNA
Ladder de 100pb (Invitrogen®, EUA). A presenca ou auséncia de bandas de tamanhos
moleculares idénticos (mesmo fragmento), foi usada para a constru¢cao de uma matriz de
similaridade, codificando “1”, como a presenca da banda no gel e “0” como sua
auséncia.

O indice de diversidade genética de Shannon e a porcentagem de fragmentos
polimdrficos (critério de 95%) foram obtidos com o programa PopGene 1.31 (Yeh et
al.,, 1999). O programa TFPGA 1.3 (Miller, 1997) foi utilizado para determinar a
distancia e identidade genética (Nei, 1978) entre os estoques e frequéncia dos
fragmentos pelo teste exato (Raymond & Rousset, 1995). O programa Arlequin 3.0
(Excoffier et al., 2005) foi utilizado para a andlise de varidncia molecular. A
significancia desse teste foi verificada pelo método de permutagdes aleatdrias com
10000 permutagdes. A divergéncia genética em cada estoque foi obtida com base no
calculo do coeficiente de Jaccard pelo método de Monte Carlo, através do programa
MANTEL-STRUCT (Miller, 1999).

Uma vez que a distancia de Nei ndo ¢ métrica, a dispersdo em coordenadas
principais foi construida apds correcdo de Lingoes, utilizando o programa DistPCoA
(Legendre & Anderson, 1998), sendo evidenciada através de um grafico utilizando o

programa Statistica (data analysis software system), Inc., version 7.1 (2005).

Resultados e Discussao

As sequéncias dos oito primers selecionados, a porcentagem das bases (G e C), o

nimero de fragmentos, nimero de fragmentos polimérficos e o tamanho dos fragmentos

amplificados sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Primers, sequéncias de nucleotideos dos primers, porcentagem de bases G + C, niimero de
fragmentos, numero de fragmentos polimorficos e tamanho dos fragmentos amplificados para os

parentais e a progénie de Salminus brasiliensis.

Primers Sequéncia de % N° de N° de Tamanho

nucleotideos (G+C) | fragmentos | fragmentos dos

3 >5) polimorficos | fragmentos

(pb)
X-01 CTG GGC ACG A 70 16 15 220-2700
X-06 ACG CCA GAGG 70 11 04 400-2700
X-07 GAGCGA GGCT 70 13 13 600-2700
X-09 GGT CTG GTT G 60 17 14 320-2200
X-12 TCG CCA GCC A 70 08 04 750-2100
X-13 ACG GGA GCA A 60 11 10 400-1900
A-02 TGC CGA GCT G 70 13 12 380-1800
A-16 | AGCCAGCGA A 60 07 06 300-2700
Total - - 96 78 220-2700

Todos os primers selecionados produziram diferentes padrdes de fragmentos
RAPD. O ntimero de fragmentos nitidos e reproduziveis geradas por primer nos trés
estoques variaram de sete a 17 e o tamanho desses produtos amplificados
permaneceram entre 220-2700pb. Dos 96 fragmentos analisados para os oito primers
randomicos, 78 foram polimérficos (81,25%) e 26 monomorficos (18,75%).

Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) na frequéncia de 32 dos 96
fragmentos. Fragmentos com baixa frequéncia (menor que 0,100) foram observados
tantos nos parentais (2), quanto na sua progénie (larvas: 7 e alevinos 1). Estes também
apresentaram 25 fragmentos ausentes (frequéncia de 0,000), sendo encontrados cinco
para as larvas e 20 para os alevinos. Foram encontrados quatro fragmentos limitantes,
sendo encontrado um nos parentais e trés nas larvas. Um fragmento exclusivo foi
observado nos parentais (primer OPX06 - 2700pb). A auséncia de fragmentos excluidos
e a presenca de poucos fragmentos de baixa frequéncia caracterizaram uma
variabilidade genética adequada no estoque de reprodutores. Por outro lado, a presenca
de fragmentos de baixa frequéncia, bem como a auséncia de fragmentos denota um
processo de perda de variabilidade genética entre as duas fases de crescimento da

progénie (larvas e alevinos), com maior incidéncia nos alevinos (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracterizagdo, tamanho (pb) e frequéncia dos fragmentos que apresentaram valores
significativos pelo teste exato, para os parentais e a progénie de S. brasiliensis.

Primer Tamanho (pb)  Parentais Larvas Alevinos P
2700 0,051 0,097 0,302 0,002
2600 0,157 0,494 0,000 0,000
OPXO01 500 0,189 0,039 0,000 0,002
400 0,173 0,013 0,000 0,003
300 0,189 0,013 0,000 0,002
OPX06 2700 0,194 0,000 0,000 0,001
2700 0,051 0,293 0,000 0,001
2500 0,163 0,526 0,000 0,001
2072 0,452 1,000 0,000 0,000
OPX07 1900 0,106 0,613 0,476 0,002
1700 0,367 0,726 0,000 0,001
1000 0,367 0,842 0,842 0,001
800 0,225 0,646 0,000 0,000
2200 0,553 1,000 0,000 0,002
2072 0,776 0,526 0,000 0,004
2000 0,163 0,776 0,842 0,000
OPX09 1000 0,476 0,258 0,000 0,003
800 0,311 0,106 0,000 0,001
500 0,367 0,553 0,120 0,002
320 0,258 0,025 0,000 0,001
OPX12 2100 0,225 0,000 0,552 0,002
2072 0,225 0,000 0,552 0,002
1900 0,452 1,000 0,000 0,001
OPX13 1100 0,452 0,000 0,842 0,002
700 0,163 0,225 0,500 0,002
500 0,293 0,367 0,613 0,001
OPAO02 480 0,209 0,051 0,000 0,001
380 0,194 0,013 0,000 0,001
2700 0,430 0,414 0,000 0,000
OPA16 2500 0,324 0,134 0,000 0,000
1400 1,000 0,258 0,367 0,000
1300 0,225 0,000 0,014 0,000

Os resultados de variabilidade genética estimados pela porcentagem de

fragmentos polimoérficos (FP) e indice de Shannon (IS) foram superiores para progénie

quando comparados com os parentais (Figura 1). A maior divergéncia genética nas

larvas (0,275) em relacdo aos parentais (0,268) confirma a maior variabilidade dos

individuos da progénie. De acordo com a analise de variancia molecular (AMOVA) a

maior parte da variagdo genética estd dentro de cada estoque (90,05%) e ndo entre os

estoques (9,95%) de S. brasiliensis (Tabela 3). Esses resultados sdo também

confirmados com as estimativas da identidade ¢ da distancia genética (Tabela 3). Tais
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dados evidenciaram que a variabilidade genética dos parentais foi preservada na

progénie, concordando também com os resultados da frequéncia dos fragmentos.

Fragmentos polimarficos incice de Shannon

045
04
035
03
025
0,2
0,15
0,1
0,05

reprodutores lanes (2dias)  alevinos (30 dias) reprodutores lanes (2dias)  alevinos (30 dias)

Figura 1. Porcentagem de fragmentos polimorficos e indice de Shannon obtidos para os parentais e a
progénie de S. brasiliensis.

De acordo com Lopera Barrero et al. (2010b), é esperado que, em estoques
mantidos em cativeiro, exista uma diminui¢do da variabilidade genética, em
consequéncia do efeito da selecdo intencional e do acasalamento entre parentais.
Contudo, pelos resultados observados ¢ presumivel supor que o efeito gargalo
(bottleneck effect) ndao o influenciou, indicando que houve adequado manejo
reprodutivo, em que a formagdo do estoque com suficiente variabilidade genética e a
utilizagao de sistemas reprodutivos eficientes possivelmente permitiram manter o pool
genético do estoque de reprodutores e, consequentemente, da sua progénie.

A utilizacdo do sistema reprodutivo seminatural possivelmente influenciou na
preservagdo da variabilidade genética, ja que este sistema reduz o direcionamento ¢ a
selecao nado intencional e a mortalidade de reprodutores, permitindo que um maior
numero deles participe durante o acasalamento (Lopera Barrero et al., 2010c). Esses
autores ao analisar a variabilidade genética de progénies de Brycon orbignyanus no
sistema reprodutivo seminatural, observaram uma heterocigosidade observada media
(Ho) maior na progénie (0,510) ao ser comparada com os parentais (0,470). [gualmente,
Povh et al. (2010), analisando a diversidade genética de uma progénic de Piaractus
mesopotamicus obtidas pelo sistema reprodutivo seminatural, observaram que néo hoive
reducdo da variabilidade genética na progénie (Ho = 0,563) quando comparada com os
parentais (Ho = 0,550). Dessa forma, o sistema reprodutivo seminatural mostrou-se

eficiente, fato este possivelmente evidenciado também no presente trabalho.
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Tabela 3. Analise de varidncia molecular (AMOVA), distancia (D) e identidade genética (I) para os
diferentes agrupamentos utilizados nos parentais e progénie de S. brasiliensis.

Agrupamentos FV SMQ Ccv %V D |
E.G 32,760 1,3774 11,39* 0,046 0,954
Parentais x D.G 514,600 10,720 88,61
larvas Total 547,360 12,098 100
E.G 30,125 1,3497 13,66* 0,061 0,941
Parentais x D.G 409,375 8,5286 86,34
alevinos Total 439,500  9,8784 100
E.G 46,900 0,9440 9,36* 0,031 0,969
larvas x D.G 712,750  9,1378 90,64
alevinos Total 759,650 10,081 100

E.G = Entre grupos; D.G = Dentro de grupos *P>0,05

Ao analisar a variabilidade genética nas duas fases da progénie foi observada uma
diminuicdo nos alevinos aos 30 dias de estocagem. Os valores de divergéncia genética
(larvas: 0,275; alevinos: 0,231), distancia e identidade genética (Tabela 3) confirmaram
este resultado e evidenciaram também menor divergéncia entre os parentais e as larvas
(0,289) e maior divergéncia entre os parentais ¢ os alevinos (0,304). Resultados
similares foram observados por Rodriguez-Rodriguez et al. (2010) para estoques de
Brycon orbignyanus utilizados em programas de repovoamento, onde houve um menor
valor de heterozigosidade observada (Ho) nos alevinos (0,635) ao ser comparado com
as larvas (0,864). Segundo estes autores, essa diferencia pode ser consequéncia do
canibalismo inicial presente em essa espécie, pelas condigdes ambientais de
crescimento, pela fase de aclimatagdo ou pela mortalidade aleatoria. E possivel que
esses mesmos fatores tenham influenciado na progénie de S. brasiliensis ja que nas
fases iniciais de crescimento também existe um elevado canibalismo e uma alta
mortalidade (Schiitz & Nuifier, 2007; Flora et al., 2010). De acordo com Esteves & Pinto
Lobo (2001), o dourado ¢ um peixe que ocupa o topo da cadeia alimentar, 0 mesmo ¢
considerado uma espécie piscivora ou ictiofaga por exceléncia. O hébito alimentar desta
espécie ¢ sem duvida um dos entraves para o sucesso de sua criagdo, pois se trata de um
animal carnivoro desde os primeiros dias de vida, o canibalismo ¢ acentuado e ndo
possui um aceite imediato da racdo. Porém, ndo ¢ possivel fazer inferéncias sobre a
influéncia dessas hipoteses, ja que nao se dispde de informagdes compiladas durante as

fases de crescimento.
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O grafico em coordenadas principais (Figura 2) mostra a distribui¢ao da progénie
nas duas fases, sendo identificados dois grupos de individuos. Os cinco casais de
reprodutores estocados (53 e 59) contribuiram com as larvas coletadas com dois dias
de idade. Porém, quando foi realizada a coleta dos alevinos com 30 dias de idade,
verificou-se que apenas poucos reprodutores contribuiram com a maior parte dos
individuos do grupo. Supde-se que os alevinos provenientes dos outros quatro casais
ndo suportaram a pressdo causada pelo canibalismo e pelas condi¢des ambientais.

Assim, pelos resultados observados é possivel verificar que existem diferengas
genéticas dentro de uma mesma progénie durante diferentes fases de crescimento. Estes
resultados sdo importantes quando se pensa em programas de repovoamento, onde
normalmente s6 a andlise genética das larvas € indicativa da variabilidade genética com
as quais essas progénies serdo liberadas aos rios. Dessa forma, concordando com as
recomendacdes realizadas por Rodriguez-Rodriguez et al. (2010), também se sugere
avaliar as progénies de S. brasiliensis utilizadas em programas de repovoamento em
duas fases: uma realizada nas larvas que oferecerd uma visdo geral das caracteristicas
genéticas da nova geracdo e outra aos 60 ou 90 dias (dependendo do manejo e das
condi¢des ambientais do ecossistema onde serdo liberadas) que permitira estimar
objetivamente a real variabilidade genética com a qual os individuos serdo liberados.
Para isso, marcadores moleculares como o RAPD e microssatélites mostram-se

eficientes e confiaveis.

Salminus brasiliensis

reprodutores-macho
reprodutores-fémea
larvas-2 dias
alevinos-30 dias

oD e e

Figura 2. Grafico de dispersdao em coordenadas principais do estoque de reprodutores e suas respectivas
progénies.
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Conclusoes

1. A variabilidade genética do estoque de reprodutores foi alta, podendo ser
utilizado em programas de repovoamento.

2. Foi observada uma menor distdncia genética entre os parentais e os alevinos,
com perda de variabilidade genética

3. Verificou-se diferenciagdo genética entre as larvas e os alevinos.
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V- CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do primeiro trabalho mostraram que a escada de transposigao de
Canoas I permite a transposi¢do de dourado (S. brasiliensis) no trecho do médio
Paranapanema e as trés populagdes coletadas na escada de transposi¢do da hidroelétrica
de Canoas I podem ser utilizadas para renovar o estoque de dourado Estacdo de
Hidrologia e Aqiiicultura de Salto Grande (SP).

Ja o segundo trabalho mostrou que houve a dominancia de apenas um casal
no acasalamento entre de reprodutores de Salminus brasiliensis no sistema reprodutivo
seminatural, supde-se que os alevinos provenientes dos outros quatro casais nao
suportaram a pressao causada pelo canibalismo. No entanto, a variabilidade genética da

progénie obtida por este sistema em relacao aos reprodutores foi mantida.
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