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Monitoramento da variabilidade genética de pacu, Piaractus mesopotamicus, do programa
de aumento de estoque do rio Paranapanema
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RESUMO

Avaliou-se a variabilidade genética dos estoques de reprodutores e dos peixes jovens de Piaractus
mesopotamicus de trés pisciculturas do estado do Parand, utilizadas no programa de aumento de estoque
de peixes no rio Paranapanema. Foi utilizado o marcador RAPD para avaliar as amostras do estoque de
reprodutores e dos peixes jovens das pisciculturas de Palotina, Cambara e Andird. A porcentagem de
fragmentos polimérficos e o indice de diversidade genética de Shannon dos estoques de reprodutores
variaram de 75,0% a 71,4% e de 0,434 a 0,376, respectivamente. Os peixes jovens das pisciculturas
apresentaram valores mais elevados para ambos os parametros, com excegdo da piscicultura de Palotina,
na qual o indice de diversidade genética de Shannon foi semelhante. Os estoques de reprodutores
apresentaram alta variabilidade genética, e esta foi mantida nos peixes jovens.
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ABSTRACT

The genetic variability of broodstocks and juveniles of Piaractus mesopotamicus raised in three hatchery
stations in Parana state, that were used in the fish stock enhancement program of the Paranapanema
River, was estimated. The RAPD marker was used to evaluate samples taken from broodstocks and
Juveniles in the hatchery stations of Palotina, Cambara, and Andira cities. The percentage of
polymorphic fragments and the Shannon genetic diversity index of broodstocks ranged from 75.0% to
71.4% and from 0.434 to 0.376, respectively. The juveniles of the hatchery stations presented higher
values for both parameters, except in the hatchery station of Palotina in which the Shannon genetic
diversity index was similar. The broodstocks presented high genetic variability, and this was maintained
in the juveniles.
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INTRODUCAO Estadual de Noticias - AEN (Soltura..., 2007),

mais de 9,8 milhdes de peixes jovens foram

Os programas de aumento de estoque de peixes soltos pelo programa de Reposi¢ao Pesqueira dos
tém sido utilizados ha mais de trés décadas para Rios Paranaenses desenvolvido pela Secretaria
a recuperagdo dos estoques nativos de varios rios de Estado da Agricultura e Abastecimento do
brasileiros (Povh, 2008a). Segundo a Agéncia Estado do Parana, sendo que entre as ultimas
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solturas de peixe no rio Paranapanema, destaca-
se a de 610 mil peixes jovens de pacu (Piaractus
mesopotamicus), curimba (Prochilodus lineatus)
e piapara (Leporinus elongatus).

Caracteristicas como o elevado valor comercial,
adaptagdo a alimentag@o artificial e facilidade de
obtengdo de larvas por meio de reproducdo
induzida contribuiram para tornar a espécie P.
mesopotamicus o segundo peixe nativo mais
cultivado no Brasil (Estatistica..., 2008). Essas
caracteristicas, associadas ao fato de que
atualmente essa espécie raramente ¢ encontrada
no rio Paranapanema (Britto et al.,, 2003),
tornaram a espécie P. mesopotamicus uma das
mais utilizadas em programas de aumento de
estoque de peixes deste rio, como se pode
observar nos dados divulgados pela AEN
(Agéncia..., 2007) do Estado do Parana.

O manejo reprodutivo dos estoques de
reprodutores pode diminuir a variabilidade
genética dos peixes jovens que sdo soltos nos
rios (Povh et al., 2008b), levando a diminuigdo
da resisténcia a doencas (Taniguchi, 2003) e da
capacidade de adaptacdo a diferentes condig¢des
ambientais (Povh et al., 2008). Nesse contexto, o
monitoramento  genético dos estoques de
reprodutores e dos peixes jovens que serdo soltos
nos rios ¢ fundamental para a viabilidade dos
programas de aumento de estoque de peixes e
para evitar efeitos adversos na ictiofauna
(Lopera-Barrero et al., 2006; Sirol e Britto, 2006;
Povh et al., 2008ab). Os marcadores moleculares
sdo  ferramentas  importantes para 0
monitoramento genético (Ortega-Villaizdn Romo
et al., 2006; Povh et al, 2008a), sendo o
marcador RAPD muito utilizado para esse
proposito em varias espécies de peixes (Almeida
et al., 2003; Leuzzi et al., 2004; Sofia et al.,
2006).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a
variabilidade  genética de  estoques de
reprodutores ¢ de peixes jovens da espécie P.
mesopotamicus de trés estagdes de pisciculturas
utilizadas em um programa de aumento de
estoques de peixes do rio Paranapanema.

MATERIAL E METODOS
Foram colhidas amostras dos estoques de

reprodutores e de peixes jovens da espécie P.
mesopotamicus, entre 30 a 40 dias de idade,
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destinados a soltura no rio Paranapanema, das
pisciculturas de Palotina, Cambara e Andira,
todas localizadas no Estado do Parand. As trés
pisciculturas sdo utilizadas pelo governo do
Estado em um programa de aumento do estoque
de peixes do rio Paranapanema, um importante
afluente do rio Parand. Foram analisadas 60
amostras de cada piscicultura, 30 do estoque de
reprodutores e 30 de peixes jovens.

A extragdo de DNA das amostras foi realizada a
partir de fragmentos de nadadeira caudal,
utilizando a metodologia descrita por Aljanabi e
Martinez (1997), modificada por Lopera-Barrero
et al. (2008). O DNA foi quantificado por
comparagdo com concentracdes de DNA fago A
conhecidas em gel de agarose 1%, sendo a
eletroforese realizada com tampdo 1X TAE
(40mM de Tris-acetato ¢ 1mM de EDTA) por
uma hora a 70 volts.

O DNA foi amplificado em um volume de reagio
de 15ul, no qual se utilizou tampéo 1X Tris-KCl,
2,0mM de MgCl,, 0,46uM de primer, 0,2mM de
cada dNTP, uma unidade de 7aq DNA
polimerase e 10ng de DNA. Inicialmente, o
DNA foi desnaturado a 94°C por quatro minutos
e, em seguida, foram realizados 40 ciclos, cada
um consistindo de um minuto de desnaturagdo a
94°C, um minuto e 30 segundos de anelamento a
40°C e dois minutos de extensdo a 72°C.
Posteriormente, realizou-se uma extensao final a
72°C por sete minutos. As reagdes foram
amplificadas em termociclador Eppendorf
Mastercycler Gradient, sendo avaliados 60
primers do kit OPA, OPX ¢ OPW da Operon',
dos quais foram selecionados os que produziram
um bom padrdo de amplificagdo. A eletroforese
foi realizada em tampdo 0,5X TBE (45mM de
Tris-Borato e 1 mM de EDTA) por quatro horas
a 70 volts.

O gel de quantificagdo do DNA e os géis de
amplificacdo foram visualizados sob a radiacao
ultravioleta apds exposicdo destes ao brometo de
etidio (0,5ug/mL) por uma hora. Posteriormente,
a imagem foi fotografada com o programa
Kodak EDAS-290°.

O tamanho dos fragmentos foi determinado com
padrio de peso molecular 100pb DNA ladder. A

'Operon Technologies, Alemanha
2Kodak 1D Image Analysis 3.5
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variabilidade genética foi estimada pela
porcentagem de fragmentos polimorficos e
indice de diversidade genética de Shannon,
obtidos pelo programa PopGene 1.31 (Yeh et al.,
1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primers selecionados

OPA16 (5-AGCCAGCGAA-3"),

OPWO1 (5’-CTCAGTGTCC-3’),

OPWO03 (5’-GTCCGGAGTG-3’),

OPWO08 (5’-GACTGCCTCT-3’),

OPW19 (5’-CAAAGCGCTC-3),

OPX01 (5-CTGGGCACGA-3") e

OPXO03 (5-TGGCGCAGTG-3") produziram 75
fragmentos, com tamanho variando de 210 a
1200pb.

A porcentagem de fragmentos polimoérficos foi
mais alta para o estoque de reprodutores da
piscicultura de Palotina em relacdo aos de
Cambara e Andira (Fig. 1). Da mesma forma, o
indice de diversidade genética de Shannon foi
mais elevado no estoque de reprodutores da
piscicultura de Palotina (Fig. 2). Essa diferenga
entre os estoques de reprodutores pode ser
atribuida ao efeito fundador e ao manejo
reprodutivo adotado nas pisciculturas. Contudo,
os resultados mostram alta variabilidade genética
nos trés estoques de reprodutores, indicando que
o manejo reprodutivo utilizado na formagdo
desses estoques manteve alta variabilidade
genética.

Na piscicultura de Palotina, foi obtida a mesma
porcentagem de fragmentos polimérficos para o
estoque de reprodutores e para os peixes jovens,
e nas pisciculturas de Cambard e Andird os
peixes jovens apresentaram porcentagem mais
alta (Fig. 1). Com excecdo da piscicultura de
Palotina, em que os peixes jovens e o estoque de
reprodutores tiveram semelhante indice de
diversidade  genética de  Shannon, nas
pisciculturas de Cambara e Andird os peixes
jovens apresentaram indice mais alto (Fig. 2).
Estes resultados mostram maior variabilidade
genética nos peixes jovens em relagdo ao estoque
de reprodutores nas pisciculturas de Cambara e
Andira, e semelhante variabilidade genética entre
0s peixes jovens e o estoque de reprodutores na
piscicultura de Palotina. Dessa forma, o manejo
reprodutivo adotado nas trés pisciculturas ndo
conduziu a uma diminuicdo da variabilidade
genética nos peixes jovens.

Produzir peixes jovens com alta variabilidade
genética ndo depende apenas de se ter um
estoque de reprodutores com essa caracteristica.
Os resultados do presente trabalho mostram que
o manejo reprodutivo pode manter ou até mesmo
maximizar a variabilidade genética nos peixes
jovens. No entanto, este também pode promover
diminui¢do da variabilidade genética (Moreira et
al., 2007), e em apenas uma geragdo, como
observaram Porta et al. (2006), apds analisarem
duas geragdes de estoque de reprodutores de
Solea senegalensis.
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Figura 1. Porcentagem de fragmentos polimorficos obtido para os estoques de reprodutores e para peixes
jovens de Piaractus mesopotamicus das pisciculturas de Palotina, Cambara e Andira.
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Figura 2. Indice de diversidade genética de Shannon obtido para os estoques de reprodutores e para os
peixes jovens de Piaractus mesopotamicus das pisciculturas de Palotina, Cambara e Andira.

Entre os fatores que contribuem para a
diminui¢do da variabilidade genética, destacam-
se a endogamia (Melo et al., 2006; Moreira et al.,
2007), a reprodu¢ao de um pequeno ntimero de
reprodutores e a selecdo ndo intencional, a qual
se caracteriza pela selegdo de reprodutores com
base em uma determinada caracteristica, sem
pretensdes de melhoramento genético como, por
exemplo, de peixes maiores ou menores, e pela
ndo utilizacdo de todo o periodo reprodutivo
(Povh et al, 2008a). Esses fatores sfo
responsaveis pela diminuicdo da variabilidade
genética de estoques de reprodutores (Wasko et
al., 2004; Barroso et al., 2005; Povh et al., 2005)
e de peixes jovens destinados a soltura no
ambiente (Sekino et al., 2002; Gomes et al.,
2008; Ortega- Villaizan Romo et al., 2006).

A diminuicdo da variabilidade genética pode
tornar um programa de aumento de estoque de
peixes ineficiente, com baixa sobrevivéncia dos
peixes jovens no ambiente, e proporcionar
impactos genéticos irreversiveis na ictiofauna
(Povh et al, 2008a). Dessa forma, o
monitoramento da variabilidade genética dos
estoques de reprodutores e dos peixes jovens que
serdo liberados nos rios ¢ fundamental para um
programa de aumento de estoque de peixes.

Varios fatores que impactam o ecossistema
devem ser considerados para que haja sucesso
em um programa de aumento de estoque de
peixes e ndo ocorram efeitos adversos na
ictiofauna. Portanto, medidas conjuntas de
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conservacdo da diversidade genética e do
ecossistema aquatico sdo necessarias para que
esses programas tenham sucesso.

Os resultados do presente estudo indicam que os
estoques de reprodutores avaliados apresentaram
alta variabilidade genética, e que esta foi mantida
nos peixes jovens. Além disso, o marcador
RAPD mostrou ser eficiente para o
monitoramento genético de um programa de
aumento de estoque de peixes.
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