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RESUMO

Avaliou-se o efeito do sistema seminatural na diversidade genética de um estoque de Brycon orbignyanus,
utilizado em programas de repovoamento, com o marcador molecular RAPD. Vinte e quatro reprodutores, 12
machos e 12 fémeas e 95 larvas da progénie foram analisados. Os nove primers utilizados produziram 90
fragmentos, dos quais 94,4% foram polimdrficos. Houve diferenca significativa na frequéncia de 20 dos 90
fragmentos entre os reprodutores e sua progénie sem a presenga de fragmentos exclusivos. O indice de
diversidade genética de Shannon, a porcentagem de fragmentos polimdrficos e a diversidade genética de Nei
foram mais altos nos individuos da progénie. A similaridade genética foi maior nos individuos do estoque de
reprodutores. A andlise de varidncia molecular mostrou que a maior parte da variagd@o estd dentro de cada grupo
(89,1%) e nio entre os grupos (10,9%). A identidade e a distancia genética entre os estoques foram de 0,944 e
0,057, respectivamente. Assim, a utilizagdo do sistema seminatural evitou a mortalidade de reprodutores B.
orbignyanus e conservou a variabilidade genética da progénie.
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ABSTRACT

The effect of the semi-natural system on the genetic diversity of a Brycon orbignyanus stock, used in stock
enhancement programs, was evaluated with the RAPD molecular marker. Twenty-four broodstocks — 12 males
and 12 females — and 95 larvae of the offspring were analyzed. The nine used primers produced 90 fragments,
of which 94.4% were polymorphic. There was significant difference in the frequency of 20 out of the 90
fragments between the broodstocks and their offspring without the presence of exclusive fragments. The
Shannon genetic diversity index, the percentage of polymorphic fragments and the Nei gene diversity were
higher in the offspring individuals. Genetic similarity was higher in broodstock individuals. The analysis of
molecular variance results showed that the major part of the genetic variation is within the groups (89.1%)
and not between them (10.9%). The identity and genetic distance between the groups were 0.944 and 0.057,
respectively. Like this, the use of the semi-natural system avoided the mortality of B. orbignyanus broodstocks
and conserved the genetic variability of the offspring.

Keywords: piracanjuba, genetic similarity, genetic variability, RAPD, stock enhancement programs

INTRODUCAO pelos rios Uruguai (Zaniboni-Filho e Schulz,

2003) e Parand (Ganeco et al.,, 2001). Em

Brycon orbignyanus (Valenciennes, 1849), resposta as modificacdes ambientais geradas por
conhecido no Brasil como piracanjuba ou mudangas climdticas e principalmente por agdes
bracanjuba (ordem Characiformes, familia humanas, nos dltimos anos populacdes naturais
Characidae, subfamilia Bryconinae), é uma desse peixe desapareceram (Zaniboni-Filho et
espécie migratéria nativa das bacias formadas al., 2006), sendo catalogada como espécie em
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risco de extin¢do. Por esse motivo, programas
que visem a sua conservagdo estdo sendo
desenvolvidos em vdrias regides do Brasil,
destacando-se o repovoamento como estratégia
utilizada para atingir esse objetivo (Lopera-
Barrero et al., 2007).

Os programas de repovoamento tém destaque por
serem estratégias de conservagdo vidveis para a
maioria dos piscicultores (Sirol e Britto, 2006),
porém, € necessdrio um respaldo cientifico, em
dreas como a da genética e a da reprodugdo que
permitam  determinar objetivamente  quais
sistemas reprodutivos, técnicas e estratégias
devem ser usados ou recomendados (Lopera-
Barrero et al., 2007).

As andlises genéticas de estoques de
pisciculturas representam informacdes de grande
importancia para conseguir ganhos expressivos
na producio e na conservacdo de peixes (Povh et
al., 2008). A perda da variabilidade genética dos
estoques nas pisciculturas utilizados em
programas de repovoamento, em razdo do
inadequado manejo genético, descrito por Frost
et al. (2006) como um problema que leva a
endogamia, diminui a adaptabilidade e a
sobrevivéncia das progénies que serdo liberadas
(Povh, 2007). Isso, consequentemente, pode
afetar a populac@o natural de peixes (Sgnstebg et
al., 2007) e o ecossistema em geral, podendo até
mesmo resultar em extingdo da espécie (Oliveira
et al.,, 2002). Para analisar a variabilidade
genética de estoques de reprodutores e progénies,
o marcador molecular Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) tem se mostrado
efetivo e vem sendo utilizado com sucesso
(Lopera-Barrero et al., 2008b).

Em conjunto com as andlises genéticas, deve-se
realizar o melhoramento dos processos
reprodutivos, pois o manejo errado, resultado de
acasalamentos com ndmero insuficiente de
reprodutores (Aho et al., 2006; Melo et al., 2006)
ou que utiliza sistemas reprodutivos de forma
inadequada, pode resultar em perda da
variabilidade  genética. =~ Alguns  trabalhos
mostraram que existe menor mortalidade, maior
fertilizagdo e  melhor conservacdo da
variabilidade genética quando se utiliza o sistema
reprodutivo seminatural, em compara¢do com o
sistema por extrusdo (Reynalte-Tataje et al.,
2002; Povh, 2007). Isso demonstra que,
possivelmente, o primeiro sistema reprodutivo
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pode ser o mais indicado em programas de
repovoamento € para peixes susceptiveis ao
estresse por manejo € manipulacdo, como é o
caso de B. orbignyanus.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do
sistema seminatural na diversidade genética de
um estoque de B. orbignyanus utilizado em
programas de  repovoamento do  rio
Paranapanema, com o marcador molecular
RAPD.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 24 reprodutores, 12 machos e
12 fémeas de B. orbignyanus, selecionados de
um estoque de 136 individuos, estocados ha seis
anos nas instalacdes da Estacdo de Aquicultura e
Hidrologia da Duke Energy International
(Geragdo Paranapanema), localizada na cidade
de Salto Grande, SP. Esses individuos sao
origindrios da primeira geracdo de um estoque
pertencente a uma piscicultura localizada na
cidade de Castilho, SP (Fig. 1).
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Figura 1. Localiza¢do da Estacdo de Aquicultura
e Hidrologia da Duke Energy International
(Geragdo Paranapanema) e da cidade de
Castilho, no Estado de Sao Paulo.

O experimento foi realizado em novembro de
2006 nas instalagdes da Estacdo de Aquicultura
da Duke Energy International. Os 24
reprodutores  foram  conduzidos para o
laboratorio e induzidos & reproducdo com extrato
de hipdfise de carpa. As f€meas receberam
5,5mg/kg, divididos em duas aplicagdes: 10% do
total na primeira aplicacdo e 12 horas depois os
90% restantes. Os machos receberam 2,5mg/kg
em dose tnica.
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Os reprodutores foram colocados em um tanque
circular com raio de 5,Im e 1,85m de
profundidade média, abastecido por fluxo de
dgua continuo (131L/s) em dois sentidos de
vazdo. O escoamento da dgua na por¢do central
permitiu o direcionamento dos ovos para uma
incubadora cilindro/conica de captacdo de 200L
com fluxo continuo de dgua (7L/s).

Aproximadamente seis horas depois da tltima
inducdo (160 horas-grau, 27°C) iniciou-se a
coleta de ovos. Estabeleceu-se um periodo de
coleta de no maximo seis horas, com a retirada
dos ovos da incubadora de captagdo a cada hora,
seguida de transferéncia para incubadoras do tipo
cilindro/conicas, onde ocorreu a incubacio.
Depois de seis horas, verificou-se, por pressao
abdominal, se os machos e fémeas utilizados
desovaram completamente — a falta de saida
indicava que ocorreu vazamento total dos
gametas. Paralelamente, dos individuos foram
coletadas amostras de nadadeira caudal (0,5cm2
aproximadamente), que foram armazenadas em
microtubos de 1,5mL contendo alcool etilico
100% para a posterior extracdo e amplificacdo do
DNA. A porcentagem de mortalidade dos
reprodutores usados nos acasalamentos foi
definida um dia depois da reprodugdo.

Trés dias depois da eclosio dos ovos,
aproximadamente 200 larvas, coletadas de forma
aleatéria das incubadoras em todos os horarios,
foram armazenadas em microtubos de 1,5mL
contendo alcool etilico 100%. Dessas larvas, 95
foram coletadas aleatoriamente para posterior
extragcdo e amplificacdo do DNA.

Para extracdo de DNA, foi utilizada a
metodologia descrita por Lopera-Barrero et al.
(2008a). Em microtubos contendo
separadamente as larvas e as nadadeiras, foram
adicionados 550uL de tampdo de lise (50mM
Tris-HCl, 50mM EDTA, 100mM NaCl, 1%
SDS) e 7uL de proteinase K (200ug/mL). As
amostras foram incubadas em banho-maria a
50°C por 12 horas. O DNA foi precipitado com
600uL de solugdao de NaCl (5M) e centrifugado
por 10min a 12000rpm. O sobrenadante
contendo o DNA foi transferido para novos
microtubos, precipitado com 700uL de 4lcool
etilico absoluto e incubado por uma hora a -20°C.
O DNA foi centrifugado, lavado com 700uL de
alcool etilico 70%, ressuspendido em tampao TE
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— 10mM Tris pH 8,0 e ImM EDTA (80uL para
nadadeira e 35uL para larva), e tratado com 7uL.
de RNAse (30pg/mL) em banho-maria a 37°C

por uma hora e, em seguida, estocado em freezer
a-20°C.

O DNA foi quantificado em espectrofotdmetro
Shimadzu com absorvincia de 260nm. As
amostras foram diluidas para a concentracdo de
10ng/uL (reprodutores) e de Sng/uL (larvas).
Para conferir a qualidade do DNA, foi realizada
eletroforese em gel de agarose 1%, conduzida em
tampao TBE 1X (500mM Tris-HC1, 60mM
dcido bdrico e 83mM EDTA), por uma hora, a
70V.

O DNA genomico foi amplificado para um
volume de reacdo de 15uL, no qual se utilizou
tampao 1X Tris-KCl, 2,5mM de MgCl,, 0,46uM
de primer, 0,2mM de cada dNTP, uma unidade
de Platinun Tag DNA Polimerase (Invitrogen,
EUA) 10ng de DNA molde para os reprodutores
e Sng para as larvas. O DNA foi desnaturado a
94°C por 4min e, em seguida, foram realizados
40 ciclos, cada um consistindo de: Imin de
desnaturacdo a 94°C, 90 segundos de anelamento
do primer a 40°C e 2min para extensdo a 72°C.
Ap6s realizou-se uma extensdo final a 72°C por
Smin. As rea¢des de RAPD foram realizadas em
um termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient.

Foi avaliada a amplificacdo de 60 primers de 10
bases dos kits OPA, OPX e OPW (Operon
Technologies Ltd) e escolhidos os que
apresentaram melhor definicao e
reprodutibilidade. Os produtos de amplificacdo
foram separados em gel de agarose 1,5%. Foram
utilizados 15uL do produto amplificado e 2uL de
tampao de amostra (40% sacarose e 0,25% azul
de bromofenol) em eletroforese horizontal. A
eletroforese foi realizada em tampao TBE 0,5X
(45mM Tris-Borato e 1mM EDTA) por quatro
horas, a 70V. Os géis de quantificagdo e
amplificacio foram visualizados sob radiagcdo
UV, depois da coloragdo em banho de brometo
de etidio (0,5ug/mL) por uma hora. A imagem
foi fotografada utilizando o programa Kodak
EDAS (Kodak 1D Image Analysis 3.5).

O tamanho dos fragmentos obtidos a partir das
amplificacdes foi estimado por comparagdo com
marcador de peso molecular de 100pb
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(Invitrogen, EUA). A presenca ou auséncia de
fragmentos de tamanhos moleculares idénticos
foi usada para a constru¢do de matriz de
similaridade com base no célculo do coeficiente
de Jaccard, codificando 1 como presenca de
fragmento e 0 como auséncia. A similaridade
genética em cada estoque foi obtida com base no
cidlculo do coeficiente de similaridade de
Jaccard, por meio do programa NTSYS 1.7
(Rohlf, 1989). O indice de diversidade genética
de Shannon e a diversidade genética (Nei, 1973)
foram obtidos com o programa PopGene 1.31
(Yeh et al., 1999). O programa TFPGA 1.3
(Miller, 1997) foi utilizado para determinar a
porcentagem de fragmentos polimoérficos
(critério de 95%), distancia e identidade genética
(Nei, 1978) entre os estoques e frequéncia dos

fragmentos pelo teste exato (Raymond e Rousset,
1995). O programa Arlequin 3.0 (Excoffier et al.,
2005) foi utilizado para a andlise de variincia
molecular. A significAncia desse teste foi
verificada pelo método de permutagdes aleatdrias
com 10000 permutacdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 60 primers testados, nove foram escolhidos
para amplificar o DNA gendmico. Na Tab. 1,
pode-se observar a sequéncia dos primers
selecionados, a porcentagem de G+C, o nimero
de fragmentos e o tamanho dos fragmentos
amplificados para os reprodutores e a progénie
de B. orbignyanus

Tabela 1. Sequéncias de nucleotideos dos primers, porcentagem de G+C e numero e tamanho dos
fragmentos amplificados para os reprodutores e a progénie de Brycon orbignyanus

Fragmentos

Primer Sequéncia G+C Namero Tamanho
OPAO1 CAG GCC CTT C 70 10 350 — 2000
OPA02 TGC CGA GCT G 70 12 350 — 1600
OPWOI CTC AGT GTC C 60 9 500 — 1600
OPW02 ACC CCG CCA A 70 14 400 — 2200
OPW03 GTC CGG AGT G 70 8 400 — 1500
OPW04 CAG AAG CGG A 60 9 500 — 2000
OPW08 GAC TGC CTC T 60 8 300 — 2000
OPW13 CAC AGC GAC A 60 9 500 — 1600
OPX01 CTG GGC ACG A 70 11 300 — 1600

Total - — 90 300 —2200

A amplificacio dos nove primers gerou 90
fragmentos, com tamanho entre 300 e 2200pb. O
nimero total de fragmentos que foram
selecionados para serem usados nas andlises
variou de oito (OPW03 e OPWO0S) a 14
(OPW02). O maior fragmento (2200pb) foi
obtido pela amplificacdo do primer OPWO02 e o
menor (300pb) pela amplificacdo dos primers
OPWO08 e OPXO01. Dos 90 fragmentos obtidos,
85 (94,4%) foram polimérficos.
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Houve diferenca significativa na frequéncia de
20 dos 90 fragmentos entre os reprodutores e sua
progénie (Tab. 2). A auséncia de fragmentos
exclusivos pode ser decorrente do tempo de
estocagem dos reprodutores (seis anos) no qual
nao houve introdugcdo de novos individuos ao
estoque, e que se refletiu na progénie.
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Tabela 2. Caracterizacdo, tamanho e frequéncia dos fragmentos que apresentaram valores significativos
pelo teste exato (P>0,05) para os reprodutores e a progénie de Brycon orbignyanus

Primer Tamanho (pb) Frequéncia dos fragmentos p
Reprodutores Progénie

OPWO1 1000 0,2640 0,6161 0,0005
OPWO02 1400 0,2362 0,4380 0,0213
OPWO02 900 0,5436 1,0000 0,0003
OPWO03 1200 0,4599 0,6922 0,0136
OPWO04 1700 0,2362 0,5647 0,0005
OPWO08 1200 0,5918 1,0000 0,0004
OPWO08 1000 0,1340 0,4288 0,0002
OPWO08 900 0,5000 1,0000 0,0001
OPWO08 700 1,0000 0,4571 0,0009
OPWO08 400 0,6464 1,0000 0,0083
OPW13 900 1,0000 0,5298 0,0078
OPXO01 2000 1,0000 0,1857 0,0000
OPXO01 1700 1,0000 0,5770 0,0242
OPXO01 1000 0,2929 0,7706 0,0000
OPXO01 800 0,5918 0,3593 0,0340
OPAO1 900 0,5918 1,0000 0,0010
OPAO1 600 0,5000 0,7088 0,0394
OPAO1 550 0,4599 0,7948 0,0014
OPA02 1000 0,5918 1,0000 0,0012
OPA02 700 1,0000 0,6026 0,0345

Os resultados de variabilidade genética 0,169 e 0,208, respectivamente) confirmam a

estimados pelo indice de diversidade genética de
Shannon (IS) e pela porcentagem de fragmentos
polimoérficos (%FP) mostraram alta variabilidade
genética no estoque de reprodutores e aumento
da variabilidade genética na progénie (Fig. 2). A
maior  similaridade  genética (SG)  dos
reprodutores (0,838) em relacdo a progénie
(0,828) e a diversidade genética de Nei (DGN =

maior variabilidade genética dos individuos da
progénie. De acordo com a andlise de variancia
molecular, a maior parte da variagdo genética
estd dentro de cada estoque (89,1%) e ndo entre
os estoques (10,9%) de B. orbignyanus (Tab. 3).
Esses resultados s@o confirmados com as
estimativas da identidade (0,944) e da distancia
genética (0,057).

Tabela 3. Andlise da varidncia molecular do estoque de reprodutores e a progénie de Brycon orbignyanus

. Graus de Soma dos Componentes de Porcentagem de
Fonte de variagdo . . o
liberdade quadrados variacao variacio
Entre os estoques 1 40,330 0,867 10,89*
Dentro dos estoques 117 830,578 7,100 89,11
Total 118 870,908 7,967

“Significativo a 5% de probabilidade.

Ao analisar a alta variabilidade genética do
estoque de reprodutores, é presumivel supor que
o efeito gargalo (bottleneck effect) nao o
influenciou, indicando que houve adequado
manejo reprodutivo, em que a formagdo do
estoque com suficiente variabilidade genética e a
utilizagdo de sistemas reprodutivos eficientes
(Povh, 2007) possivelmente permitiram manter o
pool genético do estoque de reprodutores e,
consequentemente, da sua progénie. Isso é muito
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significativo quando se pensa em estoques
utilizados em programas de repovoamento, pois
o método mais utilizado na formacdo de novos
estoques € a selecio de individuos com
caracteristicas visuais favordveis, o que pode
promover a perda de variabilidade genética
devido a selecdo intencional, apresentando
problemas de endogamia pelo  grande
relacionamento parental (Kang et al., 2006;
Moreira et al., 2007; Qin et al., 2007).
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Figura 2. Indice de diversidade genética de Shannon e porcentagem de fragmentos polimérficos obtidos
para os parentais e a progénie do acasalamento de Brycon orbignyanus.

Por outro lado, é comum que, nos programas de
repovoamento, os  acasalamentos  sejam
realizados com poucos individuos — muitas vezes
um s6 macho fertiliza védrias fémeas — pois as
espécies migratérias sdo muito prolificas e
limitam, por falta de uma infra-estrutura
adequada, a utilizacdo de nimero elevado de
individuos (Povh et al., 2008). No presente
estudo, quando foram acasalados 24 reprodutores
com alta variabilidade genética (%FP = 41,1%,
IS = 0,258, DGN = 0,169), é provavel que a
contribui¢@o reprodutiva na fertilizacdo dos ovos
fosse também alta (6vulos fecundados por
diferentes machos), favorecida pela utilizacdo do
sistema seminatural, que resultou, dessa forma,
em aumento da variabilidade genética na
progénie. Apesar de ndo ter dados de paternidade
que confirmem essa afirmacéo, é factivel que a
maioria dos reprodutores tenha participado do
processo reprodutivo, pois a avaliacdo fisica
(pressdo  abdominal), realizada apés o
cruzamento, mostrou que todas as fémeas e todos
os machos ndo apresentaram quantidades
significativas de gametas, ou seja, houve
desova/espermiacdo dos reprodutores durante o
processo reprodutivo.

O sistema reprodutivo seminatural pode ter
influenciado também a variabilidade genética da
progénie, pois esse sistema reduz a selecdo ndo
intencional no processo reprodutivo que acontece
normalmente no sistema reprodutivo por
extrusao (Povh, 2007) e diminui
significativamente a mortalidade causada pelo
estresse. Isso possibilita que maior nimero de
reprodutores se  reproduza durante  0s
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acasalamentos e que exista sincronizacdo na
liberacdo dos gametas (Reynalte-Tataje et al.,
2002), permitindo que o pool genético de um
estoque pequeno, ou de um acasalamento com
poucos individuos, seja representado com maior
heterogeneidade na progénie (Cacho et al.,
2007), devido ao menor efeito seletivo do
sistema e a maior taxa de sobrevivéncia dos
reprodutores, o que pode viabilizar a manutengdo
da variabilidade genética na progénie. No
presente estudo, mediante a utilizagdo do sistema
reprodutivo seminatural, ndo houve mortalidade
dos reprodutores utilizados (verificado um dia
depois do processo reprodutivo) e aconteceu a
preservacdo da variabilidade genética na
progénie, demonstrando a efetividade desse
sistema reprodutivo. Povh (2007), ao estudar o
sistema de reprodu¢@o seminatural e por extrusdo
no acasalamento de 20 reprodutores — 10 machos
e 10 fémeas — de Piaractus mesopotamicus,
verificou maior variabilidade genética da
progénie no sistema seminatural (IS = 0,415 e
%FP = 72,4%) quando comparada com o sistema
por extrusdao (IS = 0,231 e %FP = 42,7%) e
maior mortalidade no sistema por extrusao.
Reynalte-Tataje et al. (2002), ao trabalharem na
reproducdo de Leporinus macrocephalus, nao
encontraram mortalidade de reprodutores ao
utilizarem o sistema seminatural, diferentemente
do sistema por extrusdo, em que os resultados
chegaram a 66,7%.

A partir dessas evidéncias e dos resultados de
diversidade genética dos reprodutores e da
progénie de B. orbignyanus, pode-se sugerir que
o sistema reprodutivo seminatural € indicado
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para a reproducdio dessa espécie em ambientes
controlados, pois diminuem a mortalidade dos
reprodutores durante o processo reprodutivo e
permitem a manutengdo da variabilidade
genética. Estes resultados assemelham-se aos de
Povh (2007). Segundo esse autor, se o objetivo
da piscicultura € a producdo de juvenis para
programas de repovoamento, deve-se preconizar
o sistema reprodutivo seminatural. Por isso,
pode-se sugerir que, durante a formacdo de
grupos de acasalamentos destinados a produgdo,
formacdo de novos estoques ou programas de
repovoamento de B. orbignyanus, é necessdrio
utilizar a maior quantidade de reprodutores
possivel — neste trabalho, 24 reprodutores
permitiram conservar a variabilidade genética —
durante todo o periodo reprodutivo, o que,
segundo Moreira (2001) e Frost et al. (2006),
permitiria obter alta variagdo e contribuicdo
reprodutiva entre os individuos e suas progénies.
Essa recomendacio confirma o que os resultados
obtidos por Yokota et al. (2003) sugeriram, isto
€, os autores constataram que o aumento do N,
de 20 (10 machos e 10 fémeas) para 50 (25
machos e 25 fémeas) proporcionou maior
variabilidade genética na progénie.

A diminuicdo da variabilidade genética pode
tornar  um programa de repovoamento
ineficiente, por baixa sobrevivéncia de juvenis
no ambiente aqudtico, e proporcionar impactos
genéticos irreversiveis na populagdo natural
(Sgnstebg et al., 2007; Povh et al., 2008), que
podem levar a extingdo da espécie. Por esse
motivo, os resultados observados neste estudo
sdo de grande importincia, pois a partir deles o
manejo reprodutivo dos estoques de B.
orbignyanus utilizados em programas de
repovoamento pode ser orientado corretamente e
com maior objetividade. O marcador RAPD
permitiu determinar com sucesso a variabilidade
genética presente nos reprodutores e nas
progénies ap6s o acasalamento ao utilizar o
sistema seminatural. Pelo cardter dominante do
marcador, ndo foi possivel determinar quantos
reprodutores realmente contribuiram com a
formacdo da progé€nie nos dois sistemas de
acasalamento. Contudo, a auséncia de
mortalidade e a presenca de desova/espermiacdo
observada nos reprodutores podem fundamentar
que possivelmente todos os machos ou a maioria
deles participaram na reproduc¢do durante o
acasalamento.
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CONCLUSOES

Nos resultados encontrados neste estudo, ficou
evidenciado como a utilizacio do sistema
seminatural evitou a mortalidade de reprodutores
e conservou a variabilidade genética durante a
reproducdo de B. orbignyanus, o que em
progénies destinadas para programas de
repovoamento pode significar um aumento da
adaptabilidade e da sobrevivéncia ao ambiente.
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