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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a diversidade genética e a paternidade de progénies de Brycon
orbignyanus obtidas pelos sistemas reprodutivos por extrusdo e seminatural, através do marcador
microssatélite. Os quatro loci utilizados produziram 11 alelos, sendo observados trés alelos (BoMI1,
BoMS5 e BoM7) e dois alelos (BoM2) por locus presentes nos parentais e na progénie de ambos sistemas
reprodutivos. Na progénie do sistema por extrusdo foram observados alelos de baixa frequéncia para
os locus BoMS5 (alelo B = 0,095) e BoM7 (alelo C = 0,059) e houve uma diminui¢do da variabilidade
genética (Heterozigosidade observada-Ho = 0,900 ¢ 0,823; Indice de Shannon-IS = 0,937 e 0,886;
diversidade genética de Nei-DGN = 0,604 ¢ 0,566, respectivamente). Na progénie do sistema seminatural
as frequéncias dos alelos se mantiveram estaveis, sendo verificada uma frequéncia desigual para cada
locus. A variabilidade genética foi preservada, sendo corroborado pelos valores de Ho (0,975 e 0,945),
IS (0,927 e 0,924) ¢ DGN (0,593 ¢ 0,581) para parentais ¢ progénie, respectivamente. Observaram-
se desvios (P<0.01) no equilibrio de Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligagdo nos dois sistemas
reprodutivos. O coeficiente de endogamia (Fis) mostrou déficit de heterozigotos na progénie do sistema
por extrusdo. Observou-se paternidade multipla e contribuigdo reprodutiva diferenciada na composigado
das familias na progénie nos dois sistemas reprodutivos, com a presen¢a de dominancia reprodutiva no
sistema seminatural.

Palavras-chave: Conservagdo genética, microssatélite, piracanjuba, programa de repovoamento,
sistema por extrusdo, sistema seminatural

Abstract

The objective of this study was to estimate the genetic diversity and the paternity of Brycon orbignyanus
offspring’s obtained with the extrusion and semi-natural reproductive systems, by microsatellites
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markers. The four loci used produced 11 alleles, being observed three alleles (BoM1, BoM5 and BoM7)
and two alleles (BoM2) for locus present in the parental and in the offspring of both reproductive
systems. In the offspring of the extrusion system low frequency alleles was observed for the locus BoM5
(allele B =0.095) and BoM7 (allele C = 0.059) and there was a decrease of genetic variability (observe
heterozygosity-Ho = 0.900 and 0.823; Shannon index-IS = 0.937 and 0.886; Nei genetic diversity-DGN
= 0.604 and 0.560, respectively). For the offspring of the semi-natural system the allele frequencies
stayed stable being verified an unequal frequency for each locus. The genetic variability in the offspring
was preserved, being corroborated by the Ho values (0.975 and 0.945), IS (0.927 and 0.924) and DGN
(0.593 and 0.581) for parental and offspring, respectively. Deviations were observed (P <0.01) in
the Hardy-Weinberg equilibrium and linkage disequilibrium for the two reproductive systems. The
inbreeding coefficient (Fis) it showed deficit of heterozygote in the offspring of the extrusion system.
Multiple paternity and differed reproductive contributions in the composition of the families in the
offspring in the two reproductive systems was observed, with the presence of reproductive dominance
in the semi-natural system.

Key words: Extrusion system, genetic conservation, microsatellite, piracanjuba, restocking program,

semi-natural system

Introducio

A piracanjuba, Brycon orbignyanus
(Characiformes, Characidae, Bryconinae) também
conhecida como bracanjuva, ¢ uma espécie nativa
das bacias formadas pelos rios Uruguai e Parana
(ZANIBONI-FILHO; REYNALTE-TATAIJE;
WEINGARTNER, 2006). Devido ao seu elevado
valor comercial, qualidade da carne, precocidade,
adaptacdo ao cativeiro ¢ voracidade e briga na pesca
esportiva ¢ uma espécie de grande interesse por
produtores e pescadores (BORBA; FRACALOSSI;
PEZZATO, 2006, CECCARELLI; SENHORINI;
REGO, 2005). Entretanto, a diminui¢do de suas
populagdes naturais em varias bacias hidrograficas
— catalogada como espécie em risco de extingdo
(IBAMA, 2012) e a perda de diversidade genética
em estoques e populagdes naturais (PANARARI-
ANTUNES et al., 2011) tém chamado a aten¢do de
pesquisadores. A perda de variabilidade genética
pode levar a depressdo por endogamia que causa
diminui¢do no desempenho e sobrevivéncia
de progénies, incluindo aquelas liberadas em
programas de conservacdo (PEREZ-ENRIQUEZ et

al., 2009; POVH et al., 2008).

Das acdes empregadas para mitigar a diminuicéo
de populagdes naturais de peixes
se os programas de repovoamento (LOPERA-
BARRERO; RIBEIRO; POVH, 2007). De acordo

destacam-

com Kalinowski et al. (2012), as principais metas
que um programa de repovoamento deve alcangar
quando se trata de peixes em risco de extingdo
(como ¢ o caso do B. orbignyanus) sdo: 1) evitar a
perda completa do grupo de genes; 2) conservar o
maximo possivel a diversidade genética; 3) realizar
as metas 1 e 2 sem comprometer a sobrevivéncia
das populagoes através do tempo.

Desta forma, introdugdes de peixes realizadas
de forma irracional ou sem apoio cientifico podem
provocar redugdo da variabilidade genética nas
populagdes naturais, devido principalmente a
manejos reprodutivos realizados de forma errada
nos estoques, os quais podem reduzir o potencial
evolutivo e a resposta a modificacdes ambientais
das progénies (POVH et al., 2011; RICHARDS;
WARES; MACKIE, 2010). Neste tltimo aspecto, a
utilizagdo de um niimero insuficiente de reprodutores
(MELO et al., 2006) ou de sistemas reprodutivos
inadequados (POVH, 2007) podem promover a
diminui¢do da variabilidade genética das progénies
que serdo liberadas durante o repovoamento. De
acordo com Gardner et al. (2010), a compreensao de
como o programa de repovoamento atua biologica
e geneticamente nas populacdes selvagens, o
monitoramento e a avaliagdo do progresso dos
peixes liberados é uma responsabilidade e uma
necessidade.
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De forma existem dois sistemas
reprodutivos que sdo utilizados para espécies
migratorias brasileiras: o sistema por extrusdo
e o sistema seminatural (ZANIBONI-FILHO;
NUNER, 2004). O sistema reprodutivo por
extrusao ¢ um dos mais utilizados na reproducao
de espécies migratorias. Este sistema ndo requer
tanques de desova e permite manipular facilmente
os gametas. Porém, a manipulacdo fisica do
animal infringe um alto estresse (que em algumas
espécies pode causar altas taxas de mortalidade)
e a sua utilizacdo pode diminuir a variabilidade
genética. O
pelo contrario, apresenta menor interferéncia do
produtor no processo reprodutivo, reduz o estresse
e diminui a mortalidade de reprodutores (LOPERA-
BARRERO, 2009). Entretanto, nesse sistema tém
se verificado comportamentos de
reprodutiva que podem influenciar a variabilidade
genética nas progénies (POVH, 2007). Dessa forma,
sdo necessarias pesquisas que permitam confirmar
a eficiéncia desses sistemas na preservacdo dos
reprodutores utilizados nos acasalamentos e na
variabilidade genética das progénies utilizadas em
programas de repovoamento e associa-las com a
conservagdo genctica de populacdes naturais de

geral,

sistema reprodutivo seminatural,

dominancia

peixes.

O objetivo do estudo foi avaliar a diversidade
genética e a paternidade de progénies de Brycon
orbignyanus obtidas pelos sistemas reprodutivos
por extrusdo e seminatural, através de marcadores
microssatélites.

Material e Métodos

O experimento foi realizado nas instalagdes do
laboratorio de Biologia Molecular do Nucleo de
Pesquisa Peixegen, na Universidade Estadual de
Maringa (UEM). Utilizaram-se 20 reprodutores
(108 e 109) de B. orbignyanus selecionados
de um estoque mantido em cativeiro na Estacdo
de Aquicultura da Duke Energy International,
localizada na cidade de Salto Grande (49°13°W e

23°10’S), Sao Paulo, Brasil. O estoque foi formado
a partir de reprodutores capturados no rio Parana,
onde permaneceu inalterado (sem introducdo
de novos individuos) durante seis anos desde
o momento da sua formagdo. Esses individuos
foram utilizados em programas de repovoamento

realizados no rio Paranapanema, SP.

Os sistemas reprodutivos analisados (sistema por
extrusao e seminatural), foram caracterizados por
Zaniboni-Filho e Nufier (2004). Nos dois sistemas
os peixes foram induzidos a reproducao com extrato
de hipdfise de carpa. As fémeas receberam 5,5 mg/
kg, divididos em duas aplicagdes: 10% do total na
primeira aplicacdo e 90% restante 12 horas depois.
Os machos receberam 2,5 mg/kg em dose Unica
paralelamente com a ultima dose das fémeas.

Sistema por extrusdo: aproximadamente seis
horas depois da ultima indugdo (160 horas-grau,
27°C) os 6vulos de cinco fémeas e 0 sémen de cinco
machos (1:1) foram obtidos através de pressao
manual cranio-ventral realizada no abdomen. Os
gametas foram depositados num recipiente plastico
seco até a verificagdo da desova completa dos
individuos (auséncia de liberacao de gametas), e em
seguida, adicionou-se 15% de agua sobre o peso total
dos dvulos, iniciando-se o processo de fertilizacao.
Os ovos foram dispostos em incubadoras cilindrico-
conicas com fluxo constante de intercambio
de agua, finalizando o processo com a eclosio.
Simultaneamente com a coleta dos gametas foram
tomadas amostras de nadadeira caudal (0,5 cm?)
de cada reprodutor (10 amostras no total). Trés
dias depois da eclosdo dos ovos, coletaram-se de
forma aleatoria 200 larvas completas de todas
as incubadoras, sendo escolhidas 60 larvas para
realizar a analise da progénie. Todas as amostras
(nadadeiras e larvas) foram acondicionadas em
microtubos de 1,5 ml contendo alcool etilico
absoluto para a posterior extracio do DNA. A
porcentagem de mortalidade dos reprodutores
utilizados no acasalamento definiu-se um dia depois
da reproducao.
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Sistema seminatural: dez reprodutores (cinco
machos e cinco fémeas) foram acondicionados num
tanque circular com um raio de 5,1 m x 1,85 m de
profundidade média, abastecido por fluxo continuo
de agua (131 L/s). Aproximadamente seis horas
depois da ultima indugdo (160 horas-grau, 27°C)
iniciou-se o periodo de coleta de ovos. Um tubo
localizado na parte central do tanque permitiu o
direcionamento dos ovos para uma estacao coletora,
onde foram vertidos numa incubadora cilindro-
conica de captagdo de 200 litros com fluxo continuo
de agua (7 L/s). Estabeleceu-se um periodo de coleta
de no maximo seis horas, com a retirada de ovos
a cada hora da incubadora de captacdo, sendo em
seguida conduzidos a incubadoras cilindro-conicas
onde ocorreu a incubacao. Depois das seis horas de
coleta de ovos foi verificado por pressdo abdominal
se os machos e fémeas utilizados desovaram
completamente e paralelamente foram tomadas
amostras de nadadeira caudal (0,5 cm?) de cada
reprodutor (10 amostras no total). Trés dias depois
da eclosdo dos ovos, coletaram-se de forma aleatoria
200 larvas completas de todas as incubadoras,
sendo escolhidas 60 larvas para realizar a analise da
progénie. Todas as amostras (nadadeiras e larvas)
foram acondicionadas em microtubos de 1,5 ml
contendo alcool etilico absoluto para a posterior
extragdo do DNA. A porcentagem de mortalidade
dos reprodutores usados no acasalamento definiu-se
um dia depois da reproducao.

Para extracdo de DNA foi utilizado o protocolo
de extragdo com NaCl descrito por Lopera-
Barrero et al. (2008). O DNA foi quantificado em
espectrofotdometro Shimadzu com absorvancia
de 260nm. As amostras foram diluidas para uma
concentracdo de 10ng/uL (reprodutores) e Sng/ul
(larvas). 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
70V. O gel foi visualizado sob radiagdo UV, depois
da sua exposi¢do com brometo de etidio (0,5 pg/
ml) por uma hora. Posteriormente, a imagem foi

fotografada utilizando o programa Kodak EDAS
(Kodak 1D Image Analysis 3.5).

O DNA foi amplificado para um volume final
de reacdo de 18 uL, utilizou-se 1X do tampao Tris-
KCl, 2,0 mM de MgCl2, 0,8 uM de cada primer
(Forward e Reverse), 0,4 mM de cada dANTP, uma
unidade de Platinum Taq DNA Polimerase, 10
ng de DNA para larvas e 20 ng de DNA para os
reprodutores. Inicialmente o DNA foi desnaturado
a 94°C por quatro minutos e em seguida foram
realizados 30 ciclos, cada um consistindo de
um minuto de desnaturacdo a 94°C; um minuto
a 54°C, 60°C, 51°C e 51°C de anelamento para
cada locus utilizado e um minuto de extensdao a
72°C. Apos, realizou-se uma extensdo final a 72°C
por 10 minutos. Foram amplificados quatro locus
descritos por Barroso et al. (2003) para Brycon
opalinus (BoM1-AF513621; BoM2-AF513622;
BoM5-AF513623 e BoM7-AF513626). As reacdes
foram realizadas em termociclador “Eppendorf
Mastercycler® Gradient”.

As amostras amplificadas foram submetidas
a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%
(acrilamida : bisacrilamida — 29 : 1) desnaturante
(6 M de uréia), e conduzida em tampao TBE 1X
(90 mM de Tris-Borato ¢ 2 mM de EDTA) com 320
V e 250 mA por sete horas. Para a visualiza¢ao dos
alelos microssatélites, foi utilizada a coloracdo com
nitrato de prata pelo método descrito por Bassan,
Caetano-Anollés e Gresshoff (1991) modificado. O
gel foi submetido a uma solugdo de fixacao (10%
de etanol e 0,5% de acido acético) por 20 minutos;
em seguida corado (6 mM de nitrato de prata) por
10 minutos; e posteriormente visualizado (0,75M de
NaOH e 0,22% de formol-40%) e fotografado com
camera Nikon CoolPix 5200.

O tamanho dos alelos foi calculado pelo
programa Kodak EDAS-290, utilizando DNA
ladder (Invitrogen) de 10, 50 e 100 pb. Esses alelos
foram organizados em matrizes de dados que foram
submetidas aos programas computacionais que
calcularam varios pardmetros que permitiram a
determinagdo da diversidade genética intra ¢ inter
populacional.
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Onumero de alelos, aheterozigosidade observada
(Ho) e esperada (He), o indice de Shannon, a
distancia e identidade genética e o numero efetivo
de alelos foram calculados utilizado o programa
PopGene 1.31 (YEH; BOYLE; XIYAN, 1999).
A frequéncia alélica e a deficiéncia ou excesso de
heterozigotos foram determinados para cada locus
por meio do programa GENEPOP 1.2 (RAYMOND;
ROUSSET, 1995). O teste do equilibrio de Hardy-
Weinberg e¢ o desequilibrio de ligacdo foram
calculados utilizando-se o programa Arlequin 3.1
(EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005) pelo
método da cadeia de Markov. A diversidade genética
de Nei (1978) e o coeficiente de endogamia (Fis)
foram determinados pelo programa FSTAT 2.9.3.2
(GOUDET, 2002). Os valores de contribuicao
reprodutiva foram obtidos através do programa

PAPA versao 2.0 (DUCHESNE; GODBOUT;
BERNATCHEZ, 2002).

Resultados e Discussao
Sistema por extrusdo x Sistema seminatural

O ntimero de alelos, o tamanho em pares de base
e a frequéncia dos alelos para os diferentes loci
microssatélites nos dois sistemas reprodutivos sao
mostrados na Tabela 1. Os quatro loci utilizados
produziram um total de 11 alelos, sendo observados
trés alelos (BoM1, BoM5 ¢ BoM7) e dois alelos
(BoM2) por locus presentes nos parentais € na
progénie. Com relagdo ao tamanho dos alelos, foram
observados tamanhos de fragmentos amplificados
entre 136 pb (BoM5) e 200 pb (BoM?2).

Tabela 1. Numero de alelos por locus (A), tamanho em pares de base (pb) e frequéncia dos alelos (A, B e C) para os
parentais e para a progénie de Brycon orbignyanus, nos sistemas reprodutivos por extrusdo e seminatural.

Sistema por extrusao

Loci A pb Parentais Progénie
BoM1 3 168-144 0,500/0,100/0,400 0,500/0,217/0,283
BoM2 2 200-170 0,500/0,500 0,491/0,509
BoM5 3 144-136 0,350/0,400/0,250 0,474/0,095/0,431
BoM7 3 198-188 0,300/0,500/0,200 0,441/0,500/0,059

Sistema seminatural
BoM1 3 168-144 0,500/0,200/0,300 0,500/0,211/0,289
BoM2 2 200-170 0,550/0,450 0,610/0,390
BoM5 3 144-136 0,400/0,500/0,100 0,400/0,500/0,100
BoM7 3 198188 0,450/0,350/0,200 0,462/0,333/0,205

Fonte: Elaboragao dos autores.

De forma geral, foram observados alelos de alta
frequéncia nos parentais e nas progénies dos dois
sistemas e nao foram encontrados alelos exclusivos.
Para o sistema por extrusdo, as frequéncias se
apresentaram desiguais entre parentais e progénie
em todos os loci. Na progénie os loci BoM1, BoM2,
BoMS5 e BoM?7 apresentaram um aumento na
frequéncia dos alelos B, B, C ¢ A, respectivamente,
sendo também observados alelos de baixa
frequéncia (menor que 0,100) para os locus BoM5

(Alelo B = 0,095) e BoM7 (alelo C = 0,059). Por

outro lado, para a progénie do sistema seminatural,
as frequéncias dos alelos se mantiveram estaveis
sendo verificada uma frequéncia desigual para cada
locus. Para os loci BoM1, BoM2 e BoM7 o alelo de
maior frequéncia foi o A, enquanto que para o locus
BoMS5 o alelo B apresentou maior valor.

Em todos os loci, a riqueza alélica (Ra) foi
maior que o niimero efetivo de alelos (Ae) (Tabela
2), o que confirma a distribuicdo desigual das
frequéncias alélicas com a presenca de alelos de
baixa frequéncia. Essa distribui¢do de frequéncias
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e da riqueza alélica pode influenciar a presenga de
heterozigotos, provocar diminui¢ao da variabilidade
genética e influenciar as decisdes num programa

de conservagdo (INNES; ELLIOTT, 2006,
CABALLERO; RODRIGUEZ-RAMILO, 2010).

Tabela 2. Riqueza alélica (Ra), numero efetivo de alelos (Ae), indice de Shannon (IS) e diversidade genética de Nei
(DGN), calculados nos parentais ¢ na progénie de Brycon orbignyanus, nos sistemas reprodutivos por extrusao e

seminatural.
Grupo Locus Ra Ae IS DGN
Sistema por extrusao
Parentais BoM1 3 2,381 0,937 0,604
BoM2 2 2,000
BoM5 3 2,898
BoM7 3 2,632
Progénie BoM1 3 2,651 0,886 0,566
BoM2 2 1,999
BoM35 3 2,383
BoM7 3 2,232
Sistema seminatural
Parentais BoM1 3 2,632 0,927 0,593
BoM2 2 1,980
BoM5 3 2,381
BoM7 3 1,274
Progénie BoM1 3 2,645 0,924 0,581
BoM2 2 1,907
BoM5 3 2,381
BoM7 3 2,731

Fonte: Elaboragao dos autores.

O baixo numero de alelos por locus (dois e
trés alelos) observado neste estudo pode estar
correlacionado a dificuldade na utilizacdo dos loci
heterologos (desenvolvidos para Brycon opalinus), o
quefazsugerirautilizagdo de outroslocinarealizacao
de futuros estudos genéticos em B. orbignyanus.
Esses resultados concordam com os encontrados
por Barroso et al. (2003), onde foram observados
poucos alelos para B. orbignyanus. Outros estudos
tém determinado a dificuldade na utilizag¢do de loci
heter6logos em estudos com peixes. Lopera Barrero
et al. (2010a) e Rodriguez-Rodriguez et al. (2010)
ao analisarem a diversidade genética de estoques de
Brycon orbignyanus observaram baixo numero de
alelos (dois e trés por locus) indicando a dificuldade
na utiliza¢do de loci heter6logos. Ao desenvolver
microssatélites para Brycon hilarii Sanches e Galetti

Junior (2006) observaram baixo polimorfismo
para B. orbignyanus (trés alelos). Santos, Hrbek e
Farias (2009) trabalhando com loci desenvolvidos
para Colossoma macropomum observaram uma
baixa amplificacdo de alelos (dois por locus)
em Pygocentrus nattereri, Mylossoma aureum
e Piaractus brachypomus. Olivatti et al. (2011)
testaram a amplificacdo de primers heterélogos em
Leporinus Friderici encontrando um nimero baixo
de alelos amplificados (um e trés alelos).

A presenga dos mesmos alelos nos reprodutores
e na progénie e a auséncia de alelos exclusivos
sugere que o estoque de reprodutores apresenta
uma adequada variabilidade genética. De forma
geral, ndo ocorreu perda significativa de alelos
na formacdo das progé€nies nem houve grande
quantidade de alelos de baixa frequéncia. A
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heterozigosidade observada (Ho) nos parentais de
ambos os sistemas reprodutivos foi alta para os loci
BoM1, BoM5 e BoM7 (1,000), sendo caracterizada
uma menor heterozigosidade para o locus BoM2
(0,600 e 0,900 para o sistema por extrusdo e
seminatural, respectivamente) (Tabela 3). Ao serem

analisados por sexo encontrou-se igualmente uma
alta heterozigosidade observada no sistema por
extrusdo (fémeas: Ho= 0,950 ¢ He = 0,606; machos:
Ho=0,850 ¢ He =0,661) e seminatural (fémeas: Ho
= 0,950 e He = 0,644; machos: Ho = 1,000 e He =
0,645).

Tabela 3. Heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), coeficiente de endogamia (Fis) e teste de probabilidade
para o equilibrio de Hardy-Weinberg (PHW) calculados nos parentais e na progénie de Brycon orbignyanus, nos

sistemas reprodutivos por extrusdo e seminatural.

Parametro BoM1 BoM2 BoM5 BoM7 Média
Sistema por extrusao
Parentais
Ho 1,000%* 0,600ns 1,000%* 1,000%* 0,900*
He 0,610 0,526 0,689 0,652 0,619
Fis -0,698 -0,149 -0,488 -0,579 -0,478
PWH (0,0003)* (0,0000)* (0,0013)* (0,0005)* -
Progénie
Ho 1,000* 0,291* 1,000* 1,000%* 0,823*
He 0,629 0,504 0,585 0,550 0,567
Fis -0,600 0,426%* -0,719 -0,809 -0,425
PWH (0,0000)* (0,0001)* (0,0000)* (0,0000)* -
Sistema seminatural
Parentais
Ho 1,000* 0,900* 1,000* 1,000ns 0,975*
He 0,653 0,521 0,610 0,689 0,618
Fis -0,579 -0,800 -0,698 -0,538 -0,654
PWH (0,0005)* (0,0007)* (0,0004)* (0,0012)* -
Progénie
Ho 1,000* 0,780* 1,000%* 1,000ns 0,945*
He 0,627 0,480 0,585 0,642 0,583
Fis -0,602 -0,634 -0,720 -0,569 -0,631
PWH (0,0000)* (0,0000)* (0,0000)* (0,0000)* -

* Significativo (P<0.01), ** Perda de heterozigotos, (ns) ndo significativo.

Fonte: Elaboragao dos autores.

Esses resultados demonstram que existe uma
adequada variabilidade genética intra-populacional,
o que faz supor que o plantel de reprodutores se
formou a partir de um nimero grande de reprodutores
que permitiu conservar um adequado perfil genético,
ndo sendo influenciado pelo efeito fundador, que ¢ a
perda de variag@o genética quando uma populagao se
forma a partir de um numero pequeno de individuos
provenientes de uma populagdo maior (CAUJAPE-
CASTELLS, 2006). Esta afirmacao foi corroborada
pelos valores de indice de Shannon—IS (0,937 e

0,927 para o sistema por extrusdo e seminatural,
respectivamente) ¢ de diversidade genética de Nei—
DGN (0,604 ¢ 0,593 para o sistema por extrusao e
seminatural, respectivamente) que ratificaram uma
alta variabilidade genética dentro de cada grupo
(Tabela 2).

Em outro contexto, através da utilizacdo do

sistema seminatural, ndo houve

mortalidade dos reprodutores utilizados (verificado

reprodutivo

um dia depois do processo reprodutivo) e ocorreu
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a preservacdo da variabilidade genética na
progénie, demonstrando a efetividade desse sistema
reprodutivo. Por outro lado, apesar de obter-se uma
desova total dos gametas, no sistema por extrusao
somente um reprodutor (macho) sobreviveu a este
manejo reprodutivo (verificado um dia depois
do procedimento). Povh (2007) comparando o
sistema de reproducdo seminatural e por extrusdao
em um cruzamento de 20 reprodutores (103 e
109) de Piaractus mesopotamicus encontrou
uma maior variabilidade genética na progénie do
sistema seminatural (IS = 0,415 e %Fragmentos
polimorficos-%FP = 72,4%) quando comparada
com o sistema por extrusdo (IS = 0,231 e %FP =
42,7%) e uma mortalidade maior no sistema por
extrusdo. Reynalte-Tataje et al. (2002) investigando
a reproducdo de Leporinus macrocephalus, nao
encontraram mortalidade dos reprodutores ao
utilizar o sistema seminatural, diferentemente
do sistema por extrusdo onde esses resultados
chegaram a 66,7%.

Sistema reprodutivo por extrusdo

Ao comparar os parentais ¢ a progénie do sistema
reprodutivo por extrusdo observou-se desvio dos
valores de heterozigosidade esperada (He) nos
reprodutores e na progénie, 0 que caracteriza 0s
desvios significativos no equilibrio de Hardy-
Weinberg (Tabela 3). Segundo Romana-Eguia et al.
(2004) e Wasko et al. (2004) isto ¢ sempre esperado
em estoques mantidos em cativeiro, ja que os desvios
nas frequéncias provocadas eventualmente pela
deriva genética tendem a ampliar-se com o passo
das geragoes, reduzindo a variabilidade genética.

O desequilibrio de ligagdo, que ¢ a associacdo nao
aleatoria de alelos em dois ou mais loci (CAUJAPE-
CASTELLS, 2006) foi observado em quatro
diferentes pares (BoMI1xBoM2, BoMI1xBoMS5,
BoM1xBoM7 e BoM5xBoM?7).
que apesar da alta variabilidade genética intra-
populacional (IS =0,886 e DGN = 0,566) houve uma
diminui¢do da variabilidade genética na progénie,
a qual também foi evidenciada pelos valores de

Verificou-se

heterozigosidade média observada (0,900 e 0,823
para parentais e progénie, respectivamente). A
reducdo da heterozigosidade, de acordo com Ramos
et al. (2012) pode ocasionar a perda da capacidade
de uma populacdo se adaptar a mudangas nas
condig¢Oes ambientais. No caso de alevinos utilizados
em programas de repovoamento este evento seria
muito prejudicial e conflitaria com a conservacao
das populacdes naturais, especialmente aquelas em
risco de extingdo.

A diminuigdo da variabilidade genética na
progénie pode ter acontecido devido a presenca
de endogamia na progénie (locus BoM2 Fis =
0,426), viabilizada pela erosdo genética, que pode
causar deriva genética nas populagdes naturais.
De acordo com Allendorf e Luikard (2007) quanto
menor o tamanho efetivo populacional, maior sera
o efeito da deriva genética sobre uma populacao.
Por outro lado, a utilizagdo de um pool de sémen
pode ter contribuido também com a diminui¢do
da variabilidade genética. Ribolli e Zaniboni-
Filho (2009) em estudos realizados com Rhamdia
quelen, encontraram que o pool de sémen reduziu
a variabilidade genética através do favorecimento
da dominancia de alguns machos sobre outros
na fertilizagdo dos ovocitos. Esses resultados
concordam com os encontrados no presente estudo.

Através da analise estatistica, foi calculada
unicamente 88,4% da paternidade total na progénie
(P<0,05). Através desse resultado, foi observada
uma escassa contribuicdo reprodutiva de dois
parentais (macho 3 — M3 e fémea 4 — F4), existindo
dominéncia principalmente dos M2, M4 e F2 (Figura
1). Todos os machos contribuiram com a progénie
e fertilizaram mais de uma fémea, caracterizando
a paternidade multipla. Os machos M2, M4 ¢ M5
foram os que fertilizaram um maior nimero de
fémeas (quatro cada). O M1 e M3 fertilizaram
trés fémeas cada. A composicdo das familias foi
influenciada diretamente pela maior participagdo
do M2 e M4, sendo que os cruzamentos F2xM2 e
F5xM4 tiveram a maior contribuicdo na progénie
(23,3%). A composi¢do das familias na progénie de
B. orbignyanus é mostrada na Figura 2.
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Figura 1. Contribuicdo parental da progénie de B. orbignyanus, utilizando o sistema reprodutivo por extrusao.
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Figura 2. Composi¢ao das familias na progénie de B. orbignyanus, utilizando o sistema reprodutivo por extrusao.
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Fonte: Elaboragao dos autores.

Sistema reprodutivo seminatural

Ao comparar os parentais ¢ a progéniec do
sistema reprodutivo seminatural observou-se desvio
dos valores de heterozigosidade esperada (He)
nos reprodutores e na progénie, o que igualmente
caracterizou os desvios significativos no equilibrio

de Hardy-Weinberg (Tabela 3). Observou-se

desequilibrio de ligacdo em seis diferentes pares
(BoM1xBoM2, BoMI1xBoM5, BoMIxBoM7,
BoM2xBoM5, BoM2xBoM7 e BoM5xBoM7).
O cocficiente de endogamia (Fis) apresentou
valores negativos em todos os loci, indicando a
auséncia de endogamia na progénie. Verificou-
se que a variabilidade genética na progénie foi
preservada, sendo corroborado pelos valores de
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heterozigosidade média observada (0,975 e 0,945
para parentais ¢ progénie, respectivamente), pelos
valores de IS (0,927 e 0,924 para parentais e
progénie, respectivamente) e pela DGN (0,593 e
0,581 para parentais e progénie, respectivamente).

O sistema reprodutivo seminatural pode ter
influenciado na preservagdo da variabilidade
genética da progénie, ja que esse sistema
reduz a selecdo nao intencional no processo
reprodutivo que ocorre normalmente no sistema
reprodutivo por extrusao (POVH, 2007) e diminui
significativamente a mortalidade causada pelo
estresse. Isto permite que um maior numero de
reprodutores se reproduza durante os cruzamentos
€ que exista sincronizagdo natural na liberacdo
dos gametas, permitindo que o pool genético de
um estoque pequeno ou de um cruzamento com

poucos individuos (como ¢ normalmente utilizado
em programas de repovoamento) seja representado
com maior heterogeneidade na progénie (CACHO;
YAMAMOTO; CHELLAPPA, 2007, REYNALTE-
TATAJE et al., 2002), devido ao menor efeito
seletivo do sistema e a maior taxa de sobrevivéncia
dos reprodutores, o que pode viabilizar a preservagao
da variabilidade genética na progénie.

Através da analise estatistica, foi calculada
unicamente 93,4% da paternidade total na progénie
(P<0,05). Foi observada participacdo equilibrada
da maioria dos parentais na progénie, confirmando
as vantagens na utilizagdo de esse sistema em
cruzamentos de B. orbignyanus. Entretanto, foi
verificada uma maior participagdo na progénie
do M3, caracterizando um efeito de dominancia
reprodutiva (Figura 3).

Figura 3. Contribuicdo parental da progénie de B. orbignyanus, utilizando o sistema reprodutivo seminatural.
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Fonte: Elaboracao dos autores.

Pela redugdo do direcionamento e da sele¢ao
ndo intencional no processo reprodutivo, o sistema
seminatural usado no presente estudo permitiu a
dominancia de reprodutores durante o cruzamento.
A dominancia reprodutiva, também conhecida
como hipoétese da qualidade intrinseca do macho

ou hipotese do bom esperma (SIVINSKI, 1984),
pode influenciar na variabilidade genética quando
se usam sistemas reprodutivos seminaturais, ja que
a dominancia de alguns machos na fertilizacdo dos
ovulos pode influenciar a variabilidade genética da
progénie. De acordo com Alonso et al. (2012) em

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 35, n. 1, p. 541-554, jan./fev. 2014



Diversidade genética e paternidade de progénies de Brycon orbignyanus obtidas por diferentes sistemas reprodutivos

individuos Cichlasoma dimerus a dominancia esta
correlacionada nos machos com o tamanho corporal
e nas fémeas com caracteristicas intrinsecas, tais
como a agressividade. Este fenomeno, observado
em peixes exoticos (PAULL et al., 2010, PORTA
et al., 2006, SPENCE; SMITH, 2006) e nativos
brasileiros como o Piaractus mesopotamicus
(POVH et al., 2010) e B. orbignyanus (LOPERA-
BARRERO et al., 2010b), foi novamente observado
no presente estudo para esta ultima espécie.

Todos os machos contribuiram com a progénie
e fertilizaram mais de uma fémea, caracterizando a
paternidade multipla. O M2 foi quem fertilizou maior
quantidade de fémeas (quatro), seguido do M1, M3
e M4 (trés cada) e pelo M5 (dois). A composi¢ao
das familias foi influenciada diretamente pela maior
participagdo do M3, sendo que os cruzamentos
F3xM3 e F2xM3 tiveram a maior contribuicao na
progénie (31,7%). A composi¢do das familias na
progénie de B. orbignyanus ¢ mostrada na Figura 4.

Figura 4. Composicao das familias na progénie de B. orbignyanus, utilizando o sistema reprodutivo seminatural.
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A partir dos resultados de variabilidade genética,
paternidade e conservagdo fisica dos reprodutores
utilizados nos acasalamentos, pode-se sugerir que
o sistema reprodutivo seminatural ¢ indicado para
a reproducdo do Brycon orbignyanus em ambientes
controlados e em programas de repovoamento, ja
que diminui a mortalidade dos reprodutores durante
0 processo reprodutivo e permitem a preservacao da
variabilidade genética.

A diminuicdo da variabilidade genética pode
afetar um programa de repovoamento a partir

da baixa sobrevivéncia de alevinos no ambiente
natural e através impactos negativos nas populagdes
de peixes e no ecossistema (GARDNER et al.,
2010, SONSTEB@; BORGSTROM; HEUN, 2007,
POVH et al., 2008). Assim, através dos resultados
observados, o manejo reprodutivo de estoques
de B. orbignyanus utilizados em programas de
repovoamento pode ser orientado corretamente e
pode ser utilizado em outras espécies de peixes em
risco de extingdo.
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