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Resumo

Atualmente tem-se constatado a diminuicdo de muitas espécies de peixes em varios
ambientes aquéaticos. Como forma de minimizar esse impacto, 0 repovoamento tem sido
muito empregado, contudo, pouca importancia tem sido dada a variabilidade genética,
parametro fundamental para qualquer pratica de conservacdo genética. Dessa forma, o
objetivo do presente trabalho foi analisar a diversidade genética e a contribuicdo dos
reprodutores na progénie de Piaractus mesopotamicus obtida pelo sistema de reproducéo
seminatural, atraves do marcador molecular microssatélite. Os resultados obtidos mostraram
igual numero de alelos para a progénie e para 0s reprodutores (cinco alelos), e que a
heterozigose observada também foi semelhante, com valores de 0,563 e 0,550
respectivamente, indicando que foi mantida a variabilidade genética da progénie de P.
mesopotamicus obtida pelo sistema seminatural. Ainda, foi observada a ocorréncia de
paternidade multipla e contribuicdo diferenciada dos reprodutores para a progénie.

Introducao

Em muitos rios brasileiros tem ocorrido reducdo e até mesmo o desaparecimento de
muitas espécies de peixes que antes eram comumente capturadas por pescadores. Entre essas
espécies, 0 pacu (Piaractus mesopotamicus) atualmente é raramente encontrado em alguns
rios brasileiros, como no Paranapanema (Britto et al., 2003). Isso ocorreu principalmente
devido a poluicdo, assoreamento, construcdo de barragens e sobrepesca (Agostinho et al.,
2005). Das ac¢des empregadas para reduzir esses impactos, destaca-se 0 repovoamento, que
vem se tornando cada vez mais comum (Hilsdorf et al., 2006). Essa pratica, existente a mais
de trés décadas no Brasil, tem sido realizada, em geral, sem respaldo cientifico (Agostinho et
al., 2005).

A auséncia de um monitoramento genético dos peixes que serdo soltos no ambiente é
preocupante, pois 0 manejo reprodutivo pode proporcionar, em uma Unica geracao, grande
reducdo da variabilidade genética (Porta et al., 2006) e, conseqlientemente, reduzir a
resisténcia as doencas e a capacidade de adaptar-se em um novo ambiente (Barroso et al.,
2005), além de poder prejudicar o crescimento e a reproducdo (Porta et al., 2006). Dessa
forma, a manutencdo da variabilidade genética através dos marcadores moleculares é
fundamental para conservacao genética (Sirol & Britto, 2006), e necessaria para os individuos
enfrentarem as mudancas ambientais, desenvolverem e evoluirem (Baerwald et al., 2007).
Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi analisar a diversidade genética e a
contribuicdo dos reprodutores para a progénie de P. mesopotamicus obtida através do sistema
de reproducdo seminatural empregando o marcador molecular microssatélite.
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Material e Métodos

Para este estudo foram utilizados 20 reprodutores (11 machos e 9 fémeas) de
P. mesopotamicus da Estacdo de Hidrologia e Aquicultura da Duke Energy, localizada em
Salto Grande, S8o Paulo. Esses peixes tinham, em media, 2,5 kg de peso; quatro anos de
idade; e foram provenientes de um lote de 250 reprodutores, formados a partir de peixes
capturados no rio Parana.

O sistema reprodutivo utilizado foi o seminatural. Os reprodutores foram conduzidos
para o laboratorio e induzidos a reproducdo com a aplicacdo de extrato de hipofise de carpa
(Woynarovich & Horvath, 1983). Sendo que apos a inducdo a reproducao, os 20 reprodutores
foram colocados em um tanque circular. Este apresentava 5,1 m de raio, 1,85 m de
profundidade média, fluxo de agua continuo de 131 L/s, e um cano de seis polegadas com a
funcdo de permitir o escoamento da dgua na porcao central. Dessa forma, 0s ovos puderam ser
redirecionados pelo fluxo de agua (7 L/s) para uma estacdo coletora. Uma incubadora
cilindrico-conica de 200 litros de &gua, dentro da estacdo coletora recebeu 0s 0vos
proveniente do tanque circular, retendo-os, para em seguida serem transportados para a
incubacdo no laboratdrio. Estabeleceu-se a retirada dos ovos na incubadora de captacdo a cada
hora por um periodo de seis horas.

Para a amostragem da progénie, colheu-se 50 larvas um dia ap6s a eclosdo de forma
aleatdria das incubadoras de todos os horérios de coleta de ovos. Essas foram armazenadas em
microtubos e conservadas em alcool para posterior extracdo e amplificacdo do DNA.

O sémen de todos os machos foi analisado ap6s a reproducdo quanto a motilidade
progressiva, concentracdao e morfologia dos espermatozdides.

Extracédo e Amplificacdo do DNA

Para extracdo de DNA, foi utilizada a metodologia descrita por Aljanabi & Martinez
(1997) modificada por Povh et al. (2006). Foram extraidas amostras de DNA de 50 larvas
colhidas aleatoriamente e de fragmentos de nadadeira caudal de 0,5 cm? dos 20 reprodutores.
A quantificagdio do DNA foi por comparagdo com concentragdes de DNA de fago A
conhecidas em gel de agarose 1%, revelado com brometo de etidio (0,5 pg/mL). A
eletroforese foi conduzida em tampao TAE 1X (40 mM de Tris-acetato e 1 mM de EDTA)
por uma hora a 70 volts, sendo a imagem capturada pelo sistema de EDAS (Kodak 1D Image
Analysis 3.5).

O DNA foi amplificado para um volume final de reagdo de 20 pL, utilizou-se 1X do
tampéo Tris-KCl, 2,0 mM de MgCl,, 0,8 uM de cada primer (Forward e Reverse), 0,2 mM
de cada dNTP, uma unidade de Platinum Tag DNA Polimerase, 10 ng de DNA para larvas e
20 ng de DNA para os reprodutores. Inicialmente o DNA foi desnaturado a 94°C por quatro
minutos e em seguida foram realizados 30 ciclos, cada um consistindo de 30 segundos de
desnaturacao a 94°C; 30 segundos de anelamento do primer a temperatura variavel para cada
locus (Pme2, Pme4, Pme5 e Pme28 a 60° Pmel4 a 62°C; Pme20 a 58°C; Pme21 a 68°C; e
Pme32 a 66°C); e um minutos de extensdo a 72°C; apos realizou-se uma extensdo final a
72°C por 10 minutos. Foram amplificados oito loci descritos por Calcagnotto et al. (2001),
sendo as amostras ap6s a amplificacdo submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
10% desnaturante (6 M de uréia) em tampdo TBE 1X com 50 mA por sete horas. Em



seguida, utilizou-se a coloracdo com nitrato de prata, sendo que apds a visualizacdo das
bandas, os géis foram fotografados com camera digital da Sony (DSC-P93A).

Analise estatistica

O namero de alelos, a freqiiéncia dos alelos, e a heterozigose observada e esperada,
foram calculadas para cada locus usando o programa GENEPOP 3.3 (Raymond & Rousset,
1995). Esse programa também foi utilizado para avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg, a
deficiéncia ou excesso de heterozigotos e desequilibrio de ligacdo entre os pares de loci,
calculados pelo método de cadeia de Markov. Os valores de diferenciacdo genética (Fst) entre
0s reprodutores e a progénie foram estimados pelo método de Weir e Cockerham usando o
programa FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2001). A determinacdo da paternidade da progénie foi
realizada através do programa Microsoft Excel.

Resultados e Discussao
Diversidade genética

Os oito loci produziram um total de 31 alelos, sendo que o tamanho variou de 182 pb
(locus Pme5) a 268 pb (locus Pme21). Todos os alelos observados nos reprodutores foram
encontrados na progénie; no entanto, as freqiéncias desses para os loci Pme2 e Pme4 foram
um pouco alteradas, sendo que o alelo de maior frequéncia para esses loci foi o “B” para os
reprodutores e o “A” para a progénie. Ainda, apenas o locus Pme5 foi o Unico que apresentou
alteragdo quanto ao alelo de menor freqiiéncia, passando do “D” nos reprodutores (7,5%) para
0 “A” na progénie (2,94%) (Tabela 1).

Tabela 1. Numero (N°), tamanho (pb), menor freqiiéncia (< freq) e maior freqiéncia (> freq)
dos alelos para os oito loci obtidos para os reprodutores e a progénie de P. mesopotamicus.

Loci
Reprodutores —  Pme4  Pme5  Pmeld Pme20 Pme2l  Pme28  Pmed?
N° 5 5 4 4 2 3 5 3
pb 195-213 191-213 182-200 195-208 213-215 260-268 209-227 242-247
< freq D (0,125) E (0,125) D (0,075) A (0,025) A (0,300) C (0,025) C (0,075) C (0,075)
> freq B (0,300) B (0,250) B (0,425) B (0,725) B (0,700) B (0,925) B (0,350) B (0,800)
A Loci
Progénie
Pme2 Pme4 Pme5 Pmel4d Pme20 Pme2l Pme28 Pme32
Ne 5 5 4 4 2 3 5 3
pb 195-213 191-213 182-200 195-208 213-215 260-268 209-227 242-247
< freq D (0,047) E (0,070) A (0,029) A (0,020) A (0,171) C (0,010) C (0,031) C (0,064)
> freq A (0,361) A (0,349) B (0,412) B (0,735) B (0,829) B (0,958) B (0,438) B (0,809)

Para os reprodutores, os loci Pme2, Pme5 e Pme28 mostraram desvios no equilibrio de
Hardy-Weinberg, sendo que o Pme2 e 0 Pme28 indicaram um excesso de heterozigotos, com
valores de Fis de -0,195 e -0,180, respectivamente, e 0 Pme5 indicou uma deficiéncia de
heterozigotos, com Fis de 0,358 (Tabela 2).

O excesso de heterozigotos observado para os loci Pme2 e 0 Pme28 pode indicar a
quebra do efeito Wahlund caso estes tenham sido formados por peixes coletados de diferentes



localizagdes do rio Parana. Ainda, a deficiéncia de heterozigoto, observada para o locus Pme5
e também o Fis médio, pode ter ocorrido principalmente devido a endogamia, contudo, ndo se
pode descartar a possibilidade de amostragem néo aleatdria.

Foi semelhante a heterozigose média observada na progénie (0,563) em relacédo a dos
reprodutores (0,550). Contudo, na progénie quase todos os loci apresentaram valores de Fis
negativos (-0,02 a -0,360), com excecdo do locus Pme5 que apresentou Fis positivo (0,031).
No entanto, nenhum valor de Fis diferiu de zero, indicando que ndo houve excesso nem
deficiéncia de heterozigotos em todos os loci e, dessa forma, a reproducdo pelo sistema
seminatural de P. mesopotamicus indica que foi mantido o equilibrio de Hardy-Weinberg na
progénie (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de alelos (A), heterozigose observada (Ho), heterozigose esperada (He),
coeficiente de endogamia (Fis) e teste de probabilidade para o equilibrio de Hardy-Weinberg
(P(HW)) para os oito loci avaliados em P. mesopotamicus.

Amostras loci Média
Pme2 Pme4 Pme5 Pmel4d Pme20 Pme21 Pme28 Pme32
Reprodutores
(n=20)
A 5 5 4 4 2 3 5 3 3,875
Ho 0,95 0,9 045 0,35 0,3 0,15 0,9 04 0,550
He 0,799 0,812 0,695 0,449 0431 0,145 0,762 0,347 0,555
Fis -0,195 -0,112 0,358 0,225 0,309 -0,040 -0,180 -0,160 0,010~
P(HW) 0,001”  0,101™ 0,002 0,294™ 0,286™ 1,000® 0,013" 1,000™
Progénie
(n=50)
A 5 5 4 4 2 3 5 3 3,875
Ho 0,791 0,744 0,882 0,490 0,342 0,083 0,833 0,340 0,563
He 0,759 0,768 0,658 0,431 0,287 0,081 0,713 0,329 0,503
Fis -0,042 0,031 -0,360 -0,138 -0,190 -0,02 -0,170 -0,030 0,1'22n5
P(HW) 0,281™  0,687™ 0,233™ 0,822™ 0,575™ 1,000™ 0,250 0,426™

n: nimero de amostras; "°NAo significativo; “Significativo (P<0,05); " Significativo (P<0,01).
Composicao genética da progénie

A analise da paternidade pelos alelos dos oito loci estudados permitiu a determinacéo
de apenas 60% da progénie. Destes, ainda ndo foi possivel a distincdo de 13,3% e 3,3% da
progénie entre 0s machos trés e quatro e as fémeas seis e nove, respectivamente (Gréafico 1).

Apenas seis fémeas (F1, F3, F5, F6, F8 e F9) das nove fémeas e seis ou sete (M1, M2,
M3, M4, M7/M8 e M9 - ndo foi possivel distinguir os machos sete e oito) de onze
contribuiram com descendentes na progénie. Como todos os machos apresentaram valores
qualitativo (motilidade de 40% a 90%) e quantitativo (0,17 a 2,5 x 10° espermatozdides por
mL e porcentagem de espermatozoides normais de 41% a 80%) considerados adequados para
reproducédo, ndo foi por problemas relacionados ao sémen que 0s machos cinco, seis, dez e
onze deixaram de contribuir para a progénie (Tabela 3).



Os reprodutores que contribuiram com descendentes na progénie resultaram em uma
reducdo do numero efetivo de reprodutores (Ne) de 19,8 para no maximo 12,9. Contudo, este
Ne foi o suficiente para manter a heterozigose na progénie (0,563) em relacdo aos
reprodutores (0,550), indicando que foi mantida a variabilidade genética na progénie.

Para ambos os sexos, a contribuicdo com descendentes na progénie foi diferenciada,
sendo que um ou dois machos (M7 e/ou M8) e quatro fémeas (F1, F3, F5 e F9) produziram
um maior numero de descendentes (Figura 1). Ainda, todos os reprodutores apresentaram
comportamento de paternidade multipla, sendo que as fémeas foram fertilizadas por dois a
seis machos, e 0s machos por trés a cinco fémeas.

= 37 a 5
ol ]
) £ 20
1] ® 0
io g
-} 4
= w16
x5 1}
g §
2 A+ =]
& ® 10
- i
2 3
3 £
1 |
i) §°
5
M Mz M3 MIAMS M4 MTEME M
Machos

Figura 1. Participacdo dos reprodutores de P. mesopotamicus na composi¢do da
progénie através sistema reprodutivo seminatural. As figuras a e b mostram a
contribuicdo genética dos machos e das fémeas, respectivamente, para a
composicao da progeénie.

E pouco provavel que a contribuicdo desproporcional dos machos sete e/ou oito em
relacdo aos demais esteja relacionada com a qualidade ou concentracdo do sémen, como se
pode observar pela analise dos machos que apresentaram sémen com melhores parametros
qualitativo e quantitativo em relacdo aos que contribuiram com mais descendentes. Além do
mais, considerando que cada um desses dois machos tenha contribuido com metade dos
43,3% da progénie, esse contraste seria bastante reduzido em relagdo aos outros machos que
apresentaram entre 6,7% a 13,3% de descendentes. Com relagdo as fémeas, o contraste na
contribuicdo para a progénie foi inferior ao encontrado nos machos, sendo que somente as
fémeas seis e oito tiveram contribuicdo bastante inferior (3,3% a 10%) ao encontrado para as
fémeas um, trés, cinco e nove (16,7% a 23,3%).

Segundo Tuyttens & Macdonald (2000), o nivel de estresse pode afetar o
estabelecimento de hierarquias e conseqlientemente o padrdo dos acasalamentos e, portanto,
podem ser uma das razdes que levaram a contribui¢cdo desproporcional em ambos 0s sexos.
Ainda, a baixa determinacdo de paternidade pelos oito loci estudados, apenas 60%, e a
amostragem ndo aleatoria talvez sejam fatores que possam estar levando a uma estimativa
desproporcional entre a contribui¢do dos reprodutores com a progénie.



Conclusoes

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que houve paternidade mdltipla,
contribuicdo diferenciada para progénie de alguns reprodutores e que a variabilidade genética
dos reprodutores foi mantida na progénie de P. mesopotamicus com a reproducdo seminatural.
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