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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética de um estoque de Salminus brasiliensis
utilizado em programas de repovoamento do rio Paranapanema, por meio do marcador RAPD. Dez reprodutores
(cinco machos e cinco fémeas) e sua progénie (40 larvas e 40 alevinos) foram analisados. Os oito iniciadores
analisados produziram 96 fragmentos, dos quais 81,2% foram polimorficos. Houve diferenca significativa na
frequéncia de 32 dos 96 fragmentos, com a presen¢a de um fragmento exclusivo nos alevinos. O indice de Shannon,
a percentagem de fragmentos polimoérficos e a distancia e a identidade genética mostraram menor divergéncia
genética entre os reprodutores e as larvas, além de diminui¢ao da variabilidade nos alevinos. A divergéncia genética
foi menor nos alevinos em comparagdo as larvas e aos reprodutores. A andlise de varidncia molecular mostrou
que a maior parte da variagdo esta dentro de cada grupo (90,05%) e ndo entre os grupos (9,95%). O estoque de
reprodutores apresenta alta variabilidade genética e houve diferenciagdo genética entre a fase de larva e alevino.

Termos para indexacdo: Salminus brasiliensis, marcador molecular, peixe, RAPD, programas de repovoamento.

Genetic diversity of dourado used in stock enhancement
programs in the Paranapanema River

Abstract — The objective of this work was to estimate by RAPD markers the genetic diversity of a Salminus
brasiliensis lot used in stock enhancement programs in the Paranapanema River, Parana, Brazil. Ten broodstocks
(five males and five females) and their progeny (40 larvae and 40 fingerlings) were analyzed. 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 an exclusive fragment in the fingerlings. The Shannon index,
the percentage of polymorphic fragments, and the genetic distance and identity showed less genetic divergence
between broodstocks and larvae, besides a decrease of genetic variability in the fingerlings. Genetic divergence
was lower in the fingerlings in comparison to the larvae and broodstocks. The molecular variance results showed
that most of the genetic variation is within (90.05%) and not between groups (9.95%). The broodstock lot has high
genetic variability, and genetic differences were observed between the larval and fingerling stages.

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

Introducao

Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816) (Actinopterygii:
Characiformes, Characidae), conhecido popularmente
como dourado, apresenta ampla distribui¢ao geografica
no territoério brasileiro, principalmente na Bacia do
Prata, formada pelos rios Paraguai, Parana e Uruguai,

e na Bacia do rio Sdo Francisco (Barbieri et al., 2001;
Lima et al., 2003; Zaniboni-Filho, 2004).

Nos tltimos anos, tem-se observado um decréscimo
na captura do dourado no rio Paranapanema (Lopes
etal., 2007).

Uma importante medida para a conservagdo, nao
apenas dessa espécie, mas também de toda a fauna
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piscicola, ¢ o desenvolvimento de programas de
repovoamento (Sirol & Britto, 2006). Esta medida vem
sendo bastante questionada, uma vez que a perda da
diversidade genética dos peixes destinados a soltura
nos rios pode tornar essa pratica contraproducente,
o que acarreta perda da variabilidade genética da
ictiofauna nativa (Agostinho et al., 2005; Povh et al.,
2008). A diminuigdo da variabilidade genética pode
causar perda de resisténcia as doengas e redugdo da
capacidade de adaptagdo. Povh et al. (2008) destacam
que a perda da variabilidade genética pode ocorrer
em virtude do efeito fundador e da utilizacdo de um
baixo numero efetivo de reprodutores; no entanto, um
manejo reprodutivo adequado pode minimizar perdas
genéticas na progénie.

O monitoramento da diversidade genética dos
reprodutores ¢ dos peixes que serdo liberados no
ambiente (Ortega-Villaizan Romo et al., 2006) ¢
necessario para minimizar os efeitos negativos do
repovoamento. Entre as técnicas moleculares, a de
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
tem sido utilizada com sucesso para a estimacdo da
diversidade genética em popula¢des (Pamponet et al.,
2008), espécies e linhagens de peixes (Sanches &
Galetti Junior, 2007), e para o monitoramento genético
de programas de conservacao (Jacometo et al., 2010;
Lopera-Barrero et al., 2010b).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade
genética de um estoque de S. brasiliensis utilizado em
programas de repovoamento do rio Paranapanema, por
meio do marcador RAPD.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado em novembro de 2007, na
Estacdo de Hidrologia e Aquicultura da Duke Energy
International, localizada no Municipio de Salto
Grande, SP (23°10'S, 49°13'W), com o Laboratério de
Biologia Molecular do Departamento de Zootecnia da
Universidade Estadual de Maringa, Maringa, PR.

Foram utilizados dez reprodutores (cinco machos
e cinco fémeas) de S. brasiliensis, coletados
aleatoriamente de uma populagdo estocada ha cinco
anos nas instalagdes da Estacdo de Aquicultura e
Hidrologia da Duke Energy International. Esses
individuos foram provenientes de coletas realizadas
nas escadas de transposi¢do das usinas hidroelétricas
de Canoas I (22°56'S, 50°31'W) e Canoas II (22°56'S,
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50°14'W), situadas no rio Paranapanema, no Estado de
Sao Paulo.

Os dez reprodutores foram induzidos a reproducdo
seminatural, com extrato de hipdfise de carpa, conforme
descrito por Lopera-Barrero (2007). As fémeas
receberam 5,5 mg kg! do extrato, divididos em duas
aplicagdes: 10% do total na primeira aplicagdo e,
12 horas depois, 0s 90% restantes. Os machos receberam
2,5 mg kg! em dose unica. Amostras de nadadeira
caudal (0,5 cm aproximadamente) foram coletadas de
todos os individuos, e, em seguida, armazenadas em
microtubos de 1,5 mL, contendo alcool etilico 100%, e
estocadas em freezer a -5°C, para a posterior extragao e
amplificagdo do DNA.

Depois da indug@o hormonal, os reprodutores foram
colocados em um tanque circular, com um raio de
5,1 m e 1,85 m de profundidade média, abastecido por
fluxo de agua continuo (131 L s'), em dois sentidos
de vazao, para desova espontanea. Aproximadamente
seis horas apos a ultima indugdo (260 horas a 27°C),
foi iniciada a coleta de ovos. O escoamento da dgua na
porgdo central, mediante um cano de seis polegadas,
permitiu o direcionamento dos ovos para uma estagao
coletora; os ovos foram vertidos em uma incubadora
cilindro-conica de captagdo de 200 L, com fluxo
continuo de agua (7 L's), e, em seguida, foram levados
a incubadoras individuais do tipo cilindro-conicas.
A percentagem de mortalidade dos reprodutores
(fémea/macho) usados nos acasalamentos foi definida
um dia depois da reproducio.

Dois dias apos a eclosao dos ovos, aproximadamente
200 larvas foram coletadas aleatoriamente de todas as
incubadoras em horarios diferentes ¢ armazenadas em
microtubos de 1,5 mL, contendo alcool etilico 100%.
Destas larvas, 40 foram coletadas de forma aleatoria
para posterior extracao e amplificacdo do DNA.

Também foram coletadas 40 amostras de nadadeira
caudal (0,5 cm aproximadamente) de alevinos com
30 dias de idade, estocados em tanques de 600 m?,
que foram armazenadas em microtubos de 1,5 mL,
contendo alcool etilico 100%, para posterior extragdo e
amplificacdo do DNA.

Para extragao de DNA, foi utilizada a metodologia
descrita por Lopera-Barrero et al. (2008).
Em microtubos contendo as nadadeiras foram
adicionados 550 uL de tampdo de lise (50 mmol L
de Tris-HCI, 50 mmol L' de EDTA e 100 mmol L' de
NaCl), SDS a 1% e 7 uL de proteinase K (200 ug mL™").
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As amostras foram incubadas em banho-maria a 50°C
por 12 horas. O DNA foi precipitado com 600 pL de
solucdo de NaCl (5 mol L) e centrifugado por 10 min
a 12.000 rpm. O sobrenadante contendo o DNA foi
transferido paranovos microtubos (600 pL), precipitado
com 700 pL de alcool etilico absoluto e incubado por
1 hora a -20°C. O DNA foi centrifugado e lavado com
700 uL de alcool etilico a 70%. Os péletes foram secos
por aproximadamente 20 min a temperatura ambiente
e posteriormente ressuspendidos em 80 mL de tampao
TE (10 mmol L' de Tris, pH 8,0 ¢ 1 mmol L' de
EDTA) e tratados com 7 pL. de RNAse (30 mg mL™")
em banho-maria, a 37°C por 1 hora, e, em seguida,
estocados no freezer a -20°C.

O DNA foi quantificado em espectrofotometro
Shimadzu UV-1601 (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japao), com absorbancia de 260 nm. As amostras
foram diluidas para concentragdo de 10 ng uL"'. Para
conferir a qualidade do DNA, foi realizada eletroforese
em gel de agarose a 1%, conduzida em tampao TBE
1X (500 mmol L' de Tris-HC1, 60 mmol L' de acido
borico e 83 mmol L' de EDTA), por uma hora a
70 volts.

As condigoes de amplificagdo foram baseadas em
Williams et al. (1990), com algumas modificagoes.
O DNA gendmico foi amplificado em um volume
de reacdo de 15 pL, com tampao Tris-KCl 1X
(20 mmol L' de Tris-HCI, pH 8,4 ¢ 50 mmol L' de
KCl),2,5mmol L' de MgCl,, 0,46 mmol L' de iniciador
(oligonucleotideos), 0,2 mmol L' de cada dNTPs, uma
unidade de Tug DNA polimerase ¢ 10 ng de DNA
molde. As reagdes de RAPD foram amplificadas em
um termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha), programado para 40 ciclos, com
um passo inicial de desnaturagdo a 92°C, por 4 min, ¢
um passo final de extensdo a 72°C, por 5 min. Cada
ciclo foi constituido de 40 s a 92°C, 1 min e 30 s a 40°C
e 2 min a 72°C.

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

Os produtos de amplificagdo foram separados em
gel de agarose a 1,4%. Foram utilizados 15 pL do
produto amplificado e 2 puL de tampao de amostra
(40% de sacarose ¢ 0,25% de azul de bromofenol) em
eletroforese horizontal. A eletroforese foi conduzida

em 70 V por 4 horas, em uma cuba horizontal, com
uso do tampao TBE 1X (500 mmol L de Tris-HCI,
60 mmol L' de acido boérico e 83 mmol L' de EDTA).
Foi utilizado um controle negativo para cada reagao,
com sua amplificacdo executada ao adicionarem todos
os componentes citados anteriormente, exceto o DNA
alvo.

Para a revelagdo do gel, utilizou-se um banho
de brometo de etideo a 0,5 ug mL, por 30 min.
Posteriormente, os géis foram fotografados com o
sistema EDAS (eletrophoresis documentation and
analysis), 1D Image Analysis 3.5, (Kodak, Rochester,
NY, EUA).

O tamanho dos fragmentos foi estimado em
comparagdo ao padrdio DNA Ladder de 100 pb
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A presenca ou
auséncia de bandas de tamanhos moleculares idénticos
(mesmo fragmento) foi usada para a construcdo de
uma matriz de similaridade, em que 1, indica presenca
da banda no gel e 0, auséncia.

O indice de diversidade genética de Shannon ¢ a
percentagem de fragmentos polimorficos (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 a
identidade genética (Nei, 1978) entre os estoques e a
frequéncia dos fragmentos, pelo teste exato (Raymond
& Rousset, 1995). O programa Arlequin 3.0 (Excoffier
et al., 2005) foi utilizado para a analise de variancia
molecular; a significancia deste teste foi verificada
pelo método de permutacdes aleatérias, com 10.000
permutagdes. A divergéncia genética em cada estoque
foi obtida com base no calculo do coeficiente de
Jaccard, pelo método de Monte Carlo, com o programa
Mantel-Struct (Miller, 1999).

Uma vez que a distancia de Nei ndo ¢ métrica, a
dispersdo em coordenadas principais foi construida
apds corregdo de Lingoes, pelo programa DistPCoA
(Legendre & Anderson, 1998), e evidenciada por meio
de um grafico, com o uso do programa Statistica, versao
7.1, 2005 (Statsoft, 2005).

Resultados e Discussao

Todos os iniciadores selecionados produziram
diferentes padrdes de fragmentos RAPD. O nimero
de fragmentos nitidos e reproduziveis gerados por
iniciador nos trés estoques variou de 7 a 17, e o

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.46, n.2, p.167-173, fev. 2011



170 P.C. Gomes et al.

tamanho dos produtos amplificados permaneceu
entre 220 ¢ 2.700 pb (Tabela 1). Dos 96 fragmentos
analisados para os 8 iniciadores randémicos, 78 foram
polimérficos (81,25%) e 18 monomorficos (18,75%).

Foram observadas diferencas significativas na
frequéncia de 32 dos 96 fragmentos (Tabela 2). Dois
fragmentos com baixa frequéncia (menor que 0,1)
foram observados nos parentais, sete nas larvas e
um nos alevinos. Foram observados nas progénies
25 fragmentos ausentes, 5 nas larvas ¢ 20 nos alevinos.
Foram encontrados quatro fragmentos limitantes,
um nos parentais e trés nas larvas. Um fragmento
exclusivo foi observado nos parentais (iniciador
OPX06, 2.700 pb). A auséncia de fragmentos
excluidos e a presenga de poucos fragmentos de baixa
frequéncia caracterizaram variabilidade genética
adequada no estoque de reprodutores. Fragmentos de
baixa frequéncia e a auséncia de fragmentos denotam
perda de variabilidade genética nas larvas, mais
acentuadamente nos alevinos.

A percentagem de fragmentos polimorficos (FP) e o
indice de Shannon (IS) foram superiores nas progénies
(larvas, 77,08% e 0,4199, respectivamente; alevinos,
71,88% e 0,3708, respectivamente) do que nos
parentais (51,04% e 0,2805, respectivamente). A maior
divergéncia genética nas larvas (0,275) em relagdo
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 esta dentro de cada grupo (90,05%)
e nao entre os grupos (9,95%) de S. brasiliensis
(Tabela 3). As estimativas da identidade e da distancia
genética também evidenciaram que a variabilidade

Tabela 1. Iniciadores, sequéncias de nucleotideos dos
iniciadores (SN), percentagem de bases G + C, niimero de
fragmentos (NF), nimero de fragmentos polimorficos (NFP)
e tamanho dos fragmentos amplificados (TFA), para os
parentais e a progénie de Salminus brasiliensis.

Iniciador SN (3°5%) G+C NF NFP TFA (pb)
X-01 CTG GGCACG A 70 16 15 220-2.700
X-06 ACG CCAGAG G 70 11 04 400-2.700
X-07 GAG CGAGGCT 70 13 13 600-2.700
X-09 GGT CTG GTT G 60 17 14 320-2.200
X-12 TCG CCA GCC A 70 08 04 750-2.100
X-13 ACG GGA GCAA 60 11 10 400-1.900
A-02 TGC CGA GCT G 70 13 12 380-1.800
A-16 AGC CAG CGAA 60 07 06 300-2.700
Total - - 9 78 220-2.700
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genética dos parentais foi preservada na progénie,
0 que concorda com os resultados da frequéncia dos
fragmentos.

Em geral, espera-se uma diminuicdo da variabilidade
genética nos estoques mantidos em cativeiro, em
consequéncia do efeito da sele¢do intencional e do
acasalamento entre parentais (Lopera-Barrero et al.,
2010a). Contudo, neste trabalho, o efeito gargalo ndo
teve influencia, o que indica que o manejo reprodutivo
foi adequado, com formag¢ao do estoque com suficiente
variabilidade genética, e que a utilizacdo de sistemas
reprodutivos  eficientes provavelmente permitiu

Tabela 2. Caracterizacdo, tamanho (pb) e frequéncia dos
fragmentos que apresentaram valores significativos pelo teste
exato, para os parentais e a progénie de Sa/minus brasiliensis.

Iniciador ~ Tamanho Frequéncia p®
(pb) Parentais Progénie
Larvas Alevinos
2.700 0,051 0,097 0,302 0,002
2.600 0,157 0,494 0,000 0,000
OPX01 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 2.700 0,194 0,000 0,000 0,001
2.700 0,051 0,293 0,000 0,001
2.500 0,163 0,526 0,000 0,001
2.072 0,452 1,000 0,000 0,000
OPX07 1.900 0,106 0,613 0,476 0,002
1.700 0,367 0,726 0,000 0,001
1.000 0,367 0,842 0,842 0,001
800 0,225 0,646 0,000 0,000
2.200 0,553 1,000 0,000 0,002
2.072 0,776 0,526 0,000 0,004
2.000 0,163 0,776 0,842 0,000
OPX09 1.000 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
2.100 0,225 0,000 0,552 0,002
OPX12 2.072 0,225 0,000 0,552 0,002
1.900 0,452 1,000 0,000 0,001
OPX13 1.100 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
OPAG2 480 0,209 0,051 0,000 0,001
380 0,194 0,013 0,000 0,001
2.700 0,430 0,414 0,000 0,000
2.500 0,324 0,134 0,000 0,000
OPAL6 1.400 1,000 0,258 0,367 0,000
1.300 0,225 0,000 0,014 0,000

(MSignificancia estatistica.
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manter o “pool” genético do estoque de reprodutores e,
consequentemente, da sua progénie.

E possivel que a utilizagdo do sistema reprodutivo
seminatural tenha influenciado a preservagao da
variabilidade genética, uma vez que esse sistema
reduz o direcionamento, a selecdo nado intencional
e a mortalidade de reprodutores, o que permite que
um maior nimero de reprodutores participe durante
o acasalamento (Lopera-Barrero et al., 2010c).
Ao analisar a variabilidade genética de progénies
de Brycon orbignyanus no sistema reprodutivo
seminatural, Lopera-Barrero et al. (2010c) constataram
heterozigosidade media maior na progénie do que nos
parentais. Resultados similares foram encontrados por
Povh et al. (2008), ao analisar a diversidade genética
de progénie de Piaractus mesopotamicus, obtida pelo
sistema reprodutivo seminatural. O sistema reprodutivo
seminatural mostrou-se eficiente, como possivelmente
evidenciado neste trabalho.

Houve diminui¢do da variabilidade genética
nos alevinos, aos 30 dias de estocagem (Tabela 3).
Os valores de divergéncia genética, distancia e
identidade genética confirmaram esse resultado e
evidenciaram menor divergéncia entre os parentais
e as larvas e maior divergéncia entre os parentais
e os alevinos. Rodriguez-Rodriguez et al. (2010)
também observaram, em estoques de B. orbignyanus
utilizados em programas de repovoamento, menor
heterozigosidade nos alevinos em comparagdo as
larvas. Segundo os autores, essa diferenca pode ser

Tabela 3. Andlise de varidncia molecular, distincia e
identidade genética (IG) para os diferentes agrupamentos
utilizados nos parentais e¢ nas progénies de Salminus
brasiliensis.

Fonte de Somade CV  Variagdo Distancia Identidade
variagao quadrados (%) (%) genética
Grupos Parentais x larvas
Entre 32,760  1,3774 11,39* 0,046 0,954
Dentro 514,600 10,720 88,61
Total 547,360 12,098 100
Grupos Parentais x alevinos
Entre 30,125 11,3497  13,66* 0,061 0,941
Dentro de grupos 409,375 8,5286 86,34
Total 439,500 19,8784 100
Grupos Larvas x alevinos
Entre 46,900 0,9440  9,36* 0,031 0,969
Dentro de grupos 712,750 9,1378 90,64
Total 759,650 10,081 100

*Significativo a 5% de probabilidade.

consequéncia do canibalismo inicial presente nessa
espécie, das condi¢cdes ambientais de crescimento,
da fase de aclimatagdo ou da mortalidade aleatoria.
E provéavel que esses fatores tenham influenciado a
progénie de S. brasiliensis, ja que, nas fases iniciais
de crescimento, também ha elevado canibalismo e alta
mortalidade (Schiitz & Nufier, 2007; Flora et al., 2010).
Conforme Esteves & Pinto Lobo (2001), o dourado ¢
um peixe que ocupa o topo da cadeia alimentar, e ¢
considerado piscivoro ou ictiéfago por exceléncia.

No grafico de dispersdao em coordenadas principais
(Figura 1) é apresentada a distribuicdo da progénie nas
duas fases, e identifica os dois grupos de individuos.
Os cinco casais de reprodutores contribuiram com
as larvas, com dois dias de idade. Para os alevinos
com 30 dias de idade, apenas dois reprodutores
contribuiram com a maior parte dos individuos do
grupo. Provavelmente, os alevinos provenientes dos
outros quatro casais nao suportaram a pressao causada
pelo canibalismo e pelas condi¢cdes ambientais.

Ha diferencas genéticas em uma mesma progénie
durante as diferentes fases de crescimento. Esta
informacdo ¢ importante para programas de
repovoamento, em que normalmente apenas a analise
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Figura 1. Grafico de dispersdo em coordenadas principais
do estoque de reprodutores (machos e fémeas) de Sal/minus
brasiliensis e suas respectivas progénies (larvas de 2 dias e
alevinos de 30 dias).
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genética das larvas ¢ indicativa da variabilidade
genética das progénies a serem liberadas nos rios.
Sugere-se a avaliacdo da diversidade genética das
progénies de S. brasiliensis utilizadas em programas de
repovoamento em duas fases: nas larvas, que oferecera
uma visdo geral das caracteristicas genéticas da nova
geracao, e aos 60 ou 90 dias (dependendo do manejo e
das condig¢des ambientais do ecossistema em que serao
liberadas), o que permitira estimar a variabilidade
genética dos individuos que serdo liberados. Para
isto, marcadores moleculares como o RAPD e
microssatélites mostram-se eficientes e confidveis.

Conclusoes

1. A variabilidade genética do estoque de reprodutores
de Salminus brasiliensis & alta, por isso, podem ser
utilizados em programas de repovoamento.

2. Ha perda de variabilidade genética entre as fases
larvas e alevinos.

3. Ha diferenciagdo genética entre as larvas e os
alevinos de S. brasiliensis.
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