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Variabilidade genética de Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887)
(Ostariophysi: Characiformes: Characidae) de um programa de
repovoamento do rio Parana

RESUMO

Conservar a variabilidade genética de peixes ou demais organismos ¢ fundamental para a
viabilidade das mesmas a médio e em longo prazo. Os programas de repovoamento tém sido
utilizados como forma de melhorar os estoques pesqueiros que diminuiram
consideravelmente, sendo necessarios investimentos para recuperagao destes estoques. Porém,
esta atividade ndo vem sendo monitorada de forma adequada através de avaliagdes genéticas,
bioldgicas e de reproducdo, que sdo ferramentas essenciais para um eficaz programa de
repovoamento. Sendo de grande importancia comercial, por se tratar de uma espécie de
excelente aceitacdo no mercado consumidor, Piaractus mesopotamicus, o pacu, € uma das
espécies de maior relevancia na piscicultura no Brasil. Destaca-se pela qualidade de sua carne
e bom desempenho em sistemas de cultivo. Por ser um peixe nativo e apresentar esses
potenciais de producdo, € uma das espécies mais utilizadas nos programas de repovoamento
da bacia do rio Parand. O objetivo deste trabalho foi estimar a variabilidade genética de
matrizes e progénies de Piaractus mesopotamicus para um programa de repovoamento do rio
Parand, realizada pelo marcador nuclear de sequéncias internas simples repetidas (Inter
Simple Sequence Repeat- ISSR) e o marcador mitocondrial (D-loop) regido controle
hipervaridvel. Dos resultados obtidos a diversidade haplotipica (0,633 +0,048) e a
nucleotidica (0,00397 +£0,00073) indicaram que as amostras estudadas apresentam
variabilidade genética e o Indice de Fixacdo (Fsr) aponta que essas populacdes nio
apresentam estruturacao genética.

Palavras-chave: Marcadores moleculares, D-loop, ISSR.



Genetic variability of Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887) (Ostariophysi:
Characiformes: Characidae) from a restocking program of the Parana River

ABSTRACT

Conserving genetic variability of fish or other organisms is crucial to viability of them
medium and long term. Restocking programs have been used in order to improve fish stocks
that declined considerably, requiring investments for recovery these stocks. However, this
activity has not being monitored properly through genetic, biological and breeding
evaluations, which are essential tools for effective resettlement program. Very commercially
important, because it is a species of great acceptance in consumer market, Piaractus
mesopotamicus, pacu, is one of most relevant species in fish farming in Brazil. It stands out
for quality of meat and good performance in farming systems. As a native fish which presents
these potential of production, it is one of most commonly used species in restocking programs
of the Parana River basin. Our objective was to estimate the genetic variability of arrays and
progeny Piaractus mesopotamicus for a Parana River restocking program, performed by
nuclear marker of repeated simple internal sequences (Inter Simple Sequence Repeat ISSR)
and mitochondrial marker (D-loop) region hypervariable control. Results obtained haplotype
diversity (0.633 + 0.048) and nucleotide (0.00397 + 0.00073) indicated that samples studied
had genetic variability and the fixation index (Fst) pointed out these populations do not
present genetic structuration.

Keywords: Molecular markers, D-loop, ISSR.
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1 INTRODUCAO

A estocagem de peixes, também conhecida como repovoamento, consiste na soltura de
peixes, em sua maioria alevinos ou jovens, produzidos em cativeiro. Em meio a indmeras
formas para se minimizar o impacto da diminui¢do de vérias espécies de peixes nos ambientes
aquaticos o repovoamento tem sido muito utilizado (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al.,
2013). Esta pratica € amplamente disseminada no Brasil, porém ha auséncia de
monitoramento sobre os aspectos reprodutivos, genéticos e ecoldgicos, o que ndo permite um
quadro preciso dos resultados obtidos de forma a aumentar ou avaliar sua efetividade
(AGOSTINHO et al., 2007). Para tanto, é notdvel que a simples soltura de peixes nos rios nao
¢ uma pratica suficientemente eficaz, podendo até mesmo ser prejudicial ao ecossistema, se
ndo for realizada com uma gestido adequada (LIDANI et al., 2006).

Uma preocupacdo comum em programas de repovoamento € a necessidade de
informagdes sobre a identidade genética das populacdes de peixes utilizadas (GONZALEZ-
WANGUEMERT et al., 2011). Os alevinos e jovens utilizados nas estocagens, em geral,
provém de poucas matrizes, se comparado ao ambiente natural, ocasionando um dos fatores
que influencia os estoques em cativeiro, a diminui¢do da variabilidade genética
(AGOSTINHO et al., 2007). Baixa variabilidade genética em estoques pesqueiros € um sério
agravante para as populagdes naturais, por ocasionar a diminui¢do da resisténcia as doencas e
da capacidade de adaptacdo a diferentes mudangas ambientais. A variabilidade genética é
fundamental, visto que € o meio pela qual uma determinada espécie reage e também se adapta
a mudancas ambientais.

A falta da diversidade genética pode levar a aumento nos niveis de endogamia, que
pode reduzir a adaptagdo de individuos e populagdes (LOPES er al, 2009). A reducao do pool
génico € ocasionada pela reprodugdo de aparentados, tornando os descendentes homogéneos.
Para se evitar este problema, faz-se necessdria uma anélise genética nas préticas de producao
para melhores resultados, seja na producdo ou na conservacdo de peixes, de forma que os
resultados direcionem os potenciais riscos genéticos.

O ideal para um programa de repovoamento que se tem como finalidade a conservacdo
genética é o monitoramento, para isso os marcadores genéticos podem ser eficientes (POVH
et al., 2008). Atualmente existem diversos marcadores genéticos que sdo aplicados 4
piscicultura, esses podem ser cromossomicos, bioquimicos ou moleculares, cada um com

caracteristicas especificas que sdo evidenciadas por marcas para identificar as variagdes no

DNA.
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Os marcadores moleculares tém apresentado efici€éncia na determinacdo da
diversidade genética com populacdes utilizadas nos programas de repovoamento (POVH et
al., 2009). Esses permitem estimar parametros genético-populacionais para avaliagdo do fluxo
génico, diferenciacdo e distancia genética entre populacdes ou espécies.

A técnica da reacdo de polimerase em cadeia (Polymerase Chain Reaction - PCR),
que abrange a sintese enzimatica in vitro de milhdes de cOpias através um segmento
especifico de DNA diante da presenca da enzima DNA polimerase, foi um dos maiores
avangos da biologia molecular, e tem sido crescentemente empregada. Dentre os marcadores
moleculares que se utilizam dessa técnica estdi o ISSR, que € um marcador nuclear de
sequéncias internas simples repetidas (Inter Simple Sequence Repeat - ISSR) em que se utiliza
um unico primer com a sequéncia tetranucleotidica repetitiva que amplifica regides que se
encontram entre dois locos de microssatélite (DOMINGOS et al., 2014).

Outra abordagem consiste no sequenciamento de fragmentos e andlise do
polimorfismo das sequéncias nucleotidicas. Varias regidoes do DNA mitocondrial (mtDNA)
sdo utilizadas como eficientes marcadores uma delas € a regido controle hipervariavel D-loop,
herdada via materna, na qual ndo ha codificacdo de proteinas e onde mutagdes se acumulam
mais rapidamente, ndo seguindo padrées de segregacdo mendeliana. Por isso, o D-loop tem
sido a sequéncia de escolha para estudos taxondmicos e genéticos de populacdes e espécies
proximas de peixes (LUI et al., 2012; PANARARI-ANTUNES et al., 2012).

Piaractus mesopotamicus, conhecida popularmente como pacu, é utilizada na
piscicultura e em programas de estocagem devido a diversos fatores, como facilidade na
obtencdo de larvas através da reproducdo induzida, adaptacdo a alimentacdo artificial e
elevado valor comercial (FURUYA, 2001). Esta espécie tem sido utilizada em vérios estudos
com objetivo de estimar a diversidade genética. LOPERA-BARRERO ef al. (2010)
analisaram diversas populacdes através de blocos microssatélite e detectaram baixa
diferenciacdo genética, o que sugere uma origem comum produzida por constantes
repovoamentos. Resultados similares foram encontrados por RODRIGUEZ et al. (2013), ao
analisar populacdes da espécie de um programa de repovoamento do rio Tieté. Piaractus
mesopotamicus pertence a ordem Characiformes e familia Characidae, a qual apresenta a
maior diversidade de peixes, com cerca de 1097 espécies (ESCHMEYER e FONG, 2015) e é
endémica da bacia do Prata (GRACA e PAVANELLI, 2007).

Neste estudo, sequéncias nucleotidicas da regidao controle do mtDNA e ISSR foram
utilizadas para analisar a variabilidade genética de populacdes de Piaractus mesopotamicus

utilizado de um programa de repovoamento em comparagdo com populagdes nativas desta
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espécie capturadas no rio Ivinhema, fornecendo subsidios para auxiliar em programas de

manejo e conservagdo da espécie.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Foram coletados um total de 99 exemplares de Piaractus mesopotamicus. Desses, 24
foram do estoque utilizado para o programa de repovoamento da Fazenda Green Farm
(http://www.greenfarmco2free.com.br/wp/), localizada as margens do rio Amambai, préximo
a sua foz no rio Parand, Estado do Mato Grosso do Sul (Figura 1), perto da divisa com o
Estado do Parand. Também foram utilizados 43 exemplares das matrizes desse plantel,
provenientes de um produtor do municipio de Mundo Novo Estado de Mato Grosso do Sul e

32 foram capturados no rio Ivinhema (22°57'37.90"S 53°39'06.0"W), Estado de Mato Grosso
do Sul.

55°20.40'W

54°32.40'W 53°44.40'W

—+

Ivinhema

Estado de Mato
Grosso do Sul

Estado do
Parana

24°3.00'S

0 25 50 75 km
L e—— |

Figura. 1. Mapa de localizagdo do estoque utilizado para o programa de repovoamento da Fazenda
Green Farm e Amostras de Ambiente Natural (AN). Fonte: O autor (2015)

Ap6s a coleta, os exemplares provenientes da Fazenda Green Farm e os capturados no
rio Ivinhema foram anestesiados com 06leo de Cravo e sacrificados, uma amostra de tecido

muscular de aproximadamente lcm foi retirada de cada exemplar. As amostras foram
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etiquetadas, fixadas e armazenadas em microtubos contendo dlcool 96° GL, para extragcdo e
amplificacdo do DNA. Apds a retirada do tecido, os exemplares eram fixados em formalina
10%, e depositados como material testemunho na Cole¢do Ictioldgica do Nupélia sob o NUP
17354 e 17616, da Universidade Estadual de Maringd, no Estado do Parana.

As matrizes mencionadas acima foram analisadas da mesma maneira, com a utiliza¢ao
de DNA retirado na nadadeira adiposa de cada matriz, totalizando 43 exemplares. Como néo é
possivel o sacrificio das matrizes, cada exemplar foi fotogratado e a foto salva em arquivo

com o mesmo nome da etiqueta que identificard seu material genético.

2.2 PROCESSAMENTO DE DNA

Para extracdo do DNA as amostras foram extraidas com kit da Promega, Wizard
Genomic Purification kit, de acordo com as instru¢des do fabricante.

A quantificacio do DNA presente em cada amostra foi realizada por meio visual
através da comparagdo de 25, 50 e 100 ng de DNA do fago A (Invitrogen Life
TechnologiesTM, Carlsbad, CA, USA). Utilizou-se gel de agarose (0,8%) corado com
brometo de etidio (20 pg/100 mL) e fotografado sob luz ultravioleta.

A amplificagdo, por PCR, do D-loop foi efetuada com os primers H16498 5’-
CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3> Meyer et al. (1990), e D-loop L 5’-
AGAGCGTCGGTCTTGTAAACC-3’ Cronin et al. (1993). As condi¢des de amplificacio
foram baseadas em Prioli et al. (2002). A mistura de reacdo consiste em Tris-KCl (20 mM
Tris-HCI pH 8,4 ¢ 50 mM KCl), 1,5 mM MgClo, 2,5 uM de cada primer, 0,1 mM de cada
dNTP, 1 U Tag DNA polimerase (Invitrogen), 15 ng de DNA e 4dgua milli-Q para completar
25 pL. O termociclador MJ Research PT100 foi programado para 94 °C por 4 min, e 40 ciclos
a 94 °C por 15 s, 56 °C por 30 s, 72 °C por 2 min, e uma extensdao de 72 °C por 5 min. Os
fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,0%),
quantificados por comparacio com o padrdio Ladder 100 pb (Invitrogen Life
TechnologiesTM, Carlsbad, CA, USA) e fotografados.

Cerca de 50 ng do produto final de cada reacdo de PCR foi utilizado para reagdes de
sequenciamento com BigDye™ Terminator Cycle Sequencing em um sequenciador
automdtico ABI_3100 (Perkin Elmer) de acordo com instru¢des do fabricante.

Os marcadores ISSR foram obtidos com a metodologia ja implantada no laboratdrio de
Genética Geral da UEM. Foram utilizados os primers (AACC)s, (TAGG)s e (GGAC)3A. A

mistura de reacdo de amplificac@o utilizando-se cada um dos primers escolhidos consistiu de
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tampao Tris-KClI (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50 mM), MgCl2 2 mM, primer 0,46 M,
dNTP 0,19 mM (MIX), 1 U da Tag DNA polimerase, DNA gendmico 10 ng e agua
deionizada, filtrada e autoclavada, para completar 13 pL. O DNA foi programados para 4
ciclos a 94°C por 45 s, 44°C 1 min, 72°C 1 min, a seguir, foi submetido a 29 ciclos de 45 s a
94°C, 1 min a 44° C e 1 min a 72° C. Apds o ultimo ciclo de amplificagdo, a mistura de
reacao fol mantida a 4° C. Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese em
gel de agarose 1,4%. Um controle negativo foi incluido em cada experimento, consistindo da
mistura de reacio de PCR sem DNA. O padrio eletroforético foi visualizado em um
transiluminador UV e fotografado. Os tamanhos dos fragmentos sdo estimados por
comparagdo com o padrdao Ladder 100 pb (Invitrogen Life TechnologiesTM, Carlsbad, CA,
USA).

2.3 ANALISE DOS DADOS

Foram selecionadas sequéncias nucleotidicas da regido D-loop com qualidade
verificada pela inspecdo visual do eletroferograma de cada sequenciamento. As sequéncias
foram editadas manualmente com o programa BioEdit 7.2.0 (HALL, 1999). Em seguida, as
sequéncias foram alinhadas utilizando-se o algoritmo Clustal W (THOMPSON; HIGGINS;
GIBSON, 1994) implementado no programa Mega 6.0 (TAMURA et al., 2013). A selecdo do
modelo de substituicdo nucleotidica foi realizada com o programa Mega 6.0, com base nos
critérios de Akaike (Corrected Akaike Information Criterion -AlCc) e bayesiano (Bayesian
Information Criterion - BIC). O programa DnaSP 5.1 (LIBRADO; ROZAS, 2009) foi
utilizado para a obtencdo dos indices de diversidade haplotipica (/) e nucleotidica (7). Com o
programa Arlequin 3.5 (EXCOFFIER et al., 2010), as populacdes estudadas foram
comparadas entre si pela andlise de variancia molecular (AMOVA). Adicionalmente, com o
programa Network 4.6.1.3 (Fluxus Technology, 2004-2015) e o método de vetores medianos,
foi construida uma rede de haplétipos para ilustrar a evolucdo e a distribuicdo dos haplotipos
nas populacdes. O programa Mega 6.0 foi utilizado para a constru¢do de um dendrograma de
maxima verossimilhanga mostrando as relagdes filogenéticas entre as sequéncias D-loop, com
1.000 reamostragens.

Através da leitura dos géis, o marcador ISSR gerou resultados que foram tabulados em
matrizes de dados bindrios, correspondentes a presenca (1) ou auséncia (0) de bandas de
fragmentos ISSR. Portanto, com a andlise dos géis produzidos pelos trés primers, a cada

individuo foi associado um padrdo de bandas, traduzido por uma linha de dados bindrios na



18

matriz. Com base nessa matriz, foram determinados os coeficientes de similaridade de Jaccard
entre todos os individuos, tomados dois a dois. Com a matriz de complementos aritméticos da
similaridade de Jaccard foi construido um dendrograma neighbor-joining, utilizando os
programas FreeTree (PAVLICEK et al., 1999) e Mega 6.0. Além disso, com os dados
bindrios foi realizada uma AMOV A para comparacao das populagdes, utilizando o programa

Arlequin 3.5.

3 RESULTADOS

3.1 MARCADOR MITOCONDRIAL D-LOOP

Os resultados da amplificacdo da regido controle hipervaridvel resultaram em
fragmentos de aproximadamente 600 pares de base (Figura 2), que apds o sequenciamento

foram reduzidos para 472 pb.

1500 pb

600 pb

Figura 2. Perfis eletroforéticos dos produtos de amplificagio da regido controle de Piaractus
mesopotamicus, M — Matrizes, L- padrao molecular (Ladder 100 pb, Invitrogen), B- Controle
negativo.

As andlises realizadas com o marcador D-loop foi realizada em 65 individuos,
produziram uma matriz de dados com nove haplétipos (tabela 1), dentre os quais os
haplétipos 1 e 2 foram compartilhados entre matrizes (M), progénies (F1) e os de ambiente
natural (AN). O haplétipo 1 € o mais frequente e o haplétipo 9 € restrito as matrizes. Os
demais haplétipos sdo raros e exclusivos ou das matrizes ou da populacio de ambiente

natural.
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Tabela 1. Sitios nucleotidicos polimérficos em sequéncia (472 pb) da extremidade 5” da cadeia pesada
da regido mitocondrial D-loop de Piaractus mesopotamicus de plantel de matrizes (M),
progénies (F1) e de ambiente natural (AN), da bacia do alto rio Parana.

Sitio Nucleotidico Populaciao
Haplotipo 1 1222223344

2503585045535 7583355 M Fi AN Total
Hapl-1 AGTCATATATTGATTTTCTC 23 4 8 35
Hapl-2 .C .. 10 1 7 18
Hapl-3 .C....C. C - - 1 1
Hapl-4 G . C T - - 1 1
Hapl-5 ccC . C. 1 - - 1
Hapl-6 .C.A. C I - - 1
Hapl-7 . AL c..cCc.cC. T - - 1 1
Hapl-8 LA C cc.c..rT - - 1 1
Hapl-9 C.----GC..G. T 6 - - 6

41 5 19 65

A Figura 3 ilustra a complexa relacdo entre os haplétipos, sugerindo que ocorra

diversidade genética entre as populacdes. O tamanho dos circulos € proporcional ao ndmero

de amostras correspondentes a cada haplétipo, podendo ser observado também cada passo

mutacional. O haplétipo 9 fica evidente ser restrito as matrizes.
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B Matrizes Bl Progénie F1 [0 Ambiente Natural @ Haplétipo hipotético

® Eventos mutacionais entre haplétipos

Figura 3. Rede de haplétipos obtida de 65 sequéncias nucleotidicas da regido D-loop do DNA
mitocondrial de Piaractus mesopotamicus da bacia do alto rio Parand e de matrizes e progénies F; de
piscicultura.

Utilizando o modelo Tamura 3-parametros foi gerada a &drvore de mdaxima
verossimilhanca (Figura 4), que apresenta diversidade entre as populacdes naturais em
cativeiro e prole. Como pode ser observado na Tabela 2, dos 65 individuos utilizados na
andlise, 41 sdo matrizes, 5 sdo prole e 19 de ambiente natural. As diversidades haplotipicas e
nucleotidicas para matrizes e para amostras do ambiente natural sdo semelhantes, apenas a F1

difere, sendo provavel que seja pelo nimero reduzido de amostras utilizadas.
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Figura 4. Arvore de maxima verossimilhanca construida a partir da sequéncia mitocondrial D-loop de
Piaractus mesopotamicus da bacia do alto rio Parana e de matrizes e progénies F; de piscicultura, com

o modelo Tamura 3-Pardmetros e 10.000 reamostragens.
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Tabela 2. Indice de diversidade haplotipica e nucleotidica em sequéncia da regido D-loop,
com 472 pb, de populagdes de Piaractus mesopotamicus de plantel de matrizes de
piscicultura, progénies F; e de ambiente natural da bacia do alto rio Parana.

Populaciio N am0§tras 1\’1‘—’. Diver}si@ade Divergi(.iade
sequenciadas haplotipos  Haplotipica (h)  Nucleotidica ()
Matrizes 41 5 0,618 +0,062 0,00439 +0,00090
Progénies F1 5 2 0,400 +0,237 0,00085 +0,00102
Natural 19 6 0,713 0,073 0,00352 +0,00106
Total 65 9 0,633 +0,048 0,00397 +0,00073

De acordo com a andlise de variancia molecular (AMOVA) (Tabela 3), testada para
averiguar a hipétese de estruturacdo entre as amostras, os valores demonstram que a maior
porcentagem de variagdo esta contida dentro do grupo amostral (97,56%), se comparado entre
as populacdes (2,44%). Nao foi detectada diferenciacdo genética entre as populacdes

(Matrizes Progénies F1 e a Natural).

Tabela 3. Andlise de Varidncia Molecular (AMOVA) com base em sequéncias D-loop de
populacdes de Piaractus mesopotamicus de plantel de matrizes de piscicultura,
progénies F; e de ambiente natural da bacia do alto rio Parana.

FonedeVariaglo GL e Compomentes Forenagen
Entre populaces 2 2,595 0,02295 2,44NS
Dentro das populacgdes 62 56,821 0,91646 97,56
Total 64 59,415 0,93941

Indice de Fixacdo (Fst) = 0,02443NS

NS =P > 0,05
3.2 MARCADOR NUCLEAR ISSR

Os resultados da amplificacdo do ISSR com os primers (AACC)s, (TAGG)s e
(GGAC)3A foram analisadas pela codificacdo dos locos polimoérficos definidos pela presenga
ou auséncia dos fragmentos (Figura 5) gerando uma matriz de dados bindrios, a escolha foi
realizada pela presenca das bandas mais nitidas e que se repetem caso seja utilizado as

mesmas condicdes de amplificacdo. Em todos os individuos analisados o nimero de bandas
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nitidas variou de quatro a seis e o tamanho dos fragmentos oscilou de 310 a 1900 pares de

bases.

1500pb

600pb

Figura 5. Fragmentos de DNA de Piaractus mesopotamicus, amplificados com o primer (GGAC);A.
L- padrao molecular (Ladder 100 pb, Invitrogen). 1 a 18 (matrizes). Seta branca indica a presenca de
I6cus polimérfico entre os individuos.

Foi construido um dendrograma neighbor-joining (figura 6), que apresenta ramos
longos, mostrando a distancia entre os 9 haplétipos, similar aos resultados encontrados com o
marcador molecular mitocondrial. Demonstra ainda, que existe diversidade entre as matrizes
(M), progénies (F1) e a populagdo de ambiente natural (AN), e que nenhum padrdo de
distribuicao estruturada foi evidenciada.

A analise de variancia molecular (AMOVA) (Tabela 4) também demonstra nao haver
diferenciacio genética, conforme o Indice de Fixacdo (Fst) = 0,01484 entre as populacdes

estudadas.

Tabela 4. Analise de Varidncia Molecular (AMOVA) de populagdes de Piaractus mesopotamicus de
plantel de matrizes de piciscultura, progénies F; e de ambiente natural da bacia do alto rio
Paran4, baseada em marcadores moleculares ISSR.

.~ Soma de Componentes Porcentagem
Fonte de Variagao GL Quadrados de Variacao de Variacao
Entre populaces 2 2,523 0,01284 1,48NS
Dentro das populacdes 95 81,007 0,85271 98,52

Total 97 83,531 0,86555




24

Indice de Fixacdo (Fst) = 0,01484NS

NS =P > 0,05

51‘

0,04

@ Matrizes @ Progénie F1 (O Ambiente Natural

Figura 6. Dendrograma neighbor-joining baseado em complementos aritméticos da similaridade de
Jaccard entre individuos de Piaractus mesopotamicus da bacia do alto rio Parand ¢ de matrizes e
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progénies F; de piciscultura, com o modelo Tamura 3-Pardmetros e 10.000 reamostragens de
bootstrap. Valores de bootstrap inferiores a 50 foram omitidos.

4 DISCUSSAO

Em estoques produzidos para programas de repovoamento, o nivel de variabilidade
genética depende de vérios fatores dentre eles a origem, o nimero de reprodutores utilizados,
o manejo reprodutivo adotado e a diversidade genética dos peixes que formaram o estoque
(LOPES et al., 2009).

Alguns produtores, utilizando as facilidades crescentes propiciadas pela piscicultura,
vém conquistando espago junto ao mercado com plantéis de matrizes cultivadas extraidas de
populacdes nativas (SOUZA et al., 2006). As amostras obtidas na piscicultura (matrizes)
provém de diferentes bacias hidrograficas, sao provenientes do Pantanal, da planicie de
inundacdo do alto rio Parand e também de pisciculturas de Cuiabd/MT, o que pode causar
complicacdes ecoldgicas, genéticas a médio e longo prazo, por sofrerem diferentes niveis de
impactos ambientais.

A variabilidade genética tem dois componentes, diversidade e diferenciagdo. A
diversidade estd associada a quantidade de variacdo genética enquanto a diferenciacdo tem a
ver com a distribuicdo de variacdes genéticas entre as populagdes. ASHIKAGA (2013)
ressalta que a variabilidade genética dos individuos e a forma com que esta variabilidade é
distribuida dentro de uma populacido, identificada como sua estrutura genética populacional,
constituem fatores fundamentais para a compreensdao do material bioldgico. A importincia
deste conceito reside no fato de que o conhecimento da estrutura genética das populacdes de
uma determinada espécie de peixe de interesse econdmico como é o caso do pacu, objetiva
além da conservacgdo da espécie, a maximizacdo de uma captura sustentavel (HILSDOREF et al
2006)

Virios pesquisadores se utilizam dos marcadores ISSR e D-loop para trabalhos com
variabilidade genética visto que os mesmos t€m sido eficientes em detectar polimorfismos
intra e interpopulacionais. Ao analisar as amostras, foram identificados nove haplétipos com o
marcador D-loop, dos quais trés sdo compartilhados e sete sao exclusivos, dentre os quais seis
sdo Unicos e o haplétipo 9 ocorre em seis individuos. Vale ressaltar que ao menos duas
matrizes estudadas no trabalho foram utilizadas para gerar a F; analisada, visto que dois

haplétipos diferentes estdo presentes na prole analisada. Uma hipétese para a ocorréncia de
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haplétipos exclusivos € a de que, nas populacdes em que ndo foram encontrados, esses
hapl6tipos sejam raros e ocorram em uma baixa frequéncia.

No presente estudo, os resultados mostraram que a diversidade entre as populagdes
naturais em cativeiro e prole, sendo que as diversidades haplotipicas e nucleotidicas para
matrizes e para amostras do ambiente natural sdo semelhantes. As diversidades haplotipicas
sdo relativamente altas. Em principio é uma evidéncia de que o plantel de matrizes nao €
endogimico, ou seja, ndo € origindrio de reproducdo entre individuos aparentados. Por outro
lado, também evidencia que a populagcdo natural ndo estd em risco por estreitamento da base
genética. Mesmo que as progénies apresentem indices de diversidade menores.

A variabilidade genética encontrada nos individuos coletados em ambiente natural,
matrizes e progénies € semelhante a encontrada por LOPERA-BARRERO et al. (2010), onde
demonstram que essas populacdes apresentam variabilidade genética. Porém, alguns fatores
dessa diversidade devem ser avaliados, como o nimero de matrizes disponiveis para o
processo de reproducao. O plantel de matrizes estudado € maior do que a maioria dos planteis
de estudos realizados anteriormente. Em alguns casos, a piscicultura utiliza apenas um casal
de reprodutores, com consequéncias dramdticas para a diversidade genética. Tais resultados
corroboram os que foram encontrados por JACOMETO et al. (2010), que analisaram estoques
de C. macropomum e destacam que, ainda sendo comum encontrarmos resultados de perda de
variabilidade genética em estoques mantidos em cativeiro, os resultados apontam que nao
houve evidéncia de perda de variabilidade. De acordo com o observado, ainda que ocorra
algum nivel de diversidade entre as populagdes, no padrao de agrupamento ndo se observa
nenhuma separa¢do dos individuos em subpopulacgdes.

Os dados mostram que, considerando-se tanto as sequéncias D-loop quanto o0s
marcadores ISSR, as composi¢des moleculares das trés populacdes ndo sdo exatamente iguais,
mas nao sdo suficientemente divergentes para indicar que as populacdes sejam diferentes.
Resultados similares foram encontrados por ALMEIDA et al. (2003) com marcador RAPD
em populacdes de Pimelodus maculatus do rio Tiet€ que eram geneticamente homogéneas.
Ou seja, estes resultados indicam que ndo hd diferenciacdo genética e que as populagdes
estudadas podem ser consideradas geneticamente iguais. Em outras palavras, ndo ha
estruturacao genética das populagdes. Evidentemente, ndo ha migracao de fato entre o plantel
de matrizes e a populacdo natural. Entretanto, os baixos valores de Fst revelam a origem
comum das populagdes, o que equivaleria a intenso fluxo génico entre as populagdes. Isto ndo

surpreende, pois, o plantel de matrizes foi extraido em maioria de populag@o natural.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O acesso a variabilidade genética dos estoques pesqueiros, juntamente com outros
aspectos bioldgicos, € crucial para o sucesso e eficdcia dos programas de repovoamento.

O estudo realizado com o pacu, um dos peixes nativos mais utilizados na piscicultura,
evidenciou que as populagdes estudadas apresentam diversidade. Este fato sugere que o
plantel de matrizes, progénies e os capturados em ambiente natural possam auxiliar no
aumento do estoque, por evidenciar variabilidade genética da espécie. Porém, € altamente
relevante enfatizar a necessidade de abordagens responsdveis em programas de
repovoamento, amplamente aplicado por 6rgdos governamentais ou privados no Brasil, em
sua maioria ndo ha estudos mais abrangentes sobre a genética, ecologia ou também um
acompanhamento ou avaliacdo detalhada sobre os peixes liberados bem como os provaveis
impactos ocasionados no ambiente natural dessas espécies. Todos esses fatores devem ser
estudados e avaliados, pois tudo que de alguma forma impacta o ambiente aquatico deve ser
relevante. Somente com essa abordagem integrada serd possivel vislumbrar viabilidade para

os programas de repovoamento.
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