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Resumo

A utilizacdo de programas de repovoamento como estratégia de conservacdo tem se
mostrado importante na manutencdo de populagdes naturais que estejam em iminente risco de
extincdo. Para verificar a correta aplicacdo desses programas em ambientes impactados pelo
homem é necessario um monitoramento reprodutivo, bioldgico e genético que garante o
sucesso do repovoamento. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi estimar a
diversidade genética de trés estoques de reprodutores de curimba (Prochilodus lineatus),
destinados para programas de repovoamento, mediante a utilizacdo do marcador molecular
RAPD. Os resultados da variabilidade genética e da diferenciacdo genética mostraram uma
semelhanga entre os estoques de curimba, promovida possivelmente pelo efeito fundador do
estoque e pelo namero efetivo de reprodutores (Ne). Estes resultados sdo de grande
importancia na conservacdo desta espécie nos rios brasileiros, ja que suas populacdes naturais
estdo diminuindo drasticamente pela modificacdo e alteracdo do meio ambiente por mudancas
climaticas e pela acdo do homem.

Introducéo

O curimba Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), conhecido também pelo nome
de curimbata, grumatd ou papa-terra, € uma espécie migratoria, de desova total, de fecundacéo
externa sem cuidado parental e de habito alimentar iliofago. Pertencente & Ordem
Characiformes, sendo um peixe endémico das bacias formadas pelos rios Parana e Paraguai,
atualmente apresenta uma diminui¢do do numero de populac¢des naturais.

Uma das ferramentas utilizadas atualmente na conservacao da ictiofauna dos rios € a
implantacdo de programas de repovoamento. Apesar destes programas ser aceitos pela
sociedade e parte da comunidade cientifica, € primordial o monitoramento genético e
bioldgico desses programas, ja que 0 repovoamento pode representar riscos genéticos nas
populacbes naturais (Waples, 1999). Pois, quando é utilizado sem o acompanhamento
cientifico, é necessario o desenvolvimento de manejos genéticos de progénies que direcionem
0S potenciais riscos geneticos para acdes especificas do manejo, incluindo a selecdo dos
reprodutores, acasalamentos e praticas de criacéo e liberacao.

Outro fator que influéncia os estoques mantidos em cativeiro € a diminuicdo da
variabilidade genética devido ao efeito do acasalamento entre individuos aparentados, que por
representar s6 uma pequena amostra da populacdo natural, intensificam seu efeito de forma
que o componente genético dos descendentes vai se homogeneizando, até diferir das
populagdes naturais (Pineda-Santis, 2004).

Os marcadores moleculares tém apresentado eficiéncia na determinacdo da
diversidade genética de populacGes naturais e estocadas utilizadas em programas de
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piscicultura ou de repovoamento dos rios. Entre os varios marcadores moleculares
desenvolvidos nos ultimos anos, o marcador RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) é
um dos mais usados em estudos de genética de peixes (Liu & Cordes, 2004), devido ao seu
alto potencial de deteccdo de polimorfismo (Asensio et al., 2001); possibilita a analise
simultanea de muitas amostras e com cobertura de grandes areas do genoma (Gomes et al.,
1998), néo utiliza equipamentos muito sofisticados ou radioisotopos (Glienke-Blanco, 1999),
necessita de quantidades diminutas de tecido, proporcionando uma possibilidade de coleta de
amostra ndo invasiva e sem necessidade de sacrificio do animal (Elo et al., 1997).

O objetivo deste estudo foi estimar a diversidade genética de trés estoques de curimba
(Prochilodus lineatus), destinados para programas de repovoamento do rio Parand, mediante a
utilizacdo do marcador molecular RAPD.

Material e Métodos

Foram coletadas 30 amostras de nadadeira caudal (0,5 cm? aproximadamente) de cada
um dos trés estoques de curimba (A, B e C) utilizados para programas de repovoamento do
rio Parand. Imediatamente as amostras foram armazenadas em microtubos e conservadas em
alcool comum para posterior extracdo e amplificacdo do DNA pelo marcador molecular
RAPD.

Para extracdo de DNA, foi utilizada a metodologia descrita por Aljanabi e Martinez
(1997), modificada por Lopera-Barrero et al., (2007). Nos microtubos foram adicionados
550uL de tampdo de lise (50 mm de Tris-HCI, 50 mm de EDTA, 100 mm de NaCl e 1% de
SDS) e 7 uL de proteinase K (200 ug/mL). Em seguida, as amostras foram incubadas em
banho-maria a 50°C overnight. Posteriormente, o0 DNA foi purificado com 600 pL de cloreto
de sodio (5 M) e centrifugado por 10 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi transferido
para novos microtubos (600 pL), sendo o DNA precipitado com 700 pL de etanol absoluto, e
permaneceu incubado por uma hora a -20°C. Em seguida, o DNA foi centrifugado, lavado
com 700 pL de etanol 70% e ressuspendido em tampédo TE - 10 mm de Tris pH 8,0 e 1 mm de
EDTA -(80 pL para nadadeira e 35 uL para larva), sendo posteriormente tratado com 7 uL de
RNAse (30 pg/mL) em banho-maria a 37°C por uma hora, e em seguida foi estocado no
freezer a -20°C.

O DNA foi quantificado em espectrofotdmetro Shimadzu com absorvancia de 260 nm.
Posteriormente, as amostras foram diluidas para uma concentragéo de 10 ng/pl. Para checar a
qualidade do DNA, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1% e conduzida em
tampéo TBE 1X (500mM de Tris-HC1, 60mM de acido bdrico e 83mM de EDTA) por uma
hora a 70 volts. O gel foi revelado com brometo de etidio (0,5 ug/mL) e a imagem foi
capturada por um sistema de EDAS (Kodak 1D Image Analysis 3.5).

O DNA foi amplificado em um volume de reacdo de 15 plL, no qual se utilizou tampé&o
1X Tris-KCl, 2,5 mM de MgCl, 0,46 uM de primer, 0,2 mM de cada dNTP, uma unidade de
Platinun Taq DNA Polimerase e 10 ng de DNA alvo. Inicialmente o DNA foi desnaturado a
94°C por quatro minutos e em seguida foram realizados 40 ciclos, cada um consistindo de: um
minuto de desnaturacdo a 94°C, um minuto e 30 segundos de anelamento a 40°C e dois
minutos de extensdo a 72°C, apos realizou-se uma extensao final a 72°C por cinco minutos.
As reagdes de RAPD foram amplificadas em um termociclador “Eppendorf Mastercycler®
Gradient”.



Foi avaliada a amplificacdo de 60 diferentes oligonucleoitideos (primers) de 10 bases,
dos Kits OPA OPX e OPW (Operon Technologies Ltd.), sendo escolhidos os que
apresentaram melhor padrdo de amplificacdo. A eletroforese foi conduzida em tampdo TBE
0,5X (45mM de Tris-Borato e 1 mM de EDTA) por quatro horas a 70 volts. A imagem foi
capturada por um sistema de EDAS (Kodak 1D Image Analysis 3.5).0 tamanho dos
fragmentos obtidos com as amplificacGes foi estimado por compara¢do com o padrdo ladder
100 pb. A variabilidade genética foi determinada pelo indice de diversidade genética de
Shannon e pela porcentagem de fragmentos polimoérficos através do programa PopGene 1.31
(Yehetal., 1999).

A diferenciacdo genética entre os individuos de cada populacdo foi determinada pela
diversidade genética de Nei (1973) (Gst), através do programa PopGene 1.31 (Yeh et al.,
1999). Para a determinacgdo do nivel de diferenciacao estabeleceu-se a definicdo proposta por
Wright (1978), em que valores entre 0,00 a 0,05; 0,05 a 0,15; 0,15 a 0,25; e maior que 0,25;
indicam pequena, moderada, alta e elevada diferenciacdo genética, respectivamente. A
similaridade genética foi obtida com base no calculo do coeficiente de similaridade de
Jaccard. Utilizou-se para essa andlise o programa NTSYS 1.7 (Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System) (Rohlf, 1989).

Resultados e Discussao

Foram escolhidos os primers OPAO01, OPW02, OPW03, OPW08, OPW13, OPW19 e
OPXO01 por apresentarem um melhor padrdo na amplificacdo. O nimero de fragmentos variou
de nove (primers OPW08 e OPW19) até 13 (primers OPAOL1 e OPWO02). Foram encontrados
no total 77 fragmentos com um tamanho entre 350 pb (primers OPA01, OPWO03 e OPX01) e
2200 pb (primers OPAOL e OPX01). Destes fragmentos 71 (92,21%) foram polimdrficos.

A porcentagem de fragmentos polimorficos, 83,12%, 85,71% e 81,82% para 0s
estoques A, B e C, e os resultados do indice de diversidade de Shannon, 0,4732, 0,4981 e
0,4627 para os estoques A, B e C respectivamente, mostraram uma variabilidade genética
semelhante entre os trés estoques. Possivelmente devido ao efeito fundador, em funcéo que os
trés estoques terem sido formados a partir de populagdes naturais coletadas no rio Parana,
podendo desta forma apresentar similaridade entre os individuos.

Os resultados de diferenciacdo genética (Gst) entre os estoques (0,0606), valor que
sugere moderada diferenciacdo genética segundo a definicdo de Wright (1978), mostra a
existéncia de semelhanca genética entre os individuos de cada estoque. A redugdo da
variabilidade genética pode promover uma menor tolerdncia &s mudangas ambientais,
podendo afetar o crescimento (Moreira, 2001), a reproducéo (Porta et al., 2006) e inclusive
levar uma espécie a extingdo (Oliveira et al., 2002). Desta forma, a manutencdo da
variabilidade genética é de grande importancia para a conservacdo das espécies (Barroso et
al., 2005). Técnicas de manejo, conservacao e producao de peixes, por exemplo, dependem do
conhecimento da variacdo genética da unidade reprodutiva (Carvalho, 1993).

Os resultados da similaridade genética (0,6837, 0,6796 e 0,6665 para os estoques A, B
e C, respectivamente) foi encontrada uma semelhanca entre os trés estoques, confirmando a
existéncia de um possivel parentesco entre eles.

Outra explicacdo da semelhanca genética encontrada entre os estoques pode ser devida
ao tamanho efetivo da populacdo (Ne), que geralmente na formacdo de estoques para



piscicultura e para programas de repovoamento € pequeno. Populagdes utilizadas em
programas de pisciculturas ou de repovoamento devem ser fundadas a partir de um ndmero
suficientemente grande de individuos (Allendorf & Ryman, 1987) a fim de evitar-se uma
reducdo importante no tamanho efetivo da populagdo (Ne). PopulacGes grandes fundadas a
partir de grupos pequenos ou com contribuicdo desigual de progenitores podem exibir um Ne
baixo (Briescoe et al., 1992). Baixos tamanhos efetivos populacionais sdo provavelmente uma
das mais importantes causas da perda de variabilidade genética, em funcéo da deriva genética
(Frankham, 1996).

Um programa de piscicultura bem planejado deve evitar uma grande quantidade de
mudanca genética associada ao manejo reprodutivo e a formacdo dos estogues. Entretanto,
apenas através de um programa de monitoramento genético utilizando, por exemplo, o
marcador RAPD, é possivel verificar se estas mudancas estao ocorrendo.

Concluséo

Os resultados da variabilidade genética mostraram uma semelhanca genética dos
estoques de curimba (Prochilodus lineatus), promovida possivelmente pelo efeito fundador
do estoque e pelo numero efetivo de reprodutores (Ne).
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