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Resumo

A caracterizacao da variabilidade genética em populacdes de peixes é de fundamental importincia para o
entendimento de como tal variacao se encontra distribuida em uma espécie. O objetivo do presente estudo foi
estimar a variabilidade genética de jundids Rhamdia quelen, criados em cativeiros, por andlises de PCR-RAPD.
DNA gendmico de quinze exemplares adultos, que foi amplificado na presenca de 8 primers, selecionados com
base na quantidade e na nitidez das bandas amplificadas. O nimero de fragmentos gerados por primer variou
de 12 (primer OPX04) a 38 (primer A20) e seus tamanhos estavam compreendidos entre 500 pb (primer A20,
ERIC IT e OPW5) e 4.300 pb (primer A20). O nimero total de fragmentos obtidos a partir dessas reacdes de
amplificacdo compreendeu 165 caracteres, sendo 155 (93,9%) bandas polimérficas e 10 (6,1%) monomorficas.
O fenograma gerado permitiu a separacio dos acessos em um agrupamento maior, ordenando 14 individuos
com coeficiente de similaridade variando de 37 a 56% (C2 e C4), sendo observado apenas um individuo isolado
(C11) com distanciamento genético em relacao aos demais. O elevado grau de polimorfismo indica a alta
ocorréncia de bandas polimorficas de baixa repeticao nos individuos investigados, evidenciando uma alta
variabilidade genética dos individuos dessa populacio de cativeiro. Além disso, tais descobertas confirmam o
potencial da técnica de PCR-RAPD na estimativa da variabilidade genética em populacdes Rbhamdia quelen,
sendo uma importante ferramenta para direcionar programas de repovoamento da ictiofauna, bem como
reconhecer a origem e as relacdes genéticas do estoque fundador de uma populacio cativa.
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Abstract

The characterization of the genetic variability in fish populations is a fundamental procedure to elucidate how
this diversity is distributed within a species. The objective of the present study was to estimate the genetic
variability of jundias Rbamdia quelen in captivity by RAPD analysis. Genomic DNA samples of fifteen adult
jundias were amplified in the presence of 8 primers and 1 unit of 7ag DNA polymerase. Based on the clearness
of the amplified products, the number of fragments generated from PCR ranged of 12 (primer OPX04) to 38
(primer A20) and the size of the amplified fragments varied of 500 pb (primer A20, ERIC II and OPW5) tp
4,300 pb (primer A20). The analysis of electrophorethical profile showed the presence of 155 (93.9%)
polymorphic and 10 (6.1%) monomorphic bands, in a total of 165 characters. The phenogram showed the
separation of animals in a group including 14 elements, with coefficient of similarity ranging from 37 to 56%
(C2 and C4). Nevertheless, only one individual (C11) presented a genetic distance in comparison to others.
The degree of polimorphism observed in the present study indicates the high occurrence of polimorphical
bands of low repetition in these individuals, evidencing the high genetic variability in these fish population.
Additionally, such findings confirm the potential of the RAPD technique as a crucial tool for characterization
of the genetic variability in Rhamdia quelen populations, as well as for restocking programs and to recognize
the nature and the genetic relationships of the founder stock of the captive population.

Keywords: PCR-RAPD; Fish; Molecular biology.

Introducdo

O jundia (Rhamdia quelen), peixe per-
tencente a familia Heptapteridae, apresenta vas-
ta distribuicao, sendo encontrado do sudoeste
do México ao centro da Argentina. Tal espécie
esta adaptada a diferentes ambientes, especial-
mente em viveiros de piscicultura nas regides
mais frias (CARNEIRO et al., 2002). Tendo em
vista suas escelentes caracteristicas para fins de
producio, trata-se de um peixe de grande im-
portancia econdmica, com 6tima aceitacio no
mercado consumidor, tanto para a pesca espor-
tiva quanto para a alimentacao direta (BALDIS-
SEROTTO, NETO, 2004).

O repovoamento com alevinos criados
em cativero tem sido uma alternativa para a re-
cuperacao da ictiofauna. Todavia, essa pratica
na maioria das vezes nao ¢ realizada com o
devido planejamento, podendo resultar em pro-
blemas maiores, como a introduc¢ao de doen-
cas e parasitas, que antes nao existiam no meio
natural, além de poder provocar a queda da
variabilidade genética das populacdes presen-
tes no ambiente natural, por conta da introdu-
cao de variacdes genéticas exdgenas. Tal even-
to se confirma, tendo em vista que geralmente
os alevinos provém de poucos casais proceden-
tes e, muitas vezes, de locais diferentes aos da
soltura (RESENDE, 2001). Isso mostra que a sim-
ples soltura de peixes nos rios, também conhe-
cida como peixamento, nio é uma pratica sufi-
cientemente eficaz, podendo até mesmo ser pre-
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judicial ao ecossistema. Sob esse aspecto, um
ponto fundamental a ser considerado € a iden-
tificacao e caracterizacao genética das popula-
¢coes presentes no ambiente natural (HILSDORF
et al., 2006). Esse conhecimento, além de ser
de fundamental importancia para um manejo
correto dessas espécies, segundo Oliveira et al.
(2003), também contribui para a manutencao a
longo prazo dos estoques naturais. Essa ¢ uma
técnica também muito Gtil para programas de
melhoramento de exemplares em cativeiro (HIL-
SDORF; KRIEGER, 2001).

As andlises genéticas, via marcadores
moleculares de DNA, sio amplamente utiliza-
das em estudos com enfoque de repovoamen-
to e os marcadores de polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso (“Random Amplified Po-
lymorphic DNA” - RAPD) fornecem subsidios
fundamentais para a detecciao de variacdes no
DNA gendmico entre subespécies ou popula-
coes de varias espécies de peixes (POVH et
al., 2005; PRIOLI, et al., 2002; ALMEIDA et al.,
2003: LEUZZI et al., 2004; PERES et al., 2005).
Tal procedimento reforca sua aplicacio na
identificacio de linhagens distintas e na de-
terminacao do impacto genético da introdu-
cao de peixes cultivados em populacdes natu-
rais (HILSDORF; KRIEGER, 2001). O objetivo
do presente estudo foi estimar a variabilidade
genética de uma populacao de jundia Rhamdia
quelen criada em cativeiro, utilizando marca-
dores de polimorfismo de DNA amplificados
ao acaso — PCR-RAPD.
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Material e Métodos
- Animais

Foram analisados quinze exemplares adul-
tos de jundia Rhamdia quelen criados em viveiros
do Laboratério de Pesquisa e Piscicultura da Pon-
tificia Universidade Catdlica do Parand (LAPEP-
PUCPR) (25°34°55’S/49°13’19”"W), situados no
municipio de Sao José dos Pinhais (Estado do Pa-
rand, Brasil). Fragmentos de nadadeira dorsal adi-
posa foram colhidos com auxilio de material cirtr-
gico, armazenados em etanol 95% e estocados a -
20°C para posterior extracao de DNA.

- Extracdo de DNA

DNA gendmico foi isolado a partir de
50 mg de nadadeira dorsal adiposa, sem a ne-
cessidade de sacrificio do animal, empregando
o protocolo descrito por Wasko et al. (2003).
Tais tecidos foram incubados em 4 ml de tam-
pao de digestao TNES (10 mM Tris-HCI pH 8,0;
125 mM NacCl; 10 mM EDTA pH 8,0; 0,5% SDS;
4 M uréia) na presenc¢a de 100 pl de protease
de Streptomyces griseus 20 mg/ml (Sigma). Apos
agitacao por aproximadamente 10 minutos em
incubadora (Marconi, modelo MA420), a mistu-
ra foi mantida em “banho-maria” (Cientec, mo-
delo GFRAN 400) a 37°C, por 12 horas para as-
segurar a total lise dos tecidos. Posteriormente,
foram adicionados 4 ml de fenol: cloroférmio:
alcool isoamilico (25:24:1) em cada tubo, se-
guido por vigorosa agitacao por 15 minutos.
Ap6s centrifugacao a 10.000 rpm por 15 minu-
tos (Beckman, modelo 21R), aproximadamente
2 ml de fase aquosa foram precipitados com
0,1 volume de NaCl 1 M e 0,6 volume de iso-
propanol absoluto. O precipitado de DNA foi
obtido por centrifugacio a 10.000 rpm por 15
minutos, seguido por lavagem em 1 ml de eta-
nol 70%. As amostras de DNA gendmico foram
secas a temperatura ambiente por 30 minutos e
ressuspendidas em tampao TE (10 mM Tris-HCI
pH 8,0; ImM EDTA pH 8,0) na presenca de 1 pl
de RNAse 10 mg/ml (Invitrogen). Apds incuba-
cao em “banho Maria” a 37°C por 30 minutos,
as amostras de DNA genOmico foram estocadas
a -20°C para posterior andlise. A concentracao
das amostras de DNA foi estimada por leitura
ao espectrofotometro (BECKMAN, BU530), sen-
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do sua integridade verificada em géis de agaro-
se 1,0% preparados com tampao TBE 1X con-
centrado (9 mM Tris; 9 mM acido bérico; 1 mM
EDTA pHS8,0), corados com brometo de etideo
0,5 pg/ml e fotografados com sistema digital
KODAK EDAS 290.

- Reacoes de PCR-RAPDs

O polimorfismo molecular observado
nas populacoes de jundid foi investigado por
andlises de PCR-RAPD, baseando-se na amplifi-
cacao de segmentos de DNA genOmico a partir
de varios primers curtos (10-11 bases) de seqiién-
cias nucleotidicas arbitrarias. Cada primer ¢ ca-
paz de se anelar ao DNA em uma ou mais loca-
lidades, de acordo com seu grau de homologia.
Essa técnica permite investigar variagcdes no ge-
noma, baseando-se no nimero e tamanho dos
fragmentos amplificados (fragmentos RAPD)
(PRIOLI et al., 2002).

Distintas reacoes de amplificacao foram
realizadas na presenca dos primers OPW5 (5’-
GGCGGATAAG-3"), OPX4 (5-CCGCTACCGA-3"),
A20 (5’- GTTGCGATCC-3"), AM07 (5-AACCG-
CGGCA-3"), AM13 (5-CACGGCACAA3-3"), OPA02
(5’-TGCCGAGCTG-3"), OPAO5 (5-AGGGGTCT-
TG-3") e ERIC II (5-AAGTAAGTGACTGGGGT-
GAGCG-3). Dez ng de DNA gendmico foram
amplificados em tampao de PCR 1X concentra-
do (20 mM Tris-Hcl, pHS8,4, 50 mM KCD), 4 mM
de MgCl,, 0,7 mM de mistura de dNTPs, 0,3 UM
primers e 1 unidade da enzima 7aq DNA Poli-
merase (Invitrogen). As condicoes de amplifica-
¢ao compreenderam: desnaturacio a 95°C por
30 s, anelamento a 50°C por 1 min, extensao a
72°C por 5 min, totalizando 40 ciclos. Os frag-
mentos amplificados foram visualizados em géis
de agarose 1,5% preparados em tampao TAE 1X
concentrado (40 mM Tris, dcido acético 100%,
1mM EDTA pH 8,0), corados com brometo de
etideo e fotografados com sistema digital KO-
DAK EDAS 290 para identificacio e comparacao
das bandas amplificadas.

- Analise dos resultados

A variabilidade genética foi inferida pela
proporcio de locos polimérficos na populacao,
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utilizando codigo bindrio para a presenca (1) ou
auséncia (0) de fragmentos RAPD para cada indi-
viduo. Tais andlises possibilitaram a construciao de
uma matriz de similaridade com base no cilculo
do coeficiente de similaridade de Jaccard. A fim
de representar graficamente o padrao de divergén-
cia genética com a matriz de similaridade, foi cons-
truido um fenograma com o algoritmo de agrupa-
mento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
Using na Aritbmetic Average) do programa NTSYS,
versao 2.02 (Numerical Taxonom)y and Multivari-
ate Analysis System) (ROHLF, 1989).

Resultados

Como observado na Figura 1, os oito pri-
mers empregados nas reacoes de amplificacao ge-
raram padroes distintos de RAPD, totalizando 165
caracteres, sendo 155 polimorficos (93,9%) e 10
monomorficos (6,1%). E importante ressaltar que
a maioria dos primers empregados nas RAPD-PCRs
resultou um padrao eletroforético altamente poli-
morfico com sinais de amplificacao bem definidos
para a populaciao estudada (FIGURA 1).

FIGURA 1 - PCR-RAPD de Rhamdia quelen utilizando os primers: ERIC II (A), OPW5 (B), A20 (C),
OPAO5 (D), OP02 (E), AMO7 (F), AM13 (G) e OPX4 (H).

Figure 1 - PCR-RAPD profiles from Rhamdia quelen DNA using the primers: ERIC II (A), OPW5 (B), A20 (C),
OPAO5 (D), OPAO2 (E), AMO7 (F), AM13 (G) e OPX4 (H).
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Baseado na nitidez dos produtos ampli-
ficados foi possivel estabelecer o nimero de frag-
mentos gerados a partir de cada primer, sendo
observado que o nimero de bandas amplificadas
variou de 12 (primer OPX04) a 38 (primer A20)
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conforme apresentado na Tabela 1. Os fragmen-
tos gerados nas andlises de RAPD-PCR apresen-
taram tamanhos variando entre 500 pb (primer
A20, ERIC IT e OPW5) e 4.300 pb (primer A20)
(TABELA 1).
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TABELA 1 - Tamanho dos fragmentos amplificados e nimero de caracteres monomdrficos e

polimérficos gerados para cada primer.

Table 1 - Size of the amplified fragments and number of monomorphical and polymorphical characters

generated from each primer.

Primers Nr'r: (g;ozgj’jfil‘ceo’fs N.° de caracteres N.°total de Tamanho dos
polimorficos caracteres JSragmentos (pb)
OPWO5 1 22 23 500-3.262
OPAO2 1 14 15 600-3.800
OPAOS 4 20 24 480-2.300
ERIC IT 0 18 18 500-3.300
OPX04 0 12 12 800-2.070
A20 1 37 38 500-4.300
AMO7 1 20 21 600-3.500
AM13 2 12 14 550-4.000

Tais resultados produziram um fenogra-
ma que demonstra a separacao dos acessos em
um agrupamento maior, ordenando 14 individuos
com um coeficiente de similaridade variando de

37 a 56% (C2 e C4) (FIGURA 2). Entretanto, ape-
nas um individuo (C11) apresentou distanciamen-
to genético em relacao aos demais, conforme ob-
servado na Figura 2.

FIGURA 2 - Fenograma de similaridade genética de uma populacio de jundid Rbamdia quelen

mantida em cativeiro.

Figure 2- Phenogram representing the genetic similarity in adult jundia Rhamdia quelen.
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Resultados e discussdo

Os programas de repovoamento de-
vem preservar a variabilidade genética local (HIL-
SDORF; KRIEGER, 2001). Essa variabilidade é o
componente biolégico mais importante para a
adaptacio e, portanto, para a sobrevivéncia de uma
espécie a médio e longo prazo (MORITZ, 2002,
HILSDOREF et al., 2006). O conhecimento da distri-
buicao da variacao genética entre populacoes e/
ou estoques genéticos oferece suporte adicional
para a reproducao dirigida, seja para os fins de
melhoramento genético ou para repovoamento. Tal
abordagem se baseia em dados de compartilha-
mento de caracteres entre os espécimes, em que €
importante avaliar se o grau de variabilidade ge-
nética entre o estoque cultivado € similar ao das
populacoes naturais, assim como estimar o poten-
cial nivel de endocruzamento nos plantéis cultiva-
dos. Nesse sentido, os resultados aqui demonstra-
dos corroboram tal consideracio, uma vez que
indicam nao somente o patamar de variacao gené-
tica de um estoque cativo, mas também sugerem
as relacoes genéticas entre os individuos amostra-
dos.

Uma das preocupacodes do cultivo de es-
pécies em cativeiro esta relacionada com a viabili-
dade genética dos plantéis, e uma das condicoes
para que o empreendimento tenha sucesso € que
o numero de matrizes selecionadas para producio
de alevinos represente a variabilidade genética da
populacao de origem. Isso pode ser mensurado
por meio de analises de variabilidade genética de
ambos os estoques. Dessa forma, o entendimento
da estrutura genética de uma espécie € uma etapa
importante para a conservacao variabilidade ge-
nética (MELO et al., 2000).

Os exemplares de Rhamdia quelen cria-
dos em cativeiro no LAPEP demonstraram um alto
grau de polimorfismo genético, correspondente a
93,9%, estando relacionado com a alta ocorréncia
de bandas polimorficas de baixa repeticao nessa
populacao. Tais resultados sugerem que esse esto-
que pode apresentar maiores facilidades de adap-
tacao a diferentes ambientes, especialmente em
viveiros de piscicultura. Esse alto polimorfismo ain-
da pode ser explicado pelo fato de que o manejo
reprodutivo dos animais amostrados se baseia na
mistura de ovocitos coletados de uma fémea com
o sémen de varios machos, o que elevaria a varia-
bilidade genética.
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O distanciamento genético de um in-
dividuo (C11) em relacio aos demais é um pa-
drao altamente diferenciado de bandas amplifi-
cadas. Tendo em vista os perfis eletroforéticos
produzidos por cada primer em cada individuo,
ha indicacoes preliminares de que tal indivi-
duo possa representar uma espécie criptica, ou
seja, extremamente dificil de distingui-las ape-
nas por critérios morfoloégicos. Porém, € impor-
tante ressaltar a necessidade de analises com-
plementares que possibilitariam sustentar esta
hipotese.

Em ambientes marinhos, casos deste
tipo tém sido evidenciados com o auxilio de
marcadores moleculares. Gusmao et al. (2000)
sugeriram que populacdes de camarao Penaeus
subtilis, comercialmente importantes para a pes-
ca na costa brasileira, sio compostas de pelo
menos duas espécies diferentes. Segundo San-
tos et al. (2003), existem fortes evidéncias de
que populacdes de Macrodon ancylodon pos-
sam ser duas espécies que estio sendo explo-
radas como um recurso Unico. Nesse contexto,
vale ressaltar que o conhecimento da estrutura
genética de uma populacao de cativeiro é mui-
to importante para a escolha dos reprodutores
que irao compor o plantel de uma piscicultura,
pois ela determinard o conjunto génico total
disponivel para a producao dos alevinos com
melhores caracteristicas genéticas.

Conclusoes

A caracterizacao do perfil genético alta-
mente polimorfico da populacao de jundia manti-
da em cativeiro € de grande importancia para uma
piscicultura voltada a producgio de alevinos. Tal
abordagem determinard condutas de manejo mais
adequadas para a homogeneizacao genética, ob-
jetivando reunir um bom potencial zootécnico do
estoque cativo ou formar um estoque fundador
para os fins de repovoamento de variacao genéti-
ca na natureza. Frente a esse cendrio, a presente
pesquisa encontra-se na vanguarda acerca da ca-
racterizacao genética de estoques piscicolas, visan-
do estimar o quanto de contribuicio genética um
estoque cativo pode disponibilizar na producio
de proteina animal, bem como na mitigacio de
alteracdes ambientais, fruto do desenvolvimento
humano desordenado.
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