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RESUMO

FREITAS, M.V. Analise do DNA mitocondrial como subsidio para o preé-
melhoramento genético do pacu Piaractus mesopotamicus. 2017. Dissertacdo de
mestrado — Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2017.

A aquicultura brasileira tem passado por um crescimento significativo nos ultimos anos.
Entretanto, o potencial de producdo do pais certamente serd mais bem aproveitado com
a utilizacdo de produtos resultantes de melhoramento genético. O pacu, Piaractus
mesopotamicus (Characiformes, Serrasalmidae), € um peixe de ocorréncia na bacia do
rio Parana-Paraguai e uma das principais espécies nativas utilizadas para a producao em
aquicultura. A utilizacdo de marcadores moleculares na piscicultura tem se mostrado
fundamental, pois podem auxiliar no monitoramento genético das populacGes e em
programas de pré-melhoramento. O objetivo deste trabalho foi realizar a analise da
variabilidade genética de lotes selvagens e cultivados de Piaractus mesopotamicus,
utilizando marcador molecular mitocondrial (Regido Controladora - CR). De forma
geral, os indices de diversidade se apresentaram com valores moderados (Hdsei = 0,692 e
Hdpisc = 0,711; mser = 0,0045845 e mpisc = 0,00660) e foi observada similaridade entre
esses valores nas populagfes selvagens e cultivadas. Além disso, foi observada alta
estruturacdo genética entre as populacbes selvagens e cultivadas (Fst= 0,14404). Os
baixos valores de diversidade encontrados em algumas das populacGes selvagens
juntamente com os desvios de equilibrio (D Tajima p<0,05) podem estar relacionados a
diversos fatores antropicos que vém influenciando as populacdes de pacu ao longo dos
anos, tais como pressdes de pesca e barramentos para geracdo de energia elétrica. Em
relacdo aos lotes cultivados, alguns estoques apresentaram indices inferiores de
variabilidade, que podem estar associados as diferentes técnicas de manejo nas
pisciculturas, muitas vezes utilizando poucos individuos e endogamicos para a formacao
dos plantéis. Os resultados obtidos neste trabalho aumentam as informacdes acerca das
populagdes de pacu, sendo fundamentais para o desenvolvimento de futuros programas
de melhoramento genético para esta espécie.

Palavras-chave: Regido Controladora, Variabilidade genética, Aquicultura,
Conservacao



ABSTRACT

FREITAS, M.V. Analysis of the mitochondrial DNA as subsidy for genetic pre-
breeding of pacu Piaractus mesopotamicus. 2017. Master's dissertation - Instituto de
Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2017.

The Brazilian aquaculture has experienced significant growth in recent years. However,
the national potential of production will certainly be better explored with the use of
products resulting from breeding programs. The pacu, Piaractus mesopotamicus
(Characiformes, Serrasalmidae), is a fish of occurrence in the Parana-Paraguay River
Basin and it is one of the main native species used for production in aquaculture. The
use of molecular markers in fish farming has been shown to be essential, especially for
genetic monitoring of populations and pre-breeding programs. The mitochondrial
molecular markers (mtDNA) have a higher rate of mutations and exclusively maternal
inheritance, being useful for monitoring the genetic variability of a population and
generate information about the founder stock. The objective of this study was to analyze
the genetic variability of wild and cultivated stocks of Piaractus mesopotamicus using
mitochondrial molecular marker (Control Region). In general, the diversity indexes
presented moderate values (Hdwia = 0.692 and Hdfam = 0.711; mwia = 0.0045845 and
narm = 0.00660) and similarity was observed between these values in the wild and
cultivated populations. In addition, high genetic structuring was observed among wild
and cultivated populations (Fst = 0.14404). The low values of diversity found in some
of the wild populations together with the equilibrium deviations (D Tajima p <0.05)
may be related to several anthropic factors that have been influencing pacu populations
over the years, such as fishing pressures and hydroelectric power dams. In relation to
cultivated stocks, the lower indices of variability may be associated with different
management techniques in fish farms, often using few and inbreeding individuals for
the formation of the broodstock. The results obtained in this work increase the
information about the populations of pacu and they are fundamental for the
development of future breeding programs for this species.

Key Word: Control Region, genetic variability, aquaculture, conservation
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1 INTRODUCAO

1.1 Aquicultura e producéo do pacu Piaractus mesopotamicus

Durante as Ultimas cinco décadas, a oferta mundial de pescado para 0 consumo
humano teve um aumento de 3,2% (FAO, 2016). No Brasil, a média de consumo em
2013 foi em torno de 14,4 kg/ha/ano, o que j& atende a recomendacdo da Food and
Agriculture Organization (FAO). O aumento do consumo de pescado pode estar
relacionado ao aumento da producdo, reducdo de desperdicio, melhor utilizagdo, melhor
distribuicdo do comércio internacional, aumento da renda e urbanizacdo (FAO, 2016).

Em 2015, o pais teve a estimativa de producdo de pescado de 483.241 kg,
aumento de 1,88% em relacdo ao ano de 2014 (IBGE, 2016). Atualmente, o Brasil conta
com mais de um milhdo de pescadores. Entretanto, € na aquicultura que tem mostrado
sua alta capacidade e potencialidade. Segundo a FAO, a producdo do Brasil podera
atingir 20 milhdes kg em 2030, o que faz do pais um dos maiores produtores do mundo.
A fim de consolidar o Brasil como um potencial produtor de pescado, uma série de
politicas publicas e investimentos foi adotada pelo extinto Ministério da Pesca e
Aquicultura, como o Plano Safra da Pesca e Aquicultura, com investimento de
aproximadamente 4 bilhdes no setor (MPA, 2014).

No Brasil, cada regido possui a sua tendéncia produtiva de mercado. Por
exemplo, a regido Norte tem como foco o tambaqui Colossoma macropomum e pirarucu
Arapaima gigas; a regido Nordeste, a tildpia Oreochromis ssp. e o camardo marinho
Litopenaeus vannamei; o Sudeste, a tilpia e pacu Piaractus mesopotamicus; o Sul,
carpas Cyprinus ssp., tilapias e mexilhdes; e, por fim, a regido Centro Oeste, 0
tambaqui, pacu e pintado Pseudoplatystoma ssp. (MPA, 2015). Dentre as espécies mais

cultivadas, destaca-se a tilapia e o tambaqui, que somam 73.5% da produgdo do pais.
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Porém, o cultivo de outras espécies merece destaque na producdo, como € o caso do
tambacu, das carpas e do pacu, que juntos representam 18.5% do total produzido.

O pacu, juntamente com o seu hibrido com a piraptinga (Piaractus
brachypomus) (patinga), ocupam a sexta posi¢ao no ranking de producéo brasileira e
tiveram uma producdo de 13. 276 kg em 2015 (IBG 2016). O pacu é a segunda espécie
nativa mais representativa nas unidades produtivas, com 2.212 ocorréncias. Na regido
Sul, a sua producao representou 92% do total de peixes redondos (tambaqui, pacu,
pirapitinga e hibridos) (MPA, 2008). O destaque desta espécie ndo se limita no cenério
nacional, pois em outros paises da América Latina (Argentina) e Asia (China, Mianmar,
Tailandia e Vietnd) também possuem uma parcela significativa na producdo desta
espécie (Flores Nava, 2007; Honglang, 2007; FAO 2010). Na Argentina o pacu € a
principal espécie produzida, correspondendo a 50% da producdo total do pais, onde o
cultivo ocorre principalmente em regides de clima subtropical, que inclui as provincias
de Misiones, Chaco, Formosa, Corrientes, Santa Fe, Entre Rios e Tucuman (Schenone
et al., 2011; Panné Huidobro, 2015; Vallad&o et al., 2016)

Os principais incentivos para a producdo desta espécie estdo relacionados ao seu
valor comercial e também a sobrepesca dos estoques naturais. O pacu foi considerado
como uma espécie criticamente em perigo no Estado SP do Brasil (Decreto Estadual —
N° 56.031). Na Argentina, a pesca do pacu esta proibida no rio Parana e nas provincias
de Santa Fe e Entre Rios devido ao declinio da pesca. Logo, o cultivo desta espéecie pela
piscicultura tem sido uma alternativa para suprir a demanda do mercado e reduzir o

impacto nas populacgdes naturais devido ao alto nivel de exploracédo pela pesca.

1.2 Caracterizacéo da espécie Piaractus mesopotamicus
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A espécie Piaractus mesopotamicus, popularmente conhecida como pacu, pacu-
caranha, pacu-guacu (Britski et al., 2007), é um serrasalmideo de importancia comercial
(Severi et al., 1999) que esta distribuido nas bacias do rio Parana, Paraguai e Uruguai
(Godoy, 1975), principalmente nas planicies do Pantanal (Petrere,1989). E um peixe de
ambientes I6ticos e semi-l6ticos (Agostinho et al., 2004), que alcanca a sua maturidade
sexual em cerca de trés anos e que necessita percorrer grandes distancias migratorias
para a reproducdo, com a sua desova ocorrendo geralmente no més de novembro (Ferraz
de Lima et al., 1984). Apresenta corpo ovulado e robusto, com a regido dorsal cinza
escura e a ventral amarelada (Britski et al., 2007).

O pacu pode alcancar 7 kg e atingir entre 60 a 80 cm de comprimento (Vazzoler
et al., 1997; Britski et al., 2007). Esta espécie ocupa uma posicdo de destaque na pesca
comercial e esportiva (Catella et al., 2001; Resende, 2003). Entretanto, seus estoques
naturais vém diminuindo devido principalmente a sobrepesca e as destruicdes no habitat
(Resende 2003). Devido ao seu manejo facilitado e facil adaptabilidade a alimentacao
artificial (Carneiro et al., 1995), o pacu € extensivamente utilizado em programas de
aquicultura, sendo uma das espécies mais cultivadas no Brasil (IBGE, 2016).

O pacu é considerado um dos peixes nativos mais estudados da aquicultura
brasileira, principalmente sob aspectos de reproducdo, larvicultura, engorda, nutricdo e
parasitologia (Urbinati et al., 2005). Entretanto, com relacdo ao melhoramento e
genética, h& poucos dados disponiveis e limitados a aspectos de hibridacdo
interespecifica. Desta forma, a aplicacdo de ferramentas genéticas para o pacu podera
acelerar e maximizar a producdo sustentavel deste pescado, principalmente se estas
tecnologias forem desenvolvidas e direcionadas para aplicagé@o rotineira em programas

de manejo, conservacgédo e melhoramento genético.
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1.3 Marcadores moleculares

A utilizagdo de caracteres morfoldgicos associados com o uso de marcadores
moleculares tem uma aplicabilidade eficiente na genética de peixes. Os marcadores
moleculares tém sido amplamente utilizados na caracterizacdo da biodiversidade e no
estudo de estruturacdo genética da ictiofauna. Além disso, andlises relacionadas a
diversidade genética em populacgdes de cultivo também tem sido realizadas com 0 uso
de marcadores (Portela & Huerta, 2007). Dentre os marcadores moleculares, as
sequéncias de DNA mitocondrial sdo destaques e se mostram uma poderosa
metodologia para estudos de variagao genética inter e intra-espécies (Avise, 2004).

O uso dos marcadores moleculares, tanto mitocondrial como nuclear, comegou
na caracterizacao de bancos genéticos de peixes na década de 80 (Avise, 1994; Avise &
Hamrick, 1996; Smith & Wayne, 1996; Calcagnotto, 1998). As principais vantagens
deste método estdo relacionadas ao menor nimero de individuos necessarios para a
realizacdo das analises, maior poder de resolugdo e obtencdo de amostras por meio de
técnicas ndo invasivas, tais como sangue, escamas e pedacos de nadadeiras, além da
obtencdo de informacGes genéticas de materiais preservados em alcool ha muitos anos
(Avise 1994; Avise & Hamrick, 1996; Smith & Wayne, 1996). Outra vantagem ¢é a
possibilidade de amplificacdo de fragmentos de DNA por meio do método de reacdo em

cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR).

1.3.1 Marcadores mitocondriais

O DNA mitocondrial (mtDNA) consiste em uma fita pequena, dupla e circular,
responsavel pela codificacdo de 5% do funcionamento mitocondrial (Nahum, 2012).
Nos animais vertebrados, 0 mtDNA € composto por aproximadamente 16.500 pb, com

37 genes codificantes (Meyer, 1993) e 2 regides nao codificantes, sendo elas a Regido
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Controladora (CR) e OriL (Portela & Huerta, 2007). Além de estar presente em
praticamente todos 0s eucariotos, o DNA mitocondrial apresenta heranca
exclusivamente materna e uma taxa de mutacédo superior a de genes nucleares, que pode
ser em até quatro vezes. Por isso, ttm demonstrado serem marcadores eficientes em
estudos evolutivos e filogenéticos (Margulis, 1996).

Nas regides ndo codificadoras, presentes nos extremos da regido controle, as
taxas de evolucdo sdo superiores se comparadas as que ocorrem no restante da
molécula. Estas alteracbes fazem com que ocorra a formacdo de multiplos alelos,
denominados de haplétipos, que podem ser ordenados filogeneticamente dentro de uma
mesma populacdo, auxiliando nas relacdes filogenéticas intrapopulacionais ou
genealogias (Avise, 1994). A regido D-loop, também conhecida como regido controle,
estd localizada entre dois genes de RNAs transportadores. Esta regido apresenta uma
elevada taxa mutacional em relacdo a outras regides do proprio DNA mitocondrial e em
relacdo ao DNA nuclear (Meyer, 1993). Por possuir uma alta variacdo em seu tamanho,
é responsavel pela maior parte das variaces que ocorrem no genoma mitocondrial,
caracteristica que torna o seu uso eficaz em estudos populacionais (Aquadro &
Greenberg, 1983; Harrison et al., 1985; Brown et al., 1993).

A sua transmissdo materna disponibiliza informacdes sobre as linhagens
maternas fundadoras de estoques de peixes, 0 que 0 torna um marcador unico, quando
comparado com os marcadores tipicamente nucleares SSR (simple sequence repeats) e
SNP (Single nucleotide polymorphism). As principais vantagens do mtDNA estdo
relacionadas a sua heranga predominantemente materna, frequéncia baixa de rearranjo
por recombinacéo, inversdes ou transposicdes e taxas altas de substituicdes, insercdes e

delecdes, que fazem com que as modificagdes neste genoma ocorram de cinco a dez
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vezes mais rapidamente do que as modificacbes que ocorrem no DNA nuclear
(Taberlet, 1996).

Vérios sdo os estudos relacionados com peixes Neotropicais que utilizaram a
regido controle (CR) do mtDNA. Em Martins et al. (2003), foram estudadas populacdes
de Leporinus elongatus pertencentes a bacia do Parana, observando uma alta
variabilidade genética intrapopulacional, bem como a presenca de haplétipos
exclusivos. Sivasunder et al. (2001), no estudo de populacGes de Prochilodus lineatus
da bacia do Parand, concluiram uma alta homogeneidade genética entre as populacdes e
a presenca de haplotipos similares distantes.

Em relacdo aos estudos do mtDNA em pacu, por meio de RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), Calcagnotto (1998) utilizou fragmentos aleatorios do
mtDNA para a caracterizacdo de estoques selvagens, observando uma baixa
variabilidade genética nos estoques selvagens analisados. Sobre estudos da regido
controle, lervolino et al. (2010) utilizaram este marcador para identificar a distribuicéo e
a variacdo genética dentro de populacbes de pacu na Bacia do Alto Paraguai. Neste
ultimo estudo, foi verificada uma falta de estrutura genética do pacu em estoques
selvagens do Pantanal, o que da indicio de ser uma populacdo panmitica. A respeito de
estoques cultivados, aplicacdo deste tipo de marcador ainda ndo esta disponivel, o que
mostra a necessidade de se realizar estudos dirigidos para 0 melhoramento genético.

Vaérios fatores sdo importantes para que os programas de melhoramento
conduzam a ganhos genéticos expressivos e duradouros. Dentre eles, ¢ fundamental
realizar um adequado programa de pré-melhoramento, por meio da avaliacdo da
variabilidade genética inicial, que evitara os problemas do estreitamento da base
genética de certos estoques (Ponzoni, 2006). Estudos de variabilidade por meio de

marcadores moleculares efetivos, como o0 mtDNA, sdo necessarios para a organizacao
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de uma estrutura de geracdo e analise de dados genéticos em longo prazo. A avaliacédo
genética torna-se ainda mais importante diante das alterac6es nas frequéncias génicas, e
possibilidade de reducdo da variabilidade genética no processo de selecdo de
organismos geneticamente superiores, 0 que pode resultar no aumento da probabilidade
de acasalamento de individuos aparentados e surgimento de genes deletérios, dizimando

o0 potencial de linhagem da producéo piscicola (Oliveira et al., 2011).
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4  CONSIDERAGCOES FINAIS

» A regido controle (CR) do DNA mitocondrial se mostrou eficiente para avaliar
os niveis de diversidade do pacu nas populacées selvagens e cultivadas

» As populagdes selvagens se apresentaram estruturadas e com diversidade
genética moderada

» As barragens hidrelétricas e a sobrepesca podem ser fatores que estejam
influenciando a diversidade genética desta espécie na Bacia do rio Parana

» Antigas barreiras naturais (Salto del Guaira) pode ter influenciado a estrutura
genética do pacu na bacia do Rio Parana

» As populagbes cultivadas de pacu apresentaram diferentes padrGes de
diversidade genética

» De forma geral as populacGes cultivadas e as matrizes de melhoramento
apresentaram valores proximos de diversidades as populagdes naturais

» Os plantéis se encontraram com alta estruturacdo genética entre eles, e entre as
populacgdes selvagens

» As diferentes praticas de manejo podem estar influenciando a diversidade

genética dos lotes cultivados do pacu
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