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PAULA, Francine Matias. Diversidade Genética de Prochilodus lineatus (Pisces,
Characiformes) nas escadas de transposi¢cao de peixes das usinas
hidrelétricas do Complexo Canoas - rio Paranapanema. 2006. 138f.
Dissertacado (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2006.

RESUMO

A fragmentacao dos regimes hidricos naturais, causada por interferéncia antrépica, é
provavelmente o fator principal na redugdo de espécies migradoras neotropicais,
uma vez que pode dificultar a estratégia reprodutiva, causar perda da variabilidade
genética e reducao dos estoques nativos. Em uma tentativa de minimizar o impacto
do represamento para espécies migradoras de peixes, escadas de transposi¢cdo séao
construidas ao lado das barragens hidroelétricas para permitir a ascensdo dos
peixes migradores a por¢ao montante. Tendo em vista a falta de informacgdes sobre
os efeitos destas escadas de transposicédo sobre a diversidade genética em peixes,
tem-se como objetivo deste trabalho contribuir com o conhecimento da eficiéncia das
escadas de transposi¢ao construidas no Complexo Canoas — rio Paranapanema
(Brasil), através de analises genéticas da estrutura populacional da espécie
Prochilodus lineatus utilizando as técnicas de RAPD e microssatélites. Os
exemplares de P. lineatus foram divididos em grupos, conforme sua data de coleta: 4
de Canoas | e 4 de Canoas Il. As analises genéticas por meio do marcador RAPD,
indicaram uma variabilidade genética alta ( P = 70%) e uma baixa diferenciagao
genética entre os grupos de P. lineatus de cada escada de transposicdo (Fst =
0,0324). As analises genéticas realizadas com microssatélite de maneira
comparativa entre os agrupamentos Cl e CIl corroboraram com as analises de
RAPD exibindo um baixo valor de diferenciagdo genética entre os agrupamentos (Fir
= 0,2592; Fis = 0,2549; Fst = 0,059). Assim, os diversos parametros de diversidade
genética utilizados, tanto nas andlises com RAPD quanto com microssatélite
evidenciaram a existéncia de uma unica populagdo de P. lineatus no Complexo
Canoas proveniente do reservatorio de Capivara (jusante de Canoas |) que é
provavelmente mantida pelos principais afluentes deste reservatério, os rios Tibagi e
das Cinzas. Diante de dados que indicam que apds a transposicdo nao ha conclusao
do ciclo reprodutivo, a presengca das escadas de transposicdo de peixes no
Complexo Canoas pode ser considerada inadequada e a longo prazo, comprometer
a sobrevivéncia de P. lineatus. Assim, como medidas de manejo, torna-se
indispensavel a preservacdo desses ftributarios na manutengdo dos estoques
naturais dessa espécie, assim como o fechamento das escadas de transposi¢cao
durante o periodo reprodutivo dessa espécie.

Palavras-chave: Prochilodus lineatus. Escadas de transposicao de peixes.
Diversidade genética. RAPD e Microssatélite.
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Canoas - Paranapanema River. 2006. 138f. Dissertation (Master in Genetics and
Molecular Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2006.

ABSTRACT

The aim of this work was to contribute to our understanding of the effects of fish
passage ladders on the genetic diversity of fish by conducting genetic study of the
population structure of the species Prochilodus lineatus collected in the passage
ladders of Canoas | and Canoas Il - Paranapanema River (Brazil) utilizing the RAPD
and microsatellite techniques. Analyses with both markers indicated a high genetic
variability (P » 70% and "Ho » 67%) and low genetic differentiation (FST =0.0324
and FST = 0.0017, for RAPD and microsatellite, respectively) among the groups of P.
lineatus collected at each passage ladder. The various parameters of genetic
diversity determined indicated the existence of a single population of P. lineatus in
the Canoas Complex originating from the Capivara Reservoir (downstream from
Canoas 1), probably fed by the Tibagi and Cinzas Rivers. In view of the findings that
indicated that after passage there is no completion of the reproductive cycle, the
presence of the fish passage ladders in the Canoas Complex can be considered
impacting, where they cause a depletion in the recruitment downstream, which in the
long term can compromise the natural population of P. lineatus in the middle of the
Paranapanema River.

Keywords: Prochilodus lineatus .Genetic Diversity. Fish passage ladders. RAPD and
microsatellite.
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1 INTRODUCAO

Os peixes se apresentam como os vertebrados mais diversificados e
os de maior variagdo genética conhecida. Existem aproximadamente 20.000
especies de peixes descritas sendo que a maior parte habita aguas quentes dos
oceanos tropicais, perfazendo um total de 40%. Os peixes de agua doce sé&o
responsaveis por 20 a 25% da biodiversidade dos vertebrados e ha indicios de que
somente na América do Sul ocorram mais de 8.000 espécies, tendo em vista apenas
duas ordens descritas (Characiformes e Siluriformes) (LOWE-McCONNEL, 1999;
TORRES; MATOSO; ARTONI, 2004).

Segundo Ormerod (2003) essa enorme biodiversidade de peixes nos
supre nao somente as necessidades alimentares com as diversas espécies
exploradas, mas também pode ser utilizada no manejo de ecossistemas, como por
exemplo, no controle de mosquitos vetores de doengas, no controle de vegetacéo
aquatica invasiva e em biomanipulacbes, usadas as vezes na restauracido de
sistemas aquaticos. Além disso, € reconhecida a grande contribuicado nos processos
do ecossistema, os quais incluem a participagcao na cadeia tréfica, a transferéncia de
energia entre os niveis troficos e o transporte de nutrientes entre os ecossistemas
marinhos, de agua doce e terrestre.

A fauna de peixes de agua doce no Brasil é particularmente diversa
e muitas das espécies que a compdem nao sao encontradas naturalmente fora da
Ameérica do Sul. Essa diversidade suporta um numero elevado de estoques naturais,
0s quais vém sofrendo sensiveis redugdes nos cursos d’agua, como resultado da
exploracdo desordenada dos recursos, pela captura de individuos jovens, pela
pesca predatéria, falta de fiscalizacdo e medidas protecionistas e principalmente
pela crescente fragmentagdo dos rios devido a construgdo de empreendimentos
hidrelétricos, que modificam as areas de desova coletivas e interrompem o trajeto de
algumas espécies. Desta maneira, torna-se fundamental o conhecimento da biologia
e da dinamica populacional destes animais para a tomada de medidas racionais na
preservacgao dos estoques (AGOSTINHO et al., 2002; HILSDORF; PETRERE, 2002;
CAROSFELD et al. 2003).

O processo de construgao de barragens e consequente formagéao de

reservatorios para fins hidroelétricos conduz a alteragdes das caracteristicas fisicas,
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quimicas, sanitarias e biolégicas do rio. Modifica a intensidade, duracéo e época das
cheias, reduzindo os nutrientes disponiveis e as areas sazonalmente alagaveis,
criando nos segmentos imediatamente abaixo, condigdes térmicas e hidrodindmicas
muito instaveis. Além disso, a construgcdo dessas barragens intercepta a rota
migratoria de diversas espécies causando impactos sobre a capacidade biogénica
do sistema, disponibilidade de alimento e abrigo para formas jovens de peixes
(THOMAZ; ROBERTO; BINI, 1997; AGOSTINHO; GOMES, 2005).

Os peixes migradores, portanto, sdo particularmente sensiveis aos
efeitos prejudiciais das represas hidroelétricas, ja que estas variagdes atuam sobre o
sucesso reprodutivo. No Brasil muitas das populagdes destes peixes se mostram em
rapido declinio, podendo, num futuro proximo, ter sua sobrevivéncia comprometida
(AGOSTINHO; JULIO; BORGHETTI, 1992; CAROSFELD et al.,, 2003; BRITTO;
SIROL, 2005). Em funcgao disso, a legislagdo ambiental vigente no pais exige do
empreendedor responsavel pela barragem a proposicdo de um programa de
conservagao de organismos aquaticos de modo a minimizar o impacto destes
represamentos (CESP, 2000).

De acordo com Agostinho et al. (2002), em funcdo das leis
implementadas no pais, foram construidas em barragens escadas para transposigao
de peixes, no entanto, apds a construgdo, nenhuma avaliacdo sistematica foi
realizada nesses empreendimentos. Desde modo dados sobre a verdadeira
efetividade deste mecanismo e a importancia dessa transposicdo para a
preservacao dos estoques da bacia ainda séo desconhecidos.

Sabendo que a existéncia de barreiras geograficas, como barragens,
isola populagdes, fica claro que a longo prazo tais empreendimentos poderdo causar
a reducdo do fluxo génico, mudangas significativas nas frequéncias alélicas,
polimorfismos intraespecificos, e conseqlentemente a diminuicdo da variabilidade
genética entre estas populagdes (AGOSTINHO et al., 2002; HATANAKA; GALETTI,
2003).

Sendo a variabilidade genética um componente fundamental da
biodiversidade, formando a base da diversidade das espécies e dos ecossistemas, e
representando uma das condi¢des necessarias para a mudanca evolutiva, esta
representa todas as diferengas geneticamente determinadas que podem ocorrer
entre os individuos de uma espécie na expressdao de uma ou um conjunto de

caracteristicas. A presenca da variabilidade genética herdavel nas caracteristicas
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adaptativas fornece uma plasticidade fenotipica as populagdes, o que permite uma
maior chance destas se adaptarem a mudangas estacionais e/ou temporais,
aumentando, portanto a capacidade de sobrevivéncia destas diante de mudangas no
meio ambiente (CARVALHO, 1993; EPA, 2001).

Técnicas moleculares como isoenzimas, RFLP (Restriction Fragment
Length  Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
microssatélites, entre outras, tém sido amplamente utilizadas para estudos da
diversidade genética. Neste estudo foram utilizadas as técnicas de RAPD e
microssatélites para avaliar a estrutura populacional de Prochilodus lineatus das
escadas de transposi¢ao dos reservatérios de Canoas | e Il durante piracemas, a fim

de verificar a efetividade da transposigao e a preservacao dos estoques.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Consideracfes sobre Prochilodus lineatus

A espécie utilizada neste trabalho foi Prochilodus lineatus (Figura 1)
pertencente a ordem Characiformes, sub-ordem Characoidei e familia
Prochilodontidae (GODQY, 1975; NELSON, 1994; CASTRO; VARI, 2003).

FONTE: www.polmil.sp.gov.br/unidades/cpfm/tab peixe.htm

Figura 1 — Exemplar de Prochilodus lineatus


http://www.polmil.sp.gov.br/unidades/cpfm/tab_peixe.htm
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Os membros da familia Prochilodontidae possuem tamanhos
variando entre médio e grande e corpo recoberto por grandes escamas, podem ser
facilmente diferenciados dos outros peixes por sua boca subterminal provida de
labios grossos onde podem ser notadas duas séries de dentes diminutos e
ganchiformes. Sao limnoéfagos (ou ilifagos) ingerindo grandes quantidades de lodo
com matéria organica em fases avancadas de dissociacdo, juntamente com
microrganismos, a partir de depositos de fundo ou sobre substratos verticais,
exibindo especializagbes anatémicas refinadas no trato digestivo, como por exemplo
o estdmago mecéanico além do quimico (GODOY, 1975; PAIVA; ANDRADE-
TUBINO; GODOY, 2002; CASTRO; VARI, 2003).

A espécie Prochilodus lineatus foi descrita por Valenciennes em
1836, sendo popularmente conhecida como curimba ou curimbata. Tem como
principais caracteristicas morfolégicas um focinho peculiar, boca subterminal, cor
prateada-acinzentada, ventre e face brancos, corpo fusiforme e comprido. Sao
peixes migradores e reofilicos (peixes de piracema), devem migrar contra a
correnteza dos rios para os estimulos sexuais e necessitam de ambientes |6ticos
para desova. Possuem periodicidade reprodutiva sazonal com picos (novembro —
fevereiro), fecundagao externa, desova total, alta fecundidade, ndo demonstrando
cuidado com a prole (GODQOY, 1975; VAZZOLER, 1996; PAIVA; ANDRADE-
TUBINO; GODOY, 2002; ORSI, 2005). Uma vez que essa espécie habita aguas
correntes, quando colocada em tanques ou represas embora apresente
desenvolvimento dos ovarios, nao desova naturalmente, sendo necessaria a indugao
a reprodugao através de injecdo de horménios gonadotrépicos (RAMAGOSA,;
NAHARA; GODINHO, 1985).

Segundo alguns autores Prochilodus lineatus € uma espécie que
vem despertando interesse para aquicultura devido a seu habito alimentar iliéfago, a
alta fecundidade e ao bom desempenho zootécnico (RAMAGOSA; NARAHARA,;
GODINHO, 1985; KUNKEL; FLORES, 1994). Segundo Castro e Vari (2003), essa
espécie € altamente abundante nos rios Parana, La Plata e Uruguai, tendo uma
grande representacao pesqueira.

Anadlises cariotipicas desta espécie revelaram um numero
cromossOmico 2n = 54, com cromossomos do tipo meta-submetacéntrico indicando

ainda a ocorréncia de pequenos cromossomos supranumerarios (cromossomos B)
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que variam tanto intra quanto inter-individualmente (CASTRO; VARI, 2003; JESUS
et al., 2003).

A presenga destes cromossomos supranumerarios foi inicialmente
detectada para esta espécie por Pauls e Bertollo (1983). Segundo esses autores
€sses Cromossomos possuem uma natureza heterocromatica e um comportamento
instavel na meiose e mitose podendo variar em numero entre os individuos dentro de
uma mesma populagdo. Oliveira et al. (1997) descrevem em seus estudos uma
variagao de 0 a 7 cromossomos B em Prochilodus lineatus.

Os poucos trabalhos encontrados sobre variabilidade genética e
estrutura populacional de P. lineatus (REVALDAVES; RENESTO; MACHADO, 1997;
SIVASUNDAR; BERMINGHAN; ORTI, 2001; ZENATTI, 2003) indicam a importancia
de estudos para obtencdo de novas informagdes a respeito da estrutura de
populacdes e diversidade genética dessa espécie, a fim de que, programas de

conservagao possam ser melhores delineados.

1.1.2 Rio Paranapanema e Complexo Canoas

O rio Paranapanema é um importante afluente da margem esquerda
do rio Parana e faz parte da Bacia do Alto Parana. A partir de sua nascente, no
municipio de Capao Bonito (SP), ele percorre cerca de 660 km com orientagcéo geral
a noroeste. Ao longo dessa extens&o apresenta um desnivel de 542 m, afluindo no
rio Parana entre os municipios de Rosana (SP) e Marilena (PR). Sua area de
drenagem abrange uma superficie em torno de 109.600 km?, estabelecendo uma
divisa natural entre os estados de Parana e Sado Paulo (DUKE ENERGY -
GERACAO PARANAPANEMA, 2003) (Figura 2).

O aproveitamento hidroelétrico do rio Paranapanema iniciou-se com
a inauguragdo da usina Paranapanema, em Piraju (SP), em 1936. Atualmente
existem neste rio dez usinas hidrelétricas (UHE) em operacédo: UHE Jurumirim, UHE
Piraju, UHE Paranapanema, UHE Chavantes, UHE Salto Grande, UHE Canoas lII,
UHE Canoas |, UHE Capivara, UHE Taquarugu e UHE Rosana (ZOCCHI, 2002;
DIAS, 2003) (Figura 3).
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A area que foi contemplada pelo presente estudo, Complexo
Canoas, € a que abrange as UHEs Canoas | e Canoas |l, com reservatorios do tipo
fios d’agua, que em geral possuem areas alagadas e profundidade moderada, além
de baixo tempo de residéncia de agua no reservatério (DUKE ENERGY -
GERACAO PARANAPANEMA, 2003).

O reservatorio Canoas | foi formado pela UHE Canoas | em 1998 e
inaugurado em 1999. Encontra-se nas imediagdes da foz do ribeirdo Queixada, nas
coordenadas 50° 31'W e 22° 56’S, tendo também como tributario o rio Pari. Sua
largura esta em torno de 300 m, sua altitude é de 351 m e sua profundidade atinge
até 5m. Possui um perimetro de 120,3 km, uma poténcia de 82,5 MW e uma area de
drenagem de 40.920 Km?. O seu leito é arenoso com afloramentos localizados de
rochas e suas margens sdo ocupadas por pastagens, com remanescentes de
vegetagdo ciliar (DIAS, 2003; DUKE ENERGY - GERACAO PARANAPANEMA,
2003).
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O reservatoério Canoas Il foi formado pela UHE Canoas Il em 1998 e
inaugurado em 1999. Localiza-se nas imediagbes do eixo da UHE Canoas Il nas
coordenadas 50° 15’W e 22° 56’S tendo como principal tributario o ribeirdo Alambari.
Sua largura esta em torno de 300 m, sua altitude € de aproximadamente 366 m e
sua profundidade atinge até 5 m. Tem um perimetro de 98,8 km, uma poténcia de 72
MW e uma area de drenagem de 39.556 km?. Também como o reservatério de
Canoas | possui um leito arenoso com afloramentos localizados de rochas e suas
margens sao ocupadas por pastagens, com remanescentes de vegetacdo ciliar
(DIAS, 2003; DUKE ENERGY - GERACAO PARANAPANEMA, 2003).

Nas duas UHEs, Canoas | e Canoas Il, foram construidas escadas
de transposig¢ao de peixes como uma medida de aproximar o rio de suas condi¢coes
naturais, as quais comegaram a operar em novembro de 2000 (BRITO; SIROL,

2005). A figura 4 evidencia a escada de transposicao localizada na UHE Canoas Il.

Figura 4 — Escada de transposi¢cao de peixes da UHE Canoas Il. A) porgao
inicial da escada, a jusante e B) por¢cao média e final da escada.

1.1.3 Escadas de transposicdo de peixes

Conforme Nogueira (2005), a construgéo de reservatérios ao longo
do século XX caracterizou-se por grandes empreendimentos localizados em diversos

continentes, o que levou a regulagado de imensos volumes de agua e a inundagao de
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areas em torno de 400.000 km?. Nos Ultimos anos essa tendéncia diminuiu
significativamente nos paises desenvolvidos, embora naqueles em desenvolvimento
ainda seja frequente a formagdo de reservatérios com o objetivo de fomentar o
desenvolvimento socioecondmico.

Esses mesmos autores afirmam que em nosso pais, os reservatorios
estdo associados a uma ampla rede de produgao de hidroeletricidade, um servigo
considerado vital para a manutengdo da sociedade e cujos interesses, geralmente
se contrapdem as questdes ambientais.

Juntos, os Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Parana somam 40
grandes hidroelétricas que alagaram uma area superior a um milhdo e duzentos mil
hectares. A organizacdo deste complexo gerador de energia foi imperiosa e
necessaria. Mas ao mesmo tempo, € absolutamente incontestavel admitir que o
barramento dos rios com fins hidroelétricos descaracterizou provincias faunisticas,
ameacando a conservagcdao e a biodiversidade da ictiofauna das varias regides
brasileiras (CAROSFELD et al., 2003; DUKE ENERGY - GERACAO
PARANAPANEMA, 2003).

A construcao de barragens exige adogdo de medidas que reduzam
0os impactos sobre as populagdes de peixes durante e apds a formagao do
reservatorio. Varias acdes tém sido utilizadas para preservar essa fauna em rios
“divididos” por barragens. Algumas, como construir escadas de transposigdo e
elevadores de peixes, transportar (em veiculos) os peixes da area abaixo da
barragem para o reservatério ou mesmo implantar estagdes de piscicultura para
reproduzir espécies nativas para futuros repovoamentos, tém sido testadas em todo
o mundo (AGOSTINHO et al., 2002; HILSDORF; PETRERE, 2002; FERNANDEZ;
AGOSTINHO; BINI, 2004).

O sucesso das escadas na transposi¢cao de cardumes de salmao na
América do Norte estimulou os legisladores brasileiros a produzirem o primeiro
documento legal importante relacionado ao assunto no Brasil. Isto €, a Lei n°. 2250,
do Estado de Sao Paulo (28/12/1927), que em seu Artigo 16 tornava obrigatoria a
instalacdo de escadas para transposigao de peixes em todas as barragens daquele
estado. A partir de entdo outros documentos ligados a protegcado da fauna aquatica
foram produzidos. Em 1934, por exemplo, uma lei federal ampliou a obrigatoriedade
das escadas para o pais. Em 1938, nova lei determinava que as barragens

devessem ter mecanismos que permitissem a preservagao da ictiofauna, pela
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construgcao de escada de peixes ou estacdo de piscicultura. Dados os resultados
insatisfatorios das escadas, as concessionarias hidrelétricas passam a construir
essas estacdes e a contratar pessoal efetivo a piscicultura. Em 1967, o Decreto-Lei
n°. 221 (28/02/1967) delegou a Superintendéncia para o Desenvolvimento da Pesca
(SUDEPE) a tarefa de determinar o melhor mecanismo para a prote¢cado da fauna
aquatica. A SUDEPE, que tinha por principal finalidade o desenvolvimento da
aquicultura, tornou obrigatoria, por meio da Resolugéo 46 (27/01/1971), a construgéo
de uma estacdo de piscicultura em cada sub-bacia, onde reservatérios fossem
construidos (ALZUGUIR, 1994).

Em 1977 foi determinado pela antiga Superintendéncia do
Desenvolvimento da Pesca (hoje incorporada pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), que qualquer entidade envolvida na
construcdo de barragens deve adotar sistemas ou métodos de protegao e
conservagao dos recursos biolégicos aquaticos: “todos quantos, para qualquer fim,
represarem as aguas dos rios, ribeirbes e corregos, sao obrigados a construir
escadas que permitam a livre subida dos peixes’. Ao se generalizar a
obrigatoriedade de uma obra, cujo funcionamento resulta de interagbes entre suas
caracteristicas técnicas (tipo, declividade, vazao, posicdo em relacdo ao eixo da
barragem etc.) e a natureza da ictiofauna presente, sem o necessario conhecimento
técnico-cientifico do empreendimento ou dos peixes, incorreu-se no risco de
insucesso e desperdicio de recursos, esfor¢os e oportunidades. A partir da criagao
do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA - Lei 6.938/81) e da instituicdo
da obrigatoriedade do Relatério de Impactos Ambientais, em 1983 - que deveria
incluir levantamentos da area, descricdo das acbes propostas e alternativas,
identificacdo, analise e predicao dos principais impactos positivos e negativos, a
decisao em relagao as ag¢des de mitigacdo de impactos passou a ser prevista nesse
documento (HILSDORF; PETRERE, 2002).

Segundo Agostinho e Gomes (2005) as escadas para transposi¢ao
de peixes sdo mecanismos que permitem aos peixes migradores a transposi¢ao da
barragem durante o periodo reprodutivo. De acordo com Zocchi (2002) a eficacia
deste sistema é limitada, funcionando apenas na subida, considerando que no alto
0s peixes encontrem locais apropriados de desova em lagoas ou remansos para o
crescimento de alevinos. No entanto, estes peixes precisam voltar como parte do

seu ciclo natural e, portanto, guiam-se pela correnteza, contudo estes peixes nao
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conseguem achar a escada no meio da represa, de modo que poucos peixes
conseguem concluir seu ciclo reprodutivo.

Reforgando esta hipotese Agostinho e Gomes (2005) colocam como
uma questdo de grande importancia, aquela que se refere ao recrutamento de
peixes a jusante. Pois mesmo que as escadas ou elevadores possibilitem a
transposicao da barragem pelos reprodutores de varias espécies de peixes, parece
pouco provavel que a prole fara o movimento oposto. Embora faltem dados precisos
sobre esse assunto, € esperado que as escadas subtraiam do estoque da jusante
um grande numero de reprodutores, ndo promovam sua reposigao pelo
recrutamento e tenham beneficios duvidosos quanto a manutengao dos estoques do
trecho a montante, especialmente quando inexistem areas relevantes de varzeas
(criadouros naturais). Segundo Levin e Schiewe (2001) esta subtragdo de
reprodutores no estoque a jusante exerceria uma pressao de selecdo sobre a
variabilidade ou diversidade genética desse estoque, e por outro lado exerceria uma
forte forga seletiva em favor das espécies nao migradoras.

Embora n&o haja duvida quanto a habilidade de muitas espécies
migradoras em ascenderem as escadas, mesmo com alturas de 20 metros ou mais e
alcancarem o reservatorio, a seletividade das escadas a transposi¢cao da barragem é
consenso nos estudos realizados. Alguns indicadores mostram que essas obras
teriam eficiéncia duvidosa na preservacdo ou conservagao dos estoques em um
cenario de barragens em série, como o da bacia do rio Parana (BORGHETTI et al.,
1994; AGOSTINHO et al., 2002; AGOSTINHO; GOMES, 2005).

Além disso, Agostinho et al. (2002) afirmam que uma das principais
limitacbes das escadas de transposicdo parecem ser os mecanismos de atracédo dos
peixes, de modo que, se a entrada nao €& prontamente reconhecida, os peixes
podem permanecer na vizinhanga por um tempo prolongado, atrasando a migracao
e comprometendo a desova, ou até mesmo nunca acessarem a escada. Assim, a
localizacdo das escadas € de extrema importancia, tendo que se levar em conta a
sua proximidade a outros componentes da represa como os vertedouros e as
entradas de agua pelas turbinas, evitando que os peixes sejam erroneamente
atraidos a estes componentes, quando deveriam se direcionar a entrada da escada.

Os mesmos autores relatam que existem na literatura alguns
resultados satisfatérios quanto a utilizagcdo de escadas para a transposi¢do, no

entanto, ndo avaliam a efetividade desta ascensao na preservagao dos estoques na
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bacia. Assim, Agostinho et al. (2002) consideram de extrema importancia que a
construcao de escadas seja precedida por uma ampla avaliagdo de sua eficiéncia na
manutencédo dos estoques, e da possibilidade destas causarem impactos negativos

a jusante, ja que este processo envolve altos investimentos financeiros.

1.1.4 Variabilidade genética, estrutura populacional, manejo e conservacao de

peixes

A variagao genética é originada quando um alelo muta para outro, ou
seja, a fonte principal da variabilidade génica € a mutagéo. Esta variagdo mutacional
se instala e € moldada por forgas evolutivas. Por forca da selegao natural, mutantes
com sobrevida e habilidades prejudicadas aumentam e diminuem de freqiéncia,
respectivamente; ja por forcas aleatérias, como a deriva genética, mutantes que nao
sao melhores ou piores que outros na populacdo sao seletivamente neutros e
podem ao acaso terem suas frequéncias aumentadas ou diminuidas (SNUSTAD;
SIMMONS, 2001).

A presenga de variabilidade genética herdavel nas caracteristicas
adaptativas fornece uma flexibilidade fenotipica a novas mudangas ambientais, o
que a torna uma caracteristica intrinseca fundamental resultando na manutencao da
espécie a longo prazo (LOWE; HARRIS; ASHTON, 2004). Segundo esses autores, a
variabilidade genética é composta por trés elementos principais: diversidade
genética (a quantidade de variagdo genética que possui a espécie ou grupo de
organismos); diferenciacdo genética (distribuicdo da variagdo genética entre
populagdes) e distancia genética (quantidade de variacdo genética que existe entre
pares de populagdes).

Como ja descrito, a diversidade genética dentro de uma populagao
pode ser reduzida através de dois processos principais: sele¢do natural de tragos
adaptativos ou deriva genética (NIELSEN, 1998). Quando as populagdes sofrem
uma diminuicdo brusca do seu tamanho efetivo (bottleneck ou gargalo de garrafa),
ou quando esta coloniza novos territérios com um pequeno numero efetivo (efeito
fundador), o papel desempenhado pela deriva genética € de importancia particular

na alteragao de frequéncias alélicas e no perfil genético das futuras geracdes porque
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o0 numero de individuos da recente populagdo € naturalmente menor que o da
populagao original, potenciando o efeito da deriva genética (HARTL; CLARK, 1997).
Este efeito em aquicultura & observavel na constituicdo do estoque de progenitores,
que constitui uma amostra infima da populacéo natural (CASTILHO, in prep.).

Compreender os efeitos da variabilidade genética é de fundamental
importancia para entender como a diversidade € distribuida entre populacdes, ou
seja, a proporgcao relativa de variabilidade genética contida entre e dentro de
populagdes (LOWE; HARRIS; ASHTON, 2004). Métodos genéticos de manejo,
conservacao e criagcao de peixes, por exemplo, sdo dependentes do conhecimento
da quantidade de variacdo dentro de uma unidade local reprodutiva (CARVALHO,
1993).

A variabilidade genética, também chamada de biodiversidade
molecular, além de importante para a evolugédo, pode ser usada como instrumento
de investigacao por ecologos e sistematas em diversos ramos como, por exemplo,
para verificar as afinidades e os limites entre as espécies, para detectar modos de
reproducgao e estruturagéo familiar, para estimar niveis de migragéo e dispersao nas
populacdes, entre outros (SOLE-CAVA, 2001). Assim, fica claro que em estudos
populacionais visando manejo e conservagdo de peixes e outros organismos €
fundamental o prévio conhecimento da distribuicdo desta variabilidade genética.

A estruturagdo populacional € quase universal entre os organismos,
pois muitos formam naturalmente, subpopulagdes agregando-se de diversas formas.
Além disso, os habitats sdo naturalmente irregulares, compostos por areas
favoraveis misturadas com areas desfavoraveis, e ao longo do tempo, mesmo areas
uniformemente favoraveis podem ser interrompidas por diferentes formas de
barreiras (HARTL; CLARK, 1997). Estes mesmos autores ressaltam que se existe
subdivisdo populacional, ha inevitavelmente alguma diferenciacdo entre as
subpopulagdes; sendo a diferenciagdo genética entendida por eles como a aquisigéo
de freqUéncias alélicas que diferem entre as subpopulagdes.

Avaliagbes da estrutura genética populacional fornecem um retrato
genético contemporaneo das populagdes permitindo o conhecimento da taxa de
endogamia, diversidade genética, diferenciacdo entre os espécimes, entre outras
informagdes importantes para a elaboragdo de planos de manejo (PEREZ-
SWEENEY; RODRIGUES; MELNICK, 2003). Por sua vez, o manejo tem por

finalidade principal a implementacdo de medidas sobre um sistema visando otimiza-
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lo de acordo com um objetivo especifico. Por exemplo, no caso do manejo de
recursos pesqueiros, procura-se integrar informagdes ecologicas, econdémicas,
politicas e sdcio-culturais, na tentativa de implementar alternativas que permitam a
consonancia entre as aspiragdes e necessidades da sociedade com a utilizacdo dos
recursos aquaticos, procurando melhorar tais recursos e sua utilizagdo (cf.
AGOSTINHO; GOMES, 2005).

Os aspectos que possuem maior relevancia no sentido de manter as
populagdes abaixo de limiares demograficos e genéticos que seriam criticos a
reprodugdo e aos processos evolutivos necessarios a existéncia a longo prazo
seriam, a destruicdo, a contaminacdo e/ou fragmentacdo do habitat, a explotacéo
excessiva e o endocruzamento. Assim, é inegavel a importancia do manejo dos
recursos naturais, porém a falta de informagdes sobre o sistema a ser manejado, a
auséncia ou inadequacao de monitoramento e a elevada abundancia dos recursos e
sua variabilidade, muitas vezes interferem na eficiéncia do processo (AGOSTINHO;
GOMES, 1997).

O conhecimento prévio da distribuicdo da variabilidade genética
dentro e entre populagdes de uma espécie por meio de marcadores moleculares é
uma etapa inicial importante para o desenvolvimento do manejo e conservagao in
situ e de repovoamento. Para isso, deve-se levar em conta se uma espécie esta
distribuida como apenas uma populacdo ou como populagdes geneticamente
diferentes e qual o grau de interagao entre elas. No caso dos peixes de agua doce,
suas populagdes em geral se distribuem por locais isolados, 0 que pode minimizar
as trocas génicas entre elas, levando a processos de diferenciagdo genética
(HILSDORF; PETRERE, 2002).

1.1.5 Marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998) o desenvolvimento das
técnicas modernas de biologia molecular propiciou o surgimento de diversos
métodos de detecgdo de polimorfismo genético diretamente ao nivel de DNA. Os
mesmo autores ressaltam ainda que a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)
(MULLINS; FALOONA, 1987) foi utilizada diretamente em muitos trabalhos
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cientificos e que técnicas derivadas dela tém sido amplamente publicadas e
utilizadas desde sua descricdo. Estes trabalhos tém permitido avangos tanto em
areas basicas como naquelas que buscam o entendimento de processos biologicos
fundamentais, como em areas aplicadas, dentre as quais estao as identificacbes de
gendtipos, diagndstico de doencgas, estudos filogenéticos, de melhoramento e
conservacao, abrangendo todos os grupos de seres vivos (GOULAO et al., 2001; XU
et al., 2003; STOW; BRISCOE, 2005).

Um dos aspectos mais relevantes da revolucdo causada pela PCR
foi a possibilidade de gerar grandes quantidades de DNA de segmentos especificos
do genoma. Entretanto, esta técnica apresentava uma limitagdo, a construcéo de
primers para a amplificacdo dependia do conhecimento prévio das sequéncias
franqueadoras do fragmento de DNA de interesse (cf ALMEIDA, 2002).

A técnica de RAPD foi primeiramente desenvolvida em 1990
(WELSH; McCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990) e consistia na amplificagcao
de segmentos do DNA nuclear por meio de pequenos primers aleatérios. Devido ao
reduzido tamanho e a baixa temperatura de anelamento desses primers tornou-se
grande a probabilidade de serem amplificados fragmentos multiplos por meio desta
técnica molecular. Tais locos amplificados na maioria das vezes sao seletivamente
neutros, ja que nos vertebrados, uma grande propor¢do de genoma é nao
codificante (LIU; CORDES, 2004).

Os marcadores RAPD utilizam um primer unico e curto com cerca de
10 a 11 nucleotideos para dirigir a reagdo de amplificacdo de varios segmentos de
DNA simultaneamente, em diversos pontos do genoma. O numero de locos obtidos
por essa metodologia € ilimitado, uma vez que diversos primers podem ser utilizados
e as sequéncias internas desses fragmentos vao desde sequéncias de copia unica
até altamente repetitivas, o que da um aumento na variagdo genética (LOWE;
HARRIS; ASHTON, 2004).

A possibilidade de se obter um grande numero de marcadores
genéticos sem qualquer informagao prévia sobre a genética do organismo, a rapidez
e simplicidade na aquisicdo dos dados, o baixo custo e acessibilidade desta
tecnologia tém sido os principais fatores que levaram a sua rapida adogao por
diversos grupos de pesquisa no mundo (TORRES; MATOSO; ARTONI, 2004). Além

disso, a técnica ndo é invasiva, sendo necessarias apenas pequenas quantidades
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de tecido para analise, o que possibilita a utilizagcdo deste marcador para espécies
ameacadas (LOWE; HARRIS; ASHTON, 2004).

Polimorfismos de fragmentos de RAPD s&o visualizados como
presenga e auséncia de bandas em um gel de eletroforese e podem assim ser
facilmente interpretados e convertidos em dados diagndsticos de homologia
molecular entre individuos. Esta técnica possibilita detectar niveis de polimorfismos
do DNA e consequentemente pode produzir marcadores genéticos espécie-
especificos (TORRES; MATOSO; ARTONI, 2004).

No entanto, a principal limitacdo do marcador RAPD é sua
caracteristica dominante, onde a presenca da banda ocorre tanto para os gendtipos
homozigotos como para heterozigotos (Figura 5), sendo dificil distinguir um gendtipo
do outro através da intensidade da banda produzida (ALl et al., 2004; LIU; CORDES,
2004; LOWE; HARRIS; ASHTON, 2004). Alguns modelos estatisticos foram
desenvolvidos no sentido de contornar as limitagdes, permitindo a estimativa de
parametros populacionais com a utilizacdo de marcadores dominantes
(EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992; LYNCH; MILLIGAN, 1994). De acordo
com tais modelos, deve-se assumir que os alelos dos diferentes locos néo co-
migram para a mesma posicao em um gel e que os grupos populacionais estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg (LYNCH; MILLIGAN, 1994).

Atualmente, o marcador RAPD esta sendo amplamente utilizado
para estudos genéticos em diversas classes de organismos, como alguns trabalhos
citados a seguir. Meyer, Garcia e Souza (2004) utilizaram os marcadores RAPD e
AFLP para comparar diferentes coeficientes de similaridade em milho (Zea mays).
Os mesmos marcadores foram empregados por Diaz, Muniz e Ferrer em 2001 para
estimar indices de variagdo genética em populagdes de Pinus oocarpa da
Nicaragua; por Kjolner et al. (2004) para estimar a diversidade clonal em Saxifraga
cernua, e por Bagley, Anderson e May (2001) que avaliaram o polimorfismo e a
reprodutibilidade desses marcadores como parametro para a estimativa de impactos
ambientais. Lougheed et al. (2000) compararam os resultados obtidos com os
marcadores RAPD e microssatélites em um estudo populacional da espécie

Sistrurus c. catenatus (cobra cascavel).
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Figura 5 — Comportamento “dominante” de marcadores RAPD. Os painéis ilustram a
correspondéncia que existe entre fenétipos RAPD no gel de eletroforese
e respectivos gendtipos. O fendtipo “presenca de banda” (painéis A e B)
pode corresponder a dois gendtipos diferentes (homozigotos e
heterozigotos). O painel C ilustra causas de fendtipo nulo (auséncia de
banda). Fonte: Figura modificada de FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998.

Em 2004, Torres; Matoso e Artoni apresentaram uma revisao
bibliografica sobre as metodologias basicas de estudo na area de biologia molecular,
frente as tendéncias gerais de analise em biologia evolutiva de peixes de agua doce
na regiao tropical. E em um estudo similar, Ali et al. (2004) publicaram uma revisao
bibliografica abrangendo a aplicacdo dos marcadores RAPD em peixes. Tais autores
concluiram que a técnica de RAPD é eficiente na detec¢do de polimorfismo dentro e
entre diferentes populagcbes de peixes e, portanto, muito eficaz no estabelecimento

de relagdes genéticas entre estas populagdes.
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A eficacia desses marcadores em estudos populacionais e de
diversidade genética em peixes tem contribuido para o aumento de sua utilizagao, o
que tem levado a publicacdo de varios estudos nesta area, como por exemplo, 0s
de: Chiari e Sodré (2001) que utilizaram o marcador RAPD na avaliagdo de oito
espécies da familia Anostomidae; Sekine et al. (2002) que empregaram os
marcadores RAPD para estudar a diferenciagdo genética de populagdes de pintado
(Pseudoplatystoma corruscans) isoladas pelos Saltos de Sete Quedas; Oliveira et al.
(2002) que estudaram a diversidade e distancia genética de populagbes de
Steindachnerina no Alto rio Parana; Wasko e Galleti Jr. (2002) que estimaram, por
meio do marcador RAPD, a diversidade genética de Brycon lundii e suas implicacbes
para a conservagao desta espécie; Prioli et al. (2002) na identificagdo de populacdes
de Astyanax altiparanae do rio Iguagu; Hatanaka e Galetti Jr. (2003) que utilizaram o
marcador RAPD para averiguar a ocorréncia de populagbes diferenciadas de
espécie de peixes migradores de agua doce; Barman et al. (2003) que estudaram as
relacbes genéticas entre quatro espécies de carpas Indianas (Labeo rohita) por meio
do marcador RAPD; Bartfai et al. (2003) que utilizaram os marcadores RAPD e
microssatélite para analises genéticas de dois estoques de carpas comuns; Islam e
Alam (2004) que analisaram por meio do marcador RAPD quatro populagées de
carpas (Labeo rohita) e suas relagdes genéticas; Hassanien et al. (2004) que
estimaram a diversidade genética de populagbes da tilapia do Nilo por meio do
marcador RAPD; Almeida, Sodré e Contel (2003) analisaram a estrutura
populacional de Pimelodus maculatus provenientes de diferentes localidades do rio
Tieté e Paranapanema; e Leuzzi et al. (2004) que, utilizando o marcador RAPD,
avaliaram a estrutura genética e Astyanax altiparanae provenientes de reservatorios

do rio Paranapanema.

1.1.6 Marcadores Microssatélites (SSR - Simple Sequence Repeats)

Diferentes estudos no inicio dos anos de 1980 demonstraram que os
genomas de todos os eucariotos analisados sdo densamente povoados por
sequéncias simples repetidas (SSR — denominadas microssatélites), ocorrendo, nos

peixes, a cada 10kb. Estas pequenas sequéncias possuem de 2 a 6 nucleotideos de
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comprimento e sao repetidas em tandem, estando presentes tanto nas regides
codificantes como nas n&o-codificantes (SCHLOTTERER; TAUTZ, 1992; LIU;
CORDES, 2004). Segundo Chistiakov, Hellemans e Volckaert (2006 in press) os
microssatélites geralmente sdo considerados marcadores moleculares neutros, no
entanto, diversos trabalhos tém provado a funcionalidade de um numero significativo
de SSRs. Estas seqiéncias estariam envolvidas na manutencdo da estrutura do
DNA, nos processo de replicagdo e recombinacao do DNA, e expressao génica.

E caracteristica dos microssatélites a conservacgdo das seqiiéncias
flanqueadoras o que possibilita a construcédo de primers para amplificar por PCR
estas regides repetitivas, dispensando a necessidade de isolamento e
caracterizagcdo das mesmas (PRESA; GUYOMARD, 1996; O'CONNELL; DILLON;
WRIGHT, 1998).

Os microssatélites representam regides instaveis do genoma,
sofrendo mutacbées numa porcentagem muito maior que as observadas nas
sequéncias nao-repetitivas de DNA (LOWE; HARRIS; ASHTON, 2004). Segundo Liu
e Cordes (2004) a alta taxa de mutacdo apresentada pelos marcadores
microssatélites se deve a erros (sllipage) da enzima DNA polimerase durante o
processo de replicagdo, o que gera alelos com diferentes numeros de unidades
repetidas.

O sucesso dos marcadores microssatélites se deve a sua
abundancia, sua grande distribuicdo no genoma, a deteccdo de alto grau de
polimorfismo e a facilidade de analise (ZANE; BARGELLONI; PATARNELLO, 2002).
Além disso, tais marcadores obedecem a heranga mendeliana simples e sao
considerados co-dominantes (Figura 6) sendo possivel a identificagcdo dos
heterozigotos (LOWE; HARRIS; ASHTON, 2004). Estes fatores combinados ao
multialelismo dos microssatélites os colocam como marcadores moleculares com
maior conteudo de informagé&o de polimorfismo (LIU; CORDES, 2004).

Estudos populacionais envolvendo diversos organismos estdo sendo
desenvolvidos utilizando os marcadores microssatélites, como por exemplo, o estudo
de Curtis e Taylor (2003) que investigaram por meio destes marcadores a estrutura
genética de salamandras gigantes em uma floresta desmatada. Lemes et al. (2003)
estudaram a estrutura genética e populacional da espécie Swietenia macrophylla,
uma arvore proveniente da Amazlnia, e sua implicagdo para conservagao da

espécie. Garner, Angelone e Pearman (2003) estimaram a deplecado genética e suas
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implicagdes na conservagao de populagdes de Rana latastei (uma espécie de sapo).
Zhou, Xie e Ge (2003) utilizaram tais marcadores para analisar a diversidade
genética e estrutura genética populacional de Oryza rufipogon (uma espécie de

arroz selvagem) na China.
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Figura 6 — Base genética e deteccao de polimorfismos de microssatélites. Painéis A
e B ilustram gendtipos homozigoto (alelos iguais) e heterozigoto (alelos
diferentes) para uma regido genbmica que compreende um
microssatélite de elementos (CA)/(GT). Painel C ilustra um gel de
eletroforese com diferentes gendtipos homozigotos (banda unica) e
heterozigotos (duas bandas) em individuos dipldides.

Em peixes, polimorfismos de marcadores microssatélites tém sido
amplamente utilizados em diferentes tipos de estudos: variabilidade genética e
estrutura de populagbes naturais do robalo Europeu, (Dicentrarchus Ilabrax),
coletados em diferentes locais (GARCIA DE LEON; CHIKHI; BONHOMME, 1997);
para estimar a diferenciagdo genética entre duas populagdes de salm&o que

colonizaram diferentes ambientes reprodutivos (HENDRY et al., 2000); para
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examinar a estrutura populacional de Lethrinus miniatus em corais australianos
(HERWERDEN, BENZIE, DAVIES, 2003), para estimar a estrutura genética e
populacional da truta marrom (Salmo trutta) (RUZZANTE; HANSEN; MELDRUP,
2001); para averiguar os efeitos genéticos da construcdo de barragens para a
espécie Salvelinus confluentus, entre outros. Os diversos trabalhos que utilizam
microssatélite na investigacdo de diversidade e estrutura genética em peixes
refletem a grande eficacia destes marcadores para estudos genéticos populacionais
nesses organismos.

Devido a ampla utilizacdo dos locos de microssatélite em estudos
das mais diversas areas, o isolamento destas sequéncias tem se tornado uma
pratica abundante no meio cientifico. Hatanaka, Henrique-Silva e Galleti Jr. (2002)
isolaram um loco de microssatélite pentanucleotidico (AATTT)n para o género
Prochilodus denominado pl 1, estudos citogenéticos por meio de hibridizagao in situ
indicaram que esta sequéncia provavelmente tem natureza telomérica. As analises
de polimorfismo para trés espécies do género (P. marggrawvi, P. lineatus e P. affins)
revelaram 11 alelos diferentes. A descricdo deste loco pode vir a contribuir com
estudos de estrutura genética para diversas espécies do género Prochilodus, entre

elas P. lineatus que foi analisada no presente estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

As dificuldades de implantagcdo das escadas de transposicdo de
peixes e da verificagdo da eficiéncia destas, levam ao objetivo deste programa de
monitoramento genético: estudar a estrutura genética de Prochilodus lineatus, no
Complexo Canoas, uma espécie de grande importdncia econdmica,

comprovadamente migradora e, portanto vulneravel a alteragbes de habitats.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A andlise genética desta espécie foi baseada em marcadores
moleculares de RAPD e microssatélites, tendo por objetivos especificos:

¢ Quantificar a variabilidade genética de espécimes capturados nas escadas de
transposicao das UHEs de Canoas | e Canoas |l durante as piracemas dos
anos de 2003, 2004 e 2005.

e Realizar andlise comparativa, através de diferentes parametros genéticos,
entre os espécimes coletados na escada de transposicdo de peixes de
Canoas | durante as diferentes piracemas, bem como entre os da escada de
transposicao de Canoas |l, para verificar a possivel existéncia de cardumes
com estrutura genética diferente.

e Realizar andlise comparativa, através de diferentes parametros genéticos,
entre os espécimes coletados nas escadas de transposicdo de peixes de
Canoas | e Canoas Il, com a finalidade de observar se ha diferenca genética
entre os espécimes que transpdem cada uma das escadas na mesma
piracema.

e Estabelecer parametros verificadores da eficacia das escadas de
transposicao de peixes na manutengao da diversidade genética dos estoques

dos reservatorios;
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Espera-se com estes objetivos a obtencdo de dados capazes de
ajudar na avaliacdo da real efetividade das escadas de transposicdo de peixes na

manutencgao da diversidade genética dos estoques naturais de Prochilodus lineatus.
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ABSTRACT

The aim of this work was to contribute to our understanding of the effects of fish
passage ladders on the genetic diversity of fish by conducting genetic study of the
population structure of the species Prochilodus lineatus collected in the passage
ladders of Canoas | and Canoas Il - Paranapanema River (Brazil) utilizing the RAPD
and microsatellite techniques. Analyses with both markers indicated a high genetic
variability ( P = 70% and Ho =~ 67%) and low genetic differentiation (Fst =0.0324
and Fst = 0.0017, for RAPD and microsatellite, respectively) among the groups of P.
lineatus collected at each passage ladder. The various parameters of genetic
diversity determined indicated the existence of a single population of P. lineatus in
the Canoas Complex originating from the Capivara Reservoir (downstream from
Canoas 1), probably fed by the Tibagi and Cinzas Rivers. In view of the findings that
indicated that after passage there is no completion of the reproductive cycle, the
presence of the fish passage ladders in the Canoas Complex can be considered
impacting, where they cause a depletion in the recruitment downstream, which in the
long term can compromise the natural population of P. lineatus in the middle of the
Paranapanema River.

Key words: fish, neotropical, population structure, microsatellite, RAPD.
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1. INTRODUCAO

O processo de construgao de barragens e consequente formagéao de
reservatorios para fins hidroelétricos conduzem a alteracbes das caracteristicas
fisicas, quimicas, sanitarias e bioldgicas do rio. Modificando a intensidade, a duragéo
e época das cheias, reduzindo os nutrientes disponiveis e as areas sazonalmente
alagaveis, criando nos segmentos imediatamente abaixo, condigbes térmicas e
hidrodinAmicas muito instaveis. Além disso, a constru¢ao de barragens intercepta a
migragao de diversas espécies causando impactos sobre a capacidade biogénica do
sistema, disponibilidade de alimento e abrigo para formas jovens de peixes (Thomaz
et al. 1997).

Os peixes migradores, portanto, sdo particularmente sensiveis aos
efeitos prejudiciais das represas hidroelétricas, ja que estas variagdes atuam sobre o
sucesso reprodutivo. No Brasil muitas das populaces destes peixes se mostram em
rapido declinio, podendo, num futuro préximo, ter sua sobrevivéncia comprometida
(Agostinho et al. 1992; Carosfeld et al. 2003).

A espécie Prochilodus lineatus pertence a ordem Characiformes,
subordem Characoidei e familia Prochilodontidae, sdo peixes migradores e reofilicos
(peixes de piracema), devem migrar contra a correnteza dos rios para os estimulos
sexuais e necessitam de ambientes I6ticos para desova. Possuem periodicidade
reprodutiva sazonal com picos (novembro — fevereiro), fecundacéo externa, desova
total, alta fecundidade, ndo demonstrando cuidado com a prole (Godoy 1975;
Vazzoler 1996; Paiva et al. 2002; Castro e Vari 2003; Orsi 2005). Prochilodus
lineatus € uma espécie de interesse para aquicultura devido a seu habito alimentar

(iliéfago), a alta fecundidade e ao bom desempenho zootécnico (Ramagosa et al.
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1985; Kunkel e Flores 1994). De acordo com Castro e Vari (2003), essa espécie é
ainda altamente abundante nos rios Parana, La Plata e Uruguai, tendo uma grande
representacao pesqueira.

Os poucos trabalhos encontrados sobre variabilidade genética e
estrutura populacional de P. lineatus (Revaldaves et al. 1997; Sivasundar et al. 2001;
Zenatti 2003) indicam a importancia de estudos para obtengdo de mais informagdes
a respeito da estrutura de populagdes e diversidade genética dessa espécie, a fim
de que, programas de conservagao possam ser melhores delineados.

O rio Paranapanema tem sua nascente na Serra de Paranapiacaba
localizada na Mata Atlantica do municipio de Capao Bonito (SP), percorrendo cerca
de 660 km com orientagdo geral a noroeste € um importante afluente da margem
esquerda do rio Parana e faz parte da Bacia do Alto Parana — Brasil. Ao longo dessa
extensao apresenta um desnivel de 542 m, afluindo no rio Parana entre os
municipios de Rosana (SP) e Marilena (PR). Sua area de drenagem abrange uma
superficie em torno de 109.600 km?, estabelecendo uma divisa natural entre os
estados de Parana e Sao Paulo. Atualmente existe no rio Paranapanema 10 usinas
hidrelétricas formando um sistema de reservatorios em cascata. A area que foi
contemplada pelo presente estudo € a que abrange as Usinas Hidrelétricas (UHE)
de Canoas | e Canoas Il (Complexo Canoas) médio Paranapanema, Essas sédo as
unicas UHEs nas quais foram construidas escadas de transposicédo de peixes, com o
intuito de minimizar o impacto do represamento na manutencdo dos estoques
naturais da bacia (Duke Energy — Geragcdo Paranapanema, 2003) .

De acordo com Agostinho e Gomes (2005), as escadas de
transposicao de peixes vém sendo construidas em alguns reservatérios em fungéo

das leis implementadas no pais, no entanto, apds sua construcido, avaliacbes
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sistematicas e abrangentes nao tém sido realizadas nesses empreendimentos, de
modo que dados sobre a verdadeira efetividade deste mecanismo e a importancia
dessa transposicdo para a preservacao dos estoques naturais ainda séo
desconhecidos.

Embora n&do haja duvida quanto a habilidade de muitas espécies
migradoras em ascenderem as escadas, mesmo com alturas de 20 metros ou mais e
alcangarem o reservatorio, a seletividade das escadas a transposi¢cao da barragem é
consenso nos estudos realizados. Alguns indicadores mostram que essas obras
teriam eficiéncia duvidosa na preservacdo ou conservagao dos estoques em um
cenario de barragens em série, como o da bacia do rio Parana (Borghetti et al. 1994;
Agostinho et al. 2002; Agostinho e Gomes 2005).

Sabendo que a existéncia de barreiras geograficas, como barragens,
isola populagbes, fica claro que em longo prazo tais empreendimentos poderao
causar a reducgao do fluxo génico, mudangas significativas nas frequéncias alélicas,
polimorfismos intraespecificos, e consequentemente a diminuicdo da variabilidade
genética entre estas populagdes (Agostinho et al. 2002; Hatanaka e Galetti 2003).

Segundo Lowe et al. (2004), a variabilidade genética € composta por
trés elementos principais: diversidade genética (a quantidade de variagdo genética
que possui a espécie ou grupo de organismos); diferenciagdo genética (distribuicao
da variagao genética entre populagdes) e distancia genética (quantidade de variagéo
genética que existe entre pares de populagdes).

Avaliagbes da estrutura genética populacional fornecem um retrato
genético contemporaneo das populagbes permitindo o conhecimento da taxa de

endogamia, diversidade genética, diferenciacdo entre os espécimes entre outras
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informacdes importantes para a elaboragao de planos de manejo (Perez - Sweeney
et al. 2003).

Nesse contexto, de identificagdo da diversidade e estrutura genética
€ que estdo sendo aplicados os marcadores genéticos e moleculares nas espécies
de peixes neotropicais, buscando, inclusive, a exploragao de caracteristicas de
interesse econbmico, bem como a preservagcdo de unidades evolutivamente
significativas para a manutengao dessa biodiversidade (Torres et al. 2004).

O conhecimento prévio da distribuicdo da variabilidade genética
dentro e entre populagdes de uma espécie por meio de marcadores moleculares é
uma etapa inicial importante para o desenvolvimento do manejo e conservagao in
situ e de repovoamento. Para isso, deve-se levar em conta se uma espécie esta
distribuida como apenas uma populacdo ou como populagdes geneticamente
diferentes e qual o grau de interagao entre elas. No caso dos peixes de agua doce,
suas populagdes em geral se distribuem por locais isolados, 0 que pode minimizar
as trocas génicas entre elas, levando a processos de diferenciagdao genética
(Hilsdorf e Petrere 2002).

Neste estudo foram utilizadas as técnicas de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) e microssatélites (SSR - Simple Sequence Repeats)
para avaliar a diversidade genética e estrutura populacional de Prochilodus lineatus
coletados durante a piracema nas escadas de transposi¢do das UHEs de Canoas | e
Il. A obtencédo destes dados visa contribuir para o conhecimento da efetividade das
escadas de transposi¢cao de peixes na preservagao dos estoques naturais e redugao

do impacto ambiental causado pela construgdo de barragens.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta de amostras

As coletas de P. lineatus foram realizadas nas escadas de
transposi¢cao das UHEs de Canoas | (50° 31°'W e 22° 56’S) e Canoas Il (50° 15'W e
22° 56’S), no médio rio Paranapanema (Figura 1).

As coletas foram feitas no periodo de Margo de 2003 a Margo de
2005, sempre respeitando a época de piracema que abrange o comego de més de
setembro de um ano até o fim do més de margo do ano seguinte. O tecido muscular
ou a nadadeira adiposa foram retirados de cada individuo. As amostras foram e
armazenadas a - 20°C para posterior extracdo do DNA. Os espécimes coletados
foram etiquetados e estdo conservados no Museu de Zoologia da Universidade

Estadual de Londrina.
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2.2 Extracgéo e quantificagdo de DNA

Para extracdo do DNA das amostras, foi utilizada a metodologia
segundo Almeida et al. (2001). A quantificagcdo do DNA foi estimada em fluorimetro
Dyna Quant 200 (Hoefer) e a concentragdo das amostras foi padronizada para 5 ng/

ML.

2.3 Marcadores RAPD

2.3.1 Reacgao de amplificagao do DNA

Para cada amostra foi preparada uma mistura de reacdo de 15 uL
que continha: tampao de reacdo com 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI pH 8,3; 0,25 mM
de dNTP (Invitrogen); 3,33 mM de MgCly; 0,33 uM de primer (Operon Technologies);
0,75 U de Tag DNA Polimerase (EMBRAPA); 10 ng de DNA e agua bidestilada para
completar o volume. Além disso, foi preparada uma reacao adicional sem DNA que

foi utilizada como controle negativo.

A amplificacdo das amostras de DNA foi feita utilizando-se um
termociclador (PTC-100, MJ Research) e seguiu um programa composto de uma
desnaturacgao inicial a 92°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos, cada um contendo
as seguintes fases: 40 segundos a 92°C (desnaturagao), 1 minuto e 30 segundos a
40°C (pareamento) e 2 minutos a 72°C (extenséo), sendo que apds todos os ciclos
foi realizada uma extens&o final de 5 minutos a 72°C.

Amostras de DNA de 5 individuos de P. lineatus foram utilizadas

para a selecdo de primers que tivessem a melhor qualidade e consisténcia no
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padrao de bandas para o estudo da espécie em questdo. Foram testados 40 primers
dos kits OPAC, OPX, OPC e OPW (Operon Technologies). Foram selecionados 15
primers: OPW4, OPW5, OPW6, OPW7, OPW8, OPW9, OPAW10, OPW11, OPW18,
OPC2, OPC7, OPX6, OPX17, OPAC6 e OPC15. Vale salientar que, por problemas
eletroforéticos, o primer OPC7 nao foi utilizado na anélise genética de P. lineatus da

escada de transposicao de Canoas |.

2.3.2 Analise Eletroforética

Os produtos de RAPD foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,4% em tampao TEB 0,5x, diluido da solugdo 10x (Tris 0,89 M; Acido
Bodrico 0,89 M e EDTA 0,01M, pH 8,3). Como marcador de peso molecular foi
utilizado DNA de 100 pb (Invitrogen). Foram mantidos 3 V/cm entre os eletrodos
durante a corrida que se estendeu por aproximadamente 8 cm. Em seguida, o gel foi
corado com brometo de etideo (5 uyL/mL), visualizado em transiluminador com luz
ultravioleta e fotografado em filme preto e branco (T-MAX) e no sistema de
fotodocumentacgao digital KODAK EDAS 290.

A analise eletroforética, para obtencdo de perfis de RAPD de P.
lineatus coletados na escada de transposicdo de Canoas | foi realizada com 46
espécimes divididos em 4 grupos conforme as respectivas datas de coleta (A - Mar.
2003; B - Nov. 2003; C - Dez. 2004 e D - Jan. 2005) que foram colocados lado a lado
no mesmo gel. Para os grupos A, B foram utilizadas 14 amostras, para o grupo C, 13
amostras e para o grupo D foram utilizadas apenas 5 amostras devido a escassez

de exemplares coletados no periodo de Janeiro de 2005.
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Para a analise de P. lineatus provenientes da escada de
transposicao de Canoas Il, foram utilizados 48 espécimes que também foram
divididos em 4 grupos conforme a data de coleta (E - Dez. 2003; F - Dez. 2004; G -
Jan. 2005 e H - Mar. 2005) colocados lado a lado no mesmo gel. Para todos os
grupos foram utilizadas 12 amostras de P. lineatus.

Com a finalidade de se obter dados comparativos entre as
populagdes de Prochilodus lineatus das duas escadas de transposi¢cao (Canoas | x
Canoas ll) foi realizada uma andlise eletroforética comparativa, onde em um mesmo
gel de agarose foram colocadas de 5 a 6 amostras de P. lineatus de todos os grupos
de cada uma das escadas de transposicéo (A, B, C,D, E, F e G).

Os dados obtidos dos perfis eletroforéticos de RAPD foram
introduzidos em programas de computador na forma de variaveis binarias (presenca
ou auséncia de banda). Cada loco foi tratado como um sistema de dois alelos, com
somente um dos alelos por loco sendo amplificado por PCR, também se assumiu
que os alelos dos diferentes locos ndo co-migram para a mesma posicao em um gel
e que os grupos estao em equilibrio de Hardy-Weinberg (Lynch e Milligan 1994). As
bandas que apareceram tanto no controle negativo quanto nas amostras, foram
excluidas das analises. Para testar a repetibilidade dos padrbes de banda obtidos
foram preparadas, separadamente, duas reacdes de amplificacdo utilizando 4
amostras aleatérias de P. lineatus. Em seguida os produtos amplificados foram
aplicados em géis diferentes e submetidos as mesmas condigdes eletroforéticas. Os
perfis de bandas obtidos (Figura 2) foram comparados quanto a presenga e

auséncia de bandas.
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Figura 2: Teste de reptibilidade da reacdo de amplificagdo para 4 amostras de P. lineatus
através do primer OPW6. Em (a) e (b) estdo os perfis obtidos para cada amplificagcao
realizada, sendo M o marcador de peso molecular, 1-4 as amostras de P. lineatus utilizadas
e C o controle negativo da reagao.

2.3.3 Analises estatisticas

A partir do programa computacional TFPGA 1.3 (Miller 1997) foram
calculados, usando-se a correcdo de Lynch e Milligan (1994), os seguintes
parametros: variabilidade genética estimada a partir da propor¢do de locos
polimérficos ( P), usando critério de 95%; identidade e distancia genética de Nei
(1978) e teste exato de Fisher, aplicado para o calculo de diferengas significativas
das frequéncias dos marcadores nas diferentes populagoes.

O software ARLEQUIN verséo 3.0 (Excoffier et al. 2005) foi utilizado

para quantificar a diversidade genética através do indice de diversidade nucleotidica
(T n) que estima a probabilidade de que dois nucleotideos homdlogos escolhidos ao

acaso sejam diferentes (Tajima 1983, Nei 1987 cf. Excoffier et al. 2005). Assim,

quanto maior a variagdo genética, maior esta probabilidade. Para estimar a
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distribuicdo da diversidade genética por meio das estimativas do Fsr entre
populagdes (Reynolds et al. 1983, Slatkin 1995 cf. Excoffier et al. 2005), e pela
analise da variancia molecular (AMOVA - Excoffier, Smouse e Quattro 1992). A
significancia destes testes foi realizada pelo método de permutacgdes aleatdrias, com
1000 e 10000 permutacdes respectivamente. Para todas essas analises ndo é
necessario assumir freqiéncias mendelianas, o que minimiza os desvios causados
pela dominancia dos marcadores RAPD (Diaz et al. 2001). O uso deste programa
para marcadores RAPD é indicado por Schnabel et al. em um guia de programas
para analises genéticas disponivel on line no endereco

http://evolution.genetics.washington.edu/PBhtmis/NATO/DAChap.pdf.

Wright (1978) sugeriu que o Fsr, indice de fixagao alélica, pode ser
interpretado qualitativamente em termos de diferenciagdo genética como segue:
valores de 0 a 0,05 indicam baixa, 0,05 a 0,15 moderada, de 0,15 a 0,25 alta e
acima de 0,25 diferenciagdo genética muita alta.

O calculo do numero de migrantes por geragao (Nm), que representa
o fluxo génico entre as populagdes, foi realizado a partir do valor do Fst por meio da
formula Nm = (1 — Fst)/(4 Fst) (Black 1997). Valores de Nm superiores a 1 foram
considerados como evidéncia de fluxo génico (Slatkin e Barton 1989).

Para a analise da similaridade genética entre os individuos foi
utilizado o programa computacional NTSYS-PC (Rohlf 2002), por meio do coeficiente
de Jaccard (J) e pelo método de agrupamento UPGMA (Unwreighted Pair-Group
Method with Aritmetical Average) que permite a constru¢do do dendrograma de
similaridade genética. O software BOOD (Coelho 2000) foi utilizado para determinar
a consisténcia de cada agrupamento através do método de reamostragem Bootstrap

com 1000 repeticoes.


http://evolution.genetics.washington.edu/PBhtmls/NATO/DAChap.pdf
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Para testar diferengas significativas das frequéncias alélicas dos
locos nos diferentes grupos de P. lineatus foi utilizado o teste G através do aplicativo
computacional Popgen 1:31 (Yeh et al. 1999). Para melhor visualizagao deste teste,
foi realizado um calculo de proporcao, consistindo em dividir o numero de locos de
RAPD com diferengas significativas nas frequéncias alélicas pelo numero total de

locos polimorficos.

2.4 Marcadores Microssatélites

2.4.1 Reacgao de amplificacao do DNA

No presente trabalho foram utilizados 3 locos de microssatélite
identificados para a espécie P. lineatus: pl 1, 64, 102. O loco pl 1 foi isolado por
Hatanaka et al. em 2002. Os locos 64 e 102 e a sequUéncia dos primers
flanqueadores foram gentilmente cedidos por Guillermo Orti (comunicagéo pessoal)
para a utilizacao neste trabalho.

Foram preparadas reagcdo de amplificacdo de 15 uL contendo:
tampao de reacdo com 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI pH 8,3; 0,2 mM de dNTP
(Invitrogen); 2 mM de MgCly; 0,3 uM de primers F e R (Invitrogen); 0,75 a 1U de Taq
DNA Polimerase (EMBRAPA); 1,25 a 5 ng de DNA e &gua bidestilada para
completar o volume. O processo de amplificacdo do DNA foi realizado em
termociclador (PTC-100, MJ Research), os programas utilizados variaram conforme
o loco estudado, sendo estabelecidas temperaturas de anelamento de 58°C para os

locos pl 1 e 64 e 51°C para o loco 102.
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2.4.2 Analise Eletroforética

Apods a amplificacdo do DNA das amostras foi necessario fracionar
os fragmentos amplificados em gel de poliacrilamida desnaturante com
concentragdes de 8,5 % para o loco 102; 9% para o loco pl 1 e 9,5% para o loco 64.

Para a obtengao dos géis, foi preparada uma solugdo desnaturante
estoque contendo: 110 mL de solugédo Acri-Bis acrilamida 29:1, 192 g de Uréia, 40
mL de TEB 10X e agua ultrapura até completar o volume final de 400 mL.

Para a aplicagdo no gel, 5 yL de cada uma das amostras de DNA
amplificado foram previamente desnaturados em termociclador por 10 minutos a 95°
C na presenca de 15 pL de tampao de amostra para gel desnaturante (900 uL de
bromofenol 2,5%; 900 pyL de xilenocianol 2,5 %; 900 yL de TEB 10X; 4,5 uL de
glicerol; 1,8 yL de EDTA 0,5M pH 8,0; 3,6g de sacarose e 900 pyL de formamida
75%). Apos a desnaturagdo, 10 yL de cada amostra foram aplicados em gel de
poliacrilamida.

A eletroforese foi realizada em cuba vertical e o tampao utilizado foi
o TEB 1x. Como marcador foi utilizada a amostra de P. lineatus numero 463
(proveniente da escada de transposi¢cao de Canoas Il) amplificada com o primer pl 1
que apresentou um perfil bem definido de bandas. Foram mantidos 110 volts por
6:30 horas para o loco pl 1; 100 volts por 8 horas para o loco 64 e 100 volts por 7
horas para o loco 102. Os géis foram entdo corados com nitrato de prata, fixados e
digitalizados para posterior analise.

Com a finalidade de se obter dados comparativos entre as

populagdes de Prochilodus lineatus das duas escadas de transposi¢cao nas analises
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dos locos de microssatélite foram utilizados 65 espécimes provenientes da escada

de transposicado de Canoas | e 74 de Canoas |l.

2.4.3 Analises Estatisticas

Com os dados obtidos nas analises eletroforéticas, foram calculados
por meio do programa computacional Popgene 1:31 (Yeh et al. 1999) os seguintes
parametros de diversidade genética: heterozigosidade observada e esperada,
frequéncias alélicas, indice de fixacao de Wright (1978) (estimativa de Fis como
medida de excesso ou falta de heterozigotos), teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg
(x?), identidade e distancia genéticas de Nei (1978) e estimativa da divergéncia das
frequéncias génicas entre as populagdes atraves das estatisticas F (Wright 1978). A
escala proposta por Wright (1978), de classificacdo qualitativa da diferenciagéo
genética, também foi utilizada como parametro para as analises genéticas obtidas
com o marcador microssatélite. A significancia do Fst obtido através do calculo das
estatisticas F e a estimativa do numero de migrantes por geragcdo (Nm) foram
estimadas pelas mesmas formulas propostas por Black (1997).

A diferenciagdo génica, que leva em consideragdo a distribuicdo
alélica entre as populagdes e a diferenciagao genotipica que testa a distribuicdo dos
genotipos nas diferentes populagdes foram estimadas para cada loco através da
versdo online do software GENEPOP (Raymond e Rousset 1995).

A estrutura genética das populagdes de P. lineatus provenientes das
escadas de transposigao de Canoas | e Canoas Il foi investigada através da analise
de variancia molecular (AMOVA - Excoffier, Smouse e Quattro 1992) implementada

pelo programa ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al. 2005).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Marcadores RAPD

Foram obtidos 216 locos, com os 14 primers utilizados, para os
grupos de P. lineatus de Canoas | e 240 locos, com 15 primers, para Canoas Il. A
analise dos perfis eletroforéticos de RAPD permitiram a obtencdo de dados para a
estimativa de varios parametros de diversidade genética para os grupos de P.

lineatus das UHEs Canoas | e Il (Figuras 3 e 4).

GRUPO B GRUPO C

o

h...--- -u- - aases

Figura 3: Perfil eletroforético de RAPD para Prochilodus lineatus, capturados na escada de
transposicdo de peixes da UHE Canoas |, obtido com o primer OPW9. A coluna M
representa o marcador de peso molecular de 100 bp, B o controle e as demais colunas os
diferentes espécimes analisados dos grupos A, B, C e D.
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Figura 4: Perfil eletroforético de RAPD para Prochilodus lineatus, capturados na escada de
transposicdo de peixes da UHE Canoas Il, obtido com o primer OPW9. A coluna M
representa o marcador de peso molecular de 100 bp, B o controle e as demais colunas os
diferentes espécimes analisados dos grupos E, F, G e H.
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A quantificacdo da diversidade genética de Prochilodus lineatus foi

estimada pelo calculo da proporcdo de locos polimérficos ( P) e indice de
diversidade nucleotidica (,) como mostra a Tabela 1. Para os grupos de P. lineatus
da escada de transposigao de peixes da UHE Canoas | os valores de P variaram de
58,3% a 72,7% e os valores de 1, variaram de 0,286 a 0,301. Para os grupos de P.

lineatus provenientes de Canoas |l estes valores variaram de 68,6% a 71,7% e de

0,297 a 0,304.

Tabela 1: Proporgdo de locos polimorficos ( P) e indice de diversidade nucleotidica (7t,)
para os grupos de Prochilodus lineatus provenientes das escadas de transposicédo de
Canoas | e Canoas Il — rio Paranapanema.

Proporcéo de locos Indice de diversidade

Grupos L — -
polimarficos ( P) nucleotidica (m,)

A 69,9 0,296 (0,153)

B 71,3 0,300 (0,155)
Canoas |

C 72,7 0,299 (0,155)

D 58,3 0,286 (0,167)

E 70,4 0,296 (0,155)

F 68,8 0,300 (0,157)
Canoas Il

G 68,6 0,304 (0,159)

H 71,7 0,302 (0,158)

( ) Desvio padrao

Os menores valores de P e T, foram evidenciados para o grupo D,

0 que pode ser reflexo do numero reduzido de individuos utilizados nessa analise, ja
que, devido a escassez de espécimes coletadas no periodo de Jan. de 2005 foram
utilizadas apenas 5 amostras para tal grupo, enquanto que para os outros grupos o

numero de amostras variou de 13 a 14.
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Grant e Bowen (1998) em seu estudo evolutivo de peixes marinhos

por meio do DNAmt descrevem indices de diversidade nucleotidica obtidos em
diversos trabalhos com espécies de peixes marinhos. Comparando os dados de 7,
apresentados por estes autores com os obtidos nesse trabalho nota-se para os

grupos de P. lineatus uma variabilidade alta se comparado ao bacalhau (t,= 0,13) e

baixa quando comparado ao peixe azul (1, = 0,70).

Os valores de P obtidos para os grupos de P. lineatus neste
trabalho sao altos quando comparados aos obtidos por Revaldaves et al. (1997) em
estudos com P. lineatus provenientes do rio Parana através de isoenzimas ( P em
torno de 30%). E por Sekine et al. (2002), que utilizaram os marcadores RAPD para
estudar a diferenciacdo genética entre populagdes de pintado (espécie migradora)
separadas pelos Saltos de Guaira ( P = 27%). Os autores propuseram que tal
ocorréncia deve-se provavelmente ao isolamento destas populagdes pelos Saltos de
Guaira.

Estudos realizados utilizando também RAPD e os mesmos locais de
coleta do presente estudo, obtiveram uma estimativa média de variabilidade genética
( P) de 86,74% (Canoas |) e 74,79% (Canoas |l) para Leporinus elongatus (Ramos,
2004) e de 62,89% (Canoas |) e 62,64% (Canoas IlI) para Leporinus friederici
(Ashikaga, 2005), dados estes comparaveis aos obtidos no presente estudo.

Assim, nota-se de uma maneira geral que os indices de
quantificacdo da diversidade genética, em especial o P, revelam uma alta

variabilidade genética para a espécie P. lineatus provenientes das escadas de

transposicao de Canoas | e .
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A manutencdo dos niveis de variabilidade genética esta diretamente
relacionada ao tamanho populacional atribuido a uma dada espécie, quanto menor a
populagao, maior o efeito da deriva genética e assim maior a perda de variabilidade
genética nessas populagdes. Britto e Sirol (2005) avaliando a transposigao de peixes
como forma de manejo no Complexo Canoas por 4 anos consecutivos (2000 - 2004),
encontraram nas escadas de transposicdo de Canoas | e Il, nos anos de 2000 e
2001, um grande numero de exemplares de Prochilodus lineatus, que foi
considerada a espécie mais abundante em tais localidades.

Por sua vez, a manutengdo de um grande tamanho populacional
depende diretamente da estratégia reprodutiva de uma dada espécie. Orsi (2005)
em seu estudo de caracterizacdo de estratégias reprodutivas de peixes no
reservatorio de Capivara, a jusante do Complexo Canoas, verificou um alto esfor¢o
reprodutivo para P. lineatus, sendo a espécie que apresentou os maiores indices de
numero e volume total de ovocitos.

Sendo assim, os indices de variabilidade genética obtidos neste
estudo para P. lineatus podem ser explicados pelos dados obtidos por Britto e Sirol
(2005) e Orsi (2005), levando em consideragédo a grande eficiéncia de seu esforgo
reprodutivo que permite entdo a manutencdo de uma populacdo grande,
minimizando os efeitos da deriva genética e, portanto a perda e variabilidade
genética nas populacdes desta espécie.

Na Tabela 2 estdo dispostos os valores de distancia e identidade
genética, Fst, numero de migrantes por geracgao e teste exato de Fisher obtidos para
a analise genética dos grupos de P. lineatus de Canoas | e Canoas I,

respectivamente.
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Tabela 2 - Distancia genética (D), identidade genética (1), teste Fst, niumero de migrantes por
geracao (Nm) e teste exato de Fisher entre os grupos A, B, C e D de Prochilodus lineatus da
escada de transposigcao de peixes da UHE Canoas | e entre os grupos E, F, G e H de P.
lineatus de Canoas Il.

Teste Exato de
GRUPOS D Fsr Nm Fisher

x P

AXB 0,0343 | 0,9662 0,0330* 7,325 | 327,33 0,99

AXC 0,0335 | 0,9671 0,0310* 7,814 | 330,24 0,99

AXD 0,0436 | 0,9573 0,0300* 8,083 | 237,61 1,00

CANOAS |
BXC 0,0320 | 0,9685 0,0278* 8,742 | 254,20 1,00
BXD 0,0605 | 0,9413 0,0518* 4,576 | 261,50 1,00
CXD 0,0363 | 0,9643 | 0,0220"™ | 11,114 | 215,83 1,00
EXF 0,0216 | 0,9786 0,0251* 9,710 | 327,23 0,99
EXG 0,0284 | 0,9720 0,0243* | 10,038 | 254,69 1,00
EXH 0,0380 | 0,9627 0,0423* 5,660 | 330,64 0,99

CANOAS I

FXG 0,0117 | 0,9884 | -0,0595™ Inf. 289,94 1,00

FXH 0,0205 | 0,9798 | 0,0127™ | 19,435 | 224,30 1,00

G XH 0,0269 | 0,9735 | -0,0047" Inf. 432,00 1,00

* = Estatisticamente significante a 5% com 1000 permutacdes aleatérias;
ns = Estatisticamente nao significante

GL Fisher = 432 (Canoas I) e 480 (Canoas II).

Inf. = Numero infinito de migrantes por geragao.

De um modo geral, para os grupos de P. lineatus das duas escadas
de transposicao estudadas, a diferenciagcao genética estimada através do calculo do

Fst variou de moderada tendendo a baixa (0,0518 a -0,0595). Os maiores valores
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deste teste foram apresentados pelas comparagdes dos grupos B x D (0,0518) e E x
H (0,0423), sendo que os dois ultimos grupos sao os que apresentaram a maior
distancia temporal relativa as datas de coleta (15 meses), o que poderia justificar a
maior diferenciagdo genética encontrada entre eles.

De modo complementar, as comparagbes entre grupos que
apresentaram os menores indices de diferenciagdo genética foram aquelas com
datas de coletas proximas: grupos C x D (0,0220) de Canoas | e grupos F x G (-
0,0595) de Canoas Il. No ultimo caso, as datas de coleta tém apenas um més de
intervalo, sendo a comparacao que apresentou o menor valor de Fst entre todas as
comparacgoes realizadas nesta analise.

Vale salientar que os valores de Fst negativos obtidos para as
comparagoes entre os grupos F x G e G x H de P. lineatus de Canoas Il sdo néo
significativos, ou seja, nao diferem estatisticamente de zero. Assim, o valor de Nm
estimado tende ao infinito, ja que nao existe diferenciagao genética entre tais grupos
e assim o fluxo génico entre eles € irrestrito. Outros trabalhos que também
apresentam valores de Fst negativos podem ser destacados nas mais diversas
areas: Liebers e Helbig (2002) que estudaram a histéria filogeografica de Larus
fuscus, Pinto et al. (2004) que avaliaram a variabilidade genética de populagdes de
Copaifera langsdorffii e Hedmand et al. (2004) que analisaram 16 locos de Y-STR
em de populagcdes humanas.

Resultados similares aos do presente estudo foram estimados por
Sekine et al. (2002) que detectaram valores baixos de distdncia genética; valores de
Fst com indices de diferenciagdo de baixa a moderada e estimativa de fluxo génico
média de 4 migrantes por geragao entre populagdes de pintado do rio Parana.

Leuzzi et al. (2004) que avaliaram, por meio do marcador RAPD, a estrutura
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genética de Astyanax altiparanae provenientes de 4 locais do reservatério de
Capivara (rio Paranapanema) também descreveram valores semelhantes aos
obtidos neste trabalho, as distancias genéticas foram baixas, o teste theta P
(analogo do Fst) mostrou valores de diferenciacéo de baixa a moderada e o numero
de migrantes por geracéo atingiu valores maiores que 1, evidenciando fluxo génico
entre as populagdes estudadas.

O teste exato de Fisher mostrou que nédo ha diferengas significativas
nas frequéncias dos marcadores entre os grupos de P. lineatus escadas de
transposicdo do Complexo Canoas, indicando que baseado neste parametro
genético os grupos também ndo apresentam uma diferenciagdo genética
representativa (Tabela 2). O teste exato de Fisher se mostrou nao significativo para
a maioria das comparacdes nos estudos realizados, com o uso do marcador RAPD,
em Prochilodus marggravii de trés areas influenciadas pela barragem de Trés Marias
(Hatanaka e Galetti Jr. 2003).

Os resultados obtidos pela analise molecular (AMOVA) para P.
lineatus das duas escadas de transposi¢ao revelaram que 96,815% da variagao
genética encontrada para P. lineatus da escada de transposi¢ao de Canoas | deve-
se a diferengas genéticas dentro dos grupos, sendo que apenas 3,185% refere-se a
variagdo genética entre estes grupos, coletados em diferentes datas. Para P.
lineatus coletados na escada de transposi¢cao de Canoas |l os resultados foram mais
acentuados, com 99,266% da variacdo devido a diferengas genéticas dentro dos

grupos e apenas 0,734% entre os grupos (Tabela 3).
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Tabela 3: Analise molecular de variancia (AMOVA) para os grupos de Prochilodus lineatus
coletados nas escadas de transposi¢cao de Canoas | e Canoas Il — rio Paranapanema.

Adrupamentos Fonte de Soma dos Componentes Porcentagem
grup Variacao quadrados de variancia da variacao
e o 132,813 1,064 3,185
rupos
Dentro dos
Canoas | Grupos 1355,955 32,350 96,815
Total 1488,768 33,414 100,000
"ot o 118,384 0,268 0,734
rupos
Dentro dos
Canoas || Grupos 1588,682 36,258 99,266
Total 1707,066 36,526 100,00

** Valor significativo a 1% de probabilidade com 10.000 permutacao aleatérias.

Diversos trabalhos com RAPD tém utilizado a AMOVA para o calculo
de estimativas de estrutura genética populacional tendo em vista que esta analise
nao ¢é influenciada pelo problema de dominancia deste marcador. Diaz et al. (2001)
utilizaram RAPD e AFLP em estudos de populagdes de Pinus oocarpa da Nicaragua,
e verificaram através da AMOVA que apenas 3,6% da diferenciacédo encontrada
deve-se a variagao geneética entre as populagdes, de modo que a maior parte &
atribuida a diferencas genéticas dentro de cada populagao, um resultado similar ao
obtido no presente estudo. Lougheed et al. (2000) que compararam os resultados
obtidos com os marcadores RAPD e microssatélites em um estudo populacional da
espécie Sistrurus c. catenatus (cobra cascavel) utilizaram a AMOVA para determinar

a estrutura populacional desta espécie e identificaram que, diferentemente dos
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dados obtidos no presente estudo, uma propor¢cdo representativa da variagao
genética total (14,2%) é devido a diferenciagao entre as populagoes.

Os valores de proporcdo de locos polimoérficos com diferenca
significativa nas frequéncias alélicas, obtidos através do teste G para as
comparagoes entre os 4 grupos de P. lineatus da escada de transposigao de peixes
de Canoas |, estdo evidenciados na Figura 5, variando de 11,2% (A x B) a 16,33%
(A x C). Para os grupos de P. lineatus de Canoas |l estes valores variaram de 8,9%
(F x G)a13,8% (E x G) (Figura 6). Esses valores sdo semelhantes aos obtidos para
Leporinus friderici (Ashikaga 2005) e menores que os de Salminus brasiliensis
(Lopes 2005) coletados nos mesmos locais do presente estudo. Mas menores
quando comparados aos dados obtidos por Leuzzi et al. (2004) que atingiram
valores de até 49,12% ao serem estudadas populagbes de A. altiparanae
provenientes de diferentes reservatdrios ao longo do rio Paranapanema.

Os dendrogramas de similaridade genética obtidos para os
individuos dos grupos de P. lineatus da escada de transposi¢cdo de Canoas | e
Canoas |l apresentaram-se formados por um Uunico grande agrupamento, com
similaridade genética variando entre 0,50 a 0,70 entre os espécimes provenientes de
Canoas | (Figura 7), e de 0,53 a 0,65 entre aqueles de Canoas Il (Figura 8), valores
estes que estdo refletindo a alta variabilidade genética ( P) estimada para estes

grupos.
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Figura 5: Propor¢do de locos polimérficos de RAPD com diferenca significativa nas
freqiéncias alélicas (pelo teste G), para as combinagdes entre os 4 grupos de Prochilodus
lineatus da escada de transposic¢ao de peixes da UHE Canoas | — rio Paranapanema.
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Figura 6: Propor¢cdo de locos polimérficos de RAPD com diferenca significativa nas
freqUéncias alélicas (pelo teste G), para as combinag¢des entre 4 grupos de Prochilodus
lineatus da escada de transposic¢ao de peixes da UHE Canoas Il — rio Paranapanema.
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Foram disponibilizados para cada dendrograma os valores de
bootstrap acima de 20%, que revelam a consisténcia de cada agrupamento. Tais
valores de bootstrap se mostraram na maioria dos casos reduzidos (<50%) para os
dois dendrogramas, evidenciando a fragilidade dos ramos gerados. Essa fragilidade
pode estar relacionada a alta variabilidade genética detectada para essa espécie, ja
que, dependendo dos locos utilizados pelo bootstrap, os espécimes podem nao se
agrupar sempre do mesmo modo. Assim, fica claro que tais dados devem ser
interpretados com cautela e complementados por outros parametros genéticos.

Reforcando essa hipotese, Sofia et al. (2006) ao estudarem a
estrutura genética de populagdes de Astyanax scabripinis de um ribeirdo urbano,
utilizando a mesma metodologia para a construgdo de dendrograma de similaridade
genética entre os individuos dessa espécie, obtiveram valores de bootstrap baixos
para a maioria dos ramos que compunham o dendrograma e valores altos de
variabilidade genética ( P = 64%) para a espécie estudada.

Os resultados obtidos pelas analises dos diferentes parametros
genéticos séo todos concordantes entre si e revelam que os grupos de P. lineatus da
escada de transposicdo de Canoas |, mesmo que tenham sido coletados em
piracemas diferentes, sdo geneticamente muito semelhantes e estdo estruturados
como um unico agrupamento. A mesma conclusao é valida para os grupos coletados

em Canoas Il.
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Figura 7: Dendrograma de similaridade genética, obtido pelo coeficiente de Jaccard e pelo
método UPGMA, para Prochilodus lineatus, capturados na escada de transposi¢cao de
peixes da UHE Canoas I. Grupos A, B, C e D.
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Figura 8: Dendrograma de similaridade genética, obtido pelo coeficiente de Jaccard e pelo
método UPGMA, para Prochilodus lineatus, capturados na escada de transposicao de
peixes da UHE Canoas Il. Grupos E, F, G e H.
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Para a analise genética comparativa entre os 8 grupos de P. lineatus
coletados na escada de transposicdo da UHE Canoas | e Il foram obtidos 255 locos
com os 15 primers utilizados. A analise dos perfis eletroforéticos de RAPD (Figura 9)
permitiu a obtencdo de dados para a estimativa de varios parametros de diversidade

genética entre esses grupos.

—————--——-—--—-—---m—————q—-—-—--—-——--—-—-—[
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Figura 9: Perfil eletroforético de RAPD para Prochilodus lineatus, capturados na escada de
transposicdo de peixes da UHE Canoas | e Il, obtido com o primer OPC 15. A coluna M
representa o marcador de peso molecular de 100 bp, B controle e as demais colunas os
diferentes espécimes analisados dos grupos A, B, C, D, F, G e H.

As proporcdes de locos polimérficos ( P) e os indices de
diversidade nucleotidica () obtidas nesta analise comparativa variaram de 61,9 %
(grupo E) a 65,1% (grupo F) e de 0,286 (grupo G) a 0,320 (grupo F),
respectivamente (Tabela 4). Pode ser detectada uma diminuigdo representativa nas
estimativas de P quando comparadas as obtidas para as andlises anteriores
(Tabela 1) provavelmente devido ao menor numero de amostras utilizado para cada
grupo nessa analise (6), e consequentemente a perda de parte dos alelos
representativos desta espécie e da variabilidade genética nela contida. No entanto,

os valores dos indices de diversidade nucleotidica ndo apresentaram decréscimo
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quando comparados aos valores obtidos para as analises previamente realizadas,

assim, para este parametro nao houve influéncia do pequeno numero amostral.

Tabela 4: Proporcdo de locos polimérficos ( P) e indice de diversidade nucleotidica (1)
para os grupos de P. lineatus provenientes das escadas de transposicdo de Canoas | e

Canoas Il — rio Paranapanema.

Proporcéo de locos

indice de diversidade

Grupos _
polimérficos ( P) nucleotidica (7p)
A 63,137 0,287 (0,167)
B 63,921 0,305 (0,178)
C 62,745 0,289 (0,168)
D 62,352 0,312 (0,191)
E 61,960 0,289 (0,168)
F 67,058 0,320 (0,186)
G 62,745 0,286 (0,167)
H 64,705 0,298 (0,174)

Estdo evidenciados na Tabela 5 os dados estimados para os

diferentes parametros de diversidade genética entre as comparagdes dos 8 grupos

de P. lineatus provenientes das escadas de transposi¢ao de Canoas | e Il .

Os valores de Fst obtidos (Tabela 5) revelaram

indices de

diferenciagao genética de baixa, D x E (-0.0094), a moderada, C x E (0.0809), as

quais apresentam um pequeno aumento ao serem comparadas com os indices de

Fst calculados para as analises anteriores (Tabela 2). Segundo Isabel et al. (1999),

ao se estimar a diferenciagdo genética entre populagdes através do RAPD, quanto

menor o numero amostral maior a distorcdo dos indices Fst. Assim, esta pequena

distorcdo observada para os indices Fst deve-se provavelmente ao reduzido

tamanho amostral utilizado para esta analise.
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Tabela 5: Distancia genética (D), identidade genética (l), teste Fst, nuUmero de migrantes por
geracdo (Nm) e teste exato de Fisher entre os 8 grupos de Prochilodus lineatus da escada
de transposicao de peixes da UHE Canoas | e Canoas Il — rio Paranapanema.

Teste Exato
GRUPOS D I Fsr Nm de Fisher
2 P
X
AXE 0,0507 0,9506 0,0578* 4,075 193,3 1,00
AXF 0,0589 0,9428 0,0794* 2,898 230,6 1,00
AXG 0,0562 0,9454 0,0591* 3,980 209,9 1,00
AXH 0,0553 0,9462 0,0760* 3,039 241,8 1,00
BXE 0,0456 0,9555 0,0402"° 5,968 161,2 1,00
BXF 0,0533 0,9481 0,0774* 2,979 219,0 1,00
BXG 0,0609 0,9409 0,0618* 3,795 217,2 1,00
BXH 0,0454 0,9557 0,0575* 4,097 204.,8 1,00
CXE 0,0607 0,9411 0,0809* 2,840 193,8 1,00
CXF 0,0585 0,9431 0,0536* 4,414 190,5 1,00
CXG 0,0512 0,9500 0,0525* 4,511 192,7 1,00
CXH 0,0458 0,9552 0,0449* 5,317 199,2 1,00
DXE 0,0307 0,9667 -0,009™ Inf. 215,2 1,00
DXF 0,0456 0,9555 0,0197™ 12,440 223,0 1,00
DXG 0,0512 0,9501 0,0366"° 6,580 2577 1,00
DXH 0,0411 0,9597 0,0166" 14,810 234,3 1,00

* = Estatisticamente significante a 5% com 1000 permutacdes aleatérias;
ns = Estatisticamente nao significante; GL Fisher = 510
Inf. = Numero infinito de migrantes por geragao.
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A analise de variancia molecular (AMOVA) realizada para a analise
comparativa entre os 8 grupos de P. lineatus de Canoas | e Il revelou que 4,216% da
variagdo genética deve-se a diferengas genéticas encontrada entre os grupos e
95,784% a variagao genética dentro de cada grupo (Tabela 6). Isabel et al. (1999)
sugerem que esta analise pode também ser influenciada pelo tamanho amostral. No
entanto, no presente estudo o tamanho amostral utilizado nesta analise comparativa
parece nao ter influenciado fortemente os resultados, pois estes sdao compativeis

com aqueles apresentados na Tabela 3.

Tabela 6: Dados da analise molecular de variancia (AMOVA) realizada com os 8 grupos de

Prochilodus lineatus coletados nas escadas de transposicdo de Canoas | e Canoas Il — rio
Paranapanema.
Fonte de Soma dos Componentes de Porcentagem da
Variacao guadrados variancia variacao
Entre os Grupos 337,046 1,690 4,216**
peptro dos 1466,100 38,412 95,784
rupos
Total 1803,146 40,102 100,000

** Valor significativo a 1% de probabilidade com 10.000 permutagao aleatérias.

Na Figura 10 estdo dispostos os valores de propor¢do de locos
polimdrficos com diferencga significativa nas frequéncias alélicas obtidos através do
teste G entre os 8 grupos de P. lineatus. O maior valor obtido foi de 20,54% para a
comparacgao entre os grupos C e E, e o menor foi de 8,4% para a comparagao entre
os grupos D x E. De um modo geral os valores obtidos para esta analise séo
maiores do que aqueles apresentados nas Figuras 5 e 6, provavelmente também

influenciados pelo tamanho amostral.
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Figura 10: Propor¢do de locos polimorficos de RAPD com diferenca significativa nas
freqUéncias alélicas (pelo teste G), para as combinagdes entre 8 grupos de Prochilodus
lineatus da escada de transposi¢ao de peixes das UHEs Canoas | e Il — rio Paranapanema.

Por outro lado, o dendrograma de similaridade genética obtido
através da analise genética comparativa entre os individuos dos grupos da UHE
Canoas | e Il apresentou-se formado por um unico grande agrupamento (Figura 11),
corroborando com os resultados obtidos para as analises anteriores (Figuras 7 e 8).
Nota-se que, também para esta analise, os valores de bootstrap obtidos foram
baixos o que implica na inconsisténcia dos agrupamentos formados, pelos mesmos

motivos explicitados anteriormente.
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Figura 11: Dendrograma de similaridade genética, obtido pelo coeficiente de Jaccard e pelo
método UPGMA, para Prochilodus lineatus, capturados na escada de transposicdo de
peixes da UHE Canoas | e Canoas Il. Grupos A, B, C,D, E, F, Ge H.

Considerando que alguns parametros de diversidade genética
estimados para a analise comparativa entre grupos de P. lineatus das duas escadas
de transposigcado, como: distancia e identidade genéticas, Fsrt (Tabela 5) e Teste G
(Figura 10) apresentaram discrepancias com relagdo aqueles obtidos na analise dos
grupos de cada escada de transposi¢ao (Tabela 2, Figuras 5 e 6). E que, no entanto,
os dendrogramas de similaridade genética (Figuras 7, 8 € 11), as AMOVAS (Tabelas
3 e 6) e os Testes Exatos de Fisher (Tabelas 2 e 5) corroboraram para todas as
analises apresentadas, indicando uma diferenciagdo genética baixa entre os grupos
de P. lineatus, uma analise comparativa foi realizada considerando os grupos A, B, C
e D como um unico grupo de P. lineatus da escada de transposi¢do de Canoas |

(Cl) e os grupos E, F, G e H como o grupo proveniente de Canoas Il, (Cll) com a
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finalidade de verificar qual o comportamento dos paradmetros genéticos ao
considerarmos grupos com um maior numero de amostras.

Para tanto, foram utilizados os mesmos perfis eletroforéticos obtidos
pela analise comparativa entre os exemplares de P. lineatus coletados nas UHEs de
Canoas | e Canoas Il (Figura 9), onde o numero de locos obtidos foi de 255 e o
dendrograma de similaridade genética o apresentado na Figura 11.

As estimativas de variabilidade genética obtidas para os
agrupamentos de P. lineatus Cl e CIl foram respectivamente: 74,51% e 74,90%,
valores similares aqueles obtidos para as analises dos diferentes grupos de P.
lineatus de Canoas | e Canoas Il que, em média, apresentaram 70% de locos
polimdrficos (Tabela 1). Do mesmo modo, os indices de diversidade molecular foram
concordantes com os dados previamente obtidos (Tabela 1), atingindo valores iguais
a 0,302 e 0,295 para os agrupamentos de P. lineatus de Canoas | e Canoas I
respectivamente.

Na Tabela 7 encontram-se os resultados dos demais parametros de
diversidade genética estimados para a comparagdo dois agrupamentos de P.
lineatus (Cl e CIl). Os valores obtidos foram coerentes com as analises realizadas
individualmente para os grupos de cada escada de transposicdo. Ha uma baixa
diferenciagdo genética entre os agrupamentos de Canoas | e Canoas Il (Fst =
0.0324) que é comprovada pelos demais parametros estimados: Nm = 7,466
(evidéncia de fluxo génico), elevada identidade genética (0,9836), teste exato de
Fisher ndo significativo a 5% e teste G evidenciando que somente 11,3% dos locos
polimodrficos exibem diferengas significativas em suas freqténcias alélicas entre os

dois agrupamentos.
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Tabela 7: Proporgdo de locos polimérficos com diferengas significativas nas frequéncias
alélicas, obtidos pelo teste G (G), distancia genética (D), identidade genética (l), teste Fsr,
numero de migrantes por geracdo (Nm) e teste exato de Fisher entre Prochilodus lineatus
das escadas de transposicao de peixes de Canoas | e Canoas |l — rio Paranapanema.

Teste Exato

Agrupamentos | Teste G| D Fer nm | de Fisher
X P

CI X CIll 11,3% |0,0166 | 0,9836 | 0,0324* | 5,16 |452,08| 0,96

* = Estatisticamente significante a 5%; ( ) Desvio padrao;
GL Fisher = 510.

De modo similar as analises anteriores, a analise molecular de
varidancia demonstrou que a maior parte da variagdo genética existente nestes
agrupamentos (96,768%) é devido a diferengas genéticas dentro dos agrupamentos,

e nao a diferenciagdo genética entre eles (3,242%) (Tabela 8).

Tabela 8: Dados da andalise molecular de varidncia (AMOVA) realizada com os
agrupamentos de Prochilodus lineatus de Canoas | e Canoas Il - rio Paranapanema.

Fonte de Soma dos Componentes de Porcentagem da
Variacao guadrados variancia variacao
Entre os Grupos 59,500 1,117 3,242**
Dentro dos 1498,734 33,305 96,768
Grupos
Total 1558,234 34,022 100,00

** Valor significativo a 1% de probabilidade com 10.000 permutacao aleatérias.

Revaldaves et al. (1997) estudaram trés subpopulagbes de P.
lineatus da bacia do rio Parana, e para tanto, coletaram espécimes de trés regides
desta bacia intensamente impactadas por sistema de reservatorios em cascata, com

0 objetivo de contribuir para o delineamento de estratégias de manejo e conservagéo
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que garantissem a manutengao dos indices de variabilidade desta espécie. Foram
detectados niveis baixos de estruturagdo genética entre estes locais (Fst = 0,018),
assim como um alto indice de similaridade revelado pelos valores de distancia e
identidade genética. A baixa estruturagao genética evidenciada foi atribuida a ampla
dispersao desta espécie ao longo desta bacia, assim como por seu comportamento
panmitico. De uma maneira geral, os autores concluiram que, embora o estudo
fosse preliminar, sugeriu fortemente que as subpopula¢gdes compreendem um unico
estoque.

Tendo em vista os dados obtidos por meio do marcador RAPD pode-
se concluir que a espécie P. lineatus no Complexo Canoas apresenta um indice de
variabilidade genética muito bom (acima de 70%), mantido pelas caracteristicas
bioldgicas dessa espécie. Os agrupamentos de P. lineatus de Canoas | e Canoas Il
apresentam diferenciagado genética baixa entre si, 0 que foi confirmado por todas as
analises de diversidade genética conduzidas para estes agrupamentos. Assim, os
dados obtidos através da técnica de RAPD no presente estudo sugerem que a
espécie P. lineatus das escadas de transposicdo de Canoas | e Canoas Il esta

estruturada geneticamente como uma unica populagéo.

3.2 Marcadores Microssatélites

Como mencionado anteriormente para analise dos locos de
microssatélites foram utilizados 139 espécimes de P. lineatus (65 provenientes da
escada de transposicao de Canoas | e 74 de Canoas Il) separados em dois grandes

agrupamentos (Cl e CII).
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Para o loco pl 1 foram obtidos 23 alelos, os quais foram nomeados
de pl 1-A a pl 1-W, partindo - se da origem em diregdo ao front de migracéo. A
mesma nomenclatura foi utilizada para os demais locos. Os primers utilizados
geraram para os locos 64 e 102 respectivamente 21 (64-A a 64-U) e 22 alelos (102-
A a 102-V). O grande numero de alelos obtidos para cada loco reflete a alta
variabilidade genética desta espécie, ja reportada neste estudo por meio do
marcador RAPD. Herwerden et al. (2003) utilizaram o marcador microssatélite para
estudar a variabilidade e estrutura genética da truta marrom e verificaram de modo
similar ao presente estudo, um numero elevado de alelos, identificando até 42 para
um determinado loco.

A analise dos perfis eletroforéticos de microssatélite (Figuras 12, 13
e 14) permitiu a obtengcdo de dados para a estimativa de varios parametros de
diversidade genética entre os dois grupos de P. lineatus da UHE Canoas | e |l.

Os valores de heterozigosidade observada (H,), heterozigosidade
esperada (He), indice de fixagdo de Wright (1978), numero de amostras analisadas e
os do teste X2 para o equilibrio genético de Hardy-Weinberg (E.H.W) sao

apresentados na Tabela 9.
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Figura 12: Perfil eletroforético para o loco pl 1 de microssatélite obtido para Prochilodus
lineatus, capturados na escada de transposicao de peixes da UHE Canoas | (1-11). Em
branco estao dispostos os fenétipos atribuidos para cada amostra de P. lineatus. A coluna M
representa o marcador.

Figura 13: Perfil eletroforético para o loco 64 de microssatélite obtido para Prochilodus
lineatus, capturados na escada de transposi¢cdo de peixes da UHE Canoas | (1-7). Em
branco estao dispostos os fenétipos atribuidos para cada amostra de P. lineatus. A coluna M
representa o marcador.

G/G LR OO JJ GIG /L /P G/l LIL NIN

Figura 14: Perfil eletroforético para o loco 102 de microssatélite para Prochilodus lineatus,
capturados na escada de transposig¢ao de peixes da UHE Canoas Il (1-10). Em branco estao
dispostos os fenétipos atribuidos para cada amostra de P. lineatus. A coluna M representa o
marcador.
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Tabela 9: Heterozigosidade observada (H,), heterozigosidade esperada (H¢), indices de
fixacdo (Fis), teste de equilibrio genético (E.H.W) para Prochilodus lineatus das escadas de
transposicao das UHEs Canoas | € Canoas Il — rio Paranapanema.

Teste EHW
LOCOS N Ho He Fis

x’ G.L p

pl1 130 0,8154 0,8824 0,0688 369,98 171 0,000**
CANOAS | 64 120 1,0000 0,9111 -0,106 321,21 153 0,000**

102 84 0,2381 09185 0,7377 694,91 136 0,000**

Média 0,6845 0,9044 ---

pl 1 148 0,7162 0,9106 0,2082 289,77 231 0,005**
CANOAS I 64 126 1,0000 0,9252 -0,089 357,31 171 0,000**

102 98 0,2857 0,9424 0,6937 689,89 171 0,000**

Média 0,6673 0,9271 ---

** = Valor estatisticamente significante a 1%.
G.L = graus de liberdade

Os valores médios de heterozigosidade observada ( H,) e esperada
( He) para P. lineatus dos agrupamentos de Cl e Cll (Tabela 9) s&o considerados
altos se comparados aos obtidos para a mesma espécie por Revaldaves et al.
(1997), por meio da técnica de isoenzimas ( H, = 0,130) e por Zenatti (2003),
utilizando dois locos de microssatélite ( H, = 0,64). Os dados obtidos também
refletem a alta variabilidade genética de P. lineatus analisados no presente estudo, o
que ja foi evidenciado por meio da estimativa da propor¢cdo de locos polimérficos
obtida através do marcador RAPD. Excepcionalmente para o loco 102 foi detectado
um baixo valor de H, para P. lineatus dos agrupamentos de Cl e CIl, o que pode
estar relacionado ao menor numero amostral utilizado para este loco (84 — Cl e 98 —

ClIl) quando comparado aos demais locos estudados.
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Para os dois agrupamentos CI e Cll foi observado para os locos pl 1
e 102 valores menores de H, se comparados aqueles estimados para He (Tabela
12), vale destacar que esta diminuicdo foi mais acentuada para o loco 102. A
observagdo de um numero menor de heterozigotos do que o esperado para os dois
locos reflete no desequilibrio genético obtido e no indice de endogamia (Fis), que
atingiu valores de até 0.7377 para o loco 102.

Bartfai et al. (2003) estudando dois estoques cultivados de carpa
hangara por meio de 4 locos do marcador microssatélite detectaram de uma maneira
geral, um decréscimo de aproximadamente 17% entre os valores de H, e H. obtidos
para os dois estoques de carpas. Assim como no presente estudo, tal decréscimo se
mostra refletido na presenca de um coeficiente de endocruzamento de 0,17 e no
desequilibrio genético revelado para as duas populagdes.

Em contraste, para o loco 64 foi observado, para os dois
agrupamentos de P. lineatus, um aumento de heterozigotos observados em relagéao
ao esperado e consequentemente um menor valor dos indices de endogamia para
os dois agrupamentos (Fis - - 0,106 para Cl e Fis = - 0,089 para CIlI). Tal loco
também se mostrou em desequilibrio genético.

Nas Figuras 15, 16 e 17 sao apresentadas, respectivamente, as
frequéncias alélicas geradas para os locos pl 1, 64 e 102 na analise dos individuos
de P. lineatus das escadas de transposicdo de Canoas | e Canoas Il.

Para o loco pl 1, nota-se a presenga de um alelo exclusivo para o
agrupamento CI (pl 1-A) e quatro alelos especificos para o agrupamento ClIlI (pl 1-C,
pl 1-U, pl 1-V, pl 1-W), sendo que o alelo pl 1-P é o mais freqliente para os dois
agrupamentos de P. lineatus e o alelo pl 1-O apresentou a mesma frequéncia para

ambos os agrupamentos (Figura 15).
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Analisando as frequéncias alélicas obtidas para o loco 64 pode-se
detectar um alelo exclusivo para o agrupamento Cl (64-T) e dois alelos exclusivos
para o agrupamento Cll (64-1 e 64-S). O alelo 64-M foi o mais frequiente para os dois
agrupamentos e os alelos 64-D, 64-F, 64-K e 64-Q apresentaram frequéncias
semelhantes tanto para Cl quanto para CllI (Figura 16).

Para o loco 102, foram observados cinco alelos especificos para
cada agrupamento: 102-A, 102-D, 102-Q, 102-T e 102-U (Cl) e 102-C, 102-E, 102-F,
102-P e 102-V (Cll), sendo o alelo 102-G o mais frequente para o agrupamento Cl, e
o alelo 102-K para CII. E importante salientar que diferentemente dos locos pl 1 e
64, o loco 102 apresentou a maioria dos alelos com freqiéncias discrepantes para

os dois agrupamentos (Figura 17).

0.3 -
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Figura 15: Dados de frequéncias alélicas para o loco pl 1 de Prochilodus lineatus das
escadas de transposicao de peixes das UHEs Canoas | e Canoas lI- rio Paranapanema.
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Figura 16: Dados de frequéncias alélicas para o loco 64 de Prochilodus lineatus das
escadas de transposicao de peixes das UHEs Canoas | e Canoas Il — rio Paranapanema.
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Figura 17: Dados de frequiéncias alélicas para o loco 102 de Prochilodus lineatus das
escadas de transposigao de peixes das UHEs Canoas | e Canoas Il.

O teste de diferenciagdo génica (Raymond e Rousset 1995) entre os
agrupamentos de Cl e CIl revelou resultados nao-significativos (p>0,01) para os

locos pl 1 e 64, indicando que nao existem diferengcas na distribuicdo de alelos
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destes locos entre estes agrupamentos. Para o loco 102 foi evidenciada uma
diferenciacao significativa (p<0,01), ou seja, ha uma distribuicdo diferencial dos
alelos desse loco entre os dois agrupamentos (Tabela 10). Esses dados séao
concordantes com as estimativas de frequéncias alélicas obtidas para os trés locos
(Figuras 15, 16 e 17), uma vez que o loco 102, que apresentou a maioria dos alelos
com frequéncias discrepantes para os dois agrupamentos também, foi o Unico que
evidenciou um resultado significativo para o teste de diferenciagao génica (Tabela
10).

Por sua vez, o teste de diferenciagdo genotipica (Raymond e
Rousset 1995) revelou valores nao significativos (p>0,01) para os trés locos
analisados, indicando que os gendtipos se distribuem identicamente nos dois

agrupamentos (Tabela 10).

Tabela 10: Significancia dos testes de diferenciagdo génica e genotipica entre os
agrupamentos de Canoas | e Canoas Il para os locos pl 1, 64 e 102.

Teste de diferenciacdo génica  Teste de diferenciacdo genotipica

Agrupamentos
Loco p E.P Loco p E.P
Canoas | pl 1 0.35544 0.00495 pl 1 0,5305 0.0043
X 64 0.83992 0.00769 64 0,6981 0.0036
Canoas |l 102 0.00056** 0.00027 102 0,1568 0.0082

** = Estatisticamente significante a 1%
E.P = erro padrao

Os dados comparativos obtidos por meio da anadlise de variancia
molecular (AMOVA) entre os agrupamentos de P. lineatus de Canoas | e Il estdo

dispostos na Tabela 11, onde pode-se observar que o maior componente da
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variacao (99,839%) deve-se a diferengas genéticas dentro dos agrupamentos e néo

entre estes (0,171%).

Tabela 11: Dados da analise molecular de varidncia (AMOVA) realizada entre os
agrupamentos de Prochilodus lineatus das escadas de transposicdo de Canoas | e Canoas
Il - rio Paranapanema.

Adrupamentos Fonte de Soma dos Componentes Porcentagem
grup Variacao quadrados de variancia da variacao
Canoas | Entre os 1661 0.002 0 171%

Agrupamentos ’ ’ '
X
Dentro dos
Canoas Il Agrupamentos 369,105 1,337 99,839
Total 370,766 1,339 100,00

** Valor significativo a 1% de probabilidade com 10.000 permutacao aleatérias.

O fato de que o maior componente da variagado genética esta contido
dentro dos agrupamentos de P. lineatus de Canoas | e Canoas Il, indica que o
tamanho amostral utilizado nas analises do marcador microssatélite provavelmente
capturou uma grande proporgdo de variabilidade genética contida na populagéo
dessa espécie no Complexo Canoas, o que é de grande importancia para estudos
de manejo e conservagao.

A AMOVA obtida para os marcadores microssatélites (Tabela 11)
corrobora com aquela revelada por meio dos marcadores RAPD (Tabela 8),
indicando que de fato, a maior parte da variagdo genética destes agrupamentos esta
dentro e nao entre eles. Um importante aspecto a ser considerado é que 0 numero
amostral utilizado para as analises com microssatélite foi mais representativo do que
aquele utilizado para o RAPD. Tal fato pode justificar a maior diferenciagdo genética

entre os agrupamentos revelada através do marcador RAPD (3,24%, Tabela 8)
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quando comparada a diferenciacdo genética entre os agrupamentos revelada pelo
marcador microssatélite (0,17% , Tabela 11).

Na Tabela 12 sao demonstrados os valores médios comparativos de
distancia, identidade genética, estatistica F (Fir, Fst e Fis) e estimativa de fluxo
génico (Nm), obtidos pela analise comparativa entre os agrupamentos de P. lineatus
das escadas de transposicdo de peixes de Canoas | e Canoas IlI, com a utilizagao

dos trés locos de microssatélite.

Tabela 12: Valores da estatistica F (Fir, Fst e Fis), distancia (D) e identidade (I) genética,
numero de migrantes por geracdo (Nm) obtidos para Prochilodus lineatus das escadas de
transposicao de peixes das UHEs Canoas | e Canoas Il — rio Paranapanema.

LOCALIDADES D I Frr Fis Fsr Nm

cixXcl 0,0702 0,9323 0,2592 0,2549 0,0059™ 42,123

ns = valor nao significante a 5%.

A significancia do indice de fixacdo entre as populagdes (Fst) foi
estimada através do teste 3. O qual evidenciou um valor ndo significativo de y?igual
a 1,6402, refletindo a auséncia de diferenciacdo genética entre os agrupamentos de
P. lineatus coletados nas escadas de transposicdao de Canoas | e Canoas Il
Reforcando essa hipétese o valor de Nm calculado foi elevado, podendo ser
considerado uma evidéncia de fluxo génico entre tais agrupamentos de 42,123
individuos por geracgao.

Considerando que os agrupamentos de P. lineatus sdo compostos
por grupos de individuos com diferentes datas de coleta foi realizada uma analise de

variancia molecular para cada agrupamento separadamente. Os grupos foram
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divididos conforme mostra a Tabela 13 com o intuito de verificar se a variagcédo
genética estimada pela analise de AMOVA anterior (Tabela 11) é resultante de
diferengas genéticas entre ou dentro dos grupos de P. lineatus com diferentes datas

de coleta.

Tabela 13: Grupos de Prochilodus lineatus coletados nas escadas de transposicao de
Canoas | e Canoas I, suas respectivas datas de coleta e numero de amostras analisadas.

Agrupamentos Canoas | Canoas Il
Data de coleta Inicio Final Final Final Final Inicio
2003 2003 2004 2003 2004 2005
Grupos A B C D E F
N° de amostras 17 23 25 25 25 24

Os dados obtidos por esta analise sdo mostrados na Tabela 14 e
revelam que para o agrupamento de Canoas | 1,792% da variagdo genética
existente pode ser atribuida a diferengas genéticas entre os grupos de P. lineatus e
que 98,218% se deve a diferengas genéticas dentro de cada grupo. Para o
agrupamento de Canoas |l os resultados foram muito semelhantes, com estes

mesmos parametros atingindo valores de 2,934 e 97,076%, respectivamente.
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Tabela 14: Dados da analise molecular de variancia (AMOVA) dos grupos de Prochilodus
lineatus das escadas de transposi¢do de Canoas | e Canoas Il - rio Paranapanema.

A Fonte de Soma dos Componentes de  Porcentagem da
grupamentos o A o
Variacao quadrados variancia variacao
Entre os 4,662 0,024 1,792%*
Grupos
Dentro dos
Canoas | Grupos 166,146 1,308 98,218
Total 170,808 1,332 100,00
Entre os
G 6,576 0,039 2,934**
rupos
Dentro dos
Canoas |l Grupos 191,721 1,323 97,076
Total 198,297 1,302 100,00

** Valor significativo a 1% de probabilidade com 10.000 permutacao aleatérias.

Foram também calculados: estatisticas F (Fr, Fst e Fis) e estimativa
de fluxo génico (Nm), entre os grupos de P. lineatus de cada escada de
transposicao, visando estabelecer os indices de diferenciagdo genética entre os
mesmos (Tabela 15). Todos os valores de Fsrt estimados foram nao significativos ao
nivel de 5% indicando a auséncia da diferenciacdo genética entre os grupos de
Canoas | e Canoas Il. Os indices de fixagao intrapopulacional (F;s) obtidos atingiram
valores elevados quando comparados aos valores de Fst, variando de 0,1758 a
0,2669, sugerindo que a maior parte da variagdo genética observada nos
agrupamentos de Canoas | e Canoas Il deve-se a endogamia dentro de cada grupo,
e nao a deriva genética. Tais dados corroboram diretamente com a analise de

variancia molecular realizada previamente (Tabela 14).
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Tabela 15: Valores da estatistica F (Fir, Fst € Fis), numero de migrantes por geragao (Nm)
obtidos para os grupos de Prochilodus lineatus das escadas de transposicdo de peixes das
UHEs Canoas | e Canoas Il — rio Paranapanema.

Agrupamentos Grupos Fir Fis Fst Nm
AxB 0,2940 0,2669  0,0370™ 6,51

Canoas | AXC 0,2421 0,2223  0,0255™ 9,75
BXC 0,1905 0,758  0,0179" 13,72

DXE 0,2658 0,2497  0,0215™ 11,38
Canoas I DXF 0,2698 0,2525 0,0231"° 10,57
EXF 0,2419 0,2238  0,0233" 10,47

ns = valor nao significante a 5%.

Lougheed et al. (2005) compararam os resultados obtidos com
marcadores RAPD e microssatélite no estudo populacional de uma espécie de cobra
(Sistrurus c. catenatus) e observaram uma concordancia entre as estimativas de
diversidade genética obtidas entre os dois tipos de marcadores.

Do mesmo modo, os dados obtidos neste estudo com os
marcadores RAPD e microssatélite se mostraram concordantes, ja que foi
evidenciado pelas duas andlises um alto indice de variabilidade genética, assim
como uma baixa diferenciagdo genética entre os agrupamentos de P. lineatus das
escadas de transposi¢do das UHEs Canoas | e Canoas Il. A analise conjunta dos
dados evidencia que Prochilodus lineatus do Complexo Canoas compdem uma
unica populacéo.

A preocupacao com os efeitos das barragens na movimentagao de
peixes ao longo dos rios foi a primeira importante motivagcdo manifestada pelo

Estado para a protecédo dos recursos pesqueiros. O sucesso das escadas de peixes
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na transposicdo de cardumes de salmdo na América do Norte estimulou os
legisladores brasileiros a produzirem o primeiro documento legal importante
relacionado ao assunto no Brasil (Lei n° 2250, do Estado de Sao Paulo de
28/12/1927) que tornava obrigatéria a instalacdo de escadas de transposi¢cao de
peixes em todas as barragens daquele estado (Agostinho e Gomes 2005).

Segundo esses autores, os poucos estudos existentes sobre a
eficiéncia destas escadas referem-se a habilidade dos peixes transporem as
escadas, sem maiores preocupacdes com o que ocorre depois, inclusive a
possibilidade de impactos negativos sobre a ictiofauna regional.

Ndo ha duvida de que os grandes peixes migradores podem
transpor escadas e continuar a migragdo ascendente depois da transposi¢ao
(Agostinho et al. 1992; Agostinho e Gomes 2005). No entanto, os aspectos mais
criticos referem-se a existéncia e a adequacidade das areas remanescentes a
montante para a desova, especialmente em bacias ocupadas por cadeias de
reservatorios, como € o caso do rio Paranapanema.

Caso os tributarios a montante tenham condi¢cdes apropriadas a
desova e ela efetivamente ocorra, seria importante o levantamento de dados sobre a
taxa de mortalidade dos ovos e larvas devido a sua deriva sobre as aguas
transparentes e Iénticas dos reservatérios, ja que as espécies migradoras desovam
durante o periodo de chuva, quando as aguas turbidas contribuem para reduzir a
mortalidade por predadores visuais (Agostinho et al. 2003). Além disso, os ovos das
espécies migradoras poderiam decantar ja que estes requerem alguma
movimentagdo da coluna d’agua para que permanegam em suspensao e assim
ocorra a renovagao do oxigénio no seu micro-habitat. A transposigado para jusante,

caso as larvas consigam alcangar a barragem, pode ser uma fonte adicional de
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mortalidade. Desta forma é dificil conceber a possibilidade de que a parte do
estoque migradores transpostos a montante para a desova possa contribuir com o
recrutamento de novos individuos aos trechos a jusante. O retorno dos individuos
que transpuseram a escada €, também, uma restricao a efetividade da transposig¢ao
COMO recurso a conservacao da ictiofauna. Espera-se que a selegao na transposicao
a jusante seja ainda maior que aquela a montante, visto que espécies migradoras,
em geral preferem ambientes l6ticos durante a maior parte do ciclo de vida, o que
contrasta com as condigdes mais internas dos reservatoérios (Agostinho e Gomes
2005).

Britto e Sirol (2005) realizaram coletas para marcagao e recaptura
nas escadas de transposicdo do Complexo Canoas no periodo de novembro de
2000 a abril de 2001 e conseguiram capturar 1.762 espécimes de P. lineatus neste
periodo. No periodo compreendido de marco de 2003 a margo de 2005, com o
esforco de coleta foram obtidos somente 216 exemplares dessa espécie para o
presente estudo, uma sensivel reducdo no numero de espécimes. Vale ressaltar
que tanto a UHE Canoas | quanto a Canoas Il iniciaram suas atividades no ano de
1998 e suas escadas de transposi¢ao foram abertas a partir de 2000, ano em que as
coletas para os estudos de Brito e Sirol foram realizadas, portanto, o impacto tanto
das barragens sobre a ictiofauna quanto a utilizacdo das escadas de transposi¢céo
de peixes na época dos estudos desses autores eram recentes. O presente estudo,
porém teve suas coletas iniciadas apds cinco anos de funcionamento das duas
usinas hidroelétricas e trés anos apds a abertura pela primeira vez das escadas de
transposicdo, ou seja, o tempo de exposicdo dos recursos hidricos as acgdes

impactantes foi maior nesse estudo do que no dos referidos autores.
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A analise dos retornos e o monitoramento realizado nos anos
subsequentes a 2000, demonstraram que as escadas nao sao efetivas como
mecanismo para descida dos peixes, nao favorecendo os fendmenos de “rodada” rio
abaixo, na mesma intensidade que a migragao ascendente. Esse fenbmeno pode
ser decorrente da amortizacdo do fluxo hidraulico descendente, normalmente
observado em rios livres (Britto e Sirol 2005).

De modo semelhante, Agostinho et al. (2002) ao caracterizarem a
biodiversidade de peixes da Bacia do Rio Parana relataram que apds a construcao
do reservatorio de Itaipu ocorreram mudancas na abundancia de algumas das
principais espécies da bacia, sendo que a espécie P. lineatus apresentou um
declinio devido a falta de enchentes nas areas de desova e bergario.

Segundo Britto e Sirol (2005) em seus estudos visando avaliar a
ocorréncia de reproducdo das espécies identificadas nesses mecanismos de
transposicao, verificaram que para o periodo de 2000 a 2002 foi obtida baixa captura
para os itens de ictioplancton (ovos, larvas e pés-larvas) a montante das escadas e
que a identificagdo do material revelou que nenhuma das espécies encontradas
pertencia aquelas migradoras identificadas nas escadas. Bem como que para a
coleta de juvenis (periodo de 2002 a 2004) em nenhum dos reservatoérios (Canoas |
e Canoas IlI) foi constatada a ocorréncias de formas juvenis das espécies
tipicamente migradoras identificadas durante o monitoramento da transposigao.
Desta forma concluiram ainda, que o sucesso reprodutivo das espécies migradoras
identificadas, entre elas P. lineatus, ndo estd sendo consolidado. A falha na
reprodugdo das diferentes espécies migradoras identificada estaria ligada a
auséncia de ambientes favoraveis nos reservatérios de Canoas | e Canoas Il, além

da severa restricdo imposta pela auséncia de trechos l6ticos entre reservatérios, o
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que pode ter influenciado na dispersao e manutencdo de ovos na coluna d’agua,
afetando a taxa de eclosao e a sobrevivéncia de larvas.

Orsi (2005) destaca que o reservatorio Capivara (jusante da UHE
Canoas |) diferentemente da maioria dos reservatérios do rio Paranapanema, recebe
em sua margem esquerda, seus principais afluentes: os rios Tibagi e o das Cinzas.
Em seu estudo sobre a estratégia reprodutiva de espécies de peixes, realizou
coletas sazonais no periodo de 2001 a 2004 em quatro pontos diferentes deste
reservatorio. Sendo que obteve maior abundancia de P. lineatus no ponto de coleta
proximo a foz do rio das Cinzas, também observou que o indice de atividade
reprodutiva (IAR) foi mais acentuado no verdo, e que a atividade reprodutiva foi
considerada muito intensa nesse ponto de coleta que é€ a porgao Iética do
reservatorio.

Os dados obtidos no presente estudo, com dois tipos diferentes de
marcadores de DNA demonstraram um alto indice de variabilidade genética, assim
como uma baixa diferenciagdo genética entre os agrupamentos de P. lineatus
coletados nas escadas de transposicdo das UHEs Canoas | e Canoas Il
evidenciando a composicdo de uma unica populagdo. Tais dados indicam que a
populacdo de P. lineatus analisada neste estudo somente pode ser proveniente de
uma populacdo maior localizada no reservatério de Capivara o qual tem como
mantenedores os rios Tibagi e das Cinzas, uma vez que a montante da UHE de
Canoas | ndo existe tributarios de maior porte. Fica claro, portanto que os trechos a
jusante do Complexo Canoas, que guardam algumas caracteristicas loticas, e os
tributarios que ainda possuem essa conformagdo estdo desempenhando um
importante papel na manutencédo da variabilidade genética e estrutura populacional

dos estoques naturais de P. lineatus.
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Segundo Agostinho e Gomes (2005) na maioria dos casos o0s
mecanismos de transposicao ndo constituem instrumentos validos para conservagao
dos estoques. As excecgoes estao restritas aos casos em que eles sdo construidos
com o objetivo de permitir o fluxo génico de populagdes de amplo home range,
fragmentadas pela barragem. Nesses casos, essas transposicboes devem ser
controladas por estudos genéticos que indiquem a sua necessidade e ainda assim
devem ser implantadas apenas se os trechos de rio a montante ou em tributarios
laterais comportarem areas de desova, criadouros naturais e areas de alimentacao.

Park et al. (2003) encontraram evidéncias similares estudando
espécies endémicas ameacgadas pela construcdo da represa de Three Gorges
localizada no rio Yangtze na China. Relataram a importancia de alguns tributarios
deste rio como reservas potencias de espécies endémicas, mas reforcaram que
alguns destes tributarios, como os rios Jinsha e Jialing podem nao constituir
reservas sustentaveis para a manutengcdo destas espécies devido a grande
interferéncia antrépica decorrente da construcdo de novas usinas hidrelétricas
nestes rios.

Os dados obtidos por Orsi (2005) indicam que P. lineatus se
reproduz justamente quando as escadas de transposi¢do das UHEs de Canoas | e
Canoas |l estdo abertas. Este fato implica numa migragdo equivocada dos peixes
para as areas a montante do rio Paranapanema (reservatérios de Canoas | e Il),
visto que as areas a montante nos rios das Cinzas e Tibagi possuem areas ainda
bem preservadas de matas ciliares e de lagoas marginais, mais propicias para a
reprodugao.

Aliando os dados de Orsi 2005, de Britto e Sirol (2005) aos

resultados obtidos por este estudo, é possivel se fazer um diagnéstico a curto e em
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longo prazo das implicagbes causadas pela construcdo destas escadas de
transposicao. Inicialmente, a existéncia de uma forma de ascensio dos peixes para
areas a montante, sugeria que o ciclo reprodutivo da espécie estava sendo
continuado, entdo em curto prazo, este mecanismo de transposicao estava
cumprindo com o0s seus objetivos. Porém, analisando todos esses dados em
conjunto, é possivel estimar que a longo prazo, esta medida mitigatéria imposta e
implementada podera resultar numa deplegdo generalizada dos estoques de P.
lineatus, principalmente a jusantes dos reservatérios, a despeito da grande
variabilidade genética e do esforgo reprodutivo que esta espécie apresenta. Em
assim sendo as escadas de transposicdo de peixes instaladas ndo estdo cumprindo
o objetivo de dar sustentabilidade a este ecossistema.

Desta forma algumas sugestdes de manejo que possam contribuir
com a preservacgao dos estoques naturais de P. lineatus podem ser feitas: tendo em
vista que os espécimes que transpdes as escadas de Canoas | e Canoas Il sao
provenientes do reservatério Capivara torna-se imprescindivel preservar os seus
principais afluentes, rio das Cinzas e Tibagi com o objetivo de manter a constante
reposicdo dos estoques naturais de curimbas, bem como de outras espécies, por
exemplo Salminus brasiliensis (Lopes 2005) e Leporinus friderici (Ashikaga 2005)
dessa mesma regiao.

Além disto, pelo menos a escada de transposi¢cdo de Canoas |,
deveria permanecer fechada no periodo compreendido entre primavera e verao,
época de reproducdo de P. lineatus e outras espécies migradoras, pois assim, 0s
peixes migrariam somente do reservatorio de Capivara para os dois grandes
afluentes onde encontrariam condigdes favoraveis para a conclusao de seu ciclo

reprodutivo.
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A partir da populagdo de P. lineatus presentes no reservatorio,
Capivara, doador da populacdo que transpde as escadas, seriam entdo coletados
espécimes que serviriam como estoques fundadores e através da reproducgao
assistida produzir alevinos que seriam utilizados como estoques repovoadores das
areas a montante, reservatérios de Canoas | e Canoas Il

Por fim, & imprescindivel dar continuidade a estudos, como o
realizado neste trabalho, para que as atividades de manejo possam se basear
sempre em estudos cientificos recentes ja que o referido meio ambiente sofre

constantes mudangas e grandes impactos antropicos.
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4 CONCLUSOES

v' As estimativas de variabilidade genética da espécie Prochilodus lineatus no
Complexo Canoas se mostraram elevadas, o que pode ser atribuido a
manutencdo de uma grande populagao destes peixes gracgas a eficiéncia de

sua estratégia reprodutiva.

v Os parametros genéticos estimados por meio dos marcadores moleculares
RAPD e microssatélite, utilizados neste estudo para as analises de
Prochilodus lineatus de Canoas | e de Canoas |l demonstraram uma alta
similaridade genética entre os diferentes grupos analisados, indicando a
formacdo de uma unica populacdo de Prochilodus lineatus no Complexo

Canoas;

v Os resultados obtidos mostram a importancia de se utilizar um tamanho
amostral adequado, pois grupos de individuos com tamanhos discrepantes

podem favorecer resultados ndao condizentes com a realidade;

v" Os espécimes de P. lineatus que realizam a transposi¢cao sdo provenientes do
reservatorio Capivara, que tem como afluentes os rios das Cinzas e Tibagi. A
médio e longo prazo as escadas de transposicdo de peixes instaladas nas
UHEs de Canoas | e Canoas Il poderdo causar deplegcdo nos estoques

naturais desses rios, pela nao concretizagao do ciclo reprodutivo;

v' Para a amenizagao do problema relativo aos estoques naturais ressalta-se a
importancia da preservagao destes afluentes, bem como a fiscalizagdo na
regido, garantindo os limites de pesca e exploragdo agricola como tentativa

de minimizar a degradagao deste ecossistema.
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v' Mais estudos cientificos, como o realizado no presente trabalho, devem ser
propostos com o objetivo de auxiliar na indicagao de atividades de manejo
para a recuperacdo deste ecossistema, visto que o referido meio ambiente

esta submetido a constantes mudangas e grandes impactos antrépicos.
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ANEXO 1 — Coleta de amostras

Foram coletados 216 individuos da espécie Prochilodus lineatus das
populagdes naturais das escadas de transposicao das UHEs de Canoas | e Canoas
Il no rio Paranapanema. As coletas foram realizadas no periodo de Margo de 2003 a
Marco de 2005 sempre respeitando a época de piracema que abrange o comego do

més de setembro de um ano até o fim do més de margo do ano seguinte (Tabela 1).

Tabela 1 — Dados das coletas de Prochilodus lineatus realizadas nas
UHEs Canoas | e Canoas Il, durante os anos de 2003, 2004

e 2005.
Espécie Barragem Localidade Dcac;[la:a;jaa Quantidade
25/03/2003 17
30/10/2003 1
20/11/2003 12
Canoas | Escada 11/12/2003 11
16/12/2004 31
10/01/2005 1
_ 17/02/2005 6
Prochilodus 31/10/2003 1
lineatus 21/11/2003 1
12/12/2003 36
19/11/2004 1
Canoas |l Escada 59/11/2004
17/12/2004 26
11/01/2005 25
18/03/2005 45
TOTAL |  —— | e -— 216

O esforgco de coleta foi padronizado, e consistia no fechamento do
portdo da escada em sua porgdo montante, desta forma a corrente de agua era
interrompida, esperava-se um tempo para que o nivel de agua baixasse o suficiente
para que a equipe de coleta pudesse entrar nos degraus-tanque, o portdo a jusante

da escada também era fechado e os espécimes que permaneciam presos na escada
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eram entdo coletados para retirada das amostras. Foram utilizadas redes de arrasto
tipo picaré para a captura dos exemplares.

O tecido muscular foi retirado da parte lateral caudal esquerda ou da
nadadeira adiposa de cada individuo. As amostras de musculo foram embaladas em
papel aluminio, devidamente identificadas com a numeracdo do individuo, e
guardadas em um freezer a — 20°C para posterior extracdo do DNA. As amostras de
nadadeiras foram também identificadas individualmente e conservadas em alcool
comercial. Os individuos coletados foram etiquetados e estdo conservados no
Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina. Os dados individuais de
cada exemplar coletado foram registrados em um caderno de anotagdes, com

numero de cada exemplar, espécie, local e data de coleta.
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ANEXO 2 — Extracao e quantificagcdo de DNA

Para extracdo do DNA das amostras, foi utilizada a metodologia
desenvolvida por Almeida, Fungaro e Sodré (2001), que consiste em maceragao
minuciosa do tecido utilizando-se de placa de Petri estéril, tesoura e pinga. Apos tal
maceracao o tecido foi colocado em microtubo, identificado com a numeragao de
cada amostra, contendo tampao TE9 + SDS (Tris-HCI 500mM, pH 8,0; EDTA 20
mM; NaCl 10 mM, e 1% de SDS), (600 a 800 uL, dependendo da quantidade de
tecido) que foi preparado no momento do uso a partir das solugdes estoques. Nos
microtubos com tampao e tecido, foram acrescentados 5 uL de proteinase K (20 mg
de Proteinase K em 1 ml de tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; acetato de calcio 3
mM), homogeneizados e levados para o banho-maria a 65°C por 24 horas, para que
ocorresse a dissolugao total do tecido. O passo seguinte consistiu em acrescentar
um volume de tampao fenol (600 a 800 uL, dependendo da quantidade de tampao
TE9 utilizada), realizar o processo de homogeneizagao e levar a microcentrifuga por
10 minutos a 10.000 rpms.

A fase aquosa (sobrenadante) de cada microtubo foi transferida para
outro microtubo ao qual foi adicionado um volume de clorofane (1: 1 fenol — clorofil)
(600 a 800 uL). Apdés homogeneizagdo os microtubos foram levados novamente a
microcentrifuga por outros 10 minutos a 10.000 rpms.

Novamente a fase aquosa (sobrenadante) foi transferida para outro
microtubo que recebeu um volume de clorofil (24: 1 cloroférmio — alcool isoamilico)
(600 a 800 pL). Apdés homogeneizagdo os microtubos foram levados a

microcentrifuga por mais 10 minutos a 10.000 rpms.
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Logo apds, a fase aquosa (sobrenadante) foram colocadas em
novos microtubos que receberam 10 % do volume inicial (600 a 800 yL) de NaCl 3M,
mais duas vezes e meia este volume inicial de etanol absoluto gelado. Estes
microtubos sofreram inversdes cuidadosas para a precipitacdo do DNA, e foram
mantidos no freezer a — 20°C por 12 horas.

Esta solugdo contendo o DNA foi centrifugada por 15 minutos a
12.000 rpms para a fixagdo do pellet no fundo dos microtubos. Em seguida o
conteudo aquoso destes microtubos foi vertido, restando apenas o DNA.

O DNA em pellet foi lavado com aproximadamente 100 uL de etanol
70 %. Este etanol foi descartado, vertendo-se cada um dos microtubos, que foram
deixados em local protegido para a secagem do DNA por aproximadamente 2 horas
a temperatura ambiente.

Feita a secagem, o DNA foi solubilizado em tampao TE (3 mM Tris;
0,2 mM EDTA pH 8, 0) (cerca de 200 uL por microtubo). Esta solubilizagcédo prepara o
DNA para ser diluido em 1/10, visando a sua quantificagao.

A diluigdo 1/10 consistiu no seguinte: para um volume de 100 uL
foram colocados 10 yL do DNA solubilizado e 90 pyL de TE. A solucdo de DNA
concentrado (estoque) foi guardada no freezer e a diluida, utilizada na quantificagao.

A quantificagdo do DNA foi feita utilizando-se o aparelho fluorimetro
Dyna Quant 200 (Hoefer) e o procedimento de quantificagdo foi baseado na
metodologia proposta pelo fabricante. As amostras ja quantificadas foram
novamente diluidas em tampéo TE para se obter uma concentracéao final de DNA de

5 ng/ uL, as quais foram utilizadas para a elaboragéo das reagdes de amplificagao.
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ANEXO 3
Marcadores RAPD
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ANEXO 3 — Marcadores RAPD

v' Selegao de primers

Para a selegao foram utilizados 40 primers dos kits OPAC, OPX,
OPC e OPW da Operon Technologies para averiguar quais primers ofereceriam a
melhor qualidade e consisténcia no padrao de bandas para o estudo da espécie em
questdo. Foram selecionados 15 primers: OPW4, OPW5, OPW6, OPW7, OPWS,
OPW9, OPAW10, OPW11, OPW18, OPC2, OPC7, OPX6, OPX17, OPAC6 e
OPC15. Utilizados em cada andlise genética realizada. Vale salientar que, por
problemas eletroforéticos, o primer OPC7 nao foi utilizado na andlise genética de

Prochilodus lineatus da escada de transposicdo de Canoas |.

v" Amplificagdo do DNA

Para cada amostra foi preparada uma mistura de reagcdo de 15 pL que
continha: tampao de reagdo com10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI; pH 8,3; 0,25 mM de
dNTP (Invitrogen); 3,33 mM de MgCl,; 0,33 uM de primer (Operon Technologies);
0,75 U de Tag DNA Polimerase (EMBRAPA); 10 ng de DNA e agua bidestilada para
completar o volume (Tabela 2). Além disso, foi preparada uma reagao adicional sem
DNA que foi utilizada como controle negativo. As bandas que apareceram tanto no

controle negativo quanto nas amostras, foram excluidas das analises.
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Tabela 2 — Componentes da reagao de amplificacdo do DNA e concentragdes
utilizadas na reagao de RAPD.

Componentes Concentracao Volu~me na Concgntragéo
estoque reacao (uL) final
Agua bidestilada = - 2,85 Qsp
Tampao de reagao 10 x 1,5 1x
dNTP 2,5mM 1,5 250 uM
MgCl, 10 mM 5,0 3,33 mM
Primer 2,5 uM 2,0 0,33 uM
Taqg DNA polimerase 5 U/MuL 0,15 0,75 U
DNA 5 ng/pL 2,0 10 ng
Volume Total (uL) -—- 15 ---

Cada microtubo recebeu, com um conta-gotas, uma gota de déleo
mineral para evitar a evaporagao da mistura de reacdo durante o processo de
amplificagdo do DNA, a qual foi realizada em termociclador (PTC-100, MJ
Research). A amplificagdo seguiu um programa composto de uma desnaturagao
inicial a 92°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos, cada um contendo as seguintes
fases: 40 segundos a 92°C (desnaturacdo), 1 minuto e 30 segundos a 40°C
(pareamento) e 2 minutos a 72°C (extensdo), sendo que apos todos os ciclos foi
realizada uma extenséo final de 5 minutos a 72°C.

Para testar a reptibilidade dos padrbées de banda obtidos foram
preparadas, separadamente, duas reacdes de amplificacdo utilizando 4 amostras
aleatdrias de P. lineatus. Em seguida os produtos amplificados foram aplicados em

geéis diferentes e submetidos as mesmas condi¢cdes eletroforéticas. Os perfis de
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bandas obtidos (Figura 1) foram comparados quanto a presenga e auséncia de

bandas.

M 12 3 4C¢C M 12 3 4 C

(a) (b)

Figura 1 — Teste de reptibilidade da reagdo de amplificagdo para 4 amostras de P. lineatus
através do primer OPW6. Em (a) e (b) estdo os perfis obtidos para cada
amplificacdo realizada, sendo M o marcador de peso molecular, 1-4 as
amostras de P. lineatus utilizadas e C o controle negativo da reagéo.

v Analises eletroforéticas

Apods a amplificagdo do DNA das amostras, foi necessario separar os
fragmentos amplificados em gel de agarose 1,4 %. Tanto no preparo do gel quanto
para uso nas cubas, o tampéo utilizado foi o TEB 0,5X, diluido da solugdo 10x (Tris
0,89 M; Acido Borico 0,89 M e EDTA 0,01M, pH 8,3). Para a aplicagdo, foi
adicionado as amostras 4 uL de tampéao de amostra (0,26 g de azul de bromofenol e
15 g de Ficoll para 100 mL de agua destilada).

Como marcador de peso molecular foi utilizado DNA de 100 pb

(Invitrogen). Foram mantidos 3 V/cm entre os eletrodos durante a corrida
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eletroforética que se estendeu por aproximadamente 8 cm (cerca de 4 horas). Em
seguida, o gel foi corado com brometo de etideo (5 upL/mL), visualizado com
transiluminador com luz ultravioleta e fotografado em filme preto e branco (T-MAX) e
no sistema de fotodocumentacéao digital KODAK EDAS 290.

As fotos obtidas revelaram os perfis eletroforéticos dos individuos de

cada populagao, que foram utilizados para as analises genéticas e estatisticas.

¢ Analise eletroforética de Prochilodus lineatus das escadas de transposicao

de Canoas | e Canoas Il

A analise eletroforética do DNA amplificado, para obtengao de perfis
de RAPD de P. lineatus coletados na escada de transposicdo de Canoas | foi
realizada com 46 espécimes divididos em 4 grupos, conforme as respectivas datas

de coleta (Tabela 3) que foram colocados lado a lado no mesmo gel.

Tabela 3 — Numero de espécimes de Prochilodus lineatus analisados para cada data

de coleta na escada de transposicdio da UHE Canoas | - rio
Paranapanema.
Mar. Nov. Dez. Jan.
Data de coleta Total
2003 2003 2004 2005
Grupos A B C D -
N° de amostras 14 14 13 5 46

Para a analise de P. lineatus provenientes da escada de

transposicdo de Canoas Il, foram utilizados 48 espécimes que também foram
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divididos em 4 grupos conforme a data de coleta e colocados lado a lado no mesmo

gel (Tabela 4).

Tabela 4 — Numero de espécimes de Prochilodus lineatus analisados para cada data
de coleta na escada de transposi¢ao de Canoas Il — rio Paranapanema.

Dez. Dez. Jan. Mar.
Data de coleta Total
2003 2004 2005 2005
Grupos E F G H ---
N° de amostras 12 12 12 12 48

e Analise eletroforética comparativa de Prochilodus lineatus das escadas de

transposicao de Canoas | € Canoas Il

Com a finalidade de se obter dados comparativos entre os grupos de
Prochilodus lineatus das duas escadas de transposicao (Canoas | x Canoas Il) foi
realizada uma analise eletroforética interpopulacional, onde em um mesmo gel de
agarose foram colocadas amostras de espécimes de todos os grupos de cada uma

das escadas de transposicao (Tabela 5).

Tabela 5 — Numero de espécimes de Prochilodus lineatus das escadas de transposi¢ao de
Canoas | e Canoas Il — rio Paranapanema, utilizados na analise comparativa.

Localidades CANOAS | CANOAS I
Data de Mar. Nov. Dez. Jan. Dez. Dez. Jan. Mar.
coleta 2003 2003 2004 2005 2003 2004 2005 2005
Grupos A B C D E F G H
(o]
N° de 6 6 6 5 6 6 6 6
amostras
Total 23 24

v' Andlises genéticas
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Os dados obtidos dos perfis eletroforéticos de RAPD foram
introduzidos em programas computacionais na forma de variaveis binarias (presenca
ou auséncia de banda). Cada loco foi tratado como um sistema de dois alelos, com
somente um dos alelos por loco sendo amplificado por PCR, também se assumiu
que os alelos dos diferentes locos ndo co-migram para a mesma posicao em um gel
e que os grupos estao em equilibrio de Hardy-Weinberg (LYNCH; MILLIGAN, 1994).

A partir do programa computacional TFPGA 1.3 (MILLER, 1997)
foram calculados, usando-se a corregdo de Lynch e Milligan (1994), os seguintes
parametros: variabilidade genética estimada a partir da propor¢do de locos
polimérficos ( P), usando critério de 95%; identidade e distancia genética de Nei
(1978) e teste exato de Fisher, aplicado para o calculo de diferengas significativas
das frequéncias dos marcadores nas diferentes populagoes.

O software ARLEQUIN versdo 3.0 (EXCOFFIER; LAVAL;

SCHNEIDER, 2005) foi utilizado para quantificar a diversidade genética através do
indice de diversidade nucleotidica (m,) que estima a probabilidade de que dois

nucleotideos homologos escolhidos ao acaso sejam diferentes (TAJIMA, 1983, NEI
1987 cf. EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005). Assim, quanto maior a variagéo
genética, maior esta probabilidade. Para estimar a distribuigdo da diversidade
genética por meio das estimativas do Fst entre populagdes (REYNOLDS et al. 1983,
SLATKIN 1995 cf. EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005), e pela analise da
variancia molecular (AMOVA - EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992). A
significancia destes testes foi realizada pelo método de permutacdes aleatdrias, com
1000 e 10000 permutagcdes respectivamente. Para todas essas analises néo é
necessario assumir frequéncias mendelianas, o que minimiza os desvios causados

pela dominancia dos marcadores RAPD (DIAZ; MUNIZ; FERRER, 2001). O uso
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deste programa para marcadores RAPD é indicado por Schnabel et al. no endereco

eletronico: http://evolution.genetics.washington.edu/PBhtmls/NATO/DAChap.pdf.

Wright (1978) sugeriu que o Fsr, indice de fixagao alélica, pode ser
interpretado qualitativamente em termos de diferenciagdo genética como segue:
valores de 0 a 0,05 indicam baixa, 0,05 a 0,15 moderada, de 0,15 a 0,25 alta e
acima de 0,25 diferenciagdo genética muita alta.

O calculo do numero de migrantes por geragao (Nm), que representa
o fluxo génico entre as populagdes, foi realizado a partir do valor do Fst por meio da
féormula Nm = (1 — Fst)/(4 Fst) (BLACK 1997). Valores de Nm superiores a 1 foram
considerados como evidéncia de fluxo génico (SLATKIN ; BARTON, 1989).

Para a analise da similaridade genética entre os individuos foi
utiizado o programa computacional NTSYS-PC (ROHLF, 2002), por meio do
coeficiente de Jaccard (J) e pelo método de agrupamento UPGMA (Unwreighted
Pair-Group Method with Aritmetical Average) que permite a construgdo do
dendrograma de similaridade genética. O software BOOD (COELHO, 2000) foi
utilizado para determinar a consisténcia de cada agrupamento através do método de
reamostragem Bootstrap com 1000 repeticoes.

Para testar diferengas significativas das frequéncias alélicas dos
locos nos diferentes grupos de P. lineatus foi utilizado o teste G através do aplicativo
computacional Popgen 1:31 (YEH; YANG; BOYLE, 1999). Para melhor visualizagéo
deste teste, foi realizado um calculo de proporg¢ao, consistindo em dividir o numero
de locos de RAPD com diferengas significativas nas frequéncias alélicas pelo

numero total de locos polimoérficos.


http://evolution.genetics.washington.edu/PBhtmls/NATO/DAChap.pdf
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ANEXO 4

Marcadores Microssatélites (SSR)
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ANEXO 4 — Marcadores Microssatélites (SSR)

v" Locos analisados

No presente trabalho foram analisados 3 locos de microssatélite
para a espécie P. lineatus: pl 1, 64, 102. O loco pl 1 foi isolado por Hatanaka;
Henrique-Silva; Galleti (2002), sua amplitude alélica e a sequéncia dos primers
flanqueadores estdo detalhadas na Tabela 6. Os locos 64 e 102 e a sequéncia dos
primers flanqueadores foram gentilmente cedidos por Guillermo Orti (comunicagao
pessoal) para a utilizagdo neste trabalho.

Tabela 6 — Sequéncia dos pares de primers flanqueadores e amplitude alélica
para o loco pl 1, segundo Hatanaka et al. (2002).

Amplitude alélica

Seqiiéncia dos pares de primers
q p p (pb)

F: TGACTGTGAACACGGTCACGC
Locopll 160 - 220
R: ACACAAGTAGAACATACCTCTG

v" Amplificagdo do DNA

As concentragdes utilizadas de cada reagente nas reagdes de
amplificacdo do DNA dos locos de microssatélite analisados estao detalhadas na

Tabela 7.



Tabela 7 — Componentes da reacao de amplificacdo do DNA e concentragdes
utilizadas para os locos pl 1, 64 e 102 de microssatélite.
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Componentes Concentracdo Volume nareacao (uL) Concentracéo final
dareacéo estoque pl 1 64 102 pl 1 64 102
Agua bidestilada - 4,2 7,25 4,25 g.s.p g.s.p. g.s.p.
Tampéo de reacao 10 x 1,5 1,5 1,5 1x 1x 1x
dNTP 2,5 mM 1,2 1,2 1,2 0,2 0,2 0,2
Primer F 10 pmoles 0,45 0,45 0,45 0,3 0,3 0,3
Primer R 10 pmoles 0,45 0,45 0,45 0,3 0,3 0,3
MgCl, 10 mM 3,0 3,0 3,0 2 2 2
Enzima 5 U/MuL 0,2 0,15 0,15 1 0,75 0,75
DNA 1,25 ng/uL 4,0 1,0 4,0 5 1,25 1,25
Volume total (uL) - 15 15 15 - -—- -

O processo de amplificacdo do DNA foi realizado em termociclador

(PTC-100, MJ Research), os programas utilizados variaram conforme o loco

estudado (Tabela 8).
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Tabela 8 — Programas utilizados para amplificacdo de DNA de cada loco de
microssatélite. Em destaque estdo as temperaturas (T °) e tempos de
duragcao de cada etapa assim como o numero de ciclos utilizado para

cada loco.
Locopl 1 Loco 64 Loco 102
Etapas
T° Tempo T° Tempo T° Tempo
Desnaturacao inicial 94°C 4 95°C 3 94°C 5
Desnaturagao 94°C 45” 94°C 20" 94°C 45”
Pareamento 58°C 45” 58°C 20” 51°C 45”
Extenséo 72°C 45” 72°C 20” 72°C 20"
Extenséo final 72°C 5 72°C 5 72°C 5
Numero de ciclos 35 30 35

v" Analise eletroforética

Apos a amplificagdo do DNA das amostras, foi necessario fracionar
os fragmentos amplificados em gel de poliacrilamida desnaturante com
concentragdes de 8,5 % para o loco 102; 9% para o loco pl 1 e 9,5% para o loco 64.

Para a obtengao dos géis, foi preparada uma solugao desnaturante
estoque contendo: 110 mL de solugao Acri-Bis acrilamida 29:1, 192 g de Uréia, 40
mL de TEB 10X e agua ultrapura até completar o volume final de 400 mL. Para o
loco pl 1, o preparo do gel consistiu em 20 mL da solugdo desnaturante acrescidos
de 26 puL de TEMED, 500 uL de persulfato de potassio (solugao saturada) e 1mL de
solugdo de poliacrilamida 40 %. Para o loco 64 e 102 foi utilizado o mesmo protocolo

descrito acima modificando apenas o volume utilizado da solugdo poliacrilamida
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40%, que foi de 1,5 mL para o loco 64 e de 0,5mL para o loco 102. A eletroforese foi
realizada em cuba vertical e o tampao utilizado foi o TEB 1X diluido do TEB 10X.

Para a aplicagado no gel, 5 yL de cada uma das amostras de DNA
amplificado foram previamente desnaturados em termociclador por 10 minutos a 95
°C na presencga de 15 pL de tampao de amostra para gel desnaturante (900 uL de
bromofenol 2,5%, 900 pyL de xilenocianol 2,5 %, 900 yL de TEB 10X; 4,5 uL de
glicerol; 1,8 yL de EDTA 0,5M pH 8,0; 3,6g de sacarose e 900 pyL de formamida
75%). Apos a desnaturagdo, 10 yL de cada amostra foram aplicados em gel de
poliacrilamida.

Como marcador foi utilizada a amostra de P. lineatus numero 463
(proveniente da escada de transposi¢cao de Canoas Il) amplificada com o primer pl 1
que apresentou um perfil bem definido de bandas. Durante a corrida eletroforética
foram mantidos de 100 volts, na fonte, para os locos 64 e 102, e 110 volts para o
loco pl 1. A corrida eletroforética se estendeu por aproximadamente 6:30 horas para
o loco pl 1 e 8 horas para os demais locos.

Logo apds a corrida eletroforética o gel foi fixado por 10 min. em 100
mL de solugao fixadora (150 mL de etanol, 10 mL de acido acético e 840 mL de
agua destilada). Apds os 10 min. foi adicionado a essa solugdo 1mL de solucéo de
nitrato de prata (2g de AgNOs em 10 mL de agua destilada) por mais 5 min. A
solugdo fixadora foi descartada, e em seguida o gel foi levemente lavado em agua
corrente e submetido a 100 mL da solucéo reveladora de NaOH 40% até que a
coloracédo do gel estivesse satisfatoria. Descartada a solugao reveladora, o gel foi
entdo bem lavado em agua corrente e fixado novamente, em solugao fixadora por
mais 15 min. Para otimizagdo do processo de secagem do gel, este foi submetido a

100 mL de etanol absoluto por 3 min, para desidratagdo. Posteriormente, o gel foi
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levemente submetido a agua corrente para retomar sua coloracdo, em seguida
embebido em solugao de gelatina incolor comercial (1,5 g de gelatina incolor para 30
mL de agua destilada) e envolto em duas camadas de papel celofane até sua
secagem. Para evitar quebras no gel pela presenca de dobras e bolhas, este foi
mantido entendido através de um sistema de “bastidores” por aproximadamente 24
horas até sua secagem completa. Depois de secos, foram obtidas imagens dos géis
através de Scanner (HP Scanjet 2400) as quais foram analisadas para identificagéo
dos gendtipos de cada espécime de P. lineatus, com relagao aos locos estudados.
Com a finalidade de se obter dados comparativos entre as
populacdes de Prochilodus lineatus das duas escadas de transposi¢cao nas analises
dos locos de microssatélite foram utilizados 65 espécimes provenientes da escada

de transposicado de Canoas | e 74 de Canoas |l.

v Analises Genéticas

A andlise genética foi determinada por comparagdo dos perfis
eletroforéticos do DNA amplificado para os locos pl 1, 64 e 102 e identificagdo dos
gendtipos dos individuos analisados.

Com os dados obtidos nas analises eletroforéticas, foram calculados
por meio do programa computacional Popgene 1:31 (YEH; YANG; BOYLE, 1999) os
seguintes parametros de diversidade genética: heterozigose observada e esperada,
frequéncias alélicas, indice de fixacao de Wright (1978) (estimativa de Fis como
medida de excesso ou falta de heterozigotos), teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg
(x?), identidade e distancia genéticas de Nei (1978) e estimativa da divergéncia das

frequéncias génicas entre as populagdes através das estatisticas F (WRIGHT,
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1978). A escala proposta por Wright (1978) de classificagdo qualitativa da
diferenciagdo genética também foi utilizada como parédmetro para as analises
genéticas obtidas com o marcador microssatélite. A significancia do Fsr obtido
através do célculo das estatisticas F e a estimativa do numero de migrantes por
geracao (Nm) foram estimadas pelas mesmas formulas propostas por Black (1997) e

utilizadas para o teste Fst obtido por meio do marcador RAPD.

A diferenciagdo génica, que leva em consideragdo a distribuicao
alélica entre as populagdes e a diferenciagao genotipica que testa a distribuicdo dos
gendtipos nas diferentes populagdes foram estimadas para cada loco através da
versao on-line do software GENEPOP (RAYMOND; ROUSSET, 1995).

Conforme Castilho (in prep) a heterozigosidade observada (H,) de
um dado loco é a proporc¢éao de individuos heterozigotos observados nesse loco, ja a
heterozigosidade esperada (He) de um dado loco é calculada a partir das

freqUéncias alélicas neste loco (NEI, 1978):
k

2
1- E‘Pi , onde:

pi = a frequéncia do alelo i em um total de k alelos para o loco considerado.

O valor de H dividido pelo conjunto de locos (n) corresponde a

heterozigosidade esperada média:
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Para o calculo da estimativa da divergéncia das frequéncias génicas
entre as populagbdes foram considerados os trés indices F de Wright (1951) que
estdo inter-relacionados da seguinte forma (cf. CASTILHO, in prep):

1-Fir=(1-Fgs)(1- Fst) onde:

Fir = indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia para o conjunto de populagdes.
Mede a reducao da heterozigosidade de um individuo relativamente ao total da
populacao e reflete o efeito da consanguinidade e deriva genética;

Fis = indice de fixagdo ou coeficiente de endogamia intrapopulacional. Mede a
reducao de heterozigosidade de um individuo devida a reprodugao nao casual
dentro de uma subpopulagdo (consanguinidade), ou seja, a propor¢ao da
variancia genética de uma subpopulagdo contida num individuo. Um valor
elevado de Fsimplica um nivel consideravel de consanguinidade.

Fst = indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia entre populagdes. Mede a
reducdo de heterozigosidade devido a deriva genética dentro de
subpopulacgoes, refletindo a diferenciacdo genética entre subpopulagdes, ou
seja, é a proporgao de variancia genética de uma subpopulagao relativamente
a variancia genética total. Um valor de Fs; alto corresponde a uma

diferenciagao genética consideravel entre populagdes.

A estrutura genética das populagdes de P. lineatus provenientes das
escadas de transposig¢dao de Canoas | e Canoas Il foi investigada através da analise
de variancia molecular (AMOVA - EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992)
implementada pelo programa ARLEQUIN 3.0 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER,

2005).
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