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GALINDO, Bruno Ambrozio. Diversidade de peixes do rio Laranjinha - Alto rio Parana.
2014. 296f. Tese (Doutorado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina. 2014

RESUMO

O rio Laranjinha ¢ um importante curso d’agua do estado do Parana, apesar disto, sua
ictiofauna ainda carece de estudos que poderiam servir como base na tomada de decisdes a
respeito de sua preservacao, principalmente no contexto atual em que existe o interesse em se
construir diversos empreendimentos hidrelétricos em seu curso. O levantamento da ictiofauna
€ o primeiro passo quando se deseja preservar a biodiversidade de um ecossistema. Os
marcadores moleculares sdo muito utilizados na genética da conservacdo, dentre estes, 0s
microssatélites e o marcador mitocondrial D-loop vém se destacando em estudos
populacionais. O presente trabalho buscou realizar um levantamento da biodiversidade de
peixes do rio Laranjinha, considerando tanto o nivel especifico, como o nivel molecular.
Foram registradas 103 espécies, e destas, trés tiveram sua diversidade genética analisada por
meio de marcadores moleculares, Brycon nattereri, uma espécie ameacada de extin¢do, que
apesar de apresentar bons niveis de diversidade genética, mostrou evidéncias de um declinio
populacional no passado; Prochilodus lineatus, um peixe migrador, que permitiu comprovar a
existéncia de fluxo génico entre os rios Paranapanema e Laranjinha; Hypostomus
ancistroides, uma espécie ndo migradora, que revelou a divisdo das populacdes desta espécie
em dois grupos ao longo do rio Laranjinha: alto/médio e baixo Laranjinha. Fica evidente a
importancia deste rio pela presenca de um grande nimero de espécies, que incluem, espécies
ameacadas de extin¢do e migradoras, também, por abrigar niveis satisfatorios de diversidade
genética para as espécies estudadas. Assim, espera-se que estes aspectos da biodiversidade de
peixes possam ser considerados em futuras decisdes que envolvam a preservagéo deste rio.

Palavras-chave: Biodiversidade. Ictiofauna. Marcadores moleculares. Genética de
populagdes.



GALINDO, Bruno Ambrozio. Fish diversity from the Laranjinha River - Upper Parana
River. 2014. 296p. Thesis (Ph.D. in Genetics and Molecular Biology) — State University of
Londrina, Londrina. 2014

ABSTRACT

The Laranjinha River is an important watercourse in the state of Parana. Nevertheless, its fish
populations still lack studies that could provide a basis for making decisions regarding its
preservation, especially in the current context, where there is interest in constructing several
hydroelectric dams along its course. The inventory of fish populations is the first step for
preserving biodiversity within an ecosystem. Molecular markers are widely used in
conservation genetics. Among these, microsatellites and the mtDNA marker D-loop have
been gaining prominence in population studies. The present study aims to conduct an
inventory to determine the biodiversity of fish in the Laranjinha River, considering both the
specific and the molecular level. Among the 103 species recorded, three had their genetic
diversity analyzed using molecular markers: Brycon nattereri, a threatened species, which,
despite showing good levels of genetic diversity, showed evidence of a demographic decline
in the past; Prochilodus lineatus, a migratory fish, whose analysis confirmed the existence of
gene flow between the Paranapanema and Laranjinha rivers; Hypostomus ancistroides, a
sedentary species, which showed the division of populations of this species in two groups
along the Laranjinha River: high/medium and lower river course. The importance of this
river is evidenced by the presence of a large number of species, which include endangered
and migratory fish, and because it harbors satisfactory levels of genetic diversity within the
studied species. Thus, it is expected that such fish biodiversity aspects are considered in future
decisions involving the preservation of this river.

Keywords: Biodiversity. Fish populations. Molecular markers. Population genetics.
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1 INTRODUCAO

O rio Laranjinha comp6e uma importante bacia hidrogréfica do norte do Estado
do Parana, com aproximadamente 350 km de extensdo, sendo o principal afluente do rio
das Cinzas, o qual, que por sua vez, desdgua na represa de Capivara, formada pelo rio
Paranapanema. A importancia da bacia do rio das Cinzas vem sendo inferida por
diversos autores que a apontam como uma possivel rota migratoria de diversas espécies
de peixes, e como tal, fundamental para a manutencdo das populacdes de diversas
espécies de peixes do médio Paranapanema (DIAS et al., 2004; HOFFMANN, ORSI e
SHIBATTA, 2005; PAULA, 2006; LOPES et al.,, 2007; VIANNA e NOGUEIRA,
2008; ORSI, 2010). O rio Laranjinha possui apenas um pequeno barramento, a
aproximadamente 100 km de sua foz, construido na metade do século passado, e em
2006 foi construida uma escada de transposicdo para peixes neste local (SCHWARTZ,
2006). Desta forma, apesar deste pequeno barramento, o rio Laranjinha na maior parte
de seu percurso mantém caracteristicas Ioticas. No entanto, este cenario pode mudar
drasticamente nos préximos anos, pois tramitam atualmente na Agéncia Nacional de
Energia Elétrica (ANEEL) diversos projetos que objetivam a implantacdo de PCHSs
(Pequena Central Hidrelétrica) na bacia do rio das Cinzas, inclusive no rio Laranjinha
(ANEEL, 2013)

E um senso comum que a constru¢do de barramentos nos rios e o controle das
cheias estdo entre os principais fatores que promovem a perda de diversidade em
ecossistemas aquaticos continentais (VRIJENHOEK, 1998; DUDGEON et al., 2006;
LEVEQUE et al., 2008; GEIST, 2011) este cenario pode ser igualmente considerado
para o Brasil (AGOSTINHO, THOMAZ e GOMES, 2005).

O termo biodiversidade refere-se as diferentes formas de vida existentes, ou seja,
as diversas espécies, as populacbes de cada espécie e a diversidade genética dentro e
entre estas populagdes (FREELAND, 2005; FRANKHAM, BALLOU e BRISCOE,
2010). A diversidade genética, que constitui a base da biodiversidade, pode ser
interpretada como a variagdo genética dentro das espécies ou, de uma maneira mais
abrangente como a variacdo genetica dentro de ecossistemas inteiros (GEIST, 2011)

O primeiro passo para se conservar a biodiversidade de uma area é a realizacdo

de um inventéario para conhecermos as espécies que habitam uma determinada area
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(SIMIC et al., 2007). Em seguida, para acessar a biodiversidade das espécies em nivel
molecular, os estudos em genética da conservacdo fazem uso de marcadores
moleculares, que séo ferramentas extremamente Uteis para o desenvolvimento de planos
de manejo mais adequados para populac6es naturais de peixes neotropicais (PIORSKI,
2008).

Estudiosos de ecossistemas de agua doce reconhecem que modificacBes brutas
em habitats de 4gua doce constituem ameagas a biodiversidade, entretanto as evidéncias
empiricas sdo insuficientes para convencer alguns legisladores. Nés necessitamos de
estudos provando o 6bvio, como por exemplo, que uma populacdo de uma espécie de
peixe migrador sera afetada se conexdes laterais ou longitudinais forem cortadas
(ABELL, 2002).

Os marcadores microssatelites séo repeticdes em tandem de pequenas sequéncias
de 1 a 6 bases (OLIVEIRA et al., 2006), codominantes e de heranca mendeliana,
amplamente dispersos pelos cromossomos, (DeWOODY e AVISE, 2000) com elevadas
taxas de mutacdo (YUE, DAVID e ORBAN, 2007). Outros marcadores, com
caracteristicas bem diferentes, sdo aqueles presentes no DNA mitocondrial, estes tém se
tornado muito populares devido a auséncia de recombinacdo, heranca matrilineal, altas
taxas de mutacdo, pequeno tamanho efetivo populacional e pela disponibilidade de
primers universais (FREELAND, 2005). O uso conjunto destas técnicas além de
diagnosticar os niveis atuais da diversidade genética, podem elucidar os eventos

evolutivos que a moldaram até o estado presente.

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo realizar um levantamento da
diversidade de peixes, e no caso de algumas espécies, analisar a diversidade até o nivel
molecular, na tentativa de compreender a distribuicdo desta diversidade genética ao
longo do rio. Paralelamente, foi montado um banco de tecidos para todas as espécies
coletadas no rio, o que garante um registro histérico do momento atual da diversidade

de peixes do rio Laranjinha, desde o nivel de espécies até o nivel molecular.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Historico de barramentos no rio Paranapanema

O rio Paranapanema é um dos principais afluentes da margem esquerda do rio
Parana (Figura 1), possuindo em sua calha principal 11 usinas hidrelétricas (UHE), no
sentido de sua foz para sua nascente séo elas: UHE Rosana (1986), UHE Taquarugu
(1989), UHE Capivara (1978), UHE Canoas | (1999), UHE Canoas Il (1999), UHE
Salto Grande (1958), UHE Ourinhos (2005), UHE Chavantes (1971), UHE
Paranapanema (1932), UHE Piraju (2002), UHE Jurumirim (1962). Estas usinas juntas
possuem uma capacidade de geracdo de 2.386.756 kW, o0 que representa
aproximadamente 2,8% da hidroeletricidade gerada em todo Brasil (BIG, 2013). O rio
Paranapanema, assim como a maioria dos tributarios do rio Paranad (Grande, Paranaiba,
Tieté e Iguacu), foi transformado em uma sucessdo de lagos artificiais (LOPES et al.,
2007; PETRERE JR, 1996). Neste sistema apenas cinco barragens possuem escadas de
transposicdo para peixes, as barragens de Canoas | e Il, Ourinhos, Paranapanema e
Piraju (LOPES et al., 2007; ARCIFA, ESGUICERO, 2012; COMPANHIA
BRASILEIRA DE ALUMINIO, 2013; SANTA CRUZ GERACAO DE ENERGIA,
2013).

O reservatorio de Capivara localiza-se entre os reservatorios de Taquarugu e
Canoas |, respectivamente a sua jusante e montante. Anteriormente a implantacdo do
complexo UHE Canoas | e Il em 1999, havia um grande trecho de rio livre de
barramento, aproximadamente 200 km, que preservava caracteristicas loticas, com o
término da construcdo do complexo Canoas 0s Unicos trechos l6ticos da represa de
Capivara restringiam-se aos seus principais tributarios os rios das Cinzas e Tibagi
(VIANNA e NOGUEIRA, 2008). Ao contrario do que ocorre na represa de Capivara,
no trecho compreendido entre a UHE de Canoas | e a UHE de Salto Grande ndo existe
nenhum grande tributario, portanto, os peixes adultos que ascendem as escadas de
Canoas | e Il podem ter grandes dificuldades em se reproduzir, ainda, precisamos
considerar a ocorréncia de pesca predatdria ilegal e em grande intensidade a jusante da
barragem de Salto Grande (LOPES et al., 2007; RAMOS et al., 2012).
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2.2 Rio Laranjinha

O rio Laranjinha tem sua nascente localizada no municipio de Ventania (PR)
(24°15'8,55"S / 50°12'1,35"0), a aproximadamente 1000 m acima do nivel do mar, e
sua foz (23°1'53,90"S / 50°26'51,90"0) na divisa entre os municipios de Bandeirantes e
Santa Mariana, também no estado do Parana a aproximadamente 346 m do nivel do
mar. Com uma extensdo de aproximadamente 350 km em suas sinuancias, constitui o
principal afluente do rio das Cinzas, o qual, por sua vez, desdgua na represa de Capivara
localizada no rio Paranapanema (Figura 1). O rio Laranjinha esté localizado na Bacia
Sedimentar do Parand, sua nascente e foz localizam-se, respectivamente, no Segundo e

Terceiro planaltos paranaenses (SANTOS et al., 2006).
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Figura 1 — Mapa parcial do sistema do Alto rio Parana. Tridngulos amarelos
representam as usinas localizadas no rio Paranapanema: A: UHE Rosana, B: UHE
Taquarucu, C: UHE Capivara, D: UHE Canoas I, E: UHE Canoas Il, F: UHE Salto
Grande, G: UHE Ourinhos, H: UHE Chavantes, I: UHE Paranapanema, J: UHE Piraju,
K: UHE Jurumirim. * UHE que possui escada de transposicdo para peixes. (FONTE: do

autor).

Apesar de sua importancia, a bacia do rio Laranjinha nunca teve sua diversidade
de peixes inventariada por completo. Vianna e Nogueira (2008) coletaram em um Gnico
trecho do rio Laranjinha durante um trabalho sobre o ictioplancton e fatores
limnoldgicos do rio das Cinzas. Adicionalmente, dois tributarios do rio Laranjinha
também ja foram inventariados, o ribeirdo do Penacho (COSTA et al., 2013a) e o

ribeirdo Agua das Araras (COSTA et al., 2013b).
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O rio das Cinzas, segundo Vianna e Nogueira (2008), vem sofrendo algumas
perturbagdes que, consequentemente, afetam a qualidade de sua &gua, tais como, uso
irregular do solo, atividades agricolas, simplificacdo de suas matas riparias, langcamentos
de efluentes industriais, extracdo de areia entre outras. Ainda, segundo estes autores,
devido a similaridade limnoldgica entre o rio das Cinzas e o baixo rio Laranjinha, é

possivel que o rio Laranjinha venha sofrendo impactos da mesma natureza.

Apesar disto, fortes evidéncias jd apontam o rio Laranjinha como um corpo
d’agua de grande importancia para a regido, por exemplo, Vianna e Nogueira (2008)
coletaram larvas de Siluriformes e Characiformes, e capturaram peixes com gonadas
maduras na foz do rio Laranjinha, o que séo fortes evidéncias de sua importancia para a
reproducdo de peixes do baixo Paranapanema, papel este que ja havia sido destacado
anteriormente por diversos autores (DIAS et al, 2004; HOFFMANN, ORSI e
SHIBATTA, 2005; PAULA, 2006; LOPES et al., 2007; VIANNA e NOGUEIRA,
2008; ORSI, 2010).

O rio Laranjinha possui apenas uma PCH (Pequena Central Hidrelétrica)
chamada “Usina da Corredeira” em sua por¢ao média (23°24'53,06"S / 50°27'8,60"0),
este barramento foi construido entre 1956 e 1960. Entretanto, devido a problemas
técnicos, a referida usina jamais entrou em operacdo. Quase meio século ap6s o inicio
da sua construcdo foi implantada em 2006 uma escada de transposicao de peixes junto a
esta PCH (Figura 2) (SCHWARTZ, 2006). Outro fato a ser destacado é existéncia de
diversos projetos em tramite na ANEEL objetivando a implantacdo de 10 PCHs na
bacia do rio das Cinzas, sendo seis no rio Laranjinha e quatro no rio das Cinzas
(ANEEL, 2013) (Figura 3).
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Figura 2 — Usina da Corredeira no rio Laranjinha (23°24'53.06"S / 50°27'8.60"0), a
barragem possui aproximadamente 5m de altura. A seta amarela indica a escada de
transposicdo inaugurada em 2006. (FOTOS: do autor).
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Figura 3 — Empreendimentos tramitando na ANEEL, atualizado em dezembro de 2012.
(FONTE: I1AP — Intituto Ambiental do Parand).
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2.3 Biodiversidade

A expressdo diversidade bioldgica sempre trouxe a ideia do conjunto da
variabilidade ecoldgica, mensurada pelo nimero de espécies de uma comunidade e suas
interagdes, e diversidade genética, fundamentalmente a diversidade de alelos no varios
locos de uma espécie (SOLE-CAVA e CUNHA, 2012)

O termo biodiversidade refere-se as diferentes formas de vida que habitam nosso
planeta, incluindo nimero de espécies e suas populacOes, diversidade genética dentro e
entre estas populagdes (FREELAND, 2005; FRANKHAM, BALLOU, BRISCOE,
2010).

Compreendendo a verdadeira extensdo do termo biodiversidade, fica mais
evidente a atual “Crise da Biodiversidade” que atravessamos. As atividades humanas
tém provocado direta ou indiretamente uma reducdo muito rapida da biodiversidade; a
dimensdo do problema é tao grande que ja é chamada da “Sexta Extin¢do”, pois a
magnitude alcancada € comparavel as outras cinco extingdes em massa que NOSSO
planeta ja passou, registrada por meio do registro fossilifero (FRANKHAM, BALLOU
e BRISCOE, 2010)

O primeiro passo para se conservar a biodiversidade de uma area ¢ a realizacao
de um inventéario para conhecermos as espécies que habitam uma determinada area. Em
seguida, deve-se avaliar e classificar as espécies segundo seu nivel de ameaca,
baseando-se nos critérios do IUCN (World Conservation Union) e de 6rgaos
regulamentadores locais. O simples fato de algumas espécies constarem em alguma
destas listas representa uma ameaca de extin¢do global ou local, e que a area em questao

necessita de medidas apropriadas para sua conservacdo (SIMIC et al., 2007).

Segundo Abell (2002), as pesquisas basicas, onde certamente se enquadram 0s
inventarios, sdo de fundamental importancia, pois ainda que ndo possam impedir a
construcdo de novos empreendimentos sua informac6es auxiliam na avaliacdo dos seus

efeitos e podem influenciar decisdes futuras.

A falta de conhecimento sobre a biodiversidade de ecossistemas de agua doce
em regides tropicais limita tanto as tentativas de se quantificar a crise da biodiversidade
destes ambientes, como, a capacidade de resolvé-la. O conhecimento desta

biodiversidade é fundamental, pois a documentacdo dos declinios e extin¢Bes, bem
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como o entendimento de suas causas sdo fundamentais para o desenvolvimento de

estratégias efetivas de conservagdo da biodiversidade (DUDGEON et al. 2006).

Geist (2011) ressalta que hd um senso comum no qual a riqueza de espécies é
tomada como principal medida de biodiversidade, porém o autor propée um conceito
mais sofisticado de biodiversidade que expande a definicdo desta além do nivel de
espécies e abrange uma gama maior de diversidades, incluindo desde ecossistemas
inteiros, habitats e ecotonos, suas comunidades biologicas e espécies até a variacdo
dentro das espécies no nivel fenotipico e genético. A diversidade genética, que constitui
a base da biodiversidade, pode ser interpretada como a variacdo genética dentro das
espécies ou, de uma maneira mais abrangente como a variagdo genética dentro de

ecossistemas inteiros (Figura 4).

Diversidade de Ecossistemas
Diversidade fisica e quimica de ecotonos e “
habitats em oceanos, lagos e rios

Diversidade de Comunidades e Espécies
Diversidade das comunidades bioldgicas e espécies, “
por exemplo, 0 niumero de espécies em um rio

Diversidade Intraespecifica
Diversidade de populagdes e variagao fenotipica “
dentro das espécies, incluindo variagao comportamental

Diversidade Funcional

Diversidade de fungbes ecologicas realizadas e nichos,
por exemplo, a diversidade de vias de degradagao de poluentes

Diversidade Genética
Variacao genética dentro dos individuos ou populagdes, “
a diversidade genética de ecossistemas inteiros

Figura 4 - Niveis hierdrquicos da biodiversidade em ecossistemas aquaticos.
(Modificado de GEIST, 2011).

Atualmente a conservagdo da biodiversidade é um tema popular. Com o
aumento incontrolado da populacdo humana, habitats de diversos grupos de animais
estdo sendo destruidos, levando ao declinio populacional e eventual extingdo de suas

populagdes. Por meio do manejo de populagcdes o endocruzamento pode ser prevenido
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através da manutencdo dos tamanhos populacionais acima de um nivel critico, com
regular observacdo dos niveis de heterozigosidade e com acasalamentos que maximizem
a variabilidade genética e minimizem os endocruzamentos (BARROSO et al., 2005).

Conflitos entre a necessidade de desenvolvimento econdémico e a conservagéo
ambiental estdo entre as principais agendas em muitos paises no hemisfério sul. Peixes
sdo ainda um importante recurso econémico para muitas comunidades locais e a
conservacao dos recursos genéticos dos peixes de agua doce é fundamental em qualquer
plano de desenvolvimento. Para atingir estes objetivos, esfor¢os precisam ser feitos para
gerar dados mais precisos sobre a estrutura genética populacional que pode ser aplicada
em qualquer estratégia de conservacgdo biolégica (OLIVEIRA, FORESTI e HILSDORF,
2009).

Informacdes sobre a biodiversidade de espécies e habitats sdo apontadas por
Abell (2002) como critérios para se elencar locais que devem ser prioridades para a
conservacdo de ambientes de agua doce.

Os ecossistemas de agua doce sdo apontados como detentores de grande
diversidade representando uma grande porcentagem de animais, plantas e
microrganismos, entretanto, uma boa parte desta biodiversidade permanece ainda
subestimada e/ou desconhecida (AGOSTINHO, THOMAZ e GOMES, 2005;
DUDGEON et al.,, 2006; BALIAN et al., 2008). Apesar de que em vertebrados a
diversidade e distribuicdo sdo melhores conhecidas do que em outros grupos, ainda sdo
descobertas novas espécies regulamente (BALIAN et al., 2008)

Apesar de haver um consenso de que a biodiversidade documentada esta
subestimando a realidade, um levantamento global de animais de dgua doce apontou a
existéncia de aproximadamente 126.000 espécies, 0 que representa 9,5% do nldmero
total de espécies reconhecidas globalmente. No entanto, como estes ambientes
representam apenas 0,01% da superficie total do planeta fica evidente que uma fracéo
desproporcional da biodiversidade global habita nestes ecossistemas. Deste montante
14,5% sdo vertebrados. A regido Neotropical é onde o grupo dos vertebrados é mais
diverso com aproximadamente um terco (6.041 espécies) das 18.235 existentes descritas
para agua doce (Figura 5). Destes vertebrados, 69% sdo peixes, e este numero
representa, aproximadamente 45% das espécies de peixes que vivem em agua doce. A

regido Neotropical também apresenta os maiores indices de endemismo para
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vertebrados, e novamente principalmente representados por peixes (BALIAN et al.,
2008).

NT
6041 /974

Figura 5 — Distribuicdo espécies / géneros de vertebrados de agua doce por regides
zoogeograficas. Numeros incluem estritamente peixes de agua doce, anfibios,
mamiferos, repteis e aves aquaticas. PA — Regido Paleartica, NA — Regido Neartica, NT
— Regido Neotropical, AT — Regido Afrotropical, OL — Regido Oriental, AU — Regiéo
Australaria, PAC — Regido das Ilhas Oceéanicas do Pacifico, ANT — Regido Antartida
(FONTE: BALIAN et al., 2008).

O ambiente de agua doce, e por consequéncia sua biodiversidade, pode ser o
ecossistema mais ameacado do mundo. Uma das razdes de sua vulnerabilidade a acdes
humanas e mudangas ambientais, € a riqueza desigual de aguas interiores como habitat
para plantas e animais. Isto se confirma, pois aproximadamente um ter¢o das espécies
de vertebrados habitam estes ambientes. Uma consideravel variacdo na biodiversidade
entre bacias e altos graus de endemismo de peixes e outros grupos de vertebrados
aumentam ainda mais o desafio de conservacdo da biodiversidade de agua doce
(DUDGEON et al., 2006).

As principais ameacas a biodiversidade aquatica apontadas por diversos autores
sdo: poluicdo, destruicdo e degradacdo do habitat, construcdo de barramentos, alteracéo
no fluxo natural da agua, introducdo de espécies exoticas, sobre-exploracdo (Figura 6)
(VRIJENHOEK, 1998; AGOSTINHO, THOMAZ e GOMES, 2005; DUDGEON et al.,
2006; LEVEQUE et al., 2008; GEIST, 2011). Por todos estes motivos, diversos

pesquisadores vém defendendo que os ambientes aquaticos, em especial os de agua
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doce estdo entre 0s mais ameagados, e consequentemente sua biodiversidade vem sendo
perdida em maiores taxas (ABELL, 2002; DUDGEON et al., 2006; GEIST, 2011).

Sobre-

= Poluicao da
exploracao K

Agua

Modificacao Degradacgao de
no Fluxo Habitat

Invasao de
Espécies

Figura 6 — As cinco maiores categorias de ameagas e seus impactos ou potenciais
impactos interativos na biodiversidade de agua doce. (Modificado de DUDGEON et al.,
2006).

A preservacdo da biodiversidade de agua doce é realmente um dos maiores
desafios atuais, por uma série de questbes particulares destes ambientes, como sua
condi¢ao de “recebedor” de efluentes oriundos do uso da terra, bem como suas altas
taxas de endemismo o que impede a reposicdo de suas espécies. Para a preservacdo de
um determinado local, ndo basta preservar pontualmente o ambiente aquatico,
propriamente dito, uma vez que este é resultado de uma série de interacBes e pode ser
influenciado pela rede de drenagem a montante, pelas areas terrestres vizinhas de
determinado local e sua mata ciliar, bem como por trechos a jusante quando se tratar de
migracio de fauna aquatica (DUDGEON et al., 2006; LEVEQUE et al., 2008).
Portanto, se quisermos uma acdo efetiva de conservacdo, dentre outras coisas, é
necessario o reconhecimento da bacia hidrografica como unidade de gestdo focal, ndo
podemos pensar pontualmente, mas sim na bacia hidrografica como um todo
(DUDGEON et al., 2006).

E imprescindivel para a preservagio da biodiversidade e exploracio sustentavel
que pesquisadores e “tomadores de decisdes” tenham a sua disposicdo informagdes

disponiveis em uma base de conhecimentos sobre levantamentos de biodiversidade,
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incluindo a distribuicdo de espécies, requisitos das espécies, processos ecoldgicos e
funcionamento dos ecossistemas (AGOSTINHO, PELICICE e GOMES, 2008).

Fica evidente que ha uma falta de comunicacdo entre a comunidade cientifica e
0s 6rgdos governamentais, gestores e fiscalizadores. As acGes de manejo de recursos
aquaticos, e no caso dos peixes de agua doce, 0S insucessos nos programas de
estocagens e na instalacdo de mecanismos de transposicdo deixam clara esta situacao
conforme apontado por Agostinho e colaboradores (2005). Neste contexto é
fundamental que haja uma mudanca de mentalidade e comportamentos dos gestores
publicos e dos governos sobre o papel dos ecossistemas de agua doce e de sua
importancia para a preservagdo da biodiversidade. Questdes como, aumentar a
proporcao de pessoas com acesso a dgua e saneamento basico ndo podem ocultar o fato
de que neste momento a biodiversidade e os recursos biologicos de aguas interiores
estdo enfrentando ameacas sem precedentes, impulsionadas pelo crescimento das
ameacas oriundas de atividades humanas (DUDGEON et al.,, 2006). De maneira
analoga, a necessidade de crescimento econdémico, quase sempre associada de maneira
inerente ao aumento pela demanda energética, ndo pode justificar os danos e a ameacas
de empreendimentos hidrelétricos, por exemplo, sobre a biodiversidade dos

ecossistemas aquaticos.

Certamente, sdo urgentes acdes que possibilitem preservar rios e lagos ainda
intactos como grandes areas de preservacdo onde ainda existe esta oportunidade.
Entretanto, mesmo que a preservacdo destes ambientes e sua biodiversidade ainda seja
uma prioridade, é preciso reconhecer que ambientes parcialmente degradados podem
também conter uma parte importante de sua biodiversidade original. De fato, a protecédo
de um ou poucos corpos d’agua ndo pode preservar toda a biodiversidade de uma
regido, ou mesmo uma porc¢ao significativa dentro dela (DUDGEON et al., 2006). N&o
adiantaria incumbir a uma reserva pontual a esperanca de se preservar a biodiversidade
de todo um ecossistema, desta maneira, ainda que estejam sofrendo com algum tipo de
acdo antrdpica nenhum ambiente deve ser descartado, ou considerado insignificante
para a preservacdo da biodiversidade e devem fazer parte de projetos ou programas que

tenham este foco.
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2.4 Diversidade de Peixes no Mundo, no Brasil e no Alto Rio Parana

Os peixes, certamente constituem o grupo mais diversificado de vertebrados, com
aproximadamente 28.000 espécies, representam mais de 50% das espécies e cinco das
nove classes de vertebrados. Destas, mais de 12.000 espécies sdo peixes de agua doce
(REIS et al., 2003; LEVEQUE et al., 2008; BALIAN et al., 2008; HICKMAN Jr et al.,
2013).

Atualmente estima-se que existam cerca de 6.000 espécies de peixes de dgua doce
na regido Neotropical (REIS et al., 2003); considerando apenas espécies validas existem
mais de 4.000 espécies (Figura 7) (LEVEQUE et al., 2008) . No Brasil, particularmente,
0 numero de especies de peixes de agua doce estd em torno de 2.587 (BUCKUP et al.,
2007).
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Figura 7 — Mapa das diferentes regides biogeograficas ilustrando a diversidade de
peixes de dgua doce no mundo. Os valores representam o nimero de espécies / géneros
por regibes zoogeograficas. PA — Regido Paleartica, NA — Regido Neartica, NT —
Regido Neotropical, AT — Regido Afrotropical, OL — Regido Oriental, AU — Regido
Australaria, PAC — Regido das Ilhas Oceénicas do Pacifico, ANT — Regido Antartida
(FONTE: LEVEQUE et al., 2008).

O Brasil, apesar de possuir uma das maiores faunas de peixes dulciculas do
mundo, representando quase 22% das espécies existentes, ainda possui bacias
hidrogréficas ndo inventariadas o que dificulta a obtencdo de uma estimativa mais
precisa do numero de espécies existentes (AGOSTINHO, THOMAZ E GOMES, 2005)
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E impressionante como os ambientes de agua doce que recobrem apenas 1% da
superficie da Terra possuem o nUmero estimado de 13.000 espécies de peixes
estritamente dulcicolas, enquanto que os ambientes marinhos, que chegam a recobrir
70% da superficie do planeta, possuem aproximadamente 16.000 espécies, ou seja,
nimero este relativamente muito inferior (LEVEQUE et al., 2008).

A grande diversificacdo dos peixes em ambientes de dgua doce, deve-se em
parte ao isolamento geografico ocasionado pela distribuicdo em bacias hidrograficas
relativamente isoladas, a radia¢do local e a “barreira salgada”, esta Ultima intransponivel
para a grande maioria das espécies estritamente dulcicolas. Estas imposi¢fes limitam o
fluxo génico e levam a uma consideravel variagdo inter bacia na biodiversidade e altos
graus de endemismo (DUGEON et al., 2006).

O isolamento geografico e posterior isolamento reprodutivo podem conduzir a
formacdo de novas espécies (FUTUYMA, 1992) e podem elevar a variagdo
intraespecifica interbacia para o nivel de variagéo interespecifica, surgindo assim uma

espécie nova para uma localidade estrita.

Ainda existem grandes lacunas de conhecimento, tanto geograficas, como
taxonébmicas, devido a falta de inventarios da biodiversidade de agua doce,
especialmente nas regides tropicais onde sabidamente hd maior diversidade de espécies.
Em se tratando de riqueza e endemismo o0s hotspots frequentemente localizam-se em
areas pouco estudadas, como por exemplo, a regido Neotropical (DUDGEON et al.,
2006; BALIAN et al., 2008; LEVEQUE et al., 2008).

No Brasil, ainda existem muitas drenagens ndo inventariadas, e mesmo em
drenagens bem conhecidas geralmente apenas a calha principal foi sistematicamente
estudada, enquanto muitos de seus afluentes de menor porte permanecem sem estudos
(AGOSTINHO, THOMAZ, e GOMES, 2005; LANGEANI et al., 2007; GALVES,
SHIBATTA e JEREP, 2009). Ainda, se desejamos conhecer a diversidade de peixes de
uma determinada bacia ndo podemos nos ater apenas a calha principal, precisamos
também buscar informacdes em pequenos tributarios pois estes abrigam sabidamente
uma parte importante da diversidade (COSTA et al., 2013a). A Figura 8 revela grandes
lacunas de inventarios ictiofaunisticos no sistema do Alto rio Parana, que é certamente a
drenagem brasileira melhor estudada, destacamos neste caso a bacia do rio das Cinzas,

que até a realizagdo do presente estudo carecia de levantamentos mais abrangentes de
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sua ictiofauna, que ja havia sido parcialmente inventariada por Hoffmann, Orsi e
Shibatta (2005), Vianna e Nogueira (2008) e Orsi (2010).
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Figura 8 — Localizacdo dos principais estudos de diversidade ictia realizados no Alto
rio Parana. Seta vermelha aponta a bacia do rio das Cinzas, onde ainda nao se apontava
a existéncia de estudos de diversidade ictia. MS — Estado do Mato Grosso do Sul, GO —
Estado de Goiés, MG — Estado de Minas Gerais, SP — Estado de S&o Paulo, PR — Estado
do Parana (FONTE: Modificada de GALVES, SHIBATTA e JEREP, 2009).

Em relacdo a ictiofauna, a Provincia Paranaense € uma das 10 provincias da
América do Sul, inclui principalmente os rios costeiros da Argentina central, a bacia do
rio da Prata e a bacia do rio Sdo Francisco no Brasil, esta provincia possui
aproximadamente 847 espécies das quais 517 sdo endémicas, ficando atrds apenas da

provincia Amazonica em riqueza e endemismo (LEVEQUE et al., 2008).
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2.5 Diversidade Peixes Bacia do Cinzas

Como dito, o rio Laranjinha esta inserido na bacia do rio das Cinzas que por sua
vez, desdgua no rio Paranapanema e, portanto, faz parte do sistema do Alto rio Parana.
O rio Parang, o qual é formado pela juncdo dos rios Grande e Paranaiba, é o décimo
maior rio do planeta (extensdo de 4.695 km e area de drenagem de 2,8x10%ha) e o
segundo maior em extensdo da América do Sul. Possui a ictiofauna mais estudada da
América do Sul e localiza-se em uma das regibes mais densamente povoadas,
urbanizadas e industrializadas do pais; concomitantemente ao aumento da demanda por
agua, os usos de consumo, agricultura e pecudria intensos (principalmente com manejo
inadequado do solo), uso intenso de agroquimicos, eliminacdo de vegetacdo riparia e a
introducdo de espécies tém comprometido a qualidade da agua na maioria dos
tributarios do Alto rio Parana. Consequentemente, a agua desta bacia esta tornando-se
inadequada para 0 uso humano, e vem tornando limitada sua capacidade de suporte para
vida aquatica. As barragens, que estdo entre as atividades humanas mais danosas nesta
bacia, tem afetado os principais cursos de rios, especialmente na metade superior do rio
Parand (AGOSTINHO e GOMES, 2005, GRACA e PAVANELLI, 2007;
AGOSTINHO, PELICICE e GOMES, 2008).

A regido denominada Alto rio Parana (Figura 9), compreende o terco superior da
bacia do rio Parana; anteriormente a formacdo do lago de Itaipi, compreendia a regido
acima do Salto de Sete-Quedas, atualmente a regido do Alto rio Parana é considerada o
trecho acima da usina hidrelétrica de Itaipt (AGOSTINHO e GOMES, 2005; GRACA e
PAVANELLI, 2007). Segundo Castro e colaboradores (2003), a drenagem do Alto rio
Paran4, compreende uma area de aproximadamente 900.000 km?, incluindo a porcéo
norte do estado do Parand, sul do Mato Grosso do Sul, pequena area do Paraguai, que
faz divisa com o Mato Grosso do Sul, a maioria do estado de S&o Paulo localizada a

oeste da Serra do Mar, sul de Minas Gerais e sul de Goias.

Em uma revisdo recente baseada em dados de publicacdes cientificas, de
colecBes e mesmo em novas coletas, foram identificadas para a regido do Alto rio
Paranad 310 espécies de peixes pertencentes a 11 ordens e 38 familias, com 80% destas
espécies pertencendo as ordens Siluriformes e Characiformes. Ainda, soma-se a este
namero, pelo menos, 50 espécies novas que aguardam descri¢do, sendo a maioria destas

espécies de riachos e cabeceiras de rios. Entretanto, este nimero de espécie esta ainda
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seguramente subestimado, uma vez que espera-se para o Alto rio Parana a descoberta de
novos tadxons, ou mesmo o desmembramento de algumas espécies anteriormente tidas
como de ampla distribuicdo (LANGEANI, et al., 2007). Assim, mesmo em regides tao
bem estudadas como o sistema do Alto rio Parand ainda existem lacunas de localidades
que carecem de inventarios ictiofaunisticos (GALVES, SHIBATTA e JEREP, 2009).

\

Figura 9 — Sistema do Alto rio Parana (Vermelho) e bacias vizinhas do Paraguai e
Baixo Parana (Azul) Araguaia/Tocantis (Verde), Sdo Francisco (Amarelo) e rios
Costeiros (preto). (FONTE: LANGEANI et al., 2007).

Uma porcdo significativa das espécies relatadas para o Alto rio Parana é
constituida por espécies ndo nativas da bacia, ou seja, 74 do total de 310 espécies.
Segundo os autores, uma das vias para a introducdo destas espécies na bacia foi
possivelmente a dispersdo a partir do Baixo rio Parana, apds o enchimento do lago de
Itaipt que submergiu o Salto de Sete-Quedas; anteriormente, este dividia o Alto e Baixo
rio Parana. Também deve-se destacar o papel dos escapes de pisciculturas, aquariofilia e
pesca esportiva como via de entrada de algumas destas espécies na bacia (LANGEANI
et al., 2007; AZEVEDO-SANTOS, RIGOLIN-SA e PELICICE, 2011)

A bacia do rio das Cinzas apesar de sua importancia regional nunca havia sido
inventariada por completo; entretanto, pontualmente alguns trabalhos ja haviam

documentado parcialmente sua ictiofauna. Hoffmann, Orsi e Shibatta (2005) realizaram
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um levantamento da diversidade de peixes no reservatorio de Capivara, e das 67
espécies capturadas 62 ocorriam na foz do rio das Cinzas, incluindo-se nesta listagem
espécies migradoras como Salminus brasiliensis, Prochilodus lineatus, Leporinus
elongatus e Schizodon altoparanae; a foz do rio das Cinzas também apresentou 0s
maiores indices de diversidade sinalizando para a importancia deste rio no sistema do
médio rio Paranapanema. Alguns anos mais tarde, Vianna e Nogueira (2008)
conduziram um trabalho em oito pontos amostrais no rio das Cinzas e um na foz do rio
Laranjinha, estudando ovos e larvas, parametros limnolégicos e também coleta de
peixes juvenis e adultos, os autores registraram 57 espécies de peixes. Coletando apenas
na foz do rio das Cinzas Orsi (2010) também encontrou 77 espécies das 79 registradas
por ele para o reservatdrio de Capivara. No entanto, em comparacgéo a rios semelhantes,
como o rio Tibagi, para o qual ja foram registradas 110 espécies (SHIBATTA, 2002),
podemos imaginar que o nimero de espécies para a bacia do rio das Cinzas ainda €
subestimado. Galves, Shibatta e Jerep (2009) chamam a atencdo para a importancia de
se conduzirem estudos complementares em areas que eventualmente ja tenham sido
inventariadas em algum nivel. Particularmente no caso do rio Laranjinha, apesar da foz
deste rio ter sido amostrada por Vianna e Nogueira (2008), estes autores ndo qualificam
sua ictiofauna separadamente, justificando, assim, a realizacdo de maiores estudos sobre

a ictiofauna deste importante rio da bacia do rio das Cinzas.

2.6 Genética da Conservacao e Marcadores Moleculares

Segundo Solé-Cava e Cunha (2012) o objetivo central da genética aplicada a
conservacado é utilizar marcadores moleculares, sua interpretacéo ecoldgica e evolutiva,

para minimizar os danos oriundos de atividades antropicas as populac@es das espécies.

Em decorréncia de a¢bes antrépicas indesejaveis, recursos genéticos podem ser
perdidos diretamente como resultado da extingdo de espécies ou pela reducdo da
variabilidade genética dentro das espécies (OLIVEIRA, FORESTI e HILSDORF,
2009). A variabilidade genética é o meio pelo qual uma determinada espécie reage e se
adapta a mudancas ambientais. A falta de diversidade genética pode levar a aumentos
nos niveis de endogamia que pode reduzir a adaptacdo de individuos e populacdes.
Acessar a diversidade genética é fundamental em estudos de genética de populacGes e

possui aplicacdes de extrema importancia na biologia da conservacdo (FREELAND,
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2005). Para evitar esta perda de recursos genéticos é fundamental a realizacdo de
monitoramentos que permitam controlar tanto o nimero de individuos de uma espécie

como a variabilidade genética presente em uma populacéo ou espécie.

As tecnologias para analises genéticas tém sido consideradas uma revolucdo no
estudo da biodiversidade, especialmente na regido Neotropical que possui uma
diversidade muito elevada. Pesquisas que possam gerar dados moleculares sdo urgentes
dado a grande biodiversidade, perda de habitat e impactos antrépicos (BARLETTA et
al., 2010).

Para acessar a diversidade genética das espécies em nivel molecular, os estudos
em genética da conservacdo fazem uso de marcadores moleculares, que séo definidos
por Ferreira e Grattapaglia (1995) como [...] “todo e qualquer fenotipo molecular
oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA”. Em termos
praticos estas “ferramentas genéticas” sdo uteis para determinar as prioridades para
conservacdo, como por exemplo, a identificacdo de populagdes prioritarias ou areas de
“hotspots” para conservagao, auxiliando na retencdo do maximo potencial evolutivo das

espécies (GEIST, 2011).

Os diversos marcadores genéticos atualmente disponiveis permitem um acesso
rapido a variabilidade genética intra e interpopulacional, possibilitam o estudo de
estruturacdo populacional, analise de parentesco e identificacdo de individuos e espécies
semelhantes. Desta forma, os marcadores de DNA sdo extremamente Uteis para o
desenvolvimento de planos de manejo mais adequados para populacfes naturais de
peixes neotropicais (PIORSKI, 2008)

Atualmente, os marcadores moleculares tém sido aplicados para avaliar a
variabilidade genética de populacdes naturais de peixe a fim de identificar conjuntos
génicos e/ou populacdes de peixes. A importancia desta abordagem estd no seu
potencial para delimitar areas prioritarias para a conservacdo de espécies e 0 usO
sustentavel destes recursos (SANCHES e GALETTI JR, 2007).



42

Apesar de existir uma enorme variedade de métodos desenvolvidos para detectar
a variabilidade genética eles podem ser agrupados em apenas trés classes conceituais de
marcadores segundo Schlotterer (2004):
1. Variantes de proteinas;
2. Polimorfismo de sequéncia de DNA,;

3. Variag0es de repeticoes

Nas trés Gltimas décadas diversos marcadores moleculares tém sido aplicados no
estudo de diversidade genética em peixes neotropicais, sejam eles enzimaticos
(REVALDAVES, RENESTO e MACHADO, 1997; ZAWADZKI et al., 2004;
RENESTO, ZAWADZKI e DE PAIVA, 2007), obtidos com base em cortes com
enzima de restricdo, sem amplificacdo via PCR (Reacdo em Cadeia da Plimerase), tais
como RFLP (HILSDORF e KRIEGER, 2004), e principalmente aqueles obtidos a
partir da técnica de PCR e suas variacOes, sejam elas, RAPD (PRIOLI et al., 2002;
HATANAKA e GALETTI, 2003; SOFIA et al, 2008; ALMEIDA et al., 2013),
Microssatélites (HATANAKA, HENRIQUE-SILVA e GALETTI, 2006;
MATSUMOTO e HILSDORF, 2009; RAMOS et al., 2012; FERREIRA et al., 2013;
RUEDA et al., 2013), AFLP (FERREIRA, 2013), estudo de sequéncias por meio de
PCR-RFLP (HILSDORF et al, 2002; GARCEZ, CALCAGNOTT e ALMEIDA-
TOLETO, 2011) e Sequenciamento (SIVASUNDAR BERMINGHAM e ORTI, 2001;
SANTOS, RUFFINO e FARIAS, 2007; PANARARI-ANTUNES et al. 2008;
IERVOLINO, RESENDE e HILSDOREF, 2010).

A Figura 10 nos apresenta um cenario mundial da utilizacdo de marcadores
moleculares até o ano de 2003, nela é possivel notar que os marcadores RAPD (Randon
Amplified Polymorphic DNA, ou em portugués, polimorfismo de DNA amplificado ao
acaso), tdo importantes para os estudos genéticos de peixes no Brasil alcangou seu pico
de utilizacdo préximo ao ano de 1995, apds esta data comeca perder lugar para
marcadores como AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism - polimorfismo de
tamanho de fragmentos amplificados), este dltimo, entretanto, nunca alcangou
patamares elevados de utilizacdo, ao menos no Brasil. Também apresentam um
crescimento acentuado o uso de sequencias de DNA e de SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism — polimorfismo de nucleotideo Gnico). E notavel, como os marcadores
enzimaticos e de RFLP perderam lugar depois de dominarem boa parte do século
passado (SCHLOTTERER, 2004).
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A andlise de microssatélites esta entre os marcadores moleculares mais
utilizados em peixes. Dentre os fatores que vém permitindo o crescimento da utilizagdo
desta técnica podemos elencar principalmente: i) a diminuicdo dos custos de
sequenciamentos, que aliada ao surgimento de técnicas mais simples e rapidas para
obtencdo de bibliotecas enriquecidas de microssatélite possibilitaram o aumento no
nimero de iniciadores disponiveis para diversas espécies; e, ii) a possibilidade de
automatizacdo do processo de genotipagem dos produtos de PCR (sequenciadores

automaticos), diminuindo consideravelmente o tempo laboratorial.
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Figura 10 - Visdo subjetiva da alteracdo na importancia relativa de diferentes
marcadores moleculares aplicados ao estudo de peixes em todo o mundo?. O eixo
horizontal indica o tempo, o eixo vertical corresponde ao uso total do marcador
molecular, se mais de um marcador é utilizado em um determinado tempo sua
importancia relativa é refletida pela propor¢cdo no eixo vertical. (FONTE:
SCHLOTTERER, 2004)

Os genes mitocondriais também tém sido cada vez mais utilizados, neste caso a
diminuicdo dos custos de sequenciamento, a possibilidade de sequenciamento direto a

partir de produtos PCR, o que diminuiu consideravelmente o tempo investido na
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obtencdo de sequéncias, e uma grande disponibilidade de “primers universais” para
maioria dos grupos animais também auxiliaram na populariza¢do desta técnica, seja nos

estudos populacionais, filogeograficos ou filogenéticos.

Estes fatores, aliados a uma infinidade de programas computacionais disponiveis
(EXCOFFIER e HECKEL, 2006) possibilitaram que os microssatélites e as sequéncias
mitocondriais ganhassem enorme destaque no cenario dos estudos populacionais de

peixes nos Gltimos anos.

DNA mitocondrial e regido D-loop

O DNA mitocondrial representa um dos marcadores moleculares mais utilizados
em estudos de geneética de populacdes e filogeografia (MCCUSKER e BENTZEN,
2010). Em animais, os marcadores do DNA mitocondrial se tornaram muito populares
devido a auséncia de recombinacdo, altas taxas de mutacdo, pequeno tamanho efetivo

populacional e pela disponibilidade de primers universais (FREELAND, 2005).

Segundo Allendorf e Luikart (2007) existem trés grandes diferencas entre o

genoma nuclear e mitocondriais:

1. Individuos possuem muitas mitocondrias que compartilham uma dnica
sequéncia predominante de DNA mitocondrial, ou seja, sdo haploides
para um Unico tipo de DNA mitocondrial;

2. Individuos herdam, com algumas exce¢des, seu DNA mitocondrial de
suas maes;

3. N&o ha recombinacdo entre as moléculas de DNA mitocondrial.

O DNA mitocondrial (DNAmt) é muito abundante, pois cada célula possui
inimeras mitocdndrias e de facil purificacio (ALLENDORF e LUIKART, 2007). O
DNA mitocondrial animal € uma molécula circular de fita dupla, em peixes seu tamanho
varia pouco ficando entre 15.2 a 19.8 kbp (BILLINGTON e HEBERT, 1991). Uma
caracteristica importante deste genoma é a sua heranga materna, portanto, ndo segue um
padrédo de heranca mendeliana. O genoma mitocondrial apresenta uma alta taxa de
evolugdo quando comparado a um gene de coOpia Unica nuclear. Por exemplo, em

mamiferos sabe-se que o genoma mitocondrial evolui 5 a 10 vezes mais rapido do que
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um gene nuclear (HARTL e CLARK, 2007); em vertebrados, de um modo geral, a
regido D-loop é a que mais acumula mutacGes e, segundo Santos, Ruffino e Farias
(2010), esta pode evoluir a 2,0 x 10 base/por ano, devido & substituicdes de bases até
insercbes e delecbes (FRANKHAM, BALLOU e BRISCOE, 2010; ARIAS e
INFANTE-MALACHIAS, 2012). Mesmo esta alta velocidade de evolugdo, segundo
Padhi (2013b), seria muito lenta para refletir fatores relacionados a interferéncia

antropica dentro do ultimo século.

O genoma mitocondrial de peixes possui em torno de 16.600 pb, e exibe a
estrutura tipica do genoma mitocondrial de vertebrados, possuindo 13 genes
codificantes de proteinas, dois genes de RNA ribossémico, 22 genes de RNA
transportador e uma regido ndo codificante chamada regido de controle (D-loop) (Figura
11) (FISCHER, et al., 2013)

non-coding
control region
(D-loop)  trNa-Phe 125 rRNA

tRNA-Pro
tRNA-Thr

tRNA-Val

Cytb
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tRNA-Met
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Figura 11 — Estrutura do genoma mitocondrial em Petrochromis trewavasae e
Tropheus moorii. 13 genes codificantes de proteinas da cadeia respiratéria (ND1, ND2,
COX1, COX2, ATP8, ATP6, COX3, ND3, ND4L, ND4, ND5, ND6 e CYTB), 22 genes
de RNA transportador, 2 genes de RNA ribossdmico (12S e 16S rRNA) e a regido ndo
codificante (D-loop). (FONTE: FISCHER et al., 2013)

ATP6
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Diversos autores vém utilizando a regido D-loop em estudos com peixes
neotropicais, sejam em estudos filogenéticos, filogeograficos ou que busquem a
diversidade e estrutura genética em popula¢des naturais ou em cativeiro. Existem varios
pares de primers descritos para esta regido que depois de amplificada, tem tido sua
diversidade acessada tanto por sequenciamento como por cortes com enzimas de
restricio (SIVASUNDAR, BERMINGHAM e ORTI, 2001; HILSDOREF et al., 2002;
PRIOLI et al., 2002; MARTINS et al., 2003; SANTOS, RUFFINO e FARIAS, 2007;
ORTI et al., 2008; IERVOLINO, RESENDE e HILSDORF, 2010; WANG et al., 2010;
GARCEZ, CALCAGNOTO e ALMEIDA-TOLEDO, 2011).

A regido D-loop foi utilizada para detectar a panmixia em Prochilodus
magdalenae na bacia do rio Magdalenae, na regido Neotropical, a grande capacidade de
migracdo e auséncia de barreiras geograficas foram atribuidas como fatores
responsaveis pelo cenario encontrado. Os resultados obtidos por estes autores também
indicaram uma possivel expansao populacional na metade do Pleistoceno (AGUIRRE-
PABON; BARANDICA; GARCIA, 2013). Esta mesma regido do DNA mitocondrial
foi utilizada para analise populacional em Prochilodus lineatus, e apesar da regido D-
loop apresentar uma filogenia bem resolvida, formando um grupo monofilético para
cada bacia estudada, ndo houve uma associacdo de populacdes desta espécie com a
distribuicdo geografica da mesma. Os autores conseguiram detectar altos niveis de
diversidade genética para a sequéncia da regido D-loop (SIVASUNDAR,
BERMINGHAM e ORTI, 2001).

Em Hypostomus a regido D-loop foi utilizada por Montoya-Burgos (2003) para
tracar o padrdo filogeografico do género, indicando que este género de Siluriformes
pode ser divido em quatro clados monofiléticos; este autor também encontrou que apos
calibragem de um relégio molecular foi possivel associar alguns eventos cladogénicos a

algumas mudancas hidrogeoldgicas previamente documentadas.

Santos, Ruffino e Farias (2007) encontraram grande variabilidade genética na
regido D-loop de Colossoma macropomum coletados ao longo de 2.200km no canal
principal do rio Amazonas. A diversidade genética foi tamanha que em 48 individuos
analisados foram encontrados 47 haplotipos diferentes. Estes individuos nao

apresentaram nenhuma estruturagdo genética, portanto, foram todos considerados como
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pertencentes a uma populacdo panmitica. Segundo os autores, estes resultados sdo
coerentes e se completam, pois altos niveis de diversidade genética sdo comumente
observados em espécies migradoras que conseguem manter grandes populagdes
panmiticas, as quais, deste modo, sdo capazes de contrabalancear os efeitos danosos da
deriva genética sobre a variabilidade genética.

A sequéncia mitocondrial do D-loop também foi utilizada em associacdo com
outros marcadores nucleares para verificar se os dois morfotipos de Brycon cf. pesu
encontrados na bacia dos rios Araguaia-Tocantins tratavam-se de espécies diferentes.
Esta hipdtese foi rejeitada pelos autores devido a falta de polimorfismo detectada pelos
marcadores utilizados (PANARARI-ANTUNES et al., 2008)

Apesar de que todos os marcadores moleculares quantificam as variagdes no
DNA, apenas o0 sequenciamento pode detectar uma diferenca exata em um par de bases
entre individuos, esta & uma caracteristica importante, uma vez que deixa pouco espaco
para ambiguidades, pois ao se comparar as sequéncias € possivel inferir onde e como
dois individuos sdo diferentes (FREELAND, 2005)

Apesar de sua comprovada eficiéncia, alguns autores vém recomendando 0 uso
de marcadores nucleares tais como 0s microssatélite para complementar os dados dos
marcadores mitocondriais (GARCEZ, CALCAGNOTTO e ALMEIDA-TOLEDO,
2011; HOLLANDA CARVALHO, 2011), possivelmente pelas limitacdes impostas por
algumas de suas caracteristicas como a heranca uniparental e a auséncia de

recombinacéo.

Microssatélites

Os marcadores microssatélites ou SSR (Sequéncias Simples Repetidas) séo
repeticdes em tandem de pequenas sequéncias, também chamada de motivos, que
podem variar em repeticdes de um a dois até seis pares de bases segundo diferentes
autores: 1 a 4 (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1995), 1 a 5 bases (FRANKHAM,
BALLOU e BRISCOE, 2010), 1 a 6 (OLIVEIRA et al., 2006) e 2 a 4 (DeWOODY e
AVISE, 2000). Sdo marcadores codominantes de heranca mendeliana, amplamente
dispersos pelos cromossomos (DeWOODY'; AVISE, 2000). Geralmente séo localizados

em regides ndo codificantes do DNA, portanto, sdo considerados marcadores neutros
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(FRANKHAM, BALLOU e BRISCOE, 2010). A variagdo no nimero de repeticdes de
um loco produz uma abundancia de alelos diferenciados pelo peso molecular
(DeWOODY e AVISE, 2000).

Os marcadores microssatélites possuem elevadas taxas de mutacdo; em uma
espécie de peixe esta taxa foi estimada em 5,56x10* locos/geracdo (YUE, DAVID e
ORBAN, 2007). Sdo amplificados via PCR utilizando sequéncias Unicas conservadas
que flanqueiam os microssatélites como iniciadores (FRANKHAM, BALLOU e
BRISCOE, 2010). Este fato é a principal limitacdo para a utilizacdo desta técnica que
necessita do conhecimento prévio do genoma da espécie para a construcdo de
iniciadores (primers), um processo que geralmente envolve a construgcdo de bibliotecas
gendmicas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1995; FRANKHAM, BALLOU e
BRISCOE, 2010; MATIOLI e PASSOS-BUENO, 2012). Embora, iniciadores de
espécies filogeneticamente mais relacionadas frequentemente funcionem bem para
amplificar regides do genoma de espécies para as quais iniciadores ndo foram
especificamente produzidos (BARBOSA et al.,, 2008; PIORSKI et al., 2008;
ZAGANINI et al., 2012).

A técnica de microssatélite é sem davida uma das mais utilizadas na detecgéo de
polimorfismo em genética de populacdes (ALLENDORF e LUIKART, 2007). Por suas
caracteristicas de co-dominancia e multialelismo possuem elevados conteudos de
informacao de polimorfismo (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1995), sdo sensiveis na
deteccdo de declinio de diversidade genética pela reducdo de heterozigose ou de
diversidade alélica em populacdes pequenas e fragmentadas (FRANKHAM, BALLOU
e BRISCOE, 2010). Em uma reviséo de literatura sobre o uso da genética molecular em
peixes neotropicais podemos verificar que estes marcadores tém sido amplamente
empregados com sucesso, conforme revisto por Piorski (2008) que os considera 0s

marcadores moleculares mais utilizados em pesquisas em peixes.

Espécies e géneros com grande importancia para pesca geralmente possuem
conjuntos de primers de microssatélite disponiveis. Como é o caso dos membros da
familia Prochilodontidae (CASTRO e VARI, 2003), onde se insere o género
Prochilodus, que representa 11% da pesca extrativista continental do Brasil (BRASIL,
2012) e possui diversos conjuntos de primers disponiveis: Prochilodus lineatus
(YAZBECK e KALAPOTHAKIS, 2007; BARBOSA et al., 2008; RUEDA et al.,
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2011); Prochilodus costatus (CARVALHO-COSTA, HATANAKA e GALETT]I, 2006;
BARBOSA et al., 2008); Prochilodus argenteus (BARBOSA et al., 2008, 2006). O
género Leporinus, ao qual pertencem os peixes popularmente conhecidos como piaus e
piaparas possui um conjunto de primers disponiveis para Leporinus macrocephalus
(MORELLI et al., 2007), mas que possuem amplificacdo cruzada satisfatdria para outras
espécies do género, tais como L. elongatus, L. obtusidens e L. friderici.

Os peixes popularmente conhecidos como pacls também possuem locos de
microssatélites caracterizados para Piaractus mesopotamicus (CALCAGNOTTO,
RUSSELLO e DESALLE, 2001), assim como os pacls, 0s tambaquis pertencem a
familia Serramildae e possuem alguns conjuntos de primers desenvolvidos para
Colossoma macropomum (SANTOS, HRBEK e FARIAS, 2009; HAMOQY et al., 2011).

O género Brycon, possui grande importancia econémica, pois sao utilizados para
a alimentacdo, pesca, criacdo em cativeiro e para o turismo em algumas regides
(SABINO e ANDRADE, 2003; LIMA, 2003; NELSON, 2006), alem disto, este género
possui seis espécies ameacadas de extin¢cdo (ROSA e LIMA, 2008), atrelados a esta
importancia trés conjuntos de primers foram caracterizados para o género, Brycon
hilarii (SANCHES e GALETTI JR, 2006), Brycon opalinus (BARROSO et al., 2003),
Brycon cephalus (MATSUMOTO; e HILSDORF, 2009). O género Salminus, ao qual
pertencem os dourados, extremamente apreciados na pesca esportiva, possuem primers
descritos para algumas espécies: Salminus hilarii (SILVA e HILSDORF, 2011);
Salminus franciscanus (ROSSINI et al., 2010); Salminus brasiliensis (RUEDA et al.,
2011b).

Outra ordem muito importante para a icitiofauna sul americana € a ordem
Siluriformes, a qual pertence o género Pseudoplatystoma, popularmente conhecidos
como pintados e cacharas, que possuem locos de microssatélite desenvolvidos para P.
corruscans (REVALDAVES et al., 2005) e Pseudoplatystoma punctifer (SAULO-
MACHADO et al.,, 2011). Outras espécies de pimelodideos possuem primers de
microssatélite ja descritos, tais como o mandi amarelo, Pimelodus maculatus (PAIVA e
KALAPOTHAKIS, 2008), e os grandes bagres amazbnicos Brachyplatystoma
rousseauxii (BATISTA et al., 2010) e Brachyplatystoma vaillantii (RODRIGUES et al.,
2009) e o jal, Zungaro jahu , da bacia do Parana-Paraguai, sendo este ultimo muito
popular na planicie de inundacdo do Pantanal (CARRILLO-AVILA et al., 2009). A
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espécie amazonica de Tucunaré Cichla piquiti possui primers de microssatélite
desenvolvidos para a mesma (CARVALHO et al., 2009).

Segundo o Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura (BRASIL, 2012), as
espécies acima podem somar aproximadamente 118.189 toneladas de pescado, o que
representa 47,48% da pesca extrativa continental do ano de 2010, entretanto, € dificil
definir precisamente este valor, pois o documento citado trata as espécies pelos seus
nomes populares. Ainda assim é possivel perceber a pressdo que tais espécies podem
sofrer em todo pais, soma-se o fato da maioria delas configurarem-se como grandes
migradores e ainda com interesse para aquicultura e podemos entender o grande esforco
empregado no desenvolvimento de marcadores microssatélites que certamente poderéo

auxiliar muito no manejo e conservacéo destes estoques.

Algumas espécies com menor interesse comercial, mas de enorme importancia
ecoldgica, possuem conjuntos de primers disponiveis, tratam-se de espécies de menor
porte, geralmente ndo migradoras. Dentre os Characiformes podemos destacar 0s
lambaris ou piavas tais como Astyanax fasciatus (STRECKER, 2003) e Astyanax
altiparanae (ZAGANINI et al., 2012), sendo ambas as especies muito comuns no
sistema do Alto rio Parana, além da espécie de traira Hoplias malabaricus (GONDIM
et al., 2010). Algumas espécies de pequenos siluriformes, tais como Hypostomus
gymnorhynchus (TELLES et al., 2010), pertencente ao género mais especioso da familia
Loricariidae e Microglanis cottoides (SOUZA-SHIBATTA et al., 2013), uma pequena
espécie de pseudopimelodideo tem disponiveis primers de microssatélite. Uma
importante espécie de Perciforme amplamente distribuida por rios, riachos e
reservatorios, popularmente conhecida como Card ou Acara, Geophagus brasiliensis
possui primers de microssatélite recentemente descritos (FERREIRA et al., 2013). A
ordem Gymnotiformes também possui marcadores caracterizados para Eigenmannia sp.
(MOYSES et al., 2005).

Como percebe-se nos paragrafos anteriores a maioria das descri¢des de locos de
microssatélite disponibilizados para as espécies neotropicais ocorreu apenas no século
atual. Este advento possibilitou que tais marcadores comegassem a se popularizar nos
estudos de diversidade genética em peixes, e gradativamente pudessem substituir outros

marcadores tais como RAPD (Figura 10).
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Na regido logo abaixo da UHE Trés Marias, no rio S&o Francisco, as anélises de
microssatélite indicaram a existéncia de uma unica popula¢do panmitica de Prochilodus
costatus (CARVALHO-COSTA, HATANAKA e GALETTI JR, 2008). No entanto, na
mesma localidade, populacGes de Prochilodus argenteus apresentaram uma leve, mas
significativa estruturacdo genética. Tal fato, reforcado pela grande heterozigosidade e
pelo grande numero de alelos exclusivos em uma das localidades, revelou a existéncia
de unidades reprodutivas diferentes em uma mesma localidade (HATANAKA,
HENRIQUE-SILVA e GALETTI JR, 2006).

Uma situacdo semelhante também foi observada no rio Uruguai para
Prochilodus lineatus, onde detectou-se em uma mesma localidade a presenca de trés
pools génicos diferentes considerando amostras coletadas em diferentes estacdes do
ano, evidenciando a presenca de diferentes estoques migratorios ao longo do ano
(RUEDA et al., 2013).

O papel das lagoas marginais na regido do medio rio S&o Francisco foi revelado
pela auséncia de estruturacdo entre os individuos coletados nas lagoas e aqueles
coletados na calha principal do rio para as espécies Prochilodus costatus e Prochilodus
argenteus, evidenciando um grande nimero de migrantes entre estes ambientes, o que é

condizente com a biologia reprodutiva da espécie nesta regido (MELO et al., 2013).

Para outra espécie de grande valor econdmico e com uma grande area de
ocorréncia, Piaractus mesopotamicus, foram coletadas amostras de localidades dentro e
fora do Pantanal. Utilizando marcadores microssatélite os autores puderam concluir que
dentro do Pantanal as amostras formam uma populacdo panmitica, entretanto, quando
comparadas a amostra do rio Paranapanema foi possivel identificar uma estruturacédo
significativa; os autores sugerem que este cenadrio pode ser explicado pelo longo
histérico de implantacdo de usinas hidrelétricas nos rios Parana e Paranapanema, e
sugerem que lotes diferentes para Pantanal e Paranapanema devem ser formados em
programas de estocagem (CALCAGNOTTO e DESALLE, 2009).

Abreu e colaboradores (2009), ao analisar duas amostras de Pseudoplatystoma
reticulatum provenientes de diferentes rios da bacia do Alto rio Paraguai, observaram
por meio das analises de Fst, Rst, AMOVA e analise de atribuicdo Bayesiana, uma
pronunciada diferenciacdo genética, concluindo que as duas amostras tratavam-se de

duas populagbes distintas, com baixo numero de migrantes entre elas. Estes dados
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foram reforcados ainda pelo grande nimero de alelos privados encontrados. Estudando
outra espécie do mesmo género, P. corruscans, em seis localidades da bacia do rio
Parana-Paraguai, a hipotese de panmixia também foi rejeitada e igualmente foi
observada diferenciacdo genética significativa entre as amostras (Fst e AMOVA), com
a analise de agrupamentos bayesianos também apontando um K mais provavel de seis, 0
que confirmou a separacdo dos peixes em seis grupos. De acordo com os autores do
estudo, o comportamento de hoaming poderia explicar este cenario de estruturacéo
genética encontrado para esta espécie (PEREIRA, FORESTI e OLIVEIRA, 2009).

Os marcadores microssatélites puderam identificar hibridos entre as espécies
Pseudoplatystoma corruscans e Pseudoplatystoma reticulatum, o que pode garantir
maior seguranca em programas de estocagem, evitando a propagacdo de material
genético em populacgdes selvagens, uma vez que neste caso os hibridos sdo sabidamente
ferteis e se reproduzem na natureza (CARVALHO et al., 2013).

Todos estes exemplos, demonstram como os marcadores microssatelites vém
auxiliando no estudo de peixes de agua doce neotropicais, possibilitando analises da
estrutura de populagdes, auxiliando na compreensdo de como as populacdes se
encontram distribuidas em sua area de ocorréncia, separando diferentes estoques que
podem ocupar determinada area, identificando possiveis rotas migratorias, auxiliando na
compreensdo de comportamento reprodutivo, além de outras informacdes que nos
permitem compreender melhor a biologia da espécie; deste modo, tracar estratégias de
manejo e conservacdo realmente eficientes e que auxiliem na preservacdo da

biodiversidade dos individuos, populacdes e espécies.

Os marcadores de microssatélite, por sua caracteristica codominante, permitem
discriminar  individuos  homozigotos de  heterozigotos (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1995) e é possivel observar se uma populacédo ou loco esta ou nao
em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Entretanto, algumas peculiaridades
apontadas por Pereira, Foresti e Oliveira (2009) podem induzir desvios do EHW em
analises por microssatélites: o alto nimero de alelos por loco, ocorréncia de erros de
genotipagem por alelos nulos, ocorréncia de bandas espelho, e alelos “drop-out”, efeito

de Wahlund, selecédo de alelos especificos e endocruzamento.

A presenca de alelos nulos, que séo resultados da ndo amplificacdo de um alelo

devido a ocorréncia de mutacao no sitio do anelamento do primer, ou por se tratarem de
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alelos muito grandes ou pequenos, podem levar a genotipagem de um heterozigoto
como um homozigoto (WARD, 2002) e assim causar deficiéncia no numero de
heterozigotos.

O “large allele dropout” ¢ um problema similar aos alelos nulos, e ocorre
quando a amplificacdo de um alelo atrapalha a amplificacdo do outro, e é mais frequente
quando ocorre grande diferenca de tamanho entre os alelos. Nos picos do
eletroferograma o alelo maior aparecerd com um pico muito menor do que o alelo
menor, e se a quantidade de DNA for muito baixa este pode nem aparecer. Como
resultado também ird gerar uma superestimativa de homozigose e, consequentemente,

uma estimativa tendenciosa da frequéncia alélica (BJORKLUND, 2005).

Quando nédo ha evidéncias de alelos nulos ou “large allele dropout”, o efeito de
Wahlund pode ser utilizado para explicar a deficiéncia observada de heterozigotos em
relacdo ao esperado no EHW; este efeito pode ocorrer quando os dados de duas ou mais
subpopulagdes, com diferentes frequéncias alélicas sdo combinadas, neste caso a
proporcdo de homozigotos serd maior na amostra agregada do que seria se as
populacdes fossem analisadas de maneira separada, desta forma, pode-se realizar uma
analise equivocada, pois duas populacbes que separadamente poderiam estar em EHW
quando analisadas juntas, devido ao efeito Wahlund, ndo aparentam estar (FREELAND,
2005).

Os desvios do EHW naturalmente podem resultar de um ou mais fatores, por
exemplo, acasalamentos ndo aleatorios, como endocruzamento, selecdo natural ou
pequeno tamanho populacional, podendo ser dificil determinar exatamente qual destes
fatores € o responsavel pelas diferencas encontradas entre H, e H. (FREELAND, 2005).
Desta forma, os valores de Fis, que podem ser interpretados como coeficiente de
endogamia, representam uma medida do desvio das frequéncias genotipicas daquelas
esperadas em panmixia, na forma de deficiéncia ou excesso de heterozigotos
(MOREIRA, 2007).

Se as populagdes tornam-se pequenas por alguma razdo, elas se tornam mais
endogdmicas, promovendo mais reducdo no tamanho populacional e aumentando a
endogamia. Ao mesmo tempo, populacbes menores perdem variacdo genética e
consequentemente apresentam uma reducdo em sua habilidade de se adaptar e evoluir as

mudangas ambientais. Esta interagdo entre tamanho populacional reduzido, perda da
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diversidade genética e endogamia é referida como vértice de extingdo (FRANKHAM,
BALLOU e BRISCOE, 2010).

As estatisticas F propostas por Wright (1951) utilizam-se de coeficientes de
endogamia para descrever a particdo da variacdo genética dentro e entre populacbes e
podem ser calculadas em trés niveis (Fis, Fst e Fit). O Fis mede o grau de endogamia
dentro dos individuos em relacdo ao restante da populacédo e é calculado pela formula:
Fis = (Hs — H))/Hs onde, Hs é a heterozigosidade que seria esperada se a populacdo
estivesse no EHW), e H, é a heterozigosidade observada no momento da analise
(FREELAND, 2005). Observando esta formula, fica evidente que quando for detectado
mais heterozigotos na popula¢do do que o esperado no EHW teremos um valor de Fis
negativo, ao contrario, quando observarmos menos heterozigotos do que o esperado
para 0 EHW teremos um Fs positivo. Assim, valores significativos de F;s encontram-se
associados a desvios no EHW e podem evidenciar excesso de heterozigotos na amostra,
quando sdo negativos, ou deficiéncia, quando positivos. Por exemplo, em estudos no
género Brycon diversos autores encontraram populacdes que apresentavam desvios
significativos do EHW, Lopez (2006) e Barroso et al. (2005) encontraram um Fis
positivo indicando déficit de heterozigotos nas amostras estudadas, por outro lado,
Rodriguez-Rodriguez et al. (2010) e Matsumoto e Hilsdorf (2009) detectaram excesso

de heterozigotos e valores negativos de Fs.

O bottleneck (ou efeito de gargalo de garrafa) populacional reduz o tamanho
efetivo das populacbes e, consequentemente, o nivel de diversidade genética. A
severidade do bottleneck depende do tamanho ao qual a populacdo foi reduzida e do
tempo que demorou para se recuperar. Em geral, a perda inicial de alelos € proporcional
a reducao no tamanho populacional, e usualmente os alelos raros sdo aqueles com maior
chance de serem perdidos (FREELAND, 2005). Isto frequentemente é associado a uma
queda no He  porque uma diminuicdo nos alelos diminui a frequéncia de heterozigotos
esperados no EHW, ao mesmo tempo os valores de H, podem ndo cair, chegando a
apresentar um aumento temporario comparado ao que se esperaria no EHW
(FREELAND, op. cit).
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2.7 Andlise da diversidade e estrutura genética em peixes na bacia do rio

Paranapanema

Pesquisas que tém por objetivos detectar a diversidade e estrutura genética entre
populacdes de peixes, com base no uso de marcadores moleculares, vém sendo
desenvolvidas sistematicamente no rio Paranapanema desde os anos 90. Recentemente,
a represa de Capivara e o complexo Canoas, na por¢cdo média do Paranapanema, vém

recebendo especial atencéo.

A espécie Astyanax altiparanae foi estudada dentro da represa de Capivara e
também comparando este reservatorio com outros dois um localizado na porcéo alta
(Jurumirim) e outro na porc¢édo Baixa (Rosana), utilizando a técnica de RAPD, os autores
encontraram um nivel significativamente menor de diversidade genética no reservatorio
de Rosana, a populacdo deste reservatorio também apresentou uma diferenciacao
genética muito grande, segundo os parametros propostos por Wright (1978) em relacéo
as porcdes média e alta do rio, evidenciando a existéncia de populacdes geneticamente
diferenciadas ao longo do rio, e mesmo dentro da represa de Capivara em menores
proporcoes houve diferenciacdo genética, esta informacdes sao de relevante importancia

para a preservacao desta espécie (LEUZZI et al., 2004).

Caso a estruturacdo ndo seja respeitada em programas de repovoamento ou
estocagem, a espécie pode sofrer sério danos em sua diversidade, estrutura genética
podendo mesmo provocar a perda de adaptacoes locais (LORENZEN, BEVERIDGE e
MANGEL, 2012).

Neste contexto, devemos destacar a soltura de mais de 230.000 exemplares de A.
altiparanae em pelo menos trés localidades diferentes da bacia do rio Paranapanema,
rio Vermelho, Agua dos Fumeiros e Ribeirdo Sdo Luiz (SEAB — Comunicacio Pessoal),
este ultimo na bacia do rio das Cinzas. Conforme demonstrado por Leuzzi e
colaboradores (2004), sem um estudo prévio de estrutura genética de populacdes de
uma espécie, muito da diversidade e estrutura genética além de adaptacdes locais podem

se se perder em acdes deste tipo.

Populacdes de outras espécies de peixes consideradas como grandes migradores
também foram estudadas nas escadas de transposi¢do do complexo Canoas, incluindo a

escada de Canoas I, que permite a ascensdo dos peixes da represa de Capivara, e a
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escada de Canoas Il, que permite que os peixes de Canoas | possam ascender ao seu
reservatorio. Considerando que ndo ha escada de transposicdo de peixes entre a represa
de Capivara e o reservatdrio de Taquarugu, e nem entre a represa de Canoas Il e o
reservatorio de Salto Grande, podemos verificar aqui uma espécie de “sistema fechado”
entre Capivara, Canoas | e Canoas Il (Figura 1) (PAULA, 2006; ASHIKAGA, 2008;
RAMOS et al., 2012).

Trés espécies de grandes migradores foram estudadas nas escadas de
transposicdo de Canoas | e Il, por meio dos marcadores RAPD e microssatélite:
Prochilodus lineatus (PAULA, 2006), Leporinus friderici (ASHIKAGA, 2008) e
Leporinus elongatus (RAMOS et al., 2012). Nas trés situagdes 0s autores encontraram
grande diversidade genética para as espécies e as amostras de diferentes datas e escadas
de transposicdo foram consideradas provenientes de uma Unica populacdo para cada
espécie, ou seja, 0s peixes que ascendiam de Capivara em direcdo a Canoas | e,
posteriormente, deste reservatorio em direcdo a Canoas Il foram considerados uma
Unica populacdo em cada espécie. No caso particular de L. elongatus, os autores
atribuem algum nivel de estruturagdo genética a presenca de uma sub-estruturacéo
populacional, e alertam que a manutencdo dos bons niveis de diversidade genética
podem estar seriamente comprometida em virtude de um coeficiente de endogamia
significativo observado. Evidéncias adicionais de ameacas a diversidade genética
destas espécies foram fornecidas por Paula (2006), que chama atencdo para a
diminuicdo dos estoques desta espécie apds a abertura das escadas de transposicdo do
complexo Canoas, esta possivel deplecdo dos estoques pode causar diminuicdo da

variabilidade genética e consequentemente comprometer o futuro da espécie.

A espécie Salminus brasiliensis, popularmente conhecida como dourado,
também foi alvo de estudos no complexo Canoas, a exemplo das outras espécies
migradoras mencionadas anteriormente as analises de RAPD indicaram baixa
diferenciacdo genética, e novamente as amostras das escadas de Canoas | e Il foram
consideradas uma Unica populacdo provavelmente advinda do reservatério de Capivara
e no caso deste reservatorio os tributarios Cinzas e Tibagi teriam condi¢des para que
esta espécie conclua seu ciclo reprodutivo. Ainda, os autores encontraram niveis de
diversidade genética moderados (P > 42%), entretanto abaixo de outras espécies
migradoras (LOPES et al., 2007).
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S&o raros os trabalhos que tem por objetivo estudar a diversidade e estrutura
genética de espécies de pequeno porte dentro de ribeirbes. Entretanto, no ribeirdo
Cambé, pertencente a bacia do rio Tibagi, que por sua vez é um dos principais afluentes
da represa de Capivara, foram realizados analises genéticas, utilizando a técnica de
RAPD, para as espécies Astyanax scabripinnis (SOFIA et al., 2006) e Hypostomus
ancistroides (SOFIA et al., 2008). As amostras de A. scabripinnis apresentaram altos
niveis de diversidade genética, compativeis com valores encontrados na literatura para o
género, enquanto que a espécie H. ancistroides apresentou niveis significativamente
menores, 0 que parece ser tipico desta e de outras espécies de Hypostomus
(ZAWADZKI et al., 2005). Quanto a estruturagdo genética observada entre as diferentes
amostras, as duas espécies apresentaram populacdes estruturadas mesmo em distancias

inferiores a 4 km para A. scabripinnis e 7 km para H. ancistroides.

Paiva e colaboradores (2005) estudaram trés espécies do género Hypostomus,
por meio de isoenzimas, em um ribeirdo na bacia do rio Pirapd, afluente do reservatorio
de Rosana, com o objetivo de verificar se havia isolamento reprodutivo entre as trés
supostas espécies. Os resultados confirmaram a existéncia de trés populactes
geneticamente distintas e assim como observado por Sofia et al. (2008) as trés espécies
apresentaram baixos niveis de diversidade genética, entretanto, os autores discutem que

este fato ndo parece ser a regra para o0 género.

Devido as acOes de estocagem adotadas como forma de mitigacdo dos impactos
causados pelas barragens adotarem nas Ultimas décadas o uso de espécies nativas de
cada bacia (AGOSTINHO, 1994; AGOSTINHO, PELICICE e GOMES, 2008)
aumentou-se 0 interesse e a necessidade em se estudar a genética dos estoques de
reprodutores, bem como da prole de juvenis que sera solta, tendo em vista minimizar os
efeitos da endogamia, deriva e consequente perda da diversidade. Entretanto, a estrutura

das populac6es nativas quase nunca € levada em consideracdo nestas agdes.

Neste contexto, estoques de reprodutores oriundos do rio Paranapanema sdo
mantidos em algumas estacbes de piscicultura e frequentemente utilizados em

programas de estocagem.

Almeida e colaboradores (2013) estudaram um estoque selvagem mantido em
cativeiro da espécie S. brasiliensis, coletados no complexo Canoas, bem como a prole

formada a partir de alguns reprodutores deste estoque selvagem. Os autores observaram
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uma reducdo significativa (2% e 3%) da diversidade genética entre o lote de
reprodutores e os lotes de proles formados, também observaram uma diferenciacéo
genética moderada entre os lotes da prole o os lote de reprodutores. Entretanto, apesar
da reducdo na variabilidade genética os valores ainda eram semelhantes aqueles
encontrados para populacdes selvagens estudadas por Lopes e colaboradores (2007) nas

mesmas localidades.

Alemeida et al., (2013) observaram que o0 manejo adequado da prole antes da
soltura poderia reduzir a estruturacdo entre prole e reprodutores. Este trabalho,
evidencia a importancia do acompanhamento genético ndao apenas da diversidade
genética, mas também da estrutura das populacdes, pois, desta forma € possivel
preservar diversidade genética sem interferir na estrutura das populacbes selvagens,
demonstrando como o simples acompanhamento e aconselhamento evita possiveis

perdas genéticas.

Duas populacdes de reprodutores de curimba, P. lineatus, séo mantidas em duas
estacdes de piscicultura diferentes, uma das populacdes € oriunda do rio Parana (estagédo
de piscicultura Palotina) e outra oriunda do rio Paranapanema (estacdo de piscicultura
de Salto Grande). O lote de reprodutores do rio Paranapanema possui uma proporcao de
locos polimorficos de 80,95%, enquanto que na populacdo de reprodutores do rio
Parand esta proporcdo € de 85,71%. No entanto, quando analisou-se a prole dos
reprodutores do rio Parana observou-se uma reducdo da proporcdo de locos
polimdérficos para 79,37%, ou seja, uma reducdo de 7,4% neste indice de diversidade
genética (LOPES et al., 2008).

Os estoques de Piaractus mesopotamicus da estacdo de piscicultura de Salto
Grande também foram comparados a uma populagédo selvagem (escadas de transposicao
de Canoas | e 1), utilizando-se marcadores RAPD para estimar a diversidade genética
destas populagdes, foi observado que todos os indices de diversidade genética foram
menores nos reprodutores do que na populacdo selvagem. Para explicara este resultado,
0s autores consideraram a possibilidade desta diferenca ser devida aos reprodutores
serem oriundos do rio Parand, enquanto a populacdo selvagem foi amostrada no rio
Paranapanema. Adicionalmente, levantam a possibilidade de que préticas inadequadas
de manejo e durante a formacéo dos estoques terem provocado tal perda de diversidade
genética (POVH et al., 2008).
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N&o obstante aos problemas genéticos oriundos das préaticas equivocadas nas
formacbes dos estoques e de manejo reprodutivo que podem estar causando a
diminuicdo da variabilidade genética nas proles, sdo igualmente preocupantes erros
evidentes na conducdo dos programas, relatados por alguns autores. Fica claro o
equivoco no manejo quando os autores declaram que o estoque dos reprodutores de P.
mesopotamicus da estacdo de piscicultura é formado a partir de individuos provenientes
do rio Parand e, no entanto, sdo utilizados em programas de estocagens no rio
Paranapanema (POVH et al., 2008). Outro possivel problema levantado por Lopes e
colaboradores (2008) € a troca de matrizes entre estacdes de pisciculturas o que poderia
justificar a baixa divergéncia genética entre dois estoques de origem diferentes,
novamente rio Parana e rio Paranapanema. Estas préaticas colocam em risco a estrutura
populacional da espécie no ambiente selvagem, que ndo foi estudada anteriormente a
implantacéo de tais programas de estocagem. Segundo Solé-Cava e Cunha (2012) “[..]
se uma espécie ameacada que ocupa determinada area se apresenta estruturada, entdo a
estratégia de conservacao deve procurar preservar a diversidade da espécie em toda sua
area de distribuicdo, pois ja podem existir adaptacdes locais que se perderiam no caso

de as populagdes serem misturadas ou serem extintas”

2.8 Barramentos e Impactos

Segundo o BIG (Banco de InformacBes de Geracdo da ANEEL), em 03 de
setembro de 2013 havia no Brasil 1.073 empreendimentos de fonte hidrelétrica em
operacdo, 43 em construcdo e 210 projetos outorgados. Alguns anos mais cedo
Agostinho e colaboradores (2005) estimaram haver no Brasil mais de 600 barragens
construidas para fins hidrelétricos, totalizando uma area de 40.000 km?, um volume de
6,5 x 10"m®. No mundo estima-se que hajam aproximadamente 45.000 grandes
barragens e outras 800.000 pequenas, utilizadas entre outros fins, para geracdo de
hidroeletricidade (VOROSMARTY et al., 2006). Podemos observar uma grande
concentracdo de grandes barramentos nos paises do hemisfério norte, e nas areas mais

populosas do hemisfério sul (Figura 12).



60

Legend

Global Reservoir and Dam
(GRanD) Database

Figura 12 — Localizac&o e principais caracteristicas dos grandes reservatdrios mundiais
e barragens com capacidade para acumulagdo de mais de 0.1km3. Esta versdo possui
6.862 registros de reservatorios com uma capacidade acumulativa de 6.197km°.
(FONTE: LEHNER et al., 2008).

A ANEEL adota um sistema de classificacdo que permite separar as Usinas em
trés categorias diferentes de acordo com o seu “porte”, sendo elas CGH (Centrais
Geradoras Hidrelétricas) com até 1 MW de poténcia instalada, PCH (Pequenas Centrais
Hidrelétricas), com capacidade entre 1,1 e 30 MW e UHE (Usina Hidrelétrica de
Energia), com mais de 30 MW (ANEEL, 2008). Ainda, segundo a resolucdo n° 652, de
9 de dezembro de 2003, as PCHs devem possuir a area do reservatorio inferior a 3,0
km?®. Atualmente em tributarios de menor porte hd uma tendéncia de se construirem

PCHs em sucessoes formando um sistema em cascata.

A maioria das Usinas Hidrelétricas, no Brasil, localizam-se principalmente nas
regides sul e sudeste, consequentemente, duas grandes bacias localizadas nestas regides
a bacia do Parand e Sao Francisco possuem boa parte do seu potencial hidrelétrico ja
utilizado, respectivamente, 72% e 58% (Figuras 13, 14 e 15) (ANEEL, 2008). A bacia
do rio Parana localiza-se na regido mais populosa do pais, abrigando cerca de 32% da
populacdo em apenas 10,5% do territério (AGOSTINHO, PELICICE e GOMES, 2008)
e é responsavel atualmente pela producdo de 70% da hidroeletricidade no Brasil
(AGOSTINHO, GOMES e PELICICE, 2007).

Certamente existem dois equivocos muito grandes quando se trata dos eventuais
“beneficios” da hidroeletricidade em relagdo a outras fontes de energia, principalmente
quando se argumenta tratar de uma fonte de “energia limpa” e “renovavel”. Sabe-se,

que 0s represamentos podem alterar drasticamente a algumas propriedades fisico
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quimicas da &gua, promoverem a liberagcdo de gases toxicos, provocar a eutrofizacdo e a
producdo excessiva de algas (AGOSTINHO, GOMES e PELICICE, 2007). Outro
problema, é que a vida Gtil de um reservatério é limitada pela sedimentacéo que ocorre
naturalmente em qualquer reservatério (BERGKAMP et al., 2000), por exemplo, o
reservatério da PCH Foz da Anta, planejada para o rio das Cinzas, tem uma vida Util
esperada de 46,37 anos (SANTA HELENA ENERGIA, 2012), assim o conceito de

fonte de energia renovavel também pode ser claramente questionado.

O barramento dos rios e o controle das cheias estdo entre os principais fatores
que promovem a perda de diversidade em ecossistemas aquéticos continentais no Brasil
(AGOSTINHO, THOMAZ e GOMES, 2005). Atualmente, podemos perceber que uma
pequena parcela dos grandes sistemas hidrograficos ainda ndo estdo afetados por
barramentos (Figuras 12 e 13). Em uma sintese global sobre os impactos de
barramentos nos maiores sistemas fluviais observou-se que do total de 292 sistemas
avaliados, 104 ou 35,6% estdo fortemente afetados, 68 (23,3%) estdo moderadamente
afetados e os 120 (41,1%) restantes ainda ndo estdo afetados; dentre os dez maiores
sistemas fluviais, seis estdo moderadamente e quatro fortemente afetados por
barramentos (Figura 13) (NILSSON et al., 2005).

Figura 13 — Nivel de impactos por barragens. O mapa mostra 0os 292 sistemas dos
maiores rios classificados em: ndo afetados, moderadamente afetados e fortemente
afetado por barragens. (FONTE: NILSSON et al., 2005).

Um dos principais impactos causados pela constru¢cdo de uma barragem é a

prépria barragem, ja que ela pode impedir tanto a migracdo ascendente de espécies de
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peixes migradoras, bem como a dispersdo descendente de individuos jovens, além do
que, geneticamente a populacdo pode ser dividida e o acasalamento perturbado
alterando seu pool génico. Estes impactos podem ser minimizados caso o reservatorio

possua um grande afluente ou um conjunto de afluentes menores (PETRERE JR, 1996).

Os impactos relacionados a reducdo da diversidade de peixes podem ser
oriundos diretamente da implantacdo dos reservatorios, tais como, a destruicdo de
habitas e formacdo de gradientes de distribuicdo que podem provocar extingdes locais,
ou indiretamente, provocados por consequéncias das barragens ou equivocos no manejo
destes reservatorios, tais como, dificuldades e/ou impossibilidades reprodutivas imposta
a algumas espécies, reducdo populacional e limitacGes de fluxo génico imposta pela
fragmentagdo do ambiente causada pelos barramentos. Impactos adicionais s&o
causados pela deplecédo de estoques a jusante, selecéo artificial ou botlleneck provocado
por mecanismos de transposicdo, e introgressdo génica que pode ser promovida por
equivocos de estocagem, finalmente a introducdo de especies exoticas podem ainda
atuar e por competicdo eliminar outras espécies nativas anteriormente presentes.
(PETRERE JR, 1996; AGOSTINHO, THOMAZ e GOMES, 2005; AGOSTINHO et al.,
2007a, 2007b, 2007c; AGOSTINHO, PELICICE e GOMES, 2008; LOPES et al., 2008;
ORSI, 2010; AGOSTINHO et al., 2012; LORENZEN, BEVERIDGE e MANGEL,
2012).
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Figura 14 — Potencial hidrelétrico, estimado para o ano de 2008, por bacia hidrogréafica,
em territorio brasileiro (FONTE: ANEEL, 2008).
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MAPA 3.2 - Poténcia Instalada por Estado em 2008

Figura 15 — Poténcia instalada por estado em 2008. (FONTE: ANEEL, 2008).

Agostinho (1994) sumariza alguns dos impactos que podem ser observados no
corpo do reservatério, a sua montante e jusante (Tabela 1). Posteriormente, Agostinho,

Pelicice e Gomes (2008) novamente abordam os diferentes impactos que 0s
barramentos podem gerar a montante e a jusante.



Tabela 1 - Impactos
AGOSTINHO, 1994).
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potenciais dos reservatérios sobre a ictiofauna. (FONTE:

Fonte de Impacto

Impactos no corpo do reservatorio

Acédo Impactante

Impacto Observado

Reducdo das areas
sazonalmente alagéveis

Reducdo nas areas de
desenvolvimento inicial

Reducéo dos estoques

Alteracao na dindmica da
agua

Mudanga nos atributos

fisicos, quimicos e bioldgicos

Proliferacdo de espécies rusticas,
geralmente de menor valor
comercial.

Extingdo local de espécies
estritamente reofilicas.

Estratificacdo térmica e
quimica

Deplecdo do oxigénio

Desestratificagdo

Fuga ou eventualmente mortandade
de peixes

Eventualmente mortandade de
peixes

Alta eutrofizacao

Deterioracdo da qualidade
da agua

Mortandade de peixes

Assoreamento

Restri¢des a comunidade
bentonica

RestricOes a alimentacdo de espécies
bent6fagas

Instabilidade de nivel e
acao erosiva das ondas

Restri¢des a instalagdo de
uma comunidade animal e
vegetal

RestricOes de abrigos e
disponibilidade alimentar para
espécies forrageiras e formas jovens
Restri¢des a desova para algumas
espécies

Reducéo na relagdo area
terrestre: area aquatica

Menor disponibilidade de
alimentos aléctones

Reducédo nos estoques de espécies
frugivoras ou que dependem de
suprimento alimentar aldctone

Fonte de Impacto

Impactos a Montante

Acdo Impactante

Impacto Observado

Afogamento de quedas de
agua

Eliminacéo de barreiras
naturais a dispersao

Introducao de espécies nos
segmentos & montante, com 0s
impactos decorrentes

Ampliacdo da area
lacustre da bacia

Proliferacéo de espécies

risticas de menor interesse a

pesca

Dispersao para os trechos a
montante reduzindo o interesse a
pesca

Fonte de Impacto

Impactos a Jusante

Acéo Impactante

Impacto Observado

Regulacéo e reducéo da
vazao

Reduc&o na area alagavel

pela atenuacdo dos picos de

cheias e perda de vazéo

Retardamento do pico de
cheias

Redug&o dos estoques que dependem
da planicie alagavel para o
desenvolvimento inicial

Reduc&o dos estoques pela elevacéo
da mortalidade ou sucesso parcial
da desova de espécies com ciclo
sincronizado a cheia
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Retencédo de solidos em
suspenséo

Maior capacidade
carreadora da 4gua evertida
e alteracbes morfoldgicas e
granulométrica no canal

Maior transparéncia da agua

AlteracOes no habitat relacionadas a
abrigo, desova e disponibilidade de
alimento bentonico (PETTS, 1984)

Incremento na mortalidade de
jovens por predacdo

Queda de agua no
vertedouro ou pressao de
turbinas

Super saturagdo gasosa nas
areas adjacentes a barragem

Turbuléncia hidraulica ou
presséo elevadas

Mortalidade por embolia gasosa
(PETTS, 1984)

Mortandade de peixes
Incremento na densidade de

predadores atraidos por peixes
feridos

Atracao hidraulica de
peixes pelo canal de
succao durante operacao
de manutencéo de
turbinas

Concentragéo de peixes em
condigdes de oxigénio em
deplecdo

Mortandade de peixes por asfixia

Redugdes subitas da
vazao a jusante para o
enchimento do
reservatorio ou atender
picos de demanda
energética

Exposi¢éo do leito do rio

Mortandade por asfixia,
temperatura ou dessecamento

Interceptacdo do rio pela
barragem

Inacessibilidade dos peixes a
sua area de reproducéo ou
alimentacéo

Concentracao de peixes nas
proximidades das barragens

Reducéo do estoque com possivel
inviabilidade da espécie

Aumento nos niveis de predacéo,
inclusive pelo homem

Apesar de que nos primeiros meses apos o enchimento do reservatério a riqueza

de espécies geralmente aumenta devido a mistura de assembleias locais anteriormente

distribuidas ao longo de uma série de ecossistemas fluviais que foram, entdo,

homogenizados, um dos efeitos inevitaveis de barramentos sdo as alteragdes na

composicdo e abundancia da ictiofauna. Este efeito pode gerar a proliferacdo extrema

em algumas populacdes e a reducdo ou mesmo extingdo de outras. Reducdes na

diversidade de peixes sdo esperadas ap0s a fase heterotréfica e principalmente na regido

lacustre do reservatério propriamente dito. Como a ictiofauna da América do Sul, em

geral, ndo possuem adaptacdes para ambientes pelagicos (como resultado de sua historia

evolutiva em ambientes com poucos lagos naturais), as espécies que ocorrem em

reservatorios sdo essencialmente as que ocupam os sistemas fluviais, isto dificulta a
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colonizacdo dos grandes reservatorios em algum grau (AGOSTINHO, PELICICE e
GOMES, 2008).

Espacialmente as assembleias de peixes distribuem-se ao longo de um gradiente
longitudinal e transversal no reservatorio, comumente observa-se o declinio na
diversidade de espécies em direcdo a barragem (AGOSTINHO, PELICICE e GOMES,
2008). Na represa de Capivara (rio Paranapanema), Hoffmann, Orsi e Shibatta (2005)
observaram reducdo na diversidade de peixes a medida que se aproximavam da zona
lacustre, ao contrario, ao se afastarem desta regido em direcdo a ambientes menos
influenciados pelo barramento, que apresentavam caracteristicas mais semelhantes ao

ambiente original havia um aumento na diversidade.

Nos reservatorios da bacia do Alto rio Parana, a icitiofauna € composta
basicamente por espécies sedentarias e generalistas (em suas demandas biologicas), tais
como ciclideos, pequenos caracideos e bagres, além de alguns predadores nativos e ndo
nativos. Estes peixes colonizam as zonas litoraneas, enquanto que as pelagicas e
profundas, que apresentam maior area e volume, permanecem praticamente inabitadas.
Muitas espécies ndo conseguem se reproduzir e o recrutamento é afetado em areas de
influéncias dos reservatorios, pois as espécies geralmente necessitam de habitats
particulares e diversos “sinais ambientais” (como temperatura, turbidez e regime
hidrolégico) para completar os diferentes estagios e processos reprodutivos (como
desenvolvimento gonadal, migracdo, desova, cuidado com juvenis); estas condicdes
estdo presentes em areas fluviais “selvagens”, mas sdo muito alteradas quando o rio ¢
barrado (AGOSTINHO, GOMES e PELICICE, 2007; AGOSTINHO, PELICICE e
GOMES, 2008)

Os impactos sobre a ictiofauna da regido abaixo da barragem sdo tdo ou mais
danosos do que aqueles acima da barragem. Os barramentos afetam primariamente a
dinamica do fluxo de agua redistribuindo no espaco e no tempo a vazao do rio, afetando
diversos atributos hidroldgicos tais como, periodo de inundacao, intensidade, amplitude,
duracdo e frequéncia e, consequentemente, a estrutura, dindmica e funcionamento dos
ecossistemas abaixo da barragem. Além do blogueio das rotas migratorias de diversas
espécies de peixes, e da retencdo de sedimentos e nutrientes, 0 que acarreta a
diminuicdo da turbidez, bem como o carregamento de nutrientes e material em
suspensdo (AGOSTINHO, PELICICE e GOMES, 2008).
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Os impactos causados pelos barramentos, tais como transformacgéo de ambientes
I6ticos em Iénticos, alteragdes nos ciclos de inundacgdo, perda de lagoas marginais e
fragmentacdo do ambiente combinados podem causar mudancas na estrutura genética e
no tamanho das populacbes, levando a reducdo ou mesmo perda de variabilidade
genética (GARCEZ, CARCAGNOTTO e ALMEIDA-TOLEDO, 2011).

No Brasil, as a¢fes de manejo tomadas na tentativa de mitigar os impactos
causados pelas construcGes de barragens até os anos 1950 eram focadas em assegurar 0s
movimentos migratorios de peixes por meio da construcdo de escadas de transposicao
de peixes, entretanto, estes empreendimentos ndo funcionaram corretamente
principalmente devido a diversas falhas de projeto. Nos anos seguintes 0 manejo ficou
focado no aumento dos estoques pesqueiros por soltura de espécies nativas ou néo
nativas, e no controle de pesca. Durante este periodo 0 manejo procurava a producao e
0s objetivos relacionados a mitigacdo dos impactos sobre a diversidade da ictiofauna
foram abandonados ou colocados em segundo plano. Na década de 90, novamente 0s
mecanismos de transposicdo de peixes foram considerados e as espécies nativas
passaram a ser prioridades nos programas de estocagem. Uma revisdo de um seculo de
atividades de manejo evidencia que as falhas podem ser atribuidas a enfoques
reducionistas, técnicas inadequadas, falta de clareza dos objetivos, auséncia de
monitoramento ou monitoramento inadequado além de deficiéncias causadas por
decisbes baseadas em senso comum (AGOSTINHO, GOMES e PELICICE, 2007;
AGOSTINHO, PELICICE e GOMES, 2008).

Os mecanismos de transposi¢do, quando se objetiva a conservacdo, deveriam
permitir o acesso a locais de reproducdo anteriores ao barramento, o livre transito de
individuos entre os trechos a montante e a jusante; pelo menos deveriam permitir o
acesso da prole produzida ap6s a desova nas regides superiores dos rios as partes baixas
(AGOSTINHO et al., 2007b). Os mesmos autores documentaram a virtual auséncia de
movimentos descendentes de espécies migradoras em barramentos, seja de individudos
adultos, seja de ovos e larvas, pois aparentemente a zona lacustre dos reservatdrios
formam uma barreira tdo importante quanto a propria barragem para a maioria das
espécies migradoras, pois devido a transparéncia da agua que aumenta em direcdo a
barragem, ovos e larvas ficam mais susceptiveis a predacdo; também devido as
condigdes Iénticas deste, larvas e principalmente ovos podem sedimentar e se depositar

no fundo dos reservatorios, onde as condi¢fes de oxigénio sdo mais precarias.
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As regibes lacustres dos reservatorios também sdo evitadas por individuos
adultos em relacéo trechos mais loticos, geralmente localizados na regido mais alta dos
reservatorios (AGOSTINHO et al, 2007b; ORSI, 2010), estes aspectos do
reservatorio, formam, uma barreira muito eficiente para a migracdo descendente dos

individuos que alcancaram as areas de desova a montante das barragens.

Assim, enquanto as barragens propriamente ditas se configuram como um
grande obstaculo a migracdo ascendente, os reservatérios o sdo para as migracGes

descendentes de ovos, larvas ou mesmo individuos adultos.

Alguns autores vém documentando e discutindo o fato de que algumas escadas
transpdem cardumes de peixes acima da barragem onde nédo existem ou existem poucos
locais que possam servir & desova e crescimento das proles. Soma-se a isto o fato de ndo
haver retorno para areas abaixo das barragem de ovos, larvas ou adultos, enquanto a
jusante da barragem transposta existem areas no proprio reservatorio ou em tributarios
que oferecem condicBes para que as espécies possam completar seu ciclo de vida
(AGOSTINHO et al., 2007b; LOPES et al., 2007).

Pelicice e Agostinho (2008) caracterizam alguns cenarios em que mecanismos
de transposicdo tornarem-se verdadeiras “armadilhas ecologicas”. Estas “armadilhas”
podem ser observadas quando: i) o mecanismo € atrativo suficiente para promover a
subida dos peixes, ii) a transferéncia de peixes € predominantemente unidirecional, iii)
ambientes acima da barragem devem sdo pobres em condicBes para desova e
desenvolvimento da prole, iv) existam areas de desova e desenvolvimento abaixo da
barragem. Desta forma, 0s peixes seriam atraidos de um ambiente rico onde
provavelmente completariam seu ciclo de vida, para um ambiente onde isto pode ndo

acontecer, prejudicando o recrutamento inclusive nas areas a jusante (Figura 16).

Ainda segundo Pelicice e Agostinho (2008), esta situacdo pode ser indicada pela
auséncia, ou baixas quantidades, de ovos, larvas e individuos jovens em trechos acima
da barragem, mesmo quando individuos adultos férteis repetidamente chegam a este
ambiente; outro indicativo seria a diminuicdo de adultos e juvenis nos ambientes de boa
qualidade abaixo da barragem e um progressivo, mas ndo permanente aumento da

quantidade de peixes nas regides altas do reservatorio.
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Também pode ser observado um declinio em um gradiente de ovos e larvas das
regides mais altas do reservatério em direcdo a barragem, conforme demonstrado por
Agostinho et al. (2007b), indicando que os adultos estdo se reproduzindo a montante do
reservatorio, mas os ovos e larvas podem ser perdidos antes de alcancarem as lagoas

marginais.
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Figura 16 — Esquema de como uma escada de transposi¢do pode funcionar como uma
armadilha ecoldgica. Nota-se a jusante da barragem uma maior riqueza de ambientes
onde a espécie migradora poderia completar seu ciclo de vida. Largura das setas
indicam a quantidade de fluxo de individuos. (Modificado de PELICICE e
AGOSTINHO, 2008).

N&o restam muitas duvidas de que os grandes migradores conseguem ascender
dos trechos a jusante da barragem para o reservatdrio, desde que os mecanismos de
transposicdo sejam bem projetados (AGOSTINHO et al.,, 2007b; AGOSTINHO,
GOMES e PELICICE, 2007). Igualmente, parece ndo restar duvidas de que o0s

individuos soltos nos reservatérios préximos a barragem consigam continuar a migracao
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rio acima (ANTONIO et al., 2007). Entretanto, ainda existem muitas duvidas quanto a
existéncia de movimentos descendentes em dire¢do aos trechos a jusante da barragem
de ovos, larvas e adultos, que provavelmente ocorrem apenas em situagcbes muito
especificas (AGOSTINHO et al., 2007b; AGOSTINHO, PELICICE e GOMES, 2008;
POMPEU et al., 2012).

Os efeitos danosos de “Ecological Traps” ou “Armadilhas Ecologicas”
(PELICICE e AGOSTINHO, 2008) vém preocupando diversos pesquisadores que
acreditam que este fato poderia causar a deplecdo dos estoques a jusante levando ao
colapso de todo sistema do médio Paranapanema, onde localizam-se os reservatorios de
Capivara, Canoas | e Il (PAULA, 2006; LOPES et al., 2007; ORSI, 2010; RAMOS et
al., 2012).

Antes da realizacdo de programas de reproducdo em cativeiro e soltura de
exemplares em populagdes selvagens é fundamental se conhecer a estrutura genética da
espécie ao longo da sua area de abrangéncia (PADHI, 2013a), a ndo observancia deste
aspecto pode levar a falhas nestes programas. Entretanto, merece destaque o fato de que
a maioria destes programas ndo leva em consideracédo a situacao do estoque selvagem,
as necessidades e restricbes das espécies alvo (AGOSTINHO, PELICICE e GOMES,
2008).

O risco de perda de diversidade genética associado a programas de estocagem &
muito grande quando uma proporcdo significativa de peixes cultivados contribui de
maneira significativa para a “populagdo mista”, mas com um tamanho efetivo muito
menor. Isso € possivel, pois a grande fecundidade e a alta taxa de sobrevivéncia das
fases iniciais de vida quando cultivados em cativeiro, torna possivel a producdo de uma
grande quantidade de alevinos a partir de um pequeno numero de reprodutores
(LORENZEN, BEVERIDGE e MANGEL, 2012).

Almeida e colaboradores (2013) alertam para a necessidade de se conhecer a
estrutura genética das populacdes anteriormente a implantacdao de qualquer programa de

estocagem.

O tamanho efetivo (Ne) das populacdes considera aqueles individuos que
efetivamente contribuem para a evolucao da populagéo, ou seja, aqueles individuos que

participam da formacdo da proxima geracdo. Este tamanho efetivo, leva em
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consideragdo um componente historico, bem como a proporcéo de machos e fémeas e é
dado pela formula: Ne = 4ANmNf/(Nm+Nf), onde Nm representa o niUmero de machos e
Nf o nimero de fémeas (SOLE-CAVA e CUNHA, 2012). Apesar deste céalculo ser
levado em consideracgdo na formacdo de estoques com finalidade de repovoamentos em
rios e reservatérios, muitas vezes nao se utilizam todos os individuos do estoque para
produzir uma geragdo de alevinos. Devido a grande fecundidade de vérias espécies
neotropicais, por exemplo, uma fémea de Prochilodus lineatus pode produzir em média
1.280.000 ovécitos (ORSI, 2010), ou seja, € possivel formar um cardume inteiro a partir
de poucos individuos. Ainda, sabemos que o tamanho efetivo de genes de heranca de
linhagem materna, tais como 0s genes mitocondriais, € ainda menor, cerca de 25% dos
genes nucleares (WARD, 2002; FREELAND, 2005; McCUSKER e BENTZEN, 2010),
esta grande variancia no tamanho reprodutivo, quando alguns individuos contribuem
muito e outros pouco ou nada para a formacdo da proxima geracdo, pode levar a

extingdo de alelos nucleares, e principalmente de linhagens mitocondriais.

Programas de estocagem quando manifestam preocupacdes genéticas,
geralmente preocupam-se apenas com a manutencdo da diversidade genética e
consequentemente prevencao da endogamia, tanto nos estoques de reprodutores como
nos juvenis, portanto, em tese, procuram manter estoques minimos de reprodutores e
realizar algum tipo de monitoramento de variabilidade. Nestes casos, a estrutura das

populacdes, biogeografia da espécie quase sempre sao ignorados.

Ou seja, para que possamos garantir a eficacia de nossas acdes mitigadoras, ou
para que possamos fazer recomendacdes, por exemplo, sobre o desenvolvimento
hidrelétrico, transferéncia de agua interbacia e canalizacdo é necessario documentar 0s

movimentos de espécies migratorias chave (ABELL, 2002).

Segundo Abell (2002), os sistemas relativamente ndo perturbados em nagdes em
desenvolvimento representam a Unica e passageira oportunidade para uma protecdo pro-
ativa em larga escala. Por exemplo, em bacias como a do rio Mekong, o qual ainda
possui alguns dos maiores corpos d'agua com fluxo livre na maior parte de sua extenséo,
uma estratégia de conservacao seria focar esforcos imediatos na protecdo de rios sem
barramentos e suas captacdes. Selecdo de prioridades para protecdo poderia se basear
em valores relativos de biodiversidade, o que remonta a necessidade de informagoes

sobre espécies e habitats.
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Infelizmente a realidade no Brasil € um tanto diferente, pois a comunidade
cientifica € quase sempre ignorada, e seus apontamentos em prol da preservagdo de
determinadas areas prioritarias ndo sdo levados em consideracdo na grande maioria das
situacOes em que envolve o interesse politico e econdmico. Como exemplo deste fato,
podemos citar os estudos envolvendo as represas de Capivara, Canoas | e Il no rio
Paranapanema, que ja produziram uma quantidade significativa de dados (DIAS et al.,
2004; HOFFMANN, ORSI e SHIBATTA, 2005; LOPES et al., 2007; VIANNA e
NOGUEIRA, 2008; ORSI, 2010). Neste caso a acdo prioritaria em prol da conservacao
da biodiversidade da ictiofauna seria a protecdo de seus principais tributarios, 0s rios
das Cinzas e Tibagi, conforme apontado por estes diversos autores, foi desconsiderada.
Ainda, conforme relatado por Raio e Bennemann (2010), mesmo com a comprovacao
cientifica da importancia do rio Tibagi para a preservacdo da biodiversidade do médio
Paranapanema, e reprovacdo dos relatorios e estudos de impactos ambientais por parte
da comunidade cientifica envolvida, em 2012 a UHE Maua iniciou sua geracao
comercial (CRUZEIRO DO SUL, 2013).

Segundo dados e planejamento da Agéncia Nacional de Energia Elétrica -
ANEEL (2008), a matriz energética brasileira deve continuar fundamentada sobre a
hidroeletricidade, atualmente com uma poténcia instalada de aproximadamente
75.000MW a hidroeletricidade responde 75,68% de todo potencial instalado no pais de
102,262 mil MW. De acordo com o Plano Nacional de Energia 2030, pretende-se
alcancar a meta de 126.000MW de hidroeletricidade, sendo que as bacias mais visadas
para atingir esta meta sdo Amazonas e do Tocantins/Araguaia. Neste cenario
aparentemente irreversivel, os bidlogos poderiam fazer recomendacdes para localizacdo
dos projetos, onde eles trariam menores danos (ABELL, 2002), no entanto diante dos
acontecimentos relatados para a UHE Maud, é pouco provavel que isto venha a se

concretizar.

No momento em que ha um plano por parte do governo para a ampliacdo da
geracdo de hidroeletricidade é preciso se atentar ao fato de que a unidade de gestdo dos
recursos hidricos € a bacia hidrografica, como pode ser visto na legislacdo vigente: a Lei

9433/97 — Plano Nacional de Recursos Hidricos em seu art. 1° inciso V estabelece que:

“a bacia hidrografica ¢ a unidade territorial para implementacdo da Politica
Nacional de Recursos Hidricos e atuacdo do Sistema Nacional de

Gerenciamento de Recursos Hidricos”,
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Assim como a Lei 8.171/91 — Politica Agricola em seu artigo 20 também aponta

que:

“As bacias hidrograficas constituem-se em unidades basicas de planejamento

do uso, da conservagdo e da recuperacao dos recursos naturais”.

Ainda a Lei 8.171/91 em seu artigo 23 responsabiliza as empresas pela
alteracbes ambientais e possiveis recuperagdes na area de abrangéncia das bacias
hidrogréficas:

“As empresas que exploram economicamente Aaguas represadas e as
concessionarias de energia elétrica serdo responsaveis pelas alterages
ambientais por elas provocadas e obrigadas a recuperacdo do meio ambiente,

na area de abrangéncia de suas respectivas bacias hidrograficas”

Com a legislacdo vigente extremamente clara quanto a unidade de gestdo dos
recurso hidricos e em se tratando de ambiente aquatico ndo se pode almejar a
preservacdo de um ponto de maneira isolada, pois uma determinada area é influenciada
por regides a montante, a jusante e por toda circunvizinhanca (DUDGEON et al., 2006;
LEVEQUE et al., 2008), de maneira reciproca, os impactos de um barramento
influenciam ndo apenas o local do empreendimento, ou do reservatério, mas impacta
também areas tanto a montante como a jusante (AGOSTINHO, PELICICE e GOMES,
2008), além do que quando varios reservatorios sdo construidos num mesmo rio, estes
podem apresentar um efeito cumulativo, promovendo drésticas redugdes sobre a
ictiofauna (AGOSTINHO, GOMES e PELICICE, 2007). Desta forma, parece
inconcebivel que para a elaboracdo de Estudos e Relatérios de Impactos Ambientais, e
para a emissdo de licencas e autorizacdes aceitem-se estudos pontuais que avaliam uma
area extremamente restrita dentro de uma bacia. Ainda, quando existem varias
barragens em um mesmo rio ndo leva-se em consideracdo a acdo impactante do
conjunto, mas sim de um empreendimento isolado. Fica evidente aqui, um dos maiores
desrespeitos a legislagdo ambiental vigente cometidos atualmente. Os efeitos de um

barramento, para espécies que podem migrar mais de 1.000 km para se reproduzir
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podem causar prejuizos a biodiversidade em bacias vizinhas, em estados vizinhos ou

mesmo paises vizinhos.

Habitats dos peixes sdo destruidos como consequéncia de diversos fatores.
RegiGes de cabeceiras tém sido alteradas por desflorestamento e eroséo na bacia
hidrogréfica, e consequentes assoreamentos tém destruido locais de reproducdo de
muitas especies que necessitam de agua clara e rica em oxigénio. Escoamentos de
produtos agricolas como pesticidas e fertilizantes, esgoto e poluentes quimicos sdao um
estresse adicional para populacGes remanescentes de peixes. Empreendimentos para
retencdo de agua e geracdo de eletricidade criam barreiras as rotas naturais de dispersdo
de peixes migradores e eliminam oportunidades para o fluxo génico entre populagdes de
peixes de agua doce do grupo priméario (VRIJENHOEK, 1998).

Desta maneira é de extrema importancia documentar a biodiversidade presente
em cada ecossistema, em especial os de agua doce que comprovadamente encontram-se
sob forte ameaca em todo mundo. Entdo, teremos dado o primeiro passo de uma longa

caminhada em direcdo a preservacao efetiva da vida em todo planeta.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Registrar a diversidade de peixes presente no rio Laranjinha desde o nivel
especifico até o nivel molecular, como subsidio tanto para programas de
preservacao e conservacao da area, como para decisdes acerca desta bacia.

3.2 Objetivos Especificos

Realizar um inventario da ictiofauna presente no rio Laranjinha;

Elencar espécies que viabilizem a realizacdo de analises genéticas, tais como
espécies migradoras, ndo migradora e amegadas;

Caso necessario, desenvolver e caracterizar iniciadores para locus de
microssatelite para uma espécie amplamente distribuida pela bacia do rio
Paranapanema;

Realizar um registro por meio de marcadores moleculares da diversidade
genética de uma espécie ndo migradora ao longo do rio Laranjinha;

Realizar a analise da diversidade e estrutura genética de uma espécie migradora
presente no rio Laranjinha e na represa de Capivara — rio Paranapanema,
Diagnosticar a diversidade genética de uma espécie ameacada de extingéo
presente no rio Laranjiha;

Montar um banco de tecidos que preservem, como registro histérico, a
diversidade genética das espécies de peixes presentes no rio Laranjinha entre os
anos de 2010 e 2012;



4 TRABALHOS

4.1 Capitulo 1

PEIXES DO RIO LARANJINHA, BACIA DO ALTO RIO
PARANA, PARANA, BRASIL

Este trabalho serd submetido a revista Check List

77



78

Peixes do rio Laranjinha, bacia do Alto rio Parana, Parand, Brasil

RESUMO

Este é o primeiro levantamento abrangente de peixes do rio Laranjinha, afluente
do rio das Cinzas, bacia do rio Paranapanema, um dos poucos afluentes remanescentes
do baixo Paranapanema que possuem trechos livres. Nove locais fixos de coleta foram
amostrados por seis vezes ao longo das estacdes entre os anos de 2010 e 2012 com o
auxilio de redes de espera, tarrafas e peneiras. No total foram capturados 11.924
individuos representados por sete ordens, 25 familias e 103 espécies, coletados com
peneira, tarrafa e rede de espera. Entre os peixes coletados, Brycon orbygnianus, Brycon
nattereri, Rhinelepis aspera e Salminus brasiliensis estdo ameagadas de extingéo, e
Cyprinus carpio, Oreochromis niloticus, Sorubim lima e Hyphessobrycon eques foram
introduzidos. A ocorréncia de varias espécies migradoras capturadas no seu leito, como
Brycon orbygnianus, Piaractus mesopotamicus, Pinirampus pirinampu, Prochilodus
lineatus, Pseudoplatystoma corruscans, Rhinelepis aspera, Salminus brasiliensis,
Salminus hilarii, entre outros, pode ressaltar a importancia desse afluente para tais

espécies.

Palavras-chave: levantamento da ictiofauna, diversidade de peixes, rio Laranjinha,

Peixes neotropicais.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, estima-se que existam aproximadamente 28.000 espécies de peixes
em todo mundo, destas, mais de 12.000 espécies sdo peixes de dgua doce (Balian et al.,
2008; Lévéque et al., 2008; Hickman Jr. et al., 2013). No Brasil, particularmente, o
nimero de espécies de peixes de &gua doce gira em torno de 2.587 (Buckup et al.,
2007). A bacia do Alto rio Parana, que é provavelmente uma das drenagens mais
estudadas do Brasil, contabilizam-se cerca de 310 espécies, um nimero sabidamente
subestimado, j& que existem dezenas de espécies novas aguardando descri¢do (Langeani
et al., 2007). Particularmente no sistema do Alto Parana, ainda existem muitas
drenagens ndo inventariadas, o que inclui corpos d agua de menor porte (Galves et al.,
2009) sabidamente detentores de uma parcela significativa da diversidade, tendo em
vistas 0 grande numero de espécies novas encontradas nestes ambientes (Castro et al.,
2003, 2004; Langeani et al., 2007). Segundo Langeani et al., (2007) hd uma grande
concentracdo de trabalhos no Alto rio Parand no Estado de S&o Paulo, e apesar de ser
pertinente a menutencdo de esforcos de coleta neste estado, € necessario aumentar 0s
esforcos em areas menos amostradas como nos estados do Parana, Goias, Mato Grosso

do Sul e Minas Gerais.

O grande numero de bacias hidrograficas que ainda ndo foram suficientemente
inventariadas, o que impossibilita a determinacdo exata do numero de espécies nos
ecossistemas continentais brasileiros (Agostinho et al., 2005), o que certamente dificulta
0 delineamento de estratégias de conservacdo adequada e tornam incertas as decisoes

que afetam o ecossistema aquatico.

Um levantamento abrangente de peixes no rio Laranjinhas ainda € inédito,
embora exista uma publicacdo de um dos seus afluentes, o ribeirdo Penacho (Costa et
al., 2013). Desta forma, o presente estudo teve como objetivo realizar um inventario
abrangente da ictiofauna da bacia, avaliar sua composicdo e indicar as espécies

introduzidas, migradoras e as ameacadas de extingao.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

O rio Laranjinha, localizado totalmente no nordeste do estado do Parang, é o
principal afluente da margem esquerda do rio das Cinzas, tributario da margem
esquerda do médio rio Paranapanema (Figura 1 e 2). Sua foz encontra-se a 4 km da
cidade de Itambaraca (23°01°03.51”’S 50°24°22.68”0) na elevacdo de 348 m acima do
nivel do mar e sua nascente encontra-se proxima a cidade de Ventania (24°14°43.43”S
50°14°32.78”0) na altitude de 984m. O rio Laranjinha, com seus meandros, possui
extensdo de 350 km e esta localizado na bacia sedimentar do Parand; sua nascente e foz
localizam-se no segundo e terceiro planaltos paranaenses, respectivamente (Santos et
al., 2006). Entre os anos 1956 e 1960 uma pequena central hidrelétrica (PCH), que
jamais entrou em operacao, foi construida a 98 km de sua foz, e recentemente, em 2006,

foi construida uma escada de transposicéo (Schwartz, 2006) (Figura 2 G).

2.2 Coleta de dados

Foram demarcados nove locais de coleta distribuidos desde sua nascente até sua
foz (Figura 01 e 02; Tabela 1), em cada local foram realizadas seis coletas no periodo de
outubro de 2010 a abril de 2012 sob a autorizacdo 23315-1/SISBIO (Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade/Ministério do Meio Ambiente). Os
trechos A e B, pela proximidade com a nascente, possuiam caracteristicas semelhantes a
um riacho, portando, foram utilizadas apenas duas peneiras (1,38 m?) em um trecho com
300 m de comprimento, delimitado por redes com malha de 2 mm, e esforco de coleta
de quatro pessoas durante 1 h 30 min. No trecho C, com caracteristica intermediéria,
foram utilizadas 270 m? de redes de espera com malhas variando de 1 a 3 cm de
entrends opostos com vistorias ao entardecer e ao amanhecer, duas peneiras (1,38 m?)
em um trecho com 300 m de comprimento e esfor¢co de coleta de quatro pessoas durante
1 h 30 min e uma tarrafa com 3 cm de entrends opostos (10 langcamentos). Por fim, nos
trechos de D a | foram utilizados 720 m? de redes de espera com malhas variando de 1 a
8 cm de entrends, com vistorias ao entardecer e ao amanhecer, além da pesca com duas
peneiras (1,38 m?) com um esforco de coleta de quatro pessoas durante 40 min e 10

lances de tarrafa (3 cm de entrends).
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Depois de coletados, os peixes foram trazidos em gelo ao Laboratério de
Genética e Conservacdo da Universidade Estadual do Norte do Parand (GECON /
UENP-CCP), para retirada de uma amostra de musculatura para compor a colecdo de
tecidos do GECON e armazenada em etanol 95% a -20°C. Os exemplares foram entéo
fixados em solucdo de formalina a 10%, posteriormente transferidos para etanol a 70% e
identificados de acordo com a literatura especifica. Exemplares testemunhos foram
depositados na Colecdo Ictiolégica da Universidade Estadual do Norte do Parana
(CIUENP) e no Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL).

A riqueza de espécies e frequéncia de captura de cada espécie foram calculadas
em relacdo ao total de individuos coletados.

Para complementar a lista de espécies foram utilizados registro de captura
pertencentes a outros projetos de nosso grupo de trabalho, bem como dados publicados
por Costa et al. (2013).
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Tabela 1 - Descricdo dos locais amostrados no rio Laranjinha, afluente do rio Paranapanema, Parana.

Ponto

Localidade

Municipio

Coordenada

Descricdo do Ambiente

Pedreira

Ventania

24°15°8.55”S/50°12°1.35”0

Ponto mais distante da foz; largura média de 4m; substrato alternando entre areia e
lajes.

Cachoeira

Ventania

24°14°37.577°S / 50°12°24.48”0

Substrato alternando entre grandes rochas e areia; largura média aproximada de 4m;
oito quildmetros acima recebe grande carga de efluentes domésticos.

SANEPAR

Ventania

24°13°24.56”S / 50°11°57.88”0

Fundo de sedimento argiloso; grande perturbacdo antrépica pela presenca de uma
ponte e estrada rural; largura média aproximada de 5 m.

Distrito da Moquém

Ventania

24°01°36.6”S / 50°11°21.6”0

Inserido em uma propriedade privada para plantio de arvores para extracdo de
madeira. Trecho localizado entre uma pequena cachoeira e uma corredeira formando
um lago com largura média aproximada de 13 m, pareddes rochosos e fundo
predominantemente arenoso.

Figueira

Figueira

23°51°34.73”S / 50°22°43.04°0

Auséncia de vegetagdo riparia em ambas as margens, onde ha predominancia de
gramineas; substrato alternando entre rochas e areia; largura média aproximada de
14m. No local ha extragdo de areia e a jusante deste ponto existe uma pequena
barragem que serve a uma usina termelétrica.

Ibaiti

Ibaiti

23°43°31.88”S / 50°26°34.42”0

Largura média aproximada de 40m. Trecho localizado a montante da area préxima a
uma destilaria de &lcool.

Barragem da Corredeira

Ribeirdo do Pinhal

23°17°49.95”S / 50°28°43.27°0

Possui vegetacdo ciliar em ambas as margens, alternando trechos bem preservados
com trechos mal preservados com predominancia de gramineas. No meio deste pronto
de coleta existe um barramento que possui uma escada de transposigéo, & montante da
barragem forma um lago com largura média aproximada de 63m com substrato
arenoso, a jusante, possui aguas rapidas, com largura média de 48m, substrato
predominantemente rochoso, alterna corredeira com pogos mais profundos

Santa Amélia

Santa Amélia

23°24°53.06”S / 50°27°8.60”0

Fundo predominantemente rochoso, apresenta largura média aproximada de 55m,
ponto de coleta delimitado a montante por uma grande corredeira

Foz

Bandeirantes

23°1°53.90 S/ 50°26°51.90”0

Trecho delimitado & jusante pela foz do rio Laranjinha no rio das Cinzas, trecho
com largura média aproximada de 48m, substrato predominantemente arenoso; possui
algumas corredeiras na parte média do ponto, entretanto predominam &guas calmas.
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Figura 1 — Mapa dos pontos amostrados ao longo do rio Laranjinha. Circulos em

vermelho representam os locais de coleta. Triangulo amarelo representa UHE Capivara
e o triangulo verde representa UHE Canoas I, ambas no rio Paranapanema.
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Figura 2 — Vista parcial dos pontos de coleta ao longo do rio Laranjinha ilustrando os
ambientes e a vegetacdo marginal. Pontos préximos a nascentes (a-c), pontos na porcao
média rio Laranjinhas (d-f) e locais préximo a foz (g-i).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O rio Laranjinha vem sendo alvo de diversos projetos para implantacdo de PCHs
apesar de diversos estudos apontarem para sua importancia ecoldgica (Lopes et al.,
2007; Vianna & Nogueira, 2008; Orsi, 2010). Entretanto, o primeiro passo para se
conservar a biodiversidade de uma area € a realizacdo de um inventario para se conhecer
as espécies que a habitam (Simic et al., 2007).

Foram coletados 11,924 espécimes representados por 103 espécies, sete ordens e
25 familias (Tabela 2 e Anexo 1). Das espécies coletadas, 44,6% sdo Siluriformes,
39,6% Characiformes, 6,9% Gymnotiformes, 5,9% Perciformes, as ordens
Cyprinodontiformes, Synbranchiformes e Cypriniformes foram representados por
apenas uma espécie. Na drenagem do rio Laranjinhas, 84,4% da ictiofauna pertencem
aos Siluriformes e Characiformes, essa dominancia esta de acordo com outros estudos
similares na regido Neotropical (e.g. Castro & Casatti, 1997; Sabino & Zuanon, 1998;
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Lowe-McConnell, 1999; Queiroz et al., 2013), no sistema do Alto rio Parana
(Agostinho & Julio-Junior, 1999; Langeani et al., 2007), e na bacia do rio
Paranapanema (Carvalho et al., 1998; Hoffmann et al., 2005; Britto & Carvalho, 2006;
Shibatta et al., 2007).

Tabela 2 - Lista de espécies capturadas ao longo do rio Laranjinha (locais A a |, ver Figuras 1 e 2, e Tabela 1 para a
localizacéo e caracterizagdo), Parand, Brasil e suas respectivas abundancia de captura. & espécie nao nativa de acordo com
Graca & Pavanelli (2007), Langeani et al. (2007), Jalio Jr et al. (2009) e Orsi comunicagdo pessoal. ¢ espécie adicionais
registrada na bacia por Costa et al. (2013).

Trechos Amostrados

Téxon A B C D E F G H | Total
CHARACIFORMES

Acestrorhynchidae
Acestrorhynchus lacustris (Litken 1875) 56 38 61 155

Anostomidae
Leporellus vittatus (Valenciennes 1850) 2 2 4
Leporinus amblyrhynchus Garavello & Britski 1987 20 23 9 43 11 15 121
Leporinus friderici (Bloch 1794) 3 9 43 55
Leporinus obtusidens (Valenciennes 1837) 10 1 7 18
Leporinus octofasciatus Steindachner 1915 5 3 12 10 16 46
Leporinus striatus Kner 1858 15 17 10 42
Schizodon intermedius Garavello & Britski 1990 4 1 1 79 85
Schizodon nasutus Kner 1858 25 29 49 2 16 121

Characidae
Aphyocharax cf. dentatus Eigenmann & Kennedy, 19034 1 1
Astyanax altiparanae Garutti & Britski, 2000 1 18 42 96 242 106 134 639
Astyanax bockmanni Vari & Castro 2007 1 36 70 7 4 21 17 156
Astyanax cf. paranae Eigenmann 1914 571 134 70 14 9 22 2 1 823
Astyanax fasciatus (Cuvier, 1819) 200 9 11 8 11 14 332
Brycon nattereri Giinther 1864 82 5 87
Brycon orbygnianus (Valenciennes 1850) 50 50
Bryconamericus iheringii (Boulenger 1887) 13 112 19 18 98 260
Bryconamericus stramineus Eigenmann 1908 2 4 2 15 23
Cheirodon stenodon Eigenmann 1915 26 48 74
Galeocharax knerii (Steindachner 1879) 118 42 43 203
Hyphessobrycon eques (Steindachner 1882) a 12 12
Moenkhausia intermedia Eigenmann 1908 157 157
Odontostilbe sp. 7 3 10
Oligosarcus paranensis Menezes & Géry 1983 45 13 18 76
Piabina argentea Reinhardt 1867 2 5 7
Salminus brasiliensis (Cuvier 1816) 1 1
Salminus hilarii Valenciennes 1850 1 1
Serrapinnus notomelas (Eigenmann 1915) 2 2

Triportheus nematurus (Kner 1858) a 1 43 44
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Crenuchidae

Characidium aff. zebra Eigenmann 1909 4 19 1 24
Curimatidae

Cyphocharax modestus (Fernandez-Yépez 1948) 27 4 75 1 1 17 125

Steindachnerina insculpta (Fernandez-Yépez 1948) 2 12 109 12 37 172
Erythrinidae

Hoplias malabaricus (Bloch 1794) 1 6 17 62 6 2 29 123
Parodontidae

Apareiodon ibitiensis Campos, 1944 1 4 1 10 2 18

Apareiodon piracicabae (Eigenmann, 1907) 35 45 44 91 79 143 437

Parodon nasus Kner 1859 25 2 27
Prochilodontidae

Prochilodus lineatus (Valenciennes 1837) 120 40 29 4 4 197
Serrasalmidae

Metynnis maculatus (Kner 1858) & 1 6 7

Piaractus mesopotamicus (Holmberg 1887) 3 6 9

Serrasalmus maculatus Kner 1858 32 1 14 47

CYPRINIDONTIFORMES

Poeciliidae

Phalloceros harpagos Lucinda 2008 278 1043 27 3 1351

Poecilia reticulata Peters 18594 ¢
CYPRINIFORMES
Cyprinidae
Cyprinus carpio Linnaeus 17584 2 2

GYMNOTIFORMES
Apteronotidae

Apteronotus aff. albifrons (Linnaeus, 1766) & 1 1
Apteronotus cf. caudimaculosus Santana, 2003 A 3 3
Apteronotus sp. 1 1
Gymnotidae
Gymnotus sp. ¢
Gymnotus sylvius Albert & Fernandes-Matioli 1999 2 1 10 9 4 7 33
Sternopygidae
Eigenmannia trilineata Lépez & Castello 1966 3 2 4 3 11 23
Sternopygus macrurus (Bloch & Schneider 1801) 1 5 3 9
PERCIFORMES
Cichlidae
Australoheros sp. 1 1
Crenicichla britskii Kullander 1982 4 9 13
Crenicichla jaguarensis Haseman 1911 7 8 22 37
Crenicichla jupiaensis Britski & Luengo 19684 1 1
Geophagus brasiliensis (Quoy & Gaimard 1824) 11 182 238 183 3 10 627
Oreochromis niloticus (Linnaeus 1758) a 2 1 3 7 1 14

SILURIFORMES



Aspredinidae
Bunocephalus larai Ihering 1930
Auchenipteridae
Ageneiosus militaris Valenciennes 18354
Glanidium cesarpintoi Ihering, 1928
Tatia neivai (lhering 1930)
Callichthyidae
Callichthys callichthys (Linnaeus 1758)
Corydoras aeneus (Gill 1858)
Hoplosternum littorale (Hancock 1828) a
Doradidae
Rhinodoras dorbignyi (Kner 1855)
Heptapteridae
Cetopsorhamdia iheringi Schubart & Gomes 1959
Imparfinis mirini Haseman 1911
Imparfinis schubarti (Gomes, 1956)¢
Phenacorhamdia tenebrosa (Schubart 1964)
Pimelodella meeki Eigenmann 1910
Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard 1824)
Loricariidae
Ancistrus cf. cirrhosus (Valenciennes 1836)
Hisonotus insperatus Britski & Garavello 2003
Hypostomus albopunctatus (Regan 1908)
Hypostomus ancistroides (lhering 1911)
Hypostomus cf. paulinus (Ihering 1905)
Hypostomus cf. topavae (Godoy 1969)
Hypostomus hermanni (Ihering 1905)
Hypostomus iheringii (Regan 1908)
Hypostomus nigromaculatus (Schubart 1964)
Hypostomus regani (lhering 1905)
Hypostomus strigaticeps (Regan 1908)
Loricaria prolixa Isbriicker & Nijssen, 1978
Loricaria sp.
Loricariichthys platymetopon Isbriicker & Nijssen 19794
Megalancistrus parananus (Peters 1881)
Neoplecostomus yapo Zawadzki, Pavanelli & Langeani 2008
Otothyropsis biamnicus Calegari, Lehmann A. & Reis 2013
Pterygoplichthys ambrosettii (Holmberg 1893) a
Rhinelepis aspera Spix & Agassiz 1829
Rineloricaria latirostris (Boulenger 1900)
Rineloricaria pentamaculata Langeani & de Araujo 1994
Pimelodidae
Iheringichthys labrosus (Liitken 1874)
Megalonema platanum (Giinther 1880)

1
1
1
36 5
11
299 305
6 246
1 1
29
267

3% 29 5 2
23

45

232
91

77

16

140
86
40

93

37

13

88
113
194

32

73

11
210

24

11

19
30
244
74
166

119
22

10

16

87

13

14

51
141
56
162
13

36
15
16
38

12

44

13

20

12
68

45
119
1170
1008
205
401
15
65
21
802
37
20
48
10
71
25

12

141
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Pimelodus maculatus Lacépéede 1803 1 14 8 28 51
Pimelodus microstoma Steindachner 1877 57 6 9 103 39 7 221
Pimelodus paranaensis Britski & Langeani 1988 8 2 10
Pinirampus pirinampu (Spix & Agassiz 1829) 4 4
Pseudoplatystoma corruscans (Spix & Agassiz 1829) 1 1
Sorubim lima (Bloch & Schneider 1801) a 3 3
Pseudopimilodidae
Pseudopimelodus pulcher (Boulenger 1887) 115 115
Trichomycteridae
Trichomycterus diabolus Bockmann, Casatti & de Pinna2004 26 169 8 9 3 215
Trichomycterus davisi (Haseman 1911)¢
SYNBRANCHIFORMES
Synbranchidae
Synbranchus marmoratus Bloch 1795 1 1
Total 912 334 1486 1655 1296 1158 2082 1326 1675 11924

A maior parte dos estudos ictiofaunisticos no Estado do Parana estio
relacionados a pequenos corpos d’agua como riachos (Pavanelli & Caramaschi, 1997;
Gubiani et al., 2006; Shibatta et al., 2006; Galves et al., 2007; Maier et al., 2008;
Gubiani et al., 2010; Cionek et al., 2012; Costa et al., 2013). Trabalhos cujos
levantamentos consistem de amostragens ao longo de uma drenagem de grande porte,
Como rios, sdo escassos e resumem em trés obras, uma para o rio Tibagi no qual foram
inventariados 110 espécies (Shibatta et al., 2002), uma para o rio lguacu, no qual foram
registradas 106 espécies (Baumgartner et al., 2012) e ainda uma para a planicie de
inundacao do Alto rio Parana na qual foram coletadas 182 espécies diferentes (Graca &
Pavanelli, 2007). Ainda existem alguns levantamentos realizados em reservatorios do
rio Paranapanema, tais como Capivara com 67 espécies (Hoffmann et al., 2005) e
Taquarugu com 73 espécies (Britto & Carvalho, 2006). Embora o numero de 103
espécies capturadas no rio Laranjinha, seja representativo, por se tratar de uma
drenagem pouco estudada historicamente, é possivel que o nUmero de espécies aumente,
conforme novos esforcos sejam realizados.

Neste trabalho, as familias com maior o namero de espécies foram Loricariidae
(20,8%), Characidae (19,8%), Pimelodidae (7,9%), Anostomidae (7,9%) e
Heptapteridae (5,9%). Characidae e Loricariidae sdo a quarta e a quinta familias com o
maior nimero de espécies do mundo (Nelson, 2006). Characidae com cerca de 1000

espécies (Mirande, 2009) e Loricariidae cerca de 800 espécies (Ferraris, 2007). Essas
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duas familias foram representados por 41 espécies, ou 40,6% do total da riqueza
encontrada.

As localidades A e B apresentaram as menores riquezas de espécies (cinco
espécies em cada), enquanto que a localidade | apresentou o maior nimero de espécies
(65 espécies). Estes trechos representam a nascente e a foz do rio Laranjinha
respectivamente, padrdo condizente com a teoria do rio continuo de Vanotte et al.
(1980).

As espécies mais abundantes foram Phalloceros harpagos (11,2%), Hypostomus
cf. paulinus (9,7%), Astyanax cf. paranae (7,2%), Hypostomus strigaticeps (6,7%) e
Astyanax altiparanae (5,3%).

Espécies possivelmente novas sdo Odontostilbe sp., Loricaria sp. e Apteronotus
sp. Oito espécies estdo com sua taxonomia incerta Aphyocharax cf. dentatus, Astyanax
cf. paranae, Characidium aff. zebra, Apteronotus aff. albifrons, Apteronotus aff.
caudomaculosus, Australoheros sp., Ancistrus cf. cirrhosus, Hypostomus cf. paulinus e
Hypostomus cf. topavae

Quanto a origem das espécies capturadas, 14,6% nao sdo nativas, duas sdo
provenientes de outro continente, a carpa Cyprinus carpio originaria da Asia (Graca &
Pavaneli, 2007) e a tilapia Oreochromis niloticus da Africa (Graca & Pavaneli, 2007),
as demais espécies pertencem a outras localidades no continente sul-americano e
também foram introduzidas na bacia devido a alguma atividada antropica. Para elencar
as espécies como ndo nativas foi realizada uma analise comparativa dos levantamentos
de Graca & Pavaneli (2007), Langeani et al. (2007), Jalio Jr et al. (2009) e Orsi
(comunicacdo pessoal) (Tabela 2).

Agostinho et al. (2003) listam a ocorréncia de 16 espécies migradoras de longas
distancias do Alto rio Parand, das quais 10 foram capturadas no rio Laranjinha: Brycon
orbygnianus, Leporinus obtusidens, Piaractus mesopotamicus, Prochilodus lineatus,
Pseudoplatystoma corruscans, Rhinelepis aspera, Salminus brasiliensis, Salminus
hilarii, Pimelodus maculatus e Sorubim lima. Adicionalmente, as espécies Leporinus
friderici, Schizodon nasutus, Megalonema platanus, Rhamdia quelen e Pinirampus
pirinampu capturadas neste estudo, também realizam migracdes, como mencionado por
Agostinho et al. (2007), totalizando 15 espécies migradoras presentes no rio Laranjinha.

Vianna & Nogueira (2008) estudando a dinamica de ovos e larvas no rio das
Cinzas encontraram que 0s peixes do médio rio Paranapanema utilizam esse afluente

para desovar. Sendo o Laranjinha um afluente do rio das Cinzas, é possivel que a
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ocorréncia de peixes migradores esteja relacionada a presenca de trechos livres e
caudalosos, no qual as espécies mencionadas acima podem realizar migracfes e
completar seus ciclos reprodutivos. Consequentemente, o rio Laranjinha também pode
ser um importante contribuinte para a manutencdo da diversidade e de populacbes
viaveis do médio Paranapanema. Outros autores também destacam a bacia do rio das
Cinzas, e portanto o rio Laranjinha, como provavel rota migratdria de peixes oriundos
da represa de Capivara (Dias et al., 2004; Hoffmann et al., 2005; Paula, 2006; Lopes et
al., 2007; Vianna & Nogueira, 2008; Orsi, 2010)

A fragmentacdo e a perda dos habitats naturais é a maior ameaca a diversidade
biol6gica (Wilcove et al., 1998). Nos sistemas aquaticos uma das principais ameacas a
biodiversidade dos ambientes de agua doce é a construcdo de barramentos associadas a
producdo de hidroeletricidade (Agostinho et al., 2005; Dudgeon, et al., 2006; Agostinho
et al., 2008). Neste contexto, uma das bacias mais afetadas por barramentos no Brasil é
a do rio Parana (Agostinho et al., 2008), e mais especificamente um de seus afluentes, o
rio Paranapanema, tornou-se um ambiente altamente impactado pela implantacdo de
varias usinas hidrelétricas, que transformaram-se numa sucessdo de lagos artificiais
(Agostinho & Julio-Junior, 1999). Uma vez que as rotas migratorias sdo afetadas pelo
barramento do rio, ndo apenas a fauna local podera ser prejudicada, mas também as
populacdes de peixes que utilizam esse afluente para completar seus ciclos reprodutivos.

A presenca de trechos livres no rio Laranjinha tem despertado o interesse do
setor energético, atualmente com diversos projetos para implantacdo de PCHs no seu
leito (ANEEL, 2013). Este fato é preocupante e torna as informacdes levantadas aqui,
essenciais para subsidiar tomadas de decisdes voltadas a conservacao da ictiofauna.

A preservacdo do rio Laranjinha é de extrema importancia, pela presenca de
espécies que constam na lista de espécies ameacadas do Estado do Parana (Mikich; &
Bérnils, 2004): Brycon orbygnianus foi categorizado como em perigo, e Brycon
nattereri, Rhinelepis aspera, e Salminus brasiliensis foram categorizados como
vulneraveis, e ainda, Pseudoplatystoma corruscans e Salminus hilarii como quase
ameacadas. O simples fato de algumas espécies constarem em alguma lista de espécies
ameacadas ja representa uma ameaca de extin¢do global ou local, e que a area em

quest&o necessita de medidas apropriadas para sua conservagao (Simic et al., 2007).

Finalmente, seja pela presenca do grande numero de espécies, dentre elas

espécies migradoras ou ameacadas, seja pelo registro de espécies ainda novas para a
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ciéncia, podemos classificar o rio Laranjinha como um patriménio da diversidade de
peixes, portanto, merecedor de especial aten¢éo no que se refere a sua preservagao. Este
trabalho pode ser considerado o passo inicial para subsidiar diversas a¢cdes de manejo e
preservacéo.
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ANEXO I
Catalogo fotograficos dos peixes do rio Laranjinha
CHARACIFORMES

Acestrorhynchidae
Figural - Acestrorhynchus lacustris (Lutken 1875) - CP: 21,5cm — RG: 12145.... 100

Anostomidae

Figura 2 - Leporellus vittatus (Valenciennes 1850) — CP: 20cm — RG: 7527.............. 100
Figura 3 -  Leporinus amblyrhynchus Garavello & Britski 1987 — CP: 10,5cm — RG:
00 TSRS 100
Figura 4 - Leporinus friderici (Bloch 1794) — CP: 14,5 cm — RG: 3247 .......ccccouve... 100

Figura5 - Leporinus obtusidens (Valenciennes 1837) — CP: 19 cm — RG: 10027 ... 101
Figura 6 - Leporinus octofasciatus Steindachner 1915 — CP: 12cm — RG: 9995...... 101

Figura 7 - Leporinus striatus Kner 1858 — CP: 13cm —RG: 819%4.........cccceeveinneee. 101
Figura 8 - Schizodon intermedius Garavello & Britski 1990 — CP: 18,8 cm — RG:3622
................................................................................................................................. 101
Figura 9 - Schizodon nasutus Kner 1858 — CP: 16,2 cm — RG: 11778.........ccccceevveeen. 102
Characidae

Figura 10 - Aphyocharax cf. dentatus Eigenmann & Kennedy, 1903 — CP: 4 cm — RG:
A0 ...ttt ettt et ne e 102

Figura 11 - Astyanax altiparanae Garutti & Britski, 2000 — CP: 5,2cm — RG: 5872 .. 102
Figura 12 - Astyanax bockmanni Vari & Castro 2007 — CP: 7,2 cm — RG: 10274...... 103

Figura 13 - Astyanax cf. paranae Eigenmann 1914 — CP: 7,1 cm — RG: 11360 ......... 103
Figura 14 - Astyanax fasciatus (Cuvier, 1819) — CP: 9,7 cm — RG: 10010................ 103
Figura 15 - Brycon nattereri Gunther 1864 — CP: 21,2 cm — RG: 9990.........ccccccve.. 104
Figura 16 - Brycon orbignyanus (Valenciennes 1850) ..........cccccovveevivveenieeesiiee e 104

Figura 17 - Bryconamericus iheringii (Boulenger 1887) — CP: 4,2 cm — RG: 10506. 104
Figura 18 - Bryconamericus stramineus Eigenmann 1908 — CP: 4,1 cm — RG: 10041
................................................................................................................................. 104
Figura 19 - Cheirodon stenodon Eigenmann 1915 — CP: 3 cm — RG: 10528............ 105
Figura 20 - Galeocharax knerii (Steindachner 1879) — CP: 12,2 cm — RG: 3214....... 105
Figura 21 — Hyphessobrycon eques (Steindachner 1882) - CP: 3 cm — RG: 2430....... 105
Figura 22 - Moenkhausia intermedia Eigenmann 1908 — CP: 9,2 cm — RG: 6782...... 106

Figura 23 - Odontostilbe sp. — CP: 6,5 cm —RG: 10032 ........cccoveeivieeiiiieeiieee i, 106
Figura 24 - Oligosarcus paranensis Menezes & Gery 1983 — CP: 13,5 cm — RG: 4116
................................................................................................................................. 106
Figura 25 — Piabina argentea Reinhardt 1867 - CP: 8,6 cm — RG: 3166.................... 106
Figura 26 - Salminus brasiliensis (Cuvier 1816) — CP: 35,5cm — RG: 8192.............. 107
Figura 27 - Salminus hilarii Valenciennes 1850 — CP: 26 cm — RG: 826J.................. 107
Figura 28 - Serrapinnus notomelas (Eigenmann 1915) — CP: 2,4 cm — RG: 10044 .... 107
Figura 29 - Triportheus nematurus (Kner 1858) — CP: 20,5 cm — RG: 6716.............. 107

Crenuchidae
Figura 30 - Characidium aff. zebra Eigenmann 1909 — CP: 6,7 cm — RG: 9113 ....... 108


file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117174
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117175
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117176
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117176
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117177
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117178
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117179
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117180
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117181
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117181
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117182
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117183
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117183
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117184
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117185
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117186
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117187
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117188
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117189
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117190
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117191
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117191
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117192
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117193
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117194
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117195
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117196
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117197
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117197
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117198
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117199
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117200
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117201
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117202
file:///C:/Users/Bruno/Google%20Drive/UENP/DOC/!TESE/Artigo%20Check-list/ANEXO%20-%20Fotos%20Peixes%2017.01.2014%20(Versão%20já%20com%20correções%20do%20OSCAR).doc%23_Toc377117203

97

Curimatidae

Figura 31 - Cyphocharax modestus (Fernandez-Yépez 1948) — CP: 9,8 cm — RG: 10272
................................................................................................................................. 108
Figura 32 - Steindachnerina insculpta (Fernandez-Yépez 1948) — CP: 10 cm — RG:
0 TP EEPR R PPPPPPRRRRR 108
Erythrinidae

Figura 33 - Hoplias malabaricus (Bloch 1794) — CP: 14,5 cm — RG: 3160................ 109
Parodontidae

Figura 34 - Apareiodon ibitiensis Campos, 1944 — CP: 8,2 cm — RG: 10025.............. 109
Figura 35 - Apareiodon piracicabae (Eigenmann, 1907) — CP: 10,3 cm — RG: 10017109
Figura 36 - Parodon nasus Kner 1859 — CP: 13 cm - RG: 11767.......cccccvvveviirnnnnne. 109
Prochilodontidae

Figura 37 - Prochilodus lineatus (Valenciennes 1837) — CP: 23,4 cm — RG: 3143..... 110
Serrasalmidae

Figura 38 - Metynnis maculatus (Kner 1858) — CP: 13,5 cm — RG: 4052.................. 110
Figura 39 - Piaractus mesopotamicus (Holmberg 1887) — CP: 27 cm - RG: 6485.... 110
Figura 40 - Serrasalmus maculatus Kner 1858 — CP: 16 cm - RG: 9987.................. 111
CYPRINIDONTIFORMES

Poeciliidae

Figura 41 - Phalloceros harpagos Lucinda 2008 — a)Q - CP: 2,2 cm —RG: 9116, b) & -
CP: 3,8 —RG: 9115 ittt 111
Figura 42 - Poecilia reticulata Peters 1859 — a)Q - CP: 3,0 cm — RG: 2775, b) & - CP:
1,6 CM — RG: 2776 .ttt ettt 112
CYPRINIFORMES

Cyprinidae

Figura 43 - Cyprinus carpio LinNaeus 1758 ..........ccccccoiieeiiiie i 112
GYMNOTIFORMES

Apteronotidae

Figura 44 - Apteronotus aff. albifrons (Linnaeus, 1766) — CP: 16 cm — RG: 2287 ..... 113
Figura 45 - Apteronotus cf. caudimaculosus Santana, 2003 — CP: 22,2 cm — RG: 4042
................................................................................................................................. 113
Figura 46 - Apteronotus sp. — CC: 3cm — RG: 2288...........coovveiiiiiiiiie e 113
Gymnotidae

Figura 47 - Gymnotus sp.— CP: 15,82 — RG: MZUEL 6452...........ccccceiviiiveeiiiiiineenn, 114

Figura 48 - Gymnotus sylvius Albert & Fernandes-Matioli 1999 — CP: 25,2 c¢cm — RG:
00O TP USSR 114
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Sternopygidae

Figura 49 - Eigenmannia trilineata Lopez & Castello 1966 — CP: 18,5 cm — RG: 6099
................................................................................................................................. 114
Figura 50 - Sternopygus macrurus (Bloch & Schneider 1801) — CP: 20 cm — RG: 5861
................................................................................................................................. 115
PERCIFORMES

Cichlidae

Figura 51 - Australoheros sp. — CP: 7,8 cm - RG: 10420.......cccccoeviiiiiiinieiienene, 115
Figura 52 - Crenicichla britskii Kullander 1982 — CP: 10,5 cm — RG: 5863 .............. 115
Figura 53 - Crenicichla jaguarensis Haseman 1911 — CP: 9 cm — RG: 8193.............. 116
Figura 54 - Crenicichla jupiaensis Britski & Luengo 1968 — CP: 9,5 cm — RG: 10057
................................................................................................................................. 116
Figura 55 - Geophagus brasiliensis (Quoy & Gaimard 1824) — CP: 8,5 cm - RG: 10549
................................................................................................................................. 116
Figura 56 - Oreochromis niloticus (Linnaeus 1758) — CP: 22 cm - RG: 2046........... 117
SILURIFORMES

Aspredinidae

Figura 57 - Bunocephalus larai lhering 1930 — CP: 5 cm — RG:9335 . a) Vista dorsal, b)
VST JALEIALL ... 117
Auchenipteridae

Figura 58 - Ageneiosus militaris Valenciennes 1835 — CP: 16,5 cm — RG: 6711........ 118
Figura 59 - Glanidium cesarpintoi Ihering, 1928 — CP: 8cm — RG: 4053................... 118
Figura 60 - Tatia neivai (Ihering 1930) — CP: 5cm — RG: 12084 .........cccovevivvveinnnn, 118
Callichthyidae

Figura 61 - Callichthys callichthys (Linnaeus 1758) — CC: 2,2 cm — RG: 2758J........ 119
Figura 62 - Corydoras aeneus (Gill 1858) — CP: 3cm —RG: 5882.........ccccccevvvevnnnne 119
Figura 63 - Hoplosternum littorale (Hancock 1828) — CP: 18 cm — RG: 715M......... 119
Doradidae

Figura 64 - Rhinodoras dorbignyi (Kner 1855) — CP: 11,5 cm — RG: 6573................ 120
Heptapteridae

Figura 65 - Cetopsorhamdia iheringi Schubart & Gomes 1959 — CP: 8,5 — RG: 9803120
Figura 66 - Imparfinis mirini Haseman 1911 — CP: 11 cm — RG: 5869...................... 120

Figura 67 - Imparfinis schubarti (Gomes, 1956) — CP: 8,1 cm — RG: MZUEL 6437.121
Figura 68 - Phenacorhamdia tenebrosa (Schubart 1964) — CP: 8,5 cm — RG:5162J .. 121

Figura 69 - Pimelodella meeki Eigenmann 1910 — CP: 9,5 cm — RG: 1404J .............. 121
Figura 70 - Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard 1824) — CP: 17 cm—5914 .............. 121
Loricariidae

Figura 71 - Ancistrus cf. cirrhosus (Valenciennes 1836) — CP: 6,3 cm — RG: 6111...122
Figura 72 - Hisonotus insperatus Britski & Garavello 2003 — CP: 2,2 cm — RG: 10559
................................................................................................................................. 122
Figura 73 - Hypostomus albopunctatus (Regan 1908) — CP: 15 cm — RG: 3625........ 122
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Figura 74 - Hypostomus ancistroides (Ihering 1911) — CP: 11 cm — RG: 10548 ........ 122
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Figura 89 - Rhinelepis aspera Spix & Agassiz 1829 — CP: 17,5 cm—RG: 9991 ....... 127
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Figura 92 - lheringichthys labrosus (Litken 1874) — CP: 23 cm — RG:7932.............. 128
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Figura 97 - Pinirampus pirinampu (Spix & Agassiz 1829) — CP: 40,4 cm — RG: 1951
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Figura 98 - Pseudoplatystoma corruscans (Spix & Agassiz 1829) — CP: 42,65 cm — RG:
G SRS PP PRI 130
Figura 99 - Sorubim lima (Bloch & Schneider 1801) — CP: 40 cm — RG: 6713.......... 130

Pseudopimilodidae
Figura 100 - Pseudopimelodus pulcher (Boulenger 1887) — CP: 3,8 cm — RG: 5168J 130

Trichomycteridae

Figura 101 - Trichomycterus diabolus Bockmann, Casatti & de Pinna 2004 — CP: 6,2
CM — RG:IB858...... ittt ettt e et nree s 131
Figura 102 - Trichomycterus davisi (Haseman 1911) — CP: 4,3 cm — RG: MZUEL 6426
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SYNBRANCHIFORMES

Synbranchidae

Figura 103 - Synbranchus marmoratus Bloch 1795 — CT: 9 cm — RG: 10040............ 131
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CHARACIFORMES

Acestrorhynchidae

Figural- Acestrorhynchus lacustris (Lutken 1875) - CP: 21,5cm — RG: 12145

Anostomidae

Figura 3 - Leporinus amblyrhynchus Garavello & Britski 1987 — CP: 10,5cm — RG:
10015

Figura 4 - Leporinus friderici (Bloch 1794) — CP: 14,5 cm — RG: 3247
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Figura5- Leporinus obtusidens (Valenciennes 1837) — CP: 19 cm — RG: 10027

Figura 6 - Leporinus octofasciatus Steindachner 1915 — CP: 12cm — RG: 9995

Figura 7 - Leporinus striatus Kner 1858 — CP: 13 cm — RG: 8194

Figura 8 - Schizodon intermedius Garavello & Britski 1990 — CP: 18,8 cm — RG:3622
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Figura 9 - Schizodon nasutus Kner 1858 — CP: 16,2 cm — RG: 11778

Characidae

Figura 10 - Aphyocharax cf. dentatus Eigenmann & Kennedy, 1903 — CP: 4 cm — RG:
2444

Figura 11 - Astyanax altiparanae Garutti & Britski, 2000 — CP: 5,2cm — RG: 5872
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Figura 14 - Astyanax fasciatus (Cuvier, 1819) — CP: 9,7 cm — RG: 10010
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Figura 18 - Bryconamericus stramineus Eigenmann 1908 — CP: 4,1 cm — RG: 10041
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Figura 21 — Hyphessobrycon eques (Steindachner 1882) - CP: 3 cm — RG: 2430
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Figura 23 - Odontostilbe sp. — CP: 6,5 cm — RG: 10032

Figura 25 — Piabina argentea Reinhardt 1867 - CP: 8,6 cm — RG: 3166
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Figura 29 - Triportheus nematurus (Kner 1858) — CP: 20,5 cm — RG: 6716
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Crenuchidae

ﬁ"*"““z‘»‘é".‘f ;")‘t't‘i‘"‘f ;|

Figura 30 - Characidium aff. zebra Eigenmann 1909 — CP: 6,7 cm — RG: 9113

Curimatidae

Figura 31 - Cyphocharax modestus (Fernandez-Yeépez 1948) — CP: 9,8 cm — RG:
10272

Figura 32 - Steindachnerina insculpta (Fernandez-Yépez 1948) — CP: 10 cm — RG:
1718
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Erythrinidae

Figura 33 - Hoplias malabaricus (Bloch 1794) — CP: 14,5 cm — RG: 3160

Parodontidae

Figura 36 - Parodon nasus Kner 1859 — CP: 13 cm - RG: 11767



Prochilodontidae

Figura 37 - Prochilodus lineatus (Valenciennes 1837) — CP: 23,4 cm — RG: 3143

Serrasalmidae

Figura 38 - Metynnis maculatus (Kner 1858) — CP: 13,5 cm — RG: 4052

Figura 39 - Piaractus mesopotamicus (Holmberg 1887) — CP: 27 cm - RG: 6485

110
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Figura 40 - Serrasalmus maculatus Kner 1858 — CP: 16 cm - RG: 9987

CYPRINIDONTIFORMES

Poeciliidae

Figura 41 - Phalloceros harpagos Lucinda 2008 — a)Q - CP: 2,2 cm — RG: 9116, b) &
- CP: 3,8 -RG: 9115
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Figura 42 - Poecilia reticulata Peters 1859 — a) @ - CP: 3,0 cm — RG: 2775, b) & - CP:
1,6 cm—-RG: 2776

CYPRINIFORMES

Cyprinidae

Figura 43 - Cyprinus carpio Linnaeus 1758 — CP: 44,10 cm — RG: 4787)
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GYMNOTIFORMES

Apteronotidae

Figura 46 - Apteronotus sp. — CC: 3cm — RG: 2288
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Gymnotidae

Figura 48 - Gymnotus sylvius Albert & Fernandes-Matioli 1999 — CP: 25,2 c¢cm - RG:
10030

Sternopygidae

Figura 49 - Eigenmannia trilineata Lopez & Castello 1966 — CP: 18,5 cm — RG: 6099
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Figura 50 - Sternopygus macrurus (Bloch & Schneider 1801) — CP: 20 cm — RG: 5861
PERCIFORMES

Cichlidae

Figura 52 - Crenicichla britskii Kullander 1982 — CP: 10,5 cm — RG: 5863
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Figura 55 - Geophagus brasiliensis (Quoy & Gaimard 1824) — CP: 8,5 cm - RG:
10549
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Figura 56 - Oreochromis niloticus (Linnaeus 1758) — CP: 22 cm - RG: 2046
SILURIFORMES

Aspredinidae

Figura 57 - Bunocephalus larai lhering 1930 — CP: 5 cm — RG:9335 . a) Vista dorsal,
b) Vista lateral
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Auchenipteridae

Figura 60 - Tatia neivai (Ihering 1930) — CP: 5 cm — RG: 12084
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Callichthyidae

DD
\ \ \\\\\\\\*("\'«x.

Figura 63 - Hoplosternum littorale (Hancock 1828) — CP: 18 cm — RG: 715M
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Doradidae

Figura 64 - Rhinodoras dorbignyi (Kner 1855) — CP: 11,5 cm — RG: 6573

Heptapteridae

Figura 66 - Imparfinis mirini Haseman 1911 — CP: 11 cm — RG: 5869
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Figura 70 - Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard 1824) — CP: 17 cm — 5914
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Loricariidae

Figura 74 - Hypostomus ancistroides (lhering 1911) — CP: 11 cm — RG: 10548
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Figura 77 - Hypostomus hermanni (lhering 1905) — CP: 13 cm — RG: 12112
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Figura 80 - Hypostomus regani (lhering 1905) — CP: 15,5 cm — RG: 8257
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Figura 81 - Hypostomus strigaticeps (Regan 1908) — CP: 15 cm — RG: 9988

Figura 84 - Loricariichthys platymetopon Isbriicker & Nijssen 1979 — CP: 13,5 cm —
RG: 9294
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Figura 85 - Megalancistrus parananus (Peters 1881) — CP: 14 cm — RG: 8260

Figura 86 - Neoplecostomus yapo Zawadzki, Pavanelli & Langeani 2008 — CP: 10 cm —
RG: 9802

Figura 87 - Otothyropsis biamnicus Calegari, Lehmann A. & Reis 2013 — CP: 4 cm —
RG: 10564

Figura 88 - Pterygoplichthys ambrosettii (Holmberg 1893) — CP: 27,2 cm — RG: 6110
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Figura 91 - Rineloricaria pentamaculata Langeani & de Araujo 1994 — CP: 15,5 cm —
RG: 12152
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Pimelodidae

Figura 94 - Pimelodus maculatus Lacepede 1803 — CP: 22,5 cm — RG: 7716
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Figura 96 - Pimelodus paranaensis Britski & Langeani 1988 — CP: 17,5 cm — RG:
3285

Figura 97 - Pinirampus pirinampu (Spix & Agassiz 1829) — CP: 40,4 cm — RG: 1951
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Figura 98 - Pseudoplatystoma corruscans (Spix & Agassiz 1829) — CP: 42,65 cm —
RG: 6714

Figura 99 - Sorubim lima (Bloch & Schneider 1801) — CP: 40 cm — RG: 6713

Pseudopimilodidae

Figura 100 - Pseudopimelodus pulcher (Boulenger 1887) — CP: 3,8 cm — RG: 5168J
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Trichomycteridae

Figura 101 - Trichomycterus diabolus Bockmann, Casatti & de Pinna 2004 — CP: 6,2
cm — RG: 5858

Figura 102 - Trichomycterus davisi (Haseman 1911) — CP: 4,3 cm — RG: MZUEL 6426
SYNBRANCHIFORMES

Synbranchidae

Figura 103 - Synbranchus marmoratus Bloch 1795 — CT: 9 cm — RG: 10040
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4.2 Capitulo 2

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF 13
POLIMORFIC MICROSATELLITE LOCI IN Hypostomus
ancistroides (TELEOSTEI, LORICARIIDAE) AND CROSS-

AMPLIFICATION IN RELATED SPECIES

Este trabalho foi submetido a revista Journal of Fish Biology
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ABSTRAC

This study reports thirteen polymorphic microsatellite loci in the armoured catfish
Hypostomus ancistroides, and assesses their utility as highly polymorphic markers for
population genetic studies. The analysis of 30 individuals revealed a total of ninety-nine
different alleles (ranging from two to fifteen alleles per locus), with an average of 7.62 alleles
per locus. The observed and expected heterozygosity ranged from 0.103 to 0.931 and from
0.102 to 0.906, respectively. From the 13 loci presented herein, only one showed significant
deviations from Hardy — Weinberg equilibrium, probably due to the presence of null alleles,
inferred from the excess of homozygous genotypes. Cross-transferability was tested in 60
individuals of other 13 Loricariidae and one Callichthyid species, and results indicate that
most of these primer pairs will probably be useful for population genetic studies of almost all

these species.

Keywords: Armoured catfishes; genomic library; Hypostominae; Neotropical fish,
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Fish of the Hypostomus genus (Loricariidae, Hypostominae) comprise one the
most diverse and complex group of South-American armoured catfishes, with about 130
species scientifically recognized (Weber, 2003; Zawadzki et al., 2013). Widely
distributed throughout the South American continent, the maximum diversity in number
of species of Hypostomus occurs in rivers of the Parana-Paraguay system (Weber, 2003;
Oyakawa et al., 2005; Ferraris, 2007).

Within the genus, the species Hypostomus ancistroides (lhering, 1911) is an
usual and widely distributed species, occurring throughout of the upper Parana River
system, where it was originally described (Weber, 2003; Hollanda Carvalho, 2011),
being also found in the costal drainage of the Ribeira de Iguape River (Oyakawa et al.,
2005; Hollanda Carvalho, 2011). Members of this species are medium-sized fish
reaching about 21 cm in length, which are provided with light brown dermal plates
covering the entire body surface, with round black spots scattered throughout the body
(Graca & Pavanelli, 2007). These fish exhibit nocturnal habits, usually occupying
microhabitats composed of rocks and foliage on the bottom of river and stream beds
(Lowe-McConnell, 1999; Casatti, 2002).

Hypostomus ancistroides is an important component of the icthyofauna of
paranean rivers (Smith et al., 2007; Langeani et al., 2007) and streams of the basin
(Cunico et al., 2009; Pazian et al., 2011; Costa et al., 2013). Like other species of the
genus, H. ancistroides is a benthic species that shows parental care (Suzuki et al., 2000)
and have sedentary behaviour (Zawadzki et al., 2005) and detritivorous feeding habit
(Oliveira & Bennemann, 2005), although individuals of this species can also exhibit
herbivorous habits, feeding on algae (Casatti, 2002).

Despite the wide geographical distribution and the ecological importance of this

species in freshwater fish communities, the genetic diversity and population structure of
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H. ancistroides is still poorly known. One of the main causes of this fact is probably the
lack of description of microsatellite primers in this species in the literature.
Microsatellites are co-dominant and highly polymorphic molecular markers (Sunnucks,
2000; Zane et al., 2002), which are among the most informative tools for genetic
population studies (Frankham et al., 2010). However, in most cases, the use of
microsatellite technique is limited by the lack of description of primers in the species of
interest (Zane et al., 2002). Most species of Neotropical freshwater fish fauna still have
no descriptions of primers used to amplify microsatellite loci (Silva & Hilsdorf, 2011).
Particularly regarding Hypostomus, up to this moment, only the study by Telles et al.
(2010) brings 10 microsatellite primers characterized in H. gymnorhynchus (Norman,
1926). However, most of these primers showed low polymorphism after amplification.

Considering that nowadays the freshwater ecosystems are constantly under
different anthropogenic threats (Dudgeon et al., 2006; Strayer & Dudgeon, 2010), the
search for molecular tools that allow assessment to the genetic diversity of their natural
populations is of great importance. The knowledge of genetic diversity and population
structure is essential to the establishment of management and conservation actions
(Carvalho, 1993; Hurt & Hedrick, 2004; Frankham et al., 2010). Thus, the current study
describes 13 novel polymorphic microsatellite loci in the Neotropical catfish
Hypostomus ancistroides. The transferability of these primers was also tested in 13
Loricariidae and in one Callichthyid species.

Genomic DNA was extracted from muscle tissues of H. ancistroides using the
protocol described by Almeida et al. (2001). The genomic library enriched for
microsatellites in H. ancistroides was developed based on the protocol described by
Billotte et al. (1999), including minor modifications employed by Ferreira et al. (2013).

About 5 ng of DNA was digested with 50 U of Rsal and specific adapters Rsal-21
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(5'CTCTTGCTTACGCGTGGACTA3') and Rsal-25
(5'TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACAZ') were linked to the digested DNA using
5 U T4 DNA ligase (Invitrogen; www.invitrogen.com) in reaction buffer, with 10 uM of
each adapter in a final volume of 200 pL incubated at 20°C for 2 h. After, DNA
fragments were selected using three different probes: (AGA)s, (CT)s and (GT)s. After
PCR (Polimerase Chain Reactions) amplifications, the fragments were cloned into the
pGem®-T Easy (Promega; www.promega.com) vector, using 5 puL of amplification
product, 50 ng vector, and 1 U T4 DNA ligase in reaction buffer at 4°C (overnight).
Subsequently, ligation product was used to transform Escherichia coli (DH5- a lineage)
cells. Then, 96 of the clones obtained were amplified using M13 forward and reverse
primers. Sequencing was performed using the sequencing kit Big Dye Terminator™, v
3.1 (Applied Biosystems; www.appliedbiosystems.com), and carried out on an ABI
3500 xL sequencer. Sequences were analyzed through the BioEdit v.7.0 software (Hall,
1999) and those containing suitable microsatellite regions were exported to the Primer3
program (Rozen & Skaletsky, 2000). To test the potential presence of hairpin structures
and primer-dimer problems, the AutoDimer software was used (Vallone & Butler,
2004). For the individual genotyping, also performed on an ABI 3500 XL automated
sequencer, the selected forward primers were labelled with the M13 sequence (5'-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3') added to the 5’end (Schuelke, 2000).

Analysis of polymorphism and genetic diversity were conducted with a sample
of 30 individuals of H. ancistroides collected in a stretch of the Laranjinha River
(23°1'53.90"S / 50°26'51.90"W), southern Brazil. Cross-amplification was tested in 13
species of the family Loricariidae and in one species of the family Callichthyidae.

Among the species of the family Loricariidae, six belong to the genus

Hypostomus - H. albopunctatus (Regan, 1908), H. hermanni (lhering, 1905), H.
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nigromaculatus (Schubart, 1964), H. regani (Jhering, 1905), H. strigaticeps (Regan,
1908) and H. cf. topavae (Godoy, 1969) - and other eight species belong to seven
different genera of this family, they are: Ancistrus cf. cirrhosus (Valenciennes, 1836),
Loricaria prolixa (Isbriicker & Nijssen, 1978), Loricariichthys platymetopon (Isbriicker
& Nijssen, 1979) Neoplecostomus yapo (Zawadzki, Pavanelli & Langeani 2008)
Megalancistrus parananus (Peters 1881), Pterygoplichthys ambrosettii (Holmberg
1893) and Rhineleps aspera (Spix & Agassiz, 1829). One species of the family
Callichthyidae, Corydoras aeneus (Gill, 1858), was also tested. All species used in
cross-amplification tests were sampled in the Laranjinha River Basin.

The PCR reactions were performed in a total volume of 5 ulL, according to the
protocol of Ferreira et al. (2013), as follows: 1 X GoTaq Master Mix (Promega), 10 ng
of template DNA, 1% glycerol, 0.125 uM labeled primer (either FAM, HEX or NED,
Applied Biosystems, CA), 0.125 uM reverse primer, 0.0125 puM forward primer.
Amplifications were performed with an initial denaturation step at 94 °C for 4 min,
followed by 35 cycles of 94°C for 40s, 48°C, 54°C or 60°C for 1 min, 72°C for 1 min,
and a final extension of 72°C for 30 min. The PCR products were electrophoresed on an
automated sequencer (ABI 3500 xL Genetic Analyzer). GeneScan 600 Liz (Applied
Biosystems) was used as the standard molecular weight.

Individual genotyping was performed with the program GeneMarker v.1.85
(SoftGenetics; www.softgenetics.com) using manual verification. To calculate the
number of alleles, observed (H,) and expected (He) heterozygosities and polymorphic
information content (PIC), the program Cervus v.3.0 (Marshall et al., 1998) was used.
The endogamy coefficient (Fis) was calculated using the program Arlequin 3.11
(Excoffier et al., 2005). Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) and linkage

disequilibrium (LD) tests were performed using the program GENEPOP 4.0.10
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(Raymond & Rousset, 1995; Rousset, 2008) and P values were subsequently adjusted
using the sequential Bonferroni correction (Rice, 1989). The MicroChecker v.2.2.3
program (Van Oosterhout et al., 2004) was used to test the presence of null alleles or
eventual genotyping errors caused by allele dropout and stutter peaks. The paternity
exclusion (Q) (Weir, 1996) and genetic identity probabilities (1) (Paetkau et al., 1995)

were estimated using Identity 1.0 (Wagner & Sefc, 1999).

Of the total clones sequenced, thirty had microsatellite sequences and, for all of
them, pairs of primers were developed and tested. Of the 30 pairs of primers tested, 13
amplified successfully, showing polymorphisms, very conspicuous electropherogram
peaks and absence of stutter. The microsatellite motifs found for these primers were

mostly (60.3%) dinucleotide repeats (Table 1).

The analysis of 30 H. ancistroides individuals revealed a total of 99 different
alleles, which varied from two (Hanc194) to 15 (HancQ7), averaging 7.62 alleles per
loci. The mean observed (H,) and expected (He) heterozygosity found were 0.559 and
0.587, respectively. While the H, values varied from 0.103 (Hanc54) to 0.931
(Hanc72), the H, estimates ranged from 0.102 (Hanc54) to 0.906 (Hanc32).

The polymorphic information content (PIC) varied from 0.098 (Hanc54) to
0.880 (Hanc32), averaging 0.549. Thus, following the arbitrary scale proposed by
Botstein et al. (1980), seven (Hanc02, Hanc06, Hanc07, Hanc12, Hancl143, Hanc32
and Hanc72) of the loci presented herein were highly informative, showing PIC values
above 0.5 (Table 1); other four loci (Hanc01, Hanc09, Hanc184 and Hanc194) were
moderately informative, with PIC values between 0.25 and 0.05, and two other loci,

(Hanc54 and Hanc30) little informative (PIC < 0.25).
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This set of loci revealed great applicability in studies of parentage and
population differentiation, showing a high value of combined probability of paternity
exclusion (0.999) and a very low value of genetic identity combined probability
(1.4x107).

Only one locus (Hanc32) showed significant deviations from Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE), exhibiting the presence of null alleles inferred from excess
homozygous genotypes, which could explain the observed deviation from HWE. After
the sequential Bonferroni correction, the presence of linkage disequilibrium between
any of the combinations of loci was not observed. Despite loci Hanc06 and Hanc32
being the only ones to present significant F,s estimates, 0.174 and 0.280, respectively,
the general population Fis value was also significant (0.048). Considering that
significant measures of Fs are indicative of endogamy (Frankham et al., 2010) and that
H. ancistroides behaves as a sedentary species, the endogamy detected herein could be,
at least in part, related to this behaviour of these fish, as suggest elsewhere (Zawadzki et
al., 2005; Sofia et al., 2008).

The microsatellite loci showed good transferability in most species of
Loricariidae tested, especially in the other six species of Hypostomus (Table I1). In fact,
in species of this genus, the number of polymorphic loci found varied from seven (H.
nigromaculatus) to 13 (H. hermanni). The lower number of polymorphic loci found in
H. nigromaculatus compared to other species of Hypostomus could be attributable to the
lower number (n = 2) of individuals of this species used in the tests; for the other five
species of this genus, five individuals were used to test microsatellite loci
polymorphisms. Regarding the other Loricariidae genera, P. ambrosettii also showed
polymorphism of all loci, while in L. platymetopon only two loci were polymorphic. In

C. aeneus, the only species not belonging to the Lorariidae family, six from the 13 loci
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tested showed polymorphism (Table II). The cross-transferability results are in
accordance with other studies, which showed that microsatellite loci are more both
likely to be amplified and show higher levels of polymorphims in related species
(Zaganini et al., 2012; Ferreira et al., 2013; Souza-Shibatta et al., 2013).

In conclusion, from the observed levels of polymorphism showed by this set of
primers, it is possible to expect that they constitute promising tools for studies of H.
ancistroides populations and other members of the Loricariidae family. Furthermore,
since characterization of gene flow and genetic diversity is critical for conservation and
management actions (Porto-Hannes & Lasker, 2013), the primers described in this paper

should support future genetic conservation studies of this group of Neotropical fish.
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Tabela 1 - Description of 13 polymorphic microsatellite loci isolated from Neotropical armored catfish Hypostomus ancistroides. Ta = optimal annealing
temperatures, k = number of alleles, allele size range (bp), Ho = observed heterozigosity, He = expected heterozygosity estimated from 30 individuals, Q =
paternity exclusion probability, I = probability of genetic identity, Fis = endogamy coefficient, PIC = polymorphic information content, GenBank accession
numbers. *Significant Hardy-Weinberg Equilibrium deviation (P < 0.05).

Locus . VA T Allele size GenBank
name Sequence repeat Primer sequences (5' - 3") e é) k range (bp) Ho He PIC Q) 0] Fis accession
Hanc01 (AC), F: CTGAAGGCTGGGAGTTTGAG 60 3 96 - 100 0.241 0.331 0.301 0.168 0.479 0.274 KF495020
R: ATCTCGTCAAACAGCACTCG

Hanc02 (GT )7(GA)17 F: CAGCACGATGGTGACCTG 48 8 176 -202 0.821 0.787 0.747 0.607 0.0686 -0.044 KF495021
R: TCTGGGCTTTGCTTTTCATG

Hanc06 (GT)zs F: AAGCCTCTAAGCTGTTAATGTGC 48 10 132-174 0.679 0.819 0.779 0.643 0.0566 0.174* KF495022
R: AGCTCACATGAGACAGGAACC

Hanc07 (CA ) F: ACCCTTCATCACGCTGTCAT 48 15 93-131 0.897 0.897 0.871 0.765 0.024 0.0006 KF495023
R: CTCAAGTGCGTATCCATCAG

Hanc09  (GT)s(GA)s(GT)s F: AAGAAGATCATGATTAAGAAATGGTG 48 3 102-130  0.483 0.420 0.372 0.212 0.385 -0.151 KF495024
R: ATGACTCAGTGCCGTCTGTG

Hanc12 (GT)1s F: TCTGAACACTCAGGCTGACAG 48 12 172-220 0.607 0.621 0.593 0.457 0.148 0.022 KF495025
R: TGAATGGGAAGTCCTATACCTG

Hanc30 (CA)10 F: GATGGAAGCCTCAGCTGTTC 54 2 146 - 148  0.172 0.160 0.145 0.072 0.722 -0.076 KF495026
R: CTGGTCCTCCACATAGTCAGTG

Hanc32 (TG)x F: AGGCGAGATACGAATTGCAG 60 12 144-174 0.655 0.906* 0.880 0.777 0.022 0.280% KF495027
R: GCTCTCACTGCGTTCTTCTG

Hanc54 (TATG)s F: TCAACACCGCAACACTACAG 54 4 100-112  0.103 0.102 0.098 0.051 0.811 -0.018 KF495028
R: GCCTGTAAATGCTGCATCC

Hanc72 (CA) F: TTAGCAGGAATGGAAAGCAC 54 13 186-220 0.931 0.837 0.808 0.677 0.045 -0.115 KF495029
R: GGTGAGGGCTATGTGTAGGTG

Hanc143 (GT)sr F: AATCGGTGAGGACTGTGACC 48 8 152-174 0.679 0.784 0.738 0.592 0.074 0.137 KF495030
R: CTGTGTCCAGCCTGTGATC

Hanc184 (CA)10 F: CTGGACATCACAACCAGACC 54 7 168 -224  0.448 0.464 0.435 0.277 0.316 0.034 KF495031
R: GCAAAGATACAACGCTCTGC

Hanc194 (TGG)4(TG), F: TGGTGGATCATTCTCAGCAC 54 2 176 -158  0.552 0.503 0.372 0.186 0.377 -0.098 KF495032
R: GGTGGAAGGACATGACAGATG

All loci 7.62 0.559 0587 0549 0.999 1.4x10° 0.048"




Tabela 2 - Cross-amplification of the 13 polymorphic loci in 13 species of Loricariidae and one species of Callichthyidae. N = sample size. The number in
brackets represents the number of alleles.

N Allele size range
Species HancOl Hanc02 Hanc06  Hanc07 Hanc09 Hancl2 Hanc30 Hanc32 Hanc54 Hanc72 Hancl43 Hancl84 Hancl194
H. regani 5 104-114 170-176 134-146 118 128-178 205-217 147 167 -185 108 168 154-168 160-224 162
' @3) @3) 0] 1) 5) ) 1) @3) (1) (1) (4) (4) (1)
H. strigaticens 5 97-107 172-174 130-160 0 128-180 187-215 146-154 164-180 108 185-225 146-198 164-180 162
- strigaticep @) 2 5) ) @) @3) 5) (1) ) (6) @3) (1)
H. hermanni 5 91-93 172-176 128-210 118-122 128-186 174-238 148-156 154-182 108-111 162-220 140-162 164-174  158-162
' %) ) ®) %) ®) ©) ) (7) @) (6) (6) @3) @)
H. albopunctatus 5 93-101 172 136-158 101-137 128-168 168-264 148-232 172-218 108-116 192-226  140-238 166-236 162
' @) (1) 6) 5) @) (6) (7) ®) @3) ®) (7) (4) (1)
H. nigromaculatus 2 95 172 126-136 0 132 230-274 174-256 200-248 108 210-226  150-152 230-252 162
-y (1) (1) %) (1) @) @) @3) (1) @) @) @3) (1)
H.cf. topavae 5 99-117 172-192 162-196 97-113 128-132 224-270 144 190-208 124 208-252 172-196 162-164 162
< @) @3) ) ) @) (6) (1) (6) (1) ) (6) @) (1)
Neoplecostomus vano 1. 0 192-200 143 83 121 0 138 154 0 160 162 177-183 154
P yap %) (1) ) (1) (1) (1) (1) (1) @) 1)
Ancistrus cf. 3 0 172-176 0 89-97 128-130 190 182-202 0 104-108 224-268 150-180 170-176 0
cirrhosus %) @) @) (1) (@) @) @) @3) @)
Loricaria prolixa 4 0 19%;12 0 0 lé)l 0 0 0 0 0 16%376 17?388 10%322
Loricarichthys 104-108 216 163-175
olatymetopon 5 0 0 0 0 0 0 0 0 ) ) ) 0 0
Megalancistrus 5 0 225 155-166 107-123 133-139 186-188 153-155 177-181 104-108 00 183-195 164 162
parananus ) ) @3) ) 2 2 @A) @ ! @) &) )
Pterygoplichthys 5 91-93 189-231 117-159 114-142 148-164 174-212 155-179 141-173 104-124 139-163 142-174 188-222 160-162
ambrosettii 2 @®) (7) ©) 5) 6) 7) 6) @ @®) ) 7 @
Rinelens aspera 5 0 174 129-138 0 128-144 190-198 137-179 173-183 104-108 286-194 150-184 172-190 162-214
ps asp ) ) 5) @) 5) @3) @) @) (6) @) @)
190-192 149-157 90 104-108 160-174 168-180 156-162
Corydoras aeneus 4 0 ) 3) 0 ) 0 0 0,0 @) 0 3) @3) @)

149
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4.3 Capitulo 3

ESTRUTURA GENETICA Hypostomus ancistroides,
(SILURIFORMES, LORICARIIDAE), EM UM RIO
NEOTROPICAL AMEACADO PELA IMPLANTACAO DE
PEQUENAS CENTRAIS HIDRELETRICAS (PCHs)

Este artigo sera submetido a revista Reviews in Fish Biology and Fisheries
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Estrutura genética Hypostomus ancistroides, (Siluriformes, Loricariidae), em um
rio neotropical ameacgado pela implantacdo de Pequenas Centrais Hidrelétricas
(PCHs)

RESUMO

Dentre as principais ameagas antropicas a ictiofauna da regido Neotropical esta a
construcdo de usinas hidrelétricas. No presente estudo, a estrutura e diversidade
genética de populacbes de H. ancistroides, amostradas em sete pontos, abrangendo
desde a nascente até a foz de um rio com extensdo de 350 km, foram analisadas com
base em marcadores nucleares (microssatélites) e mitocondriais (regido D-loop). Os
resultados obtidos com ambos os tipos de marcadores revelaram uma estrtuturagcdo
genética significativa das populacdes de H. ancistroides ao longo do rio em dois
grandes grupos e uma correlacdo positiva entre distancia genética e distancia geogréfica.
Foram encontradas trés linhagens haplotipicas diferentes para o DNA mitocondrial
analisado, com as distancias entre as diferentes linhagens variando de 2,4% a 3,4%, 0
que evidencia que hoje habitam em simpatria haplotipos oriundos de individuos que se
diferenciaram em locais diferentes ao longo da historia evolutiva da espécie. Ainda, foi
observado que as populagdes do rio mantém bons niveis de diversidade genética. Tais
informacGes devem servir de base para um monitoramento da diversidade genética da

espécie ao longo deste rio.

Palavras-chave: diversidade genética, marcadores moleculares, genética de

populacdes, linhagens haplotipicas.
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1 INTRODUCAO

Na América do Sul, a bacia do rio Parana, que constitui a segunda maior bacia
hidrogréfica da regido Neotropical, é amplamente reconhecida por sua alta diversidade
de peixes (LANGEANI et al., 2007; LEVEQUE et al., 2008). Contudo, assim como
acontece com Varios outros sistemas hidrograficos dos neotrépicos, os rios desta bacia
estdo sob intensa e frequente ameaca de interferéncia antrdpica, que colocam em risco a
biodiversidade da ictiofauna e de outros organismos aquaticos (NILSSON et al., 2005;
BARLETTA et al, 2010). Dentre as principais ameagas antrépicas aos rios,
particularmente aos de médio e grande portes, estd a implantacdo de usinas hidrelétricas
(UHE), que se proliferam de maneira alarmente pelos rios das diferentes bacias
hidrogréaficas neotropicais. De fato, o barramento dos rios pela construcéo de barragens,
principalmente para fins hidrelétricos, sdo reconhecidos por diversos autores como uma
das principais ameagas a biodiversidade de agua doce (VRIJENHOEK, 1998;
AGOSTINHO, THOMAZ e GOMES, 2005; DUDGEON et al., 2006; LEVEQUE et al.,
2008; GEIST, 2011).

Atualmente no Brasil existem em operacdo 1.090 empreendimentos hidrelétricos em
operacgdo, destes 433 sdo Centrais Geradoras Hidrelétrica (CGH - com até 1 MW de
poténcia instalada) , 462 sdo Pequenas Centrais Hidrelétricas (PCH - entre 1,1 MW e 30
MW de poténcia instalada) e 195 sdo Usinas Hidrelétricas (UHE - com mais de 30
MW), este nimero aumentarad consideravelmente nos préximos anos pois encontram-se
em construcéo outros 39 empreendimentos (1 CGH, 31 PCH e 7 UHE) e 208 projetos ja
foram outorgados (53 CGH, 140 PCH e 15 UHE) (BIG, 2013; ANEEL, 2008). No caso
particular da bacia do rio Parand, existem pelo menos 146 grandes represamentos na
bacia, destes 70% destinados a geracdo de hidroeletricidade (AGOSTINHO, GOMES e
PELICICE, 2007).

Os impactos causados pelos barramentos, tais como transformacéo de ambientes
I6ticos em Iénticos, alteracbes nos ciclos de inundacdo, perda de lagoas marginais e
fragmentacdo do ambiente combinados podem causar mudancgas na estrutura genética e
no tamanho das populagfes, levando a reducdo ou mesmo perda de variabilidade
genética (GARCEZ, CARCAGNOTTO e ALMEIDA-TOLEDO, 2011).
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O conhecimento da estruturagdo populacional de uma espécie em particular é
fundamental para o estabelecimento de Unidades Evolutivas Significativas, que pode
conservar a integridade genética e pode ser usada por ecologistas no futuro. Deste
modo, os marcadores de DNA sdo extremamente Gteis para o desenvolvimento de
planos de manejo mais adequado para populacbes naturais de peixes neotropicais
(PIORSKI, 2008)

Os diversos marcadores genéticos atualmente disponiveis permitem um acesso
rapido a variabilidade genética intra e interpopulacional, possibilitam o estudo de
estruturacdo populacional, anélise de parentesco e identificacdo de individuos e espécies
semelhantes. Desta forma, os marcadores de DNA sdo extremamente Uteis para o
desenvolvimento de planos de manejo mais adequados para populacdes naturais de
peixes neotropicais (PIORSKI, 2008). Dentre estas técnicas 0s microssatélites e D-
loop, vem se destacando na detecgéo de variabilidade do genoma nuclear e mitocondrial
respectivamente, especialmente em peixes como pode-se observar em uma ampla

revisao feita por Oliveira, Foresti E Hilsdorf (2009).

O DNA mitocondrial (mtDNA) possui algumas particularidades em relacdo ao
DNA nuclear (nDNA), por exemplo, com raras excecOes este DNA € herdado
exclusivamente do parental materno, além de possuir natureza haploide, ou seja, 0
individuo possui apenas um unico “tipo”, haplotipo, de genoma mitocondrial.
Considerando o tamanho efetivo populacional, o0 genoma mitocondrial é cerca de um
quarto do tamanho do genoma nuclear, que é herdado de ambos os parentais diploides,
este fato faz deste marcador muito mais sensivel a deriva genética do que o nDNA. A
taxa de evolucdo geral do mtDNA € cerca de uma ordem de magnitude maior do que
uma gene de cdpia simples do DNA nuclear. Considerando o DNAmt, a regido
controladora ndo codificante conhecida como D-loop, € muito mais variavel do que as
regides codificantes, o que a torna adequada para estudos populacionais (FREELAND,
2005; WARD, 2002). A regido D-loop, vem sendo empregada com grande eficiéncia
em estudos populacionais, filogeograficos e filogenéticos de peixes (MONTOYA-
BURGOS, 2003; CARDOSO et al, 2011; AGUIRRE-PABON, BARANDICA e
GARCIA, 2013).

Por outro lado, marcadores nucleares, codominantes e multialélicos como os
microssatélites (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1995), sdo de longe os marcadores
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mais empregados atualmente em estudos populacionais de peixes (PIORSKI et al.,
2008). Os microssatélites, sdo repeticdes em tandem geralmente de 1 a 5 bases
(FRANKHAM, BALLOU e BRISCOE, 2010), sua variabilidade tem origem na
variacdo no nimero de repetigdes, que determina diferenca no tamanho dos alelos, aléem
disso, em geral sdo seletivamente neutros e possuem uma taxa mutacdo muito alta,
podendo gerar dezenas de alelos por locos (WARD, 2002). A principal dificuldade
apontada para o uso destes marcadores, é a necessidade de se desenvolver iniciadores
especificos para a espécie ou para um grupo de espécies (WARD, 2002; PIORSKI et al.,
2008).

A alteracdo dos habitats pela construcdo de barramentos constituem a principal
fonte impactante, tanto sobre espécie migradoras como sobre as espécies ndo
migradoras (AGOSTINHO, GOMES e PELICICE, 2007; AGOSTINHO et al., 2007).
Entretanto, quando se objetiva estudar a influéncia de barramentos, a maioria dos
estudos genéticos de peixes envolvem espécies migradoras (LOPES et al., 2007;
CARVALHO-COSTA, HATANAKA e GALETTI JR, 2008; GARCEZ,
CALCAGNOTTO e ALMEIDA-TOLEDO, 2011; RAMOS et al, 2012; GOMES et al.,
2013). As espécies ndo migradoras sdo aquelas capazes de realizar todas as atividades
vitais em uma érea restrita da bacia (AGOSTINHO, GOMES E PELICICE, 2007) e
juntamente com migradores de curta distancia representam 88% da ictiofauna do alto rio
Parand. A despeito de sua importancia, pouco se tem estudado sobre a diversidade e
estrutura genética das populacbes de espécies ndo migradoras ao longo de um corpo
d’agua (LEUZZI et al, 2004; SOFIA et al, 2006; SOFIA et al., 2008). Tal
conhecimento sobre espécies ndo migradoras torna-se de particular interesse, uma vez
que populacBes destas espécies estariam mais sujeitas a perda de diversidade devido a
processos endogamicos (ZAWADZKI et al., 2005; SOFIA et al., 2008), ainda, estudos
em uma escala maior, com populacdes distribuidas da nascente a foz de um rio ainda
S80 escassos.

Hypostomus ancistroides (lhering, 1911), é uma espécie de siluriforme
neotripical que varia de pequeno a médio porte, que € amplamente dispersa pela bacia
do Alto rio Parana. Trata-se uma espécie ndo migradora, com fecundacdo externa e
cuidado parental (AGOSTINHO et al., 2007; ORSI, 2010). Possui habito alimentar

perifitivoro, alimentando-se principalmente de diatoméaceas, cloroficeas e matéria
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orgénica, comegando sua atividade de forrageio no inicio da noite, principalmente junto
as margens, sobre galhos e troncos submersos (CASATTI, 2003), destes, detritos de
madeira parecem ser o substrato utilizado preferencialmente pela espécie (CASATTI,
2003; CASATTI, 2004; CASATTI, 2005). Hypostomus ancistroides também apresenta
grande plasticidade, ocorrendo desde os trechos superiores de rios e riachos até os
trechos mais a jusante, outra particularidade é que sua ocorréncia € registrada tanto em
ambientes com melhor integridade ambiental, até ambiente com alta incidéncia de
impactos antrépicos, (CASATTI, 2003; CASATTI, 2004; CASATTI, 2005), ou até
mesmo em ribeirdes urbanos (VIEIRA e SHIBATTA, 2007; SOFIA et al., 2008).

O fato de sua preferéncia por riachos, o habito sedentario da maioria das
espécies de Hypostomus e sua ampla distribuicdo pela bacia, faz da muitas populactes
de H. ancistroides propensa a exibir algum grau de divergéncia genética de outras
populacdes coespecificas (ENDO et al., 2012). Sofia e colaboradores (2008) analisando
H. ancistroides em um ribeirdo p&de constatar baixa niveis de diversidade genética e
altos indices de estruturacdo, no entanto, este trabalho foi conduzido em uma escala
bastante reduzida, e estudos populacionais de H. ancistroides uma escala maior
utilizando marcadores mais informativos como microssatélites ainda n&o existem.

No presente trabalho, marcadores microssatélites e mitocondriais (regido D-
loop), foram empregados para a andlise da diversidade e estrutura genética de
populacdes de H. ancistroides distribuidas da nascente a foz de um rio, severamente

ameacado pela implantacéo de usinas hidrelétricas em um futuro préximo.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Espeécie estudada

A espécie Hypostomus ancistroides (lhering, 1911) (Figura 01) é uma das
diversas espécies conhecidas popularmente como “cascudos”. Pertence a ordem
Siluriformes, familia Loricariidae e subfamilia Hypostominae. Os Siluriformes, em
geral, possuem habitos bentdnicos e noturnos, possuem 0 COrpo nu, sem escamas, ou
recobertos por placas 6sseas, como é o caso dos membros da subfamilia Loricariidae,
nesta familia as placas Osseas possuem dentes dérmicos denominados odontodes.
Possuem a boca em posicdo ventral e bexiga natatoria reduzida e envolvida por uma
capsula 6ssea ligada a parte posterior do cranio. A subfamilia Hypostominae diferencia-
se da subfamilia Loricariinae principalmente por apresentar o pedunculo caudal alto e
ndo achatado como nestes ultimos (BRITSKI, SILIMON e LOPES, 2007). A familia
Loricariidae é¢ a maior familia de Siluriformes da regido Neotropical e do mundo (REIS,
KULLANDER e FERRARIS JR, 2003). A subfamilia Hypostominae possui muitas
espécies nominais com status taxondmico incerto, especialmente no género
Hypostomus, devido provavelmente a alta variabilidade intraespecifica na morfologia e
padrdes de coloracdo que podem ter sido mal interpretadas e induzido os autores a
descreverem novos taxons (WEBER, 2003). Ainda segundo Weber (2003) o género
Hypostomus € o mais especioso da familia com mais de 100 espécies, em consulta a
base de dados FishBase (FROESE e PAULY, 2013) em 06 de setembro de 2013 haviam

133 espécies validas para 0 género.

Figura 1 — Exemplar de Hypostomus ancistroides (lhering, 1911) coletado no rio
Laranjinha. Namero de registro 10548 — CP: 11,0 cm (FOTO: do autor)
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Hypostomus ancistroides, originalmente descrita para o rio Tatuhy, bacia do rio
Tieté (WEBER, 2003), atualmente tem sua ocorréncia registrada para a bacia do Alto
rio Parand, bacia do rio Tieté e bacia do rio Ribeira do Iguape (ESCHMEYER, 2014).
Hypostomus ancistroides, ocorre desde ribeirbes (CASTRO et al., 2003; CASTRO et
al., 2004; CASATTI, 2005; COSTA et. al, 2013), calha principal de rios (GRACA e
PAVANELLI, 2007; SHIBATTA, GEALH e BENNEMANN, 2007) e até em
reservatorios (BRITTO e CARVALHO, 2006), desta maneira constitui uma excelente
opcao para se estudar a distribuicdo da diversidade genética ao longo de uma bacia, bem

como monitorar possiveis efeitos de barramentos sobre esta distribuigéo.

2.2 Local de estudo

As amostragens foram realizadas no rio Laranjinha, no sul do Brasil. Com 350
km de extensdo, o rio Laranjinha constitui o principal afluente do rio das Cinzas,
tributario da bacia do rio Paranapanema, o qual faz parte do sistema do Alto rio Parana.
Atualmente, o rio Laranjinha possui apenas um pequeno barramento construido no final
da década de 50 para servir a uma Pequena Central Hidrelétrica (PCH), entretanto, esta
PCH jamais entrou em operacdo devido a problemas técnicos. No restante de sua grande
extensdo, o rio Laranjinha possui varias corredeiras e pareddes rochosos, exibindo
diversos ambientes de 4&guas rapidas. Entretanto, este panorama pode mudar
drasticamente nos proximos anos, pois 0 Relatorio de Acompanhamento de Estudos e
Projetos de Usinas Hidrelétricas de 18/10/2013 publicado pela ANEEL (Agéncia
Nacional de Energia Elétrica) aponta seis registros de projetos para o rio Laranjinha e
outros quatro para o rio das Cinzas. Dentre estes registros dois ja foram outorgados pela

ANEEL para o rio Laranjinha e um para o rio das Cinzas (BIG, 2013).

2.3 Coleta dos exemplares

Foram demarcados sete trechos de coleta ao longo do rio Laranjinha, partindo de sua
nascente em direcdo a sua foz (Figura 2 e Tabela 1). Em cada ponto, foram realizadas
seis coletas, no periodo de outubro de 2010 a julho de 2013. A captura dos individuos
foi realizada com o auxilio de redes de espera de malhas variadas, peneiras e tarrafas
(Autorizacdo n° 23315-1 MMA/ICMBIo/SISBIO). Os individuos coletados, foram

acondicionados em gelo e no Laboratorio de Genética e Conservagdo da UENP



158

(Universidade Estadual do Norte do Parand), estes foram triados, identificados e tiveram
amostras de musculo e nadadeira preservada em etanol 95% a -20°C. Exemplares
testemunho foram fixados em formol 10% e, posteriormente, transferidos para etanol
70% e tombados na CIUENP (Colecéo Ictioldgica da UENP) e no MZUEL (Museu de
Zoologia da Universidade Estadual de Londrina). Além disso, todos os exemplares

utilizados nas analises foram preservados em formol 10% na CIUENP.

Parana

PARANA

Cornélio
Procdpiog

Londrinz;

1:979.018

Figura 2 — Mapa dos trechos de coleta no rio Laranjinha. Cirulos vermelhos
representam os trechos de coleta. Triangulo amarelo representa a UHE Capivara e o
triangulo verde UHE Canoas I. Seta indica o rio Lageado Liso (amarelo), afluente do rio
Tibagi, e afluentes do rio Laranjinha(laranja).
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Um total de 215 individuos foram utilizados nas analises genéticas (Tabela 1)

com uma média superior a 30 individuos por trecho amostral.

Tabela 1 — Trechos de coleta distribuidos ao longo do rio Laranjinha, sendo Ventania o
trecho mais proximo a nascente e Foz o trecho mais proximo a foz. N = nimero de
individuos utilizados nas analises genéticas por trecho de coleta, Cod = cddigo do
trecho amostral

Trecho de Coleta Céd N Coordenadas Geogréficas Distancia em relagéo a foz
Ventania P1 31 24°1324,56"S/ 50°11'57,88"0 348,87 km
Moqguém P2 30 24°01'36,6"S/ 50°11'21,6"0 278,34 km
Figueira P3 28 23°51'34,73"S/ 50°22'43,04"0 214,9 km

Ibaiti P4 30 23°43'31,88"S/ 50°26'34,42"0 173,19 km
Barragem P5 39 23°24'53,06"S/ 50°27'8,60"0 98 km

Santa Amélia P6 24 23°17'49,95"S/50°28'43,27"0 59,7 km

Foz P7 33 23°1'53,90"S/50°26'51,90"0 0 km

2.4 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada por dois protocolos diferentes, um baseado em
lavagens de fenol e cloroformio (ALMEIDA, FUNGARO E SODRE, 2001) e um
segundo baseado em lavagens com sal (LOPERA-BARRERO et al., 2008). A
concentracdo do DNA foi obtida em fluorimetro Qubit (Invitrogen) com o kit comercial
QUANT-IT DSDNA BR (Invitrogen). As amostras foram diluidas & uma concentracédo
padrédo de 5 ng/uL.

2.5 Analise de Microssatélites

Até o presente ndo haviam primers especificos descritos para H. ancistroides,
entretanto, um novo conjunto de 13 primers foi descrito por Galindo e colaboradores
(capitulo 2, presente tese) para a espécie. Destes 12 foram selecionados para as analises
populacionais (Hanc 01, Hanc 02, Hanc 06, Hanc 07, Hanc 09, Hanc 12, Hanc 32, Hanc
54, Hanc 72, Hanc 143, Hanc 184, Hanc 194).

O primer F de cada par foi modificado pela adi¢do da sequencia universal M13(-
21) de 18 nucleotideos (5’-TGTAAAACGACGGCCAGT- 3°) na regido 5°, este

procedimento foi utilizado para marcagdo dos produtos de PCR com fluoroforos, que
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estdo ligados a um terceiro primer utilizado na reagéo, o primer M13-marcado (FAM,
NED ou HEX), este procedimento foi proposto por Schuelke (2000) e possibilita a

genotipagem automatizada em sequenciadores.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas com um volume final de 5ul
contendo com as seguintes concentragdes de reagentes: 1x Go Taqg® Green Master Mix
(PROMEGA); 0,125 pM primer R, 0,0125 pM primer F+M13, 0,125 pM primer M13
marcado com fluoréforos (FAM , HEX ou NED, Applied Biosystems, CA), 1%
glicerol, 5ng DNA molde ¢ agua “nuclease free” para completar volume. As condi¢coes
do termociclador foram ajustadas para uma desnaturacdo inicial de 5 minutos a 94°C,
seguida por 10 ciclos com 30 segundos a 94°C, 1minuto (48°C: Hanc 02, Hanc 06, Hanc
07, Hanc 09, Hanc 12, Hanc 143; 54°C: Hanc 54, Hanc 72, Hanc 184; Hanc 194; 60°C:
Hanc 01, Hanc 32), 1 minuto a 72°C; em seguida, mais 25 ciclos consistindo de: 30
segundos a 89°C, 1 minuto na temperatura de anelamento de cada primer e 1 minuto a
72°C; finalmente uma extensdo final de 30 minutos a 72°C. Os produtos de PCR
marcados foram diluidos da seguinte maneira: em 9ul de agua “nuclease free”
adiciona-se 2L do produto de PCR marcado com cada fluoréforo (FAM, HEX e NED)
totalizando 15 pL. Em cada pogco da placa de sequenciamento utiliza-se 8uL de
Formamida Hi-Di (Applied Biosystems, CA), 0,1 uL do marcador de peso molecular
GeneScan L1Z 600 (Applied Biosystems, CA) e 2 pL do produto de PCR marcado e
diluido. Estas placas foram colocados em sequenciador automatico (Genetic Analyzer —
modelo: 3500XL/ Applied Biosystems) para genotipagem. Os picogramas gerados

foram analisados manualmente pelo programa GeneMarker v.1.85.

Para as analises de diversidade genética foram estimados ou calculados alguns
parametros, dentre eles: propor¢do de locos polimérficos (P), 0 nimero de alelos (Na),
namero de alelos efetivos (Ne), Heterozigosidade observada (Ho), Heterozigosidade
esperada (He), Diversidade Genética de Nei (1973) (Hs) através do programa
POPGENE v. 1.32 (YEH et al., 2000); a riqueza alélica foi estimada pelo software
FSTAT v. 2.9.3.2 (GOUDET, 2002), o programa GenAlEx v. 6.4 (PEAKALL e
SMOUSE, 2006) foi utilizado para estimativa de alelos privados (Np), alelos com
frequéncia superior a 5% (Nags%). O Equilibrio de Hardy-Weinberg por locus e por
populacdo, e o desequilibrio de ligacdo para cada par de loci em cada populacéo foi
calculado pelo programa GENEPOP v. 1.2 (RAYMOND e ROUSSET, 1995) e os
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valores de significancia (valor de P) foram ajustados pela correcdo sequencial de
Bonferroni (RICE, 1989). Os erros de genotipagem devido a presenca de alelos nulos,
alelos dropout e picos stutter foram checados pelo programa MICRO-CHECKER v.
2.2.1 (VAN OOSTERHOUT et al., 2004). O programa BOTTLENECK v. 1.2.02
(CORNUET e LUIKART, 1996) foi utilizado para verificar evidéncias de possiveis
reducdes recentes no tamanho populacional das amostras, para tanto foram utilizados os
diferentes modelos de evolugdo para microssatélites Infinite alleles Model (IAM),
Stepwise Mutation Model (SMM) e Two-Phase Model (TPM) este ultimo considerando
90% SMM e 10% IAM, o nivel de significancia foi avaliado pelo teste de Wilcoxn
considerando P<0,05.

O programa ARLEQUIN 3.5.1.3 (EXCOFFIER et al., 2010) foi empregado na
analise da variancia molecular (AMOVA), utilizada para estimar 0os componentes da
variacdo genética dentro e entre as amostras, para calcular a estruturacdo genetica entre
as amostras por meio do indice Fst (WEIR e COCKERHAM, 1984), que leva em
consideracdo o modelo 1AM, e também pelo indice Rst (SLATKIN, 1995) que assume
0 modelo SMM, nestas situacdes o teste de significancia foi realizado a partir de 10.000

permutacdes.

Um dendrograma de similaridade genética foi construido pelo programa TFPGA
v. 1.3 (MILLER, 1997) utilizando o método de agrupamento UPGMA e tendo como
parametro a distancia genética de Nei (1978) com 1.000 permutacdes de bootstrapping
para testar a confiabilidade dos nés, evidenciando a proporcdo de réplicas similares a

topologia original.

O programa STRUCTURE v.2.3.3 (PRITCHARD, STEPHENS, e DONNELLY,
2000) foi utilizado para verificar a relacdo das amostras a partir de agrupamentos
bayesianos. O modelo admixture que assume que o0s individuos podem ter
ancestralidade mista possuindo contribuicGes genotipicas de diferentes populacdes
(PRITCHARD, STEPHENS, e DONNELLY, 2000) foi utilizado na analise. As
estimativas do nimero de populacdes (K) foram realizados em simulacdes de 1 a 10
(nimero de amostras + trés), reproduzindo 20 corridas para cada valor de K segundo
Evanno, Raganaut e Goudet (2005), com 10.000 interagdes no burn-in e 100.000

interacdes na Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC). As ordenagdes dos resultados e
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inferéncia do K mais provavel estatisticamente, utilizando a estatistica AK (EVANNO,
REGNAUT e GOUDET et al., 2005) foram realizadas pelo aplicativo STRUCTURE
HARVESTER 0.6.93 (EARL, 2012)

Por fim, uma estimativa bayesiana de fluxo génico foi realizada pelo programa
BAYESASS 1.3 (WILSON e RANNALA, 2003).

2.6 Anélise do D-loop

A analise do DNA mitocondrial foi realizada por meio da amplificacdo parcial
da regido D-loop baseado em Cardoso et al (2011) utilizando os primers DLA-III: 5°
TATTTAAAGRCATAATCTCTTGAC 3 e HygDL-R: 5’
WTGCKARTATGTGCCGYYTG 3’, que haviam amplificado esta mesma regido para
outra espécie do género. As amplificacdes iniciais foram realizadas em reacoes de 25uL
contendo 1x Go Tag® Green Master Mix (PROMEGA), 0,5uM de cada primer, 15ng
de DNA molde e agua “nuclease free” para completar volume. As condi¢des do
termociclador foram ajustadas para uma desnaturacdo inicial de 4 minutos a 94°C,
seguida por 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e 2 minutos a 72°C,
por fim uma extensdo final de 10 minutos a 72°C. Este produto de PCR foi purificado
pela enzima Illustra™ ExoStar 1-Step (GE Healthcare) seguindo as instrucdes do
fabricante. As reacfes de sequenciamento de cada filamento do DNA foram realizadas
separadamente utilizando o kit BigDye Terminator™ kit (v.3.1-Applied Biosystems),
0,5uM de primer, 1uL do produto de PCR previamente purificado e seguindo as demais

orientacdes do fabricante.

Os produtos das reacdes de sequenciamento foram purificados por precipitacéo
com EDTA e etanol, para isto foram adicionados 5 pL de EDTA 125 Mm e 60 uL de
etanol absoluto em cada poco, as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 15
minutos e depois centrifugadas por 45 minutos a 3.450 rpm a 14°C, o sobrenadante foi
despresado e adicionado mais 60 pL de etanol 70%, e as placas foram novamente
centrifugadas por 15 minutos a 3.450 rpm a 14°C, o sobrenadante foi novamente
desprezado e as placas foram centrifugadas invertidas por 1 minuto a 1.000 rpm a 14°C

para eliminar todo residuo de etanol. Em seguida, foram adicionados 10uL Formamida
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Hi-Di (Applied Biosystems, CA) e entdo as amostras foram submetidas a um choque
térmico, colocadas em termociclador 95°C por 5 minutos, ap6s este tempo foram
imediatamente colocadas em gelo e finalmente levados ao seqiienciador automatizado

(Genetic Analyzer — modelo: 3500XL / Applied Biosystems).

O aplicativo Electropherogram Quality Analysis (TOGAWA e BRIGIDO,
2003), acessado em: http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ foi utilizado para a

analise de qualidade das sequéncias e geracdo dos contigs, estes foram alinhados no
programa BioEdit 7.1.3.0 (HALL, 1999) por meio do aplicativo Clustal W
(THOMPSON, 1994), depois de alinhados, todas as mutagdes foram checadas
manualmente por meio do software DNA Baser v. 3.5.5.216 (Heracle BioSoft SRL). Na
pagina do NCBI — National Center for Biotechnology Information, acessada em:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, as sequéncias foram submetidas a uma busca no
aplicativo BLAST - Basic Local Alignment Search Tool (ALTSCHUL et al., 1990) para
confirmacdo de sequenciamento da regido de interesse, as sequéncias também foram
submetidas a uma busca no programa on-line tRNAscan-SE (LOWE e EDDY, 1997)

disponivel no sitio: http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/ para checar a existéncia de

RNA transportador.

Os calculos do numero de haplotipos (h), diversidade haplotipica (Hd) e
diversidade nucleotidica (Pi), a determinacdo dos haplotipos, frequéncia haplotipica,
particdo da diversidade genética pelo célculo da AMOVA, estruturacdo populacional
pelo Fst par a par, os testes de neutralidade seletiva de Tagima (D) e Fu (Fs) foram
calculados pelo programa ARLEQUIN 3.5.1.3 (EXCOFFIER et al., 2010).

A rede de hapl6tipos baseada no algoritmo median-joining (BANDELT et al.,
1999), foi gerada no programa Network 4.6.1.1 (Fluxus Technology Ltd -

http://www.fluxus-engineering.com)

O programa MEGA 5.2 (TAMURA et al., 2011) foi utilizado para se estimar a
distancia genética dentro e entre as linhagens e construir arvores a partir dos analises de
Neighbor-Joining (NJ), Mé&xima Parciménia (MP) e Maxima Verossimilhanca (MV). O
mesmo software foi empregado na escolha do modelo de evolucdo nucleotidica mais
provavel considerando o menor escore para Critério de Informacdo Bayesiana (BIC),

seguido pelo maior escore de Critério de Informagdo de Akaike Corrigido (AlCc). As


http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/
http://www.fluxus-engineering.com/
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arvores de NJ, MP e MV foram construidas tanto utilizando todos os individuos
analisados (215 exemplares), como utilizado apenas uma sequéncia para cada haplétipo,
utilizando 1.000 pseudoréplicas de bootstraping como teste estatistico de cada no.

Tomando por base a biogeografia do género Hypostomus (MONTOYA-
BURGOS, 2003) as espécies H. commersoni (gi|343488882) e H. affinis (gi|l27124594)
foram escolhidas para enraizar as arvores, suas sequéncias de D-loop foram obtidas na
pagina do GenBank e alinhadas manualmente.

3 RESULTADOS
3.1 Diversidade Genética
Microssatélites

Com excecdo do loco Hanc 54 que foi polimorfico apenas na amostra da
populacdo P7, os demais primers foram polimorficos em todas as populacdes.
Contabilizando os 215 individuos analisados, os doze primers de microssatélites
produziram 164 alelos, com médias de 13,7 alelos por loco e 90,6 alelos por populagéo.
O namero de alelos por loco variou de trés (loco Hanc 01) até 24 (Hanc 12), enquanto o
numero de alelos por populacéo variou de 74 (P1) até 101 a (P5). A amostra P1, que é 0
ponto localizado mais préximo a nascente do rio, apresentou 0s menores valores de
diversidade genética, incluindo: nimero médio de alelos (Na = 6,17), nimero efetivo de
alelos (Ne = 3,26), nimero de alelos com frequéncia superior a 5% (Nars0 = 40),
rigueza alélica média (Ra= 5,63), heterozigosidade observada (Ho= 0,5522),
heterozigosidade esperada (He= 0,5560); de modo diverso, as amostras localizadas na
por¢do baixa do rio apresentaram 0s maiores indices de diversidade, com P4
apresentando os maiores valores de Nagsy = 60 € Ho= 0,6806, P5 mostrando a maior
média de alelos por loco (8,42), P6 os maiores valores de Ne = 4,79, Ra = 7,70 e He =
0,6474 e, por fim, a amostra P7 (préxima a foz do rio) com o maior nimero de alelos
privados (13). De modo distinto das demais, a amostra P2 ndo apresentou alelos

privados (Tabelas 2 e 3).
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O coeficiente de endogamia (Fs) apresentou valores significativos apenas em
alguns locos para algumas amostras: P1 (loco Hanc 143), P5 (Hanc 06), P6 (Hanc 194)
e P7 (locos Hanc 06 e 32). Entretanto, para o conjunto de locos analisados por amostra
ndo foram evidenciados valores significativos de Fs (Tabelas 2 e 3).

Alguns locos mantiveram desvios significativos do Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) mesmo apds a correcdo sequencial de Bonferroni, séo estes: Hanc 09
(amostras P1, P2, P3, P4 e P5), Hanc 32 (amostras P1, P5 e P7) e Hanc 194 (amostra
P6) (Tabelas 2 e 3). Nenhuma das sete amostras apresentou indicativos de erros de
genotipagem devido a presenca de “bandas stutters” ou “large allele dropout”,
entretanto, as amostras P6 e P7 apresentaram indicativo da presenca de alelos nulos,
respectivamente, para os loci Hanc 194 e 32. Apenas duas amostras apresentaram pares
de primers em desequilibrio de ligacdo apds a correcdo sequencial de Bonferroni, na
amostra P1 (Hanc 02 x Hanc 184, Hanc 06 x Hanc 72, Hanc 32 x Hanc 143, Hanc 32 x
Hanc 184) e P4 (Hanc 06 x Hanc 194).
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Tabela 2 — Pardmetros genéticos estimados para as sete amostras (P1 a P7) de popula¢Ges de Hypostomus ancistroides do rio Laranjinha, no sul
do Brasil, analisadas por meio dos marcadores de microssatélites. N — nimero de individuos analisados; Na — nimero de alelos; Ne — nimero de
alelos efetivos; Np — nimero de alelos privados; Naf >s0 - nimero de alelos com frequéncia acima de 5%;
heterozigozidade observada; He—
possiveis desvios no Equilibrio de

Hardy-Weinberg (valor de P < 0,05 apds a correcdo sequencial de Bonferroni considerando o= 0,05).

Ra — riqueza alélica; Ho -
heterozigozidade esperada; F;s — indice de endogamia (*P < 0,05), EHW - teste de significancia para

Amostras Locos

(P1LaP7) N Todos
Fg;';fgs HancOl Hanc02 Hanc06  Hanc07 Hanc09 Hancl? Hanc32  Hancs4  Hanc72  Hancld3  Hancl84  Hanclod €%
P1 31
Na/Ne 21,07 6/237 11/590 8557  3/225  6/319  9/2,89 11 71463  13/691  4/1.26 42,11 6,17/3,26
Np/ Nagss 01 0/3 2/6 0/6 0/3 0/4 0/3 01 0/5 2/5 11 12 6/40
Ra 1919 5666 9,747 7623 2995 5688 7,677 1,000 6419 11,632 3,667 3,467 5,63
Ho 0,0645 05806  0,8387 09032 0,8065 07419  0,5484 0 08065 07419  0,1613 04333 05522
He 0,0635 055880  0,8440  0,8340 05653  0,6975  0,6653 0 07969 08694 02115 05362  0,5560
Fis 00,0169 00128 00064 -0,0846 -0,4368 -0,0648 01781  NA  -00121 0,1487* 02405  0,1944  0,0037
EHW 1,0000 00964 02669 02188 0,0008* 0,9247 0,0000* Noinfo. 03153 0,010  0,1898  0,0167
P2 30
Na/Ne 201,03  7/458  9/586  9/6,62  4/260  9/316  9/522 11 8/351  14/643  3/1,26 211,89  6,41/3,60
Np/ Nagss 01 0/5 07 07 0/4 0/5 07 0n 0/6 07 02 ) 0/54
Ra 1,733 6,848 8633 8664 3995 8208 8656 1,000 7,645 12,693 2,733 2,000 6,07
Ho 00333 08667 0,000  0,8667 1 07667  0,7333 0 07333 08333 02333 05517  0,6265
He 00333 07949  0,8435 08633 0,6266  0,6955  0,8220 0 07271 08588 02130 04791 05798
Fis 0,0000 -0,0920 -0,0682 -0,0040 -0,6126 -0,1043 0,096  N.A.  -0,0087 00301  -0,0973 -0,15464  -0,0845
EHW Noinfo, 0,6406 09137 05897 0,0000* 05797 00985 Noinfo. 05139 05231  1,0000  0,4550
P3 28
Na/Ne 3/1,07 9519  11/546  13/7,13  4/269  12/6,10  13/6,70 11 6/3,65 16/10,20  3/1,97 21,77 7,75/4,41
Np/ Nagss 01 3/5 0/6 1/9 0/4 17 0/9 01 0/4 0/8 03 02 5/59
Ra 2571 8656 10270 12,280 3,992 10912 12463 1,000 5743 15118 2,992 2,000 7.33
Ho 00714 08214 07143 08214 09286 08571  0,8214 0 08571 08889 04643 05000  0,6455
He 00708 08221 08318 08753 0,6396 08513  0,8662 0 07390 09189 05006  0,4442  0,6300
Fis -0,0093 0,0008 0,14354 0,0626 -0,4640 -0,0070 00526  N.A.  -0,1634 0,0333 00739  -0,12836  -0,0298
EHW 1,0000 06287 00519 02365 0,0001* 06517 0,534 Noinfo. 01885 03916 08556  0,6702
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P4 30

Na/Ne 2/1,10 9/5,11 13/5,45  11/6,08  4/2,52 11/5,86  14/8,29 11 9/5,36 15/9,33 411,77 211,72 7,92/4,47
Np/ Nags0 0/2 1/6 0/7 or7 0/4 0/5 0/8 0/1 o/7 0/8 0/3 0/2 1/60
Ra 1,984 8,394 11,764 10,111 3,980 10,194 12,956 1,000 8,443 13,891 3,717 2,000 7,37
Ho 0,1000  0,9000 0,8000 0,9000  0,9667 0,9000 0,9000 0 0,8000 0,9333 0,4333 0,5333 0,6806
He 0,0966  0,8181 0,8305 0,8497  0,6130 0,8435 0,8944 0 0,8271 0,9079 0,4441 0,4271 0,6293
Fis -0,0357 -0,1020 0,0373  -0,0603 -0,5928 -0,0682 -0,0064 N.A. 0,0333  -0,02850 0,0246 -0,2540 -0,0829
EHW 1,0000  0,3974 0,2470 0,4953 0,0000*  0,8887 0,6211  Noinfo.  0,2159 0,5059 0,4400 0,2200

PS5 39

Na/Ne 2/1,23 8/5,37 14/7,98 15/9 4/2,21 13/3,16  12/7,09 11 11/4,26  12/6,06 5/1,32 4/194  8,42/4,22
Np/ Nags0 0/2 0/6 0/7 1/9 0/2 1/4 o/7 0/1 3/3 0/6 172 172 7/51
Ra 1,999 7,809 12,620 12,660 3,485 9,574 11,222 1,000 9,191 9,868 4,450 3,158 7,25
Ho 0,2051  0,7179 0,7949 0,9231  0,9231 0,7436 0,8205 0 0,8205 0,7949 0,2105 0,4474 0,6168
He 0,1865  0,8245 0,8861 0,9004  0,5551 0,6930 0,8701 0 0,7752 0,8458 0,2442 0,4902 0,6059
Fis -0,1014  0,1307  0,1042* -0,0255 -0,6775 -0,0741  0,0577 N.A. -0,0592  0,0610 0,13953 0,0884 -0,0211
EHW 1,0000 0,1432 0,1384 0,1160 0,0000* 0,6851  0,0044* Noinfo. 0,5098 0,2934 0,1189 0,0228

P6 24

Na/Ne 3/1,97 6/3,75  13/10,29 16/11,18 3/2,20 11/2,73  13/7,15 11 14/9,37 714,38 5/1,76 2/1,75  7,83/4,79
Np/ Nags0 0/2 0/5 0/9 17 0/3 0/4 17 0/1 1/9 0/5 0/3 0/2 3/57
Ra 3,000 5,995 12,822 15,640 3,000 10,781 12,577 1,000 13,660 6,989 4,956 2,000 7,70
Ho 0,3636  0,8333 0,9583 0,9167  0,6250 0,6522 0,7917 0 0,9167 0,8333 0,4783 0,1250 0,6245
He 0,5032  0,7491 0,9220 0,9300 0,5576 0,6473 0,8785 0 0,9122 0,7881 0,4415 0,4388 0,6474
Fis 0,2820 -0,1151  -0,0403 0,0146 -0,1238 -0,0076  0,1008 N.A. -0,0050  -0,0587 -0,0852 0,7195* 0,0243
EHW 0,2380  0,7200 0,5884 0,3501 0,1771 0,4645 0,0646  Noinfo, 0,0952 0,6986 0,8485 0,0006*

P7 33

Na/Ne 3/1,50 8/4,49 10/5,54  16/8,47  3/1,70 12/2,80  13/8,87 4/1,13 13/6,41 9/4,53 711,79 2/1,99  8,33/4,10
Np/ Nags0 0/3 1/6 0/5 17 0/3 2/3 017 3/1 2/8 214 212 0/2 13/51
Ra 2,997 7,329 8,785 13,446 2,999 10,713 12,056 3,226 12,249 8,377 6,310 2,000 7,54
Ho 0,2727  0,8485 0,6970 0,9091  0,4848 0,6250 0,6250 0,1212 0,9091 0,7188 0,4375 0,5625 0,6009
He 0,3399  0,7893 0,8322 0,8956  0,4191 0,6538 0,9013 0,1179 0,8569 0,7917 0,4479 0,5060 0,6293
Fis 0,2000 -0,0763 0,1646* -0,0153 -0,1597  0,0447  0,3100* -0,0281  -0,0619  0,0934 0,0236 -0,1138 0,0320
EHW 0,1624  0,9089 0,1893 0,1729  0,8558 0,1309  0,0000*  1,0000 0,8571 0,3937 0,1487 0,7245
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Tabela 3 — Parametros de diversidade genética de Hypostomus ancistroides coletados no rio Laranjinha, no sul do Brasil, para os marcadores de
microssatélites e mitocondriais (D-loop). Considerando os sete trechos do rio onde as amostras das populacbes (P1 a P7) foram coletadas. N —
niimero de individuos analisados, P — proporcédo de locos polimdrficos, A — niimero total de alelos encontrados na amostra, Np — niimero de
alelos privados, NA — numero médio de alelos por loco na amostra, Ne - nimero médio de alelos efetivos por locos na amostra, Ho —
heterozigozidade observada média na amostra, He — Heterozigozidade esperada média na amostra, Hs — Heterozigozidade esperada de Nei
(1973), Fis — Indice de endogamia dentro da populacdo, Nh — nimero de haplétipos encontrados, h — Diversidade haplotipica, @ — iversidade
nucleotidica, D - teste de neutralidade de Tajima (1989), Fs— teste de neutralidade de Fu (1997). *P < 0,05

Populacses N Microssatélite D-loop
puiag P A Np Na Ne Ho He Hs Fs Nh h n D Fs
0,1871 0,000350

P1 3 9L7% 74 6 6167 3264 0552 0556 0547 0004 4 6L BFORS - .1731% 3436+
P2 30 917% 77 0 6417 3598 0626 0580 0570 -0,084 3 +/033018°21 +f’8%%20‘2111 1,507% -2,355*
P3 28 91,7% 93 5 7,750 4411 0645 0630 0,618 -0,030 4 +f§6170267 +E’8%%50°6724 [1,527%  -2,610*
P4 30 917% 95 1 7,017 4468 068l 0,629 0619 -0,083 4 +/9’3i§232 +/(f’8%305283715 2,382% 2,441
P5 39 917% 101 7 8417 4219 0617 0606 0598 -0,021 5 +£’gi)‘;519 +/(f’8%10%39553 1,079 -1,855
P6 2 917% 94 3 7,833 4795 0624 0647 0634 0024 7 +£’g%57512 +E’8%%%993 1,504 1,805
p7 33 100% 100 13 8333 4,103 0601 0,629 0620 0032 10 +/og%45938 +/0810%8518%O 1,148 1,465
Geral 3071 164 35 7548 4,122 0621 0,601 0,023 529 09034 - 0003782 o5, 649

+/-0,0412 +/-0,002344
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A analise para possiveis ocorréncias de bottlenecks recentes, por meio dos dados
de microssatélites, mostrou-se significativa nas amostras P1, P5 e P7 apenas para 0
Modelo SMM, enquanto que na amostra P4 houveram indicativos de excesso de
heterozigosidade apontados pelos modelo IAM e SMM (Tabela 4).

Tabela 4 — Teste de sinal para excesso de heterozigosidade para os 12 locos de
microssatélites nas sete populacdes de Hypostomus ancistroides estudadas no rio
Laranjinha. 1AM — Modelo de Alelos Infinitos (Infinite Allele Model), TPM — Modelo
Bifasico (90% SMM) (Two Phase Model), SMM — Modelo Passo a Passo (Stepwise
Mutation Model). *P<0,05 indicando excesso de heterozigosidade.

Populacao IAM TPM SMM
P1 0,51953 0,20605 0,00928*
P2 0,10156 0,46484 0,20605
P3 0,05371 0,70020 0,10156
P4 0,00684* 0,70020 0,02100*
P5 0,46484 0,24023 0,00488*
P6 0,10156 0,57715 0,89844
P7 0,67725 0,12939 0,01050*

D-loop

A regido D-loop foi parcialmente amplificada, gerando um fragmento de
aproximadamente 600 pb, posteriormente, foram sequenciados 557 pb, a analise no
programa tRNAscan-SE ndo apontou a existéncia de RNAt. Entretanto, por meio da
analise do BLAST (NCBI), foi verificado que a porcéo da regido D-loop sequenciada
localiza-se ao lado do tRNA-Pro. Do total de bases, 40 foram polimorficas, este
polimorfismo foi gerado por 33 substituicBes, sendo 25 transi¢Ges e oito transversoes, e

mais sete mutacdes “indels”. A composigdo nucleotidica encontrada nesta regido foi de

22,06% de C, 30,15% de T, 36,35% de A e 11,45% de G (Tabela 5).

Os 40 sitios polimorficos, considerando todas as amostras, produziram 17
haplotipos que apresentam uma diversidade haplotipica (h) de 0,5034 (+/- 0,0412) e
uma diversidade nucleotidica (t) de 0,003782 (+/- 0,002344). O nimero médio de
haplotipos por amostra foi de 5,29 haplotipos. A amostra P2 apresentou 0s menores
indices de diversidade (Nh = 3, h = 0,1310 +/- 0,0821, = = 0,000241 +/- 0,000411),
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enquanto que a amostra P7, apresentou os maiores indices (Nh = 10; h = 0,8049+/-
0,0538; = =0,010816 +/- 0,005880), (Tabela 3; Figura 3).

O haplétipo 02 foi 0 mais frequente (69,77%), distribuido em todos os trechos
amostrais e possui haplétipos derivados em formato de estrela o que nos indica que este
seria 0 haplotipo ancestral da area estudada (FREELAND, 2005). Algumas amostras
apresentaram hapldtipos privados, sdo estas: amostra P3 (Hap 06 e 07), amostra P5
(Hap 10), amostra P6 (Hasp 12) e amostra P7 (Hap 14, 15, 16 e 17) (Tabela 5; Figuras 3
ebh).
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Tabela 5 - Sitios variaveis entre haplotipos da regido D-loop encontrados entre 215 amostras de Hypostomus ancistroides provenientes de sete

localidades do rio Laranjinha, o qual pertence a bacia do Alto rio Parana, Brasil.

Frequéncia absoluta por amostra

Total do

NUmero de acesso

Haplétipo Nucleotideo dos sitios variaveis 1 2 3 4 5 6 7 haplotipo GenBank
Hap 01  AATGCCTATTCGTCTAAGAAGCATAGAATC--CCT--TTA 1 0 0 O 0 11 3 15 KJ126727
Hap 02  AATGCCTATTCGTCTAAGAATCATAGAATC--CCT--TTA 28 28 24 22 29 6 13 150 KJ126728
Hap 03  AATGCCTACTCGTCTAAGAATCATAGAATC--CCT--TTA 1 0 0 1 0 o0 O 2 KJ126729
Hap 04  AGTGCCTATTCGTCTAAGAATCATAGAATC--CCT--TTA 1 1 0 6 3 0 O 11 KJ126730
Hap 05 AATGCCTATCCGTCTAAGAATCATAGAATC--CCT--TTA 0O 1 2 0 5 1 o0 9 KJ126731
Hap 06  AACGCCTATTCGTCTAAGAATCATAGAATC--CCT--TTA 0O 0 1 0 O 0 o 1 KJ126732
Hap 07 AATACCTATTCGTCTAAGAATCATAGAATC--CCT--TTA 0o 0 1 0 0O o0 O 1 KJ126733
Hap 08  AATAATCATTAGATTAGAA-GATCGGAGCACAC-TTTCTA 0 0 0 1 o0 o0 1 2 KJ126734
Hap09  AATGCCTATTCGTCTAAGAAGCATAGAATC--CC---TTA O 0 o o0 1 3 4 8 KJ126735
Hap 10 AGTGCCTGTTCGTCTAAGAATCATAGAATC--CCT--TTA 0O 0 0o O 1 o0 O 1 KJ126736
Hap 11  AATAATCATTAGATTAGAA-GATCGGAGCACAT-TTTCTA 0 0 0 0 o0 1 1 2 KJ126737
Hap 12  AATAATCATTAGATTAGGA-GATCGGAGCACAC-TTTCTA 0 0O 0 0 o0 1 © 1 KJ126738
Hap 13  AATGCCTATTCGTCTAAGGAGCATAGAATC--CCT--TTA 0O 0 0O O O 1 &6 7 KJ126739
Hap 14  AATGCCTATTCGTCTAAGAAGCATAAAATC--CC---TTA 0o 0 0o O O o0 2 2 KJ126740
Hap 15 GATAGTCATTAAATCTAGAAGCATAGAATC--CC---TCA 0o 0 0o O O o0 1 1 KJ126741
Hap 16 AATAATCATTCGATTAGAA-GATCGGAGCACAT-TTTCTA 0 0 0 0 o0 o0 1 1 KJ126742
Hap 17 AATGCCTATTCGTCTAAGAAGCATAGGATC--CCT--TTG 0O 0 0 O O 0 1 1 KJ126743
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Amostra 01

- Amostra 02

Amostra 03
Amostra 04

Amostra 05

Linhagem B

Figura 3 — Rede de hapldtipos encontrados para sete amostras (1 a 7) de populacdes de
Hypostomus ancistroides, coletados ao longo do rio Laranjinha (bacia do Alto rio
Parand, sul do Brasil), gerada por meio do programa Network 4.6.1.1. As analises foram
feitas com base no algoritimo median-joining. O tamanho dos circulos € proporcional a
frequéncia do haplotipo. Cores de preenchimento representam as amostras e as barras
vermelhas representam as mutacdes entre os haplétipos

Os testes de neutralidade seletiva de Tajima (D) e Fu (Fs) foram negativos e
significativos para as amostras P1, P2 e P3; a amostra P4 apresentou apenas o D
negativo e significativo, as demais amostras ndo apresentaram valores significativos
(Tabela 3). Por outro lado, o teste de D de Tajima, ndo apresentou valores diferentes de
zero para as amostras P5, P6 e P7, enquanto que o teste Fs de Fu ndo apresentou valores
significativos para as amostras P4, P5, P6 e P7. Na analise considerando todas as
amostras ndo foram detectados valores significativamente diferentes de zero para
nenhum destes dois testes. Desta forma ndo podemos rejeitar a hipotese de neutralidade

seletiva do marcador mitocondrial D-loop.

O modelo de evolugdo nucleotidica mais provavel apontado pelo programa
MEGA 5.2 foi Tamura 3 Pardmetros.
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A rede de haplétipos e as andlises filogenéticas (Figuras 3, 4 e 5) revela a
existéncia de trés linhagens mitocondriais diferentes, a primeira (linhagem A) contém
12 dos 17 haplétipos e 208 dos 215 individuos, a segunda linhagem (linhagem B) é
representada por apenas um haplotipo presente em um Unico individuo enguanto a
altima linhagem (linhagem C) é representada por quatro haplétipos e seis individuos. As
trés andlises Neighbor-Joining (NJ), Méaxima Verossimilhanca (MV) e Maxima
Parcimbnia (MP) recuperaram a mesma topologia para os 17 haplétipos sempre com
valores consistentes de bootstraping para os nds que evidenciam a formacgdo das
linhagens (Figuras 4 e 5). Ainda a rede de hapldtipos (Figura 3) mostra a grande

quantidade de passos mutacionais que separam as 3 linhagens haplotipicas.

As amostras P4 e P6 possuem duas linhagens haplotipicas em simpatria,
enquanto que a amostra 07 é a Unica que possui as trés linhagens mitocondriais em

simpatria (Figuras 3 e 5).

A distancias genéticas entre as linhagens AxB, AxC e BxC foram,
respectivamente, 2,4% + 0,7, 3,4% + 0,8 e 3,1% + 0,7. No caso das linhagens A e C, as
quais mostraram a ocorréncia de mais de um haplotipo, a distancia genética média
dentro de cada uma destas linhagens foi de: 0,111% =+ 0,0536 (A) e 0,2289% + 0,1314

(©).

Comparando-se 0s dados de microssatélite dos grupos de individuos
pertencentes a cada uma das trés linhagens mitocondriais, hd indicativo de troca de
material genético nuclear entre os individuos das diferentes linhagens em simpatria no
rio Laranjinha. As linhagens B e C possuem um total de 64 alelos de microssatélite para
0s 12 locos analisados, destes, apenas dois alelos (alelo 232 do loco Hanc 02 e alelo 242
do loco Hanc 184) sdo exclusivos destas linhagens, o que indica a existéncia de
recombinacdo génica nuclear apesar da distancia entre as linhagens, sugerindo a

existéncia de reproducdo envolvendo individos destas duas linhagens.

Todos os individuos que possuiam os hapldtipos das linhagens B e C, e uma
amostra dos individuos da linhagem A foram enviados a um especialista no género
Hypostomus, para analise de caracteristicas morfologicas e todos foram identificados
como pertencentes a espécie Hypostomus ancistroides (C. H. ZAWADZKI,

comunicagéo pessoal).
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b Linhagem A
(82/80/87)
(65/64/63)
Linhagem B
H. commersoni (gi|343488882)
H. affinis (gi|27124594)
P
0.005

Figura 4 - Arvore de NJ com todos os 215 individuos + dois individuos “outgroup”.
Numeros entre parénteses representam valores de bootstrap para analises de NJ/ MV /
MP)
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Hap04 @@
Hap10@)

Hap06 .

Hap0s @ O @

Hap2. @O0 00O
Hap03 ()

Hapl14 @ Linhagem A
Hap0l @@
Hap09O @ @

Hap13 @@

Hapl7 @

Hap07 .

Hapl5 @ Linhagem B

P
0.005

H. commersoni (gi|343488882)
H. affinis (gi|27124594)

Figura 5 — Arvore de NJ com 17 hapldtipos + dois individuos de “outgroup”. Nimeros
entre parénteses representam valores de bootstrap para analises de NJ/ MV / MP.

3.2 Estruturacédo Genética

A analise da AMOVA tanto para os dados de microssatélite, como para os dados

de D-loop indicou que a maior parte da variacdo genética esta dentro das populacGes
(microssatélites: Fst: 7,81% e Rsr: 7,20% / D-loop: ®st: 11,75%), com indices de

fixacdo significativos (P<0,01) em todas as situacOes, apontando a existéncia de

estruturacdo populacional (Tabela 6).
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Tabela 6 —- AMOVA (Anélise da Variancia Molecular) para as amostras de Hypostomus
ancistroides coletados ao longo do rio Laranjinha, para os marcadores microsstélites e
D-loop. *P<0,01 (teste de significancia com 1023 permutaces).

Fonte de Variacao Porcentagem de variagéo
Microssatélite D-loop

Fst Rst Dst
Entre populagdes 781% 7,20% 11,75%
Dentro de populagBes 92,19% 92,80% 88,25%
indice de fixacdo 0,08* 0,07  0,12*

Para os marcadores microssatélites, as comparacfes par a par do indice de
fixacdo Fst revelaram valores significativos para todas as comparagdes, o maior valor
foi encontrado entre as amostras P1 e P7 (Fst: 0,16825), enquanto o menor valor foi
entre as amostras P3 e P4 (Fsr: 0,00591). O segundo estimador empregado (Rst),
revelou uma diferenciagdo significativa entre a maioria dos pares de amostras analisadas
(exceto apenas entre quatro pares de amostras (Tabela 7); neste caso, contudo, 0 maior
valor observado foi entre as amostras P2 e P7 (Rst: 0,16394) e 0 menor entre as
amostras P2 e P4 (Rst: 0,02371). No caso das estimativas de distancia genética de Nei,
0 maior valor encontrado foi entre as amostras P3 e P7 (Dnei: 0,0102) e 0 menor valor
entre as amostras P3 e P4 (Dyei: 0,0102) (Tabela 7).
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Tabela 7 — Diferenciagdo genética entre os pares de populagdes (P1 a P7) de
Hypostomus ancistroides do rio Laranjinha estimada a partir dos marcadores
microssatélites e D-loop. ®sr, Fst € Rst — pardmetros que usam como base as
estatisticas F de Wright. Dyei - distancia genética de Nei (1978). Também sdo
indicadas as distancias geogréficas entre os locais onde as sete amostras foram
coletadas. *P<0,05 (teste de significancia com 1023 permutacdes)

Distancia Microssatélite D-loop
Pares de Amostras (km) Fsr Rst Dhei Dsr

P1xP2 70,5 0,0324* -0,0038 0,0444 -0,0135
P1xP3 134,0 0,0672* 0,0673* 0,1056 0,0118
P1xP4 175,7 0,0607* 0,0440* 0,0941 0,0166
P1xP5 250,9 0,0608* 0,0845* 0,0923 0,0289
P1xP6 289,2 0,1253* 0,1362* 10,2339 0,2130*
P1xP7 348,9 0,1682* 0,1421* 10,3395 0,1463*
P2xP3 63,4 0,0304* 0,0498* 0,0467 -0,0096
P2xP4 105,1 0,0332* 0,0237* 0,0517 0,0195
P2xP5 180,3 0,0362* 0,0813* 0,0555 0,0116
P2xP6 218,6 0,1088* 0,1447* 10,2102 0,2249*
P2xP7 278,3 0,1516* 0,1639* 0,3126 0,1535*
P3xP4 41,7 0,0059* -0,0064 0,0102 0,0272*
P3xP5 116,9 0,0195* 0,0149 0,0324 0,0097
P3xP6 155,2 0,0991* 0,0906* 0,2191 0,2090*
P3xP7 214,9 0,1473* 0,1288* 0,3431 0,1441*
P4xP5 75,2 0,0157* 0,0117 0,0259 0,0156
P4xP6 113,5 0,0862* 0,0678* 0,1860 0,1281*
PAxP7 173,2 0,1417* 0,0980* 0,3268 0,0949*
P5xP6 38,3 0,0660* 0,0586* 0,1251 0,2213*
P5xP7 98,0 0,1154* 0,0810* 0,2328 0,1606*

P6xP7 59,7 0,0245* 0,0014 0,0431 -0,0252
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Diferentemente, dos valores de Fsr, obtidos a partir dos marcadores nucleares,
que se mostraram significativamente diferente de zero em todos os pares de populactes
analisadas, os valores de ®st (andlogo ao Fst), obtidos a partir dos marcadores
mitocondriais (D-loop), revelaram valores significativos em todos comparativos
envolvendo as populacbes P6 e P7 e também entre o par P3-P4, contudo ndo para 0s
demais pares analisados (Tabela 7). O maior valor encontrado foi entre o par P2-P6
(Ds7: 0,22490) e 0 menor valor entre as amostras P3-P4 (dst: 0,02717), sendo este o
Unico par de amostras no qual o valor significativo de ®st ndo envolveu as populagdes
P6 ou P7 (Tabela 7).

A correlacdo entre a distancia geogréafica e a divergéncia genética (Fst, Rst €
dgr), estimada para os diferentes pares de amostras por meio do teste de Mantel, foi
significativa apenas para os estimadores de divergéncia genética Fst (r = 0,7474 e P =
0,005) e Rst (r = 0,8394 e P = 0,003), ou seja, 0s obtidos por meio dos marcadores

microssatelites (Figura 6).

a) b)
0201 _ 07474 0-201; = 09,8394
P =0,005 P=0,003
] 8]
0.15¢ g m 0.151 .l g B
- |
. . _0.10% 0
L5 010 o o m "m =
o - (]|
o o =] a - 0.05+ [ | o
2 )-—
re " o.oo—-:%'. = } 4
m = " %100 200 300 400
ooo® : : |
0 100 200 300 400 )
-0.05+
km km

Figura 6 - Teste de Mantel, correlacdes entre a divergéncia genética e a distancia
geogréafica entre os diferentes pares de amostras de populacdes (P1 a P7) de
Hypostomus ancistroides coletados em sete pontos no rio Laranjinha, com base nos
marcadores de microssatélites. a) utilizando o estimador de divergéncia genética Fsr, b)
utilizando o estimador de divergéncia genética Rsr.

Para 0s marcadores microssatélites, a analise de agrupamentos bayesianos,

apontou um K (numero de agrupamentos) mais provavel igual a dois. O grafico



179

construido a partir do K = 2, mostra nitidamente a formacéo de dois grandes grupos, um
contendo as amostras P1, P2, P3, P4 e P5 e outro com as amostras P6 e P7 (Figura 7).

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

1 2 3 4 5 6 7
Amostras

Figura 7 — Representacdo grafica dos agrupamentos bayesianos (K=2), gerados a partir
de 12 locos de microssatélites para as sete amostras de Hypostomus ancistroides
coletadasem sete localidades ao longo do rio Laranjinha., bacia do Alto rio Parana.

A estimativa de fluxo génico recente realizada por meio de analise bayesiana,
apontou que a amostra P3 possui uma alta taxa de migrantes genéticos por geracdo em
direcdo a: P2 (26,9%), P4 (30%) e P5 (30,7%), e em menor porcentagem com as
amostras P1 (4,6%) e P6 (2,4%). Ja a amostra P7 apresenta migracdo durante as Gltimas

geracOes apenas em direcdo a P6 em a uma taxa de 27,5%. (Tabela 8).



Tabela 8 — Inferéncia de fluxo génico obtida por analise bayesiana utilizando o programa BeysAss. Porcentagem de migrantes e de ndo
migrantes dentro de cada uma das sete amostras estudadas (P1 a P7). Entre parénteses intervalo de confianga (1C).

Proporcao de individuos ndo migrantes (95% IC) por trecho amostral

1

2

3

4

5

6

7

0,933
(0,874 - 0,975)

0,676
(0,667 - 0,699)

0,988
(0,960 —1,000)

0,677
(0,667 - 0,707)

0,675
(0,667 - 0,694)

0,680
(0,667 - 0,712)

0,990
(0,965 - 1,000)

Proporcao de individuos migrantes (95% IC) Por trecho amostral

1 2 3 4 5 6 7
P2 P1 P1 P1 P1 P1 P1
0,004 0,037 0,002 0,005 0,004 0,005 0,002
(5,058x10°" - 0,022)  (4,248x10™*-0,109) (3,678x10°—0,016) (2,116x10%-0,024) (1,336x10%-0,019) (2,478x10™-0,028) (6,639x10™ - 0,0130)
P3 P3 P2 P2 P2 P2 P2
0,046 0,269 0,002 0,004 0,004 0,005 0,002
(0,011 - 0,100) (0,192 - 0,320) (1,335x10% - 0,013) (2,374x10-0,024) (1,839x10%-0,019) (1,532x10%-0,029) (5,842x10™°-0,012)
P4 P4 P4 P3 P3 P3 P3
0,004 0,004 0,002 0,300 0,307 0,024 0,002
(1,237x10%-0,020)  (1,723x10* -0,023) ,(2,780x10™° - 0,014) (0,259 - 0,328) (0,272 - 0,329) (1,842x10"-0,085)  (9,717x10™°-0,012)
P5 P5 P5 P5 P4 P4 P4
0,004 0,004 0,002 0,004 0,003 0,005 0,001
(5,461x10°" - 0,024) (3,018x10%-0,021) (5,572x10°-0,013) (1,468x10™° - 0,025) (7,242x10°"-0,020) (1,161x10%-0,030) (1,506x10™-0,011)
P6 P6 P6 P6 P6 P5 P5
0,004 0,005 0,002 0,004 0,003 0,005 0,002
(1,245x10% - 0,019) (4,622x10% - 0,025) (5,469x10™° - 0,014) (1,592x10 -0,025) (1,014x10%-0,018) (2,335x10%-0,028) (7,563x10™°- 0,012)
P7 P7 P7 P7 P7 P7 P6
0,005 0,004 0,002 0,005 0,004 0,275 0,002

(1,203x10™ - 0,027)

(1,63x10™ - 0,025)

(4,882x10™ - 0,016)

(1,765x10™ - 0,026)

(1,584x10™ - 0,023)

(0,209 - 0,321)

(4,134x10™° - 0,012)
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O dendrograma de similaridade gerado pelo método UPGMA, baseado na
distancia genética de Nei (1978), para os marcadores de microssatélite deixou evidente
a divisdo do rio em dois grandes agrupamentos, um contendo as amostras P6 e P7, outro
contendo as amostras P1, P2, P3, P4 e P5. Este ultimo agrupamento ainda possui uma
divisdo entre as amostras localizadas mais proximas a nascente (01 e 02) e aquelas da
regido media do rio (03, 04 e 05). Os valores de réplicas similares no teste estatistico de

bootstrapping, mostram grande consisténcia dos agrupamentos.

0,25 0,07 0,01

— Amostra 03 - Figueira
87.2%

84.3% L Amostra 04 - Ibaiti

96.8% —— Amostra 05 - Barragem

Amostra 01 - Ventania

62.3%

100% L Amostra 02 - Mogquém

99 6% Amostra 06 - Santa Amélia

Amostra 07 - Foz

Figura 8 — Dendrograma de similaridade, método de UPGMA, baseado na distancia
genética de Nei (1978) — representada na barra superior, mostrando os agrupamentos
entre as sete amostras populacdes de Hypostomus ancistroides coletadas em sete
diferentes pontos do rio Laranjinha (informagdes complementares sobre os pontos de
coleta indicados ao lado de cada amostra na figura sdo apresenatdos na Tabela 1 e
Figura 2). Valores dos nds representam a porcentagem de réplicas similares para
bootstrapping com 1.000 permutacdes.

4 DISCUSSAO

4.1 Diversidade Genética

Até o momento ndo haviam disponiveis marcadores do tipo microssatélite para
H. ancistroides o que impossibilita a comparacdo em nivel especifico com outros
trabalhos existentes na literatura. De qualquer forma, embora de forma cautelosa, é
possivel fazer uma comparacdo dos resultados de diversidade genética do presente

estudo com os resultados obtidos a partir de analises com outros marcadores
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moleculares (isoenzimas e RAPD) encontrados por outros autores para esta espécie de
cascudo (ZAWADZKI et al, 2005; SOFIA et al., 2008). De forma distinta ao
encontrado por estes autores, a diversidade genética encontrada no presente estudo, de
um modo geral, foi alta, uma vez que em todas as populagdes o He ficou acima de 0,55;
principalmente por se tratar de uma espécie ndo migradora e com cuidado parental
(AGOSTINHO et al., 2007; ORSI, 2010), onde geralmente encontram-se menores
indices de diversidade genética (LANGEN et al. 2011). As heterozigosidades observada
e esperada médias foram superiores a 0,6 o que estd acima da média encontrada para
espécies de agua doce para marcadores de microssatélite (0,54 + 0,25) (DEWOODY e
AVISE, 2000).

Telles et al. (2010) analisando, por meio de microssatélites uma Unica amostra
de outra espécie do mesmo género (H. gmnorhynchus), detectou baixos niveis de
diversidade genética para a espécie estudada. Ainda que considerando apenas os locos
polimdrficos, a heterozigosidade esperada média de 0,3965 e um ndmero médio 3,8
alelos por loco, a amostra P1 do presente trabalho, a qual apresentou os menores indices
de diversidade neste estudo, comparativamente apresentou indices de diversidade muito
superiores aos relatados por Telles et al. (2010) para H. gmnorhynchus. Fazendo uso de
marcadores isoenzimaticos, Zawadzki et al. (2005) encontraram para diferentes espécies
de Hypostomus, incluindo H. ancistroides, valores baixos de diversidade genética e
atribuiram como uma das possiveis causas para este fato o efeito da endogamia

resultante, em parte, do comportamento sedentario de Hypostomus.

Em outro estudo, utilizando marcadores RAPD em Hypostomus ancistroides,
Sofia et al. (2006) encontraram um He variando de 0,1022 a 0,1526, apontando também
uma diversidade relativamente baixa. Entretanto, os marcadores microssatélites que
estdo certamente entre os mais polimorficos (WARD, 2002; FRANKHAM, BALOU e
BRISCOE, 2010) e quando comparados a marcadores dialélicos dominantes comos 0s
RAPDs geralmente apresentam maiores niveis de diversidade como, por exemplo, no
trabalho realizado por Allendorf e Seeb (2000) em que 0s autores encontram maiores
niveis de diversidade genética e obviamente maior nimero de alelos para 0s marcadores
SSR. Maiores indices de diversidade em marcadores Microssatélites em relacdo a
RAPD também foram encontrados por Paula (2006) e Ashikaga (2008). Devido ao

modo como alguns indices de diversidade sdo obtidos, os marcadores multilécus podem
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alcancar maiores valores de indices de diversidade do que marcadores dialélicos como
0s RAPDs.

Os bons niveis de diversidade genética encontrados no presente trabalho para H.
ancistroides sdo coerentes e justificam sua grande plasticidade fenotipica, expressa
tanto por meio de variacdes morfologicas (WEBER, 2003) quanto pela ocupagdo de
habitats diversos, ja que existem registros da espécie em ribeirdes, na calha principal
dos rios ou em reservatorios; ocorrendo desde ambientes de cabeceira, até na foz dos
grandes rios proximo a grandes reservatorios. Também é possivel encontrar H.
ancistroides desde ambientes altamente preservados até aqueles com grandes
perturbacdes antrépicas como ribeirdes urbanos (CASATTI, 2003; CASTRO et al.,
2003; CASATTI, 2004; CASTRO et al, 2004; CASATTI, 2005; BRITTO e
CARVALHO, 2006; GRACA e PAVANELLI, 2007; SHIBATTA, GEALH e
BENNEMANN, 2007; VIEIRA e SHIBATTA, 2007; SOFIA et al., 2008; CUNICO et
al., 2009; COSTA et. al, 2013)

Pereira, Foresti e Oliveira (2009) elencam como fatores que podem induzir
desvios do EHW em andlises por microssatélites: o alto nimero de alelos por locus,
ocorréncia de erros de genotipagem por alelos nulos, ocorréncia de bandas espelho, e
alelos “drop-out”, efeito de Wahlund, selecao de alelos especificos e endocruzamento.
Neste contexto, as amostras P6 e P7, apresentaram deficiéncia no numero de
heterozigotos, o que gerou um coeficiente de endogamia (Fs) significativo, certamente
provocando desvios do EHW, a deficiéncia no nimero de heterozigotos, neste caso
pode ser atribuidas a provavel presenca de alelos nulos conforme andlise realizada pelo

programa Micro-Checker.

Em outras locos (Hanc 09: P1, P2, P3, P4 e P5 e Hanc 32: P1 e P5) presentes em
diferentes amostras onde ndo ha evidéncias de alelos nulos e também ndo ha um
coeficiente de endogamia significativo, uma possivel explicacdo para auséncia de EHW
é a existéncia de fluxo génico apontado pela inferéncia bayesiana. O fluxo génico fere
uma das premissas do EHW, que prevé que ndo pode haver troca génica
(TEMPLETON, 2011), e pode ter acarretado os desvios significativos destes locos

nestas populagdes.
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Apesar de que nenhuma populacdo apresentou valores significativos para o
coeficiente de endogamia (Fs) geral, poucos locos (cinco das 84 possiveis
combinagdes: numero de loco x nimero de amostras) em algumas amostras apontaram
alguma deficiéncia significativa de heterozigotos (Tabela 2). Conforme ja foi dito, ha
evidéncias de alelos nulos para os locos Hanc 194 (amostra P6) e Hanc 32 (amostra P7),
0 que poderia explicar tal deficiéncia, entretanto os demais I6ci nas outras populagdes,
podem refletir em parte os habitos sedentarios e o cuidado parental inerente a espécie
(AGOSTINHO et al, 2007; ORSI, 2010). E comum em algumas espécies nio
migradoras encontrarmos algum nivel de endogamia. Sofia et al. (2008) atribuiram os
baixos niveis de diversidade encontrados em H. ancistroides aos seus habitos

sedentarios e possivel endogamia.

Nas duas amostras que apresentaram locos em desequilibrio de ligacdo nenhum
padrdo foi observado entre os locos que estavam em desequilibrio. Do total de 396
testes para desequilibrio de ligacdo realizados, apenas 1,26% mantiveram-se
significativos apos a correcdo sequencial de Bonferroni, portanto, é improvavel que o
desequilibrio de ligagdo encontrado para as amostras seja, de fato, gerado por uma
“ligacdo fisica” dos locos em questdo, situacbes semelhantes foram encontradas por
Adamson, Hurwood e Mather (2012). Segundo Templeton (2011), varios fatores podem
criar um desequilibrio de ligacdo, tais como, a mutacdo, acasalamento preferencial, o

tamanho populacional finito, o fluxo génico e a selecdo natural.

A diversidade haplotipica (h) é considerada o equivalente de He para dados de
sequéncias haploides (FREELAND, 2005), no presente trabalho o0s niveis de
diversidade genética da regido D-loop foram de uma maneira geral menores do que 0s
indices obtidos para os marcadores microssatélites. Os trechos os rios onde foram
obtidas as amostras P1 a P5 apresentaram menor diversidade haplotipica (h) do que He,

enquanto os trechos 6 e 7 apresentaram maiores diversidades haplotipicas do que He.

Algumas particularidades do genoma mitocondrial precisam ser levadas em
conta no momento em que é comparado ao genoma nuclear, uma das questdes é a
natureza haploide do genoma mitocondrial, que associada a transferéncia vertical
uniparental confere um tamanho populacional de um quarto do DNA diploide nuclear, e

isto o torna muito mais sensivel a eventos demograficos como “bottleneck” (WARD,
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2002; FREELAND, 2005; MCCUSKER e BENTZEN, 2010). Desta forma, é possivel
que os diferentes marcadores “sofram” consequéncias em niveis de magnitude
diferentes, como no caso do DNA mitocondrial, que pode ter sofrido mais
drasticamente a perda de haplétipos e por consequéncia de diversidade haplotipica.

Entretanto, amostras que possuem uma grande quantidade de individuos com
haplétipos exclusivos podem frequentemente apresentar valores de diversidade
nucleotidica préximos de 1 se uma grande quantidade de individuos possuem haplotipos
exclusivos (FREELAND, 2005; MCCUSKER e BENTZEN, 2010). Por exemplo, se
duas sequéncias apresentam um Unico nucleotideo diferente sdo consideradas dois
haplétipos, o mesmo vale se duas sequéncias apresentam 10 nucleotideos diferentes,
também serdo consideradas dois haplotipos, desta maneira, se duas sequéncias diferem
em um, 10 ou 20 nucleotideos a diversidade haplotipica ndo consegue detectar este tipo
de situagdo, entretanto, a diversidade nucleotidica, leva em consideragdo tanto
frequéncia de haplotipos diferentes, quanto a divergéncia entre eles (FREELAND,
2005).

A regido D-loop é uma das mais adequadas para estudos populacionais, possui
sequéncias altamente polimorficas, de duas a cinco vezes mais rapida do que a
observada para sequéncias codificantes (MANCERA-RODRIGUEZ, MARQUEZ, e
HURTADO-ALARCON, 2013), sua taxa de mutac&o é em torno de 2,0 x 10 por base,
por ano (SANTOS, RUFFINO e FARIAS, 2007). Muito superior a regides codificantes
como NDH (0,52 x 10®), COI (0,27 x10®) (TURNER et al., 2004) e ATP sintase 6/8
(SIVASUNDAR, BERMINGHAM e ORTI, 2001). Portanto, estas diferencas relativas a
velocidade de evolucdo devem ser levadas em conta quando se analisam dados de
diversidade, estruturacdo e diferenciacdo obtidos a partir de diferentes regibes ou

sequéncias, ainda que oriundas do mesmo genoma, neste caso o mitocondrial.

Até o presente ndo existia nenhum trabalho na literatura que utilizasse a regiao
D-loop para estudos populacionais em H. ancistroides, apesar desta regido do genoma
mitocondrial ser uma das preferidas para estudos populacionais em peixes (MARTINS
et al., 2003; BIGNOTTO et al., 2009; IERVOLINO et al, 2010; WANG et al., 2010). A
analise da regido D-loop, de outras duas espécies pertencentes a mesma ordem do que

H. ancistroides, revelaram nove haplotipos, h= 0,814 ¢ 7 = 0,007 em Pseudoplatystoma
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corruscans e, sete haplotipos, h = 0,952 e = 0,007 em Pseudoplatystoma reticulatum
(BIGNOTTO et al., 2009). Neste caso, mesmo tratando-se de duas espécies migradoras,
para as quais espera-se, em geral maiores indices de diversidade (SANTOS, RUFFINO
e FARIAS, 2007), os dados do DNA mitocondrial de H. ancistroides ndo foram muito
discrepantes, pois amostras como P6 e P7 mantiveram-se proximas aos valores de P.

reticulatum e P. corruscans.

Utilizando outra sequéncia do DNA mitocondrial (ATP sintase sub-unidades 6 e
8) em H. ancistroides, Hollanda Carvalho (2011), estudando diversas localidades na
bacia do Alto rio Parana e rio Ribeira de Iguape, encontrou uma variagdo no nimero de
haplotipos por localidade de 1 a 13, diversidade haplotipica de zero a 0,972 e na
diversidade nucleotidica de zero a 0,014. Apesar de que o0 gene da ATP sintase sub-
unidades 6 e 8 sabidamente evoluirem mais lentamente do que a regido D-loop
(SIVASUNDAR, BERMINGHAM e ORTI, 2001; BONI et al., 2011), verificamos que

os valores ndo sdo discrepantes e encontram-se dentro de uma mesma faixa.

Mesmo as amostras que apresentaram os menores indices de diversidade do rio
Laranjinha sdo detentoras de uma importante parcela da diversidade genética, por
exemplo, a amostra P1 possui seis alelos privados de microssatélite, ja a amostra P3
possui dois haplétipos mitocondriais privados. O interessante é que, de um modo geral,
tanto para os marcadores SSR quanto para o D-loop, os maiores valores de diversidade
foram encontrados proximos a foz (amostras P6 e P7) e os menores proximos a nascente
(amostras P1 e P2).

Utilizando parametros de comparacdo entre as diversidades haplotipicas e
nucleotidicas estabelecidos por Grant e Bowen (1998) em espécies marinhas, mas ja
empregados em espécies de agua doce por Bignotto et al. (2009) e Hollanda Carvalho
(2011), podemos verificar que as amostras P6 e P7 exibem grandes valores de h e «
(Tabela 9), e a grande divergéncia entre os haplétipos, pode ser atribuida ao contato
secundario entre linhagens que se diferenciaram, ou ainda populacdes grandes e estaveis

com longa histéria evolutiva.
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Tabela 9 - Relacdo das diversidades haplotipicas (h) e nucleotidicas () com eventos
demogréficos historicos. Extraida de Grant e Bowen (1998).

Diversidade haplotipica (h)

= Baixa Alta

= (h<0,5) (h>0,5)

§ Baixa Bottleneck recente ou efeito Bottleneck seguido de um rapido
s (1<0,5%) fundador por uma Unica, ou poucas crescimento populacional e

e =70 linhagens de DNA mitocondrial acumulo de mutagdes

s Contato secundario entre

o] - .

r§ Alta Divergéncia entre populagdes repreqslgﬁ{:nl}fnsal Ir?(?;lﬂzg;oo;r’an de
7 o . U

g (m>0,5%) geograficamente subdivididas e estével com longa histdria

& evolutiva

Hollanda Carvalho (2011), recuperou uma historia em que H. ancistroides
passou por sucessivos ciclos de isolamento geografico, diferenciacdo e expanséo
populacional (colonizagdo), por este motivo encontrou em algumas localidades contato
entre linhagens que se diferenciaram em diferentes locais. Este padréo é revelado pela
alta diversidade haplotipica associada ao grande numero de passos mutacionais entre
alguns haplotipos, que sugerem um tempo de diversificacdo entre as sub-populactes
relativamente avancado para a espécie. Um padrdo onde haplotipos separados por um
grande numero de passos mutacionais, de 15 a 34, sdo encontrados na mesma
localidade, segundo o autor isto poderia ser explicado de duas maneiras, a primeira com
0 desaparecimento de haplotipos intermediarios por amostragem de linhagem (lineage
sorting); entretanto, se isto fosse verdadeiro, devido & estocasticidade da deriva
genética, alguns haplétipos intermediarios deveriam ser encontrados ainda que em baixa
frequéncia; a segunda explicacdo seria a ocorréncia de contato secundario entre as

linhagens, que neste caso parece ser mais plausivel.

Em nossas analises, a hipOtese mais plausivel também seria a de contato
secundario entre as linhagens mitocondriais que estdo separadas por muitos passos
mutacionais (AxB = 12 passos, A x C = 22 passos e B x C = 33 passos), e apesar do
grande namero de individuos amostrados por trecho (variando de 24 a 39 individuos)
nenhum haplétipo intermediario foi encontrado. Desta forma, aceitamos aqui a

possibilidade de contato secundario entre as trés linhagens mitocondriais. A julgar pelo
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grande nimero de passos mutacionais entre as linhagens e a grande distancia entre as

mesmas, estas poderiam ter se originado em trés populacfes originalmente isoladas.

Em situagdo quase oposta, as amostras de P1 a P5 exibem baixos niveis de
diversidade haplotipica e nucleotidica e, segundo parametros propostos por Grant e
Bowen (1998), suas arquiteturas genéticas indicam periodos de baixo tamanho efetivo
da populacdo dentro ultimos milhares ou dezenas de milhares de anos. Como Padhi
(2013b), que estudando uma espécie ndo migradora de siluriforme na Flérida (USA),
também encontrou indices de diversidade genética da regido Controle do DNA
mitocondrial relativamente baixos e os atribuiu & uma expanséo populacional apds um

periodo de retracdo da populacdo em um refugio glacial.

Altos valores de diversidade haplotipica associados a baixos valores de
diversidade nucleoticica foram encontrados para P. corruscans e P. reticulatum,
estudando-se a regido D-loop, neste caso a ocorréncia de um bottleneck seguido de
expansdo populacional foi igualmente proposta pelos autores baseando-se também nos
critérios apontados por Grant e Bowen (1998) (BIGNOTTO et al., 2009).

Os testes de neutralidade seletiva, podem também detectar a ocorréncia de
eventos demogréaficos na populacdo, pois gargalos populacionais e eventos fundadores
também podem causar um D < 0, imitando os efeitos de uma varredura seletiva
(TEMPLETON, 2011), o teste Fs de Fu, que é considerado muito mais sensivel a
expansdes demograficas em populacdes, resultando em grandes valores negativos, e é
geralmente empregado para testar se o resultado do teste de Tajima (D) € resultante de
uma expansdo populacional (GARCEZ, CALCAGNOTTO e ALMEIDA-TOLEDO,
2011). As amostras P1, P2, P3 e P4 apresentaram valores negativos e significativos para
o0s testes D; estes valores foram também testados pelo teste Fs e novamente foram
negativos e significativos, com excecdo da amostra 04, indicando que nestas populacdes

pode ter ocorrido expansao populacional.

Desta forma, as amostras de P1 a P3 reunem evidéncias tanto na analise dos
valores de diversidade haplotipica e nucleotidica, como para os testes de neutralidade
indicando para uma possivel expansdo populacional nestas localidades. A amostra 04
apesar de ndo possuir um valor de Fs significativo, apresentou um D negativo e

significativo além da evidéncia oriunda da comparacdo entre h e m, a amostra 05 que
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ndo apresentou nenhum valor nos testes de neutralidade significativos, ainda assim
apresentou valores baixos de diversidade haplotipica e nucleotidica que pode indicar a
expansdo populacional. Assim, podemos inferir que os trechos de P1 a P5 tenham sido
colonizados mais recentemente (milhares ou dezenas de milhares de anos), enguanto
que os trechos do baixo rio Laranjinha, sdo zonas de contato secundario entre linhagens
oriundas de diversas localidades (outros rios da mesma bacia, ou outras bacias). Estas
evidéncias de expansdo populacional e contatos secundéarios reforcam as sugestdes de
Hollanda Carvalho (2011) onde apés analise das topologias geradas pelas quatro
diferentes linhagens mitocondriais infere que uma série de eventos de expansdo e
colonizacdo podem ter ocorrido pelos diferentes filogrupos ao longo de diferentes
épocas.

De maneira complementar, nas analises de microssatélite, as amostras P1, P4, P5
e P7 apresentaram evidéncias de possiveis reducdes recentes no tamanho efetivo
populacional, detectado por meio do excesso de heterozigosidade. A amostra 04 foi a
Unica a apresentar evidéncia de reducdo populacional para dois modelos evolutivos
(IAM e SMM). Geneticamente, sabemos que as consequéncias de um bottlenek ou
efeito do fundador se manifestam de maneira semelhante na populagéo, ja que ambos
representam reducdes no tamanho populacional. Assim, os dados de D-loop e SSR
parecem apontar para uma colonizacdo posterior da regido localizada a montante do rio

Laranjinha.

Os menores valores de diversidade haplotipica e nucleotidica sdo encontrados
proximos a nascente do rio Laranjinha (amostras P1, P2 e P3), enquanto que os trechos
da porcdo média (amostras P4 e P5) possuem valores intermediarios e as amostras da
porcdo baixa (P6 e P7) possuem os maiores valores de h e m, os menores indices de
diversidade haplotipica e nucleotidica das amostras proximas a montante, podem ser em
decorréncia de que estas populacBes tenham sido fundadas mais recentemente,
conforme dito anteriormente, estas localidade possuem indices de diversidade do
genoma mitocondrial, muito inferior ao dos microssatélites, entretanto, sabemos que
apos eventos de reducdo demografica os microssatélites recuperam-se muito mais
rapidamente do que os genoma mitocondrial (MACCUSKER e BENTZEN, 2010), desta

forma, o tempo transcorrido depois do evento fundador destas populacGes, que possui
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efeitos semelhantes & um bottleneck, foi suficiente o bastante para recuperar a

diversidade dos microssatélites, mas ainda ndo para o genoma mitocondrial.

Uma das possibilidades levantadas para a colonizagdo recente desta regido do
rio, € que, assim como foi encontrado por Hollanda Carvalho (2011) em algumas
localidades, aqui também existem possibilidades de captura de cabeceira entre
tributarios dos rios Laranjinha e Tibagi; neste caso, a regido entre as amostras P3 e P4
(Figura 1). A amostra P3 (Figueira) apresentou uma grande quantidade de fluxo génico
recente principalmente em direcdo as amostras P2, P4 e P5, o mesmo pode ter ocorrido
apos a captura de algum (uns) afluente (s) de um tributério do rio Tibagi, entretanto,
esta hipotese ainda precisa ser confirmada por meio da realizagdo de coletas e analises
genéticas que possam confirmar esta hipdtese, uma vez que a analise de inferéncia
bayesiana obtida pelo programa Bayesass € referente ao fluxo génico recente. No
entanto, pode haver concordancia entre fluxo génico contemporaneo e historico em
espécies ndo migradoras e filopatricas (CHIUCCHI e GIBBS, 2010).

A amostra P2, chama a atencdo principalmente quanto a baixa diversidade
genética. E a Unica que ndo possui alelos de microssatélite ou haplotipos mitocondriais
privados, também apresenta os menores valores de diversidade haplotipica e
nucleotidica e 0 menor numero de haplotipos. Estes dados podem significar a existéncia
de um bottleneck nesta amostra. O que estaria de acordo com os dados colhidos para
outras espécies no mesmo local, como é o caso de Brycon nattereri (Capitulo 5 —
presente tese) e Geophagus brasiliensis (FERREIRA, 2013), onde os dados também

evidenciam possiveis bottlenecks.

Hollanda Carvalho (2011) acredita que as diferentes linhagens mitocondriais se
formariam por sucessivos eventos de isolamento geografico entre elas apds um grande
movimento de colonizacdo; esta expansdo seria responsavel pelo contato secundario
entre as linhagens, e estudando H. ancistroides no Alto rio Parana encontrou quatro
linhagens mitocondriais diferentes para o gene ATP sintase 6,8, que divergiam entre
1,6% e 2,3%, comparando estes valores as variagdes intra e interespecificas dentro do
género os autores concluem que as diferentes linhagens poderiam tratar-se de diferentes

espécies.
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Entretanto, nem sempre a existéncia de duas linhagens mitocondriais em
simpatria indica a existéncia de espécies diferentes. Borba et al. (2013) estudando H.
strigaticeps em dez localidades da bacia do Alto rio Parana, encontrou duas linhagens
de hapldtipos mitocondriais do gene da ATP sintase 6,8 que apresentaram 1% de
divergéncia; entretanto, os resultados das andlises filogenéticas ndo suportaram a

hipGtese da existéncia de espécies cripticas.

As diferencas quanto as divergéncias existentes entre as linhagens analisadas a
partir da regido D-loop e ATP sintase 6,8 podem ser explicadas pelas diferentes taxas de
evolucdo, pois a regido D-loop possui taxas de substituicdo e, portanto, diferenciagédo
muito superiores (SIVASUNDAR, BERMINGHAM e ORTI, 2001; BONI et al., 2011)

Em uma espécie de siluriformes, amplamente distribuida em rios dos EUA, a
analise da regido D-loop revelou a existéncia de seis linhagens diferentes, onde mesmo
com valores de distancia genética entre as linhagens variando entre 1,2% e 4,6% os
autores ndo acreditam que o fluxo génico entre as linhagens tenha sido totalmente
interrompido (PADHI, 2013a). Em outro estudo com uma espécie de siluriformes
relativamente sedentaria, quatro linhagens mitocondriais de D-loop foram encontradas e
as distancias genéticas entre as linhagens variaram entre 2,04% a 3,24% (PADHI,
2013b). Ainda, considerando a regido D-loop entre as espécies Pseudoplatystoma
corruscans e Pseudoplatystoma reticulatum, os autores encontraram cerca de 8,5% de
distancia genética, 0 que € aproximadamente oito vezes maior do que a distancia
intraespecifica (BIGNOTTO et al., 2009).

Apesar de Hollanda Carvalho (2011) acreditar que, devido os grandes valores de
distancia entre os filogrupos, e a grande variacdo intra e inter-especifica dentro do
género, as quatro linhagens mitocondriais possam representar diferentes espécies, ndo
acreditamos, que especificamente no rio Laranjinha, apesar da existéncia de trés
linhagens mitocondriais diferentes, existam espécies cripticas de H. ancistroides. Se
levarmos em consideracdo que a regido D-loop possui uma velocidade de evolugédo
maior do que a ATP sintase 6,8 (BONI et al., 2011; FISCHER et al., 2013), deveriamos
ter encontrado diferengas muito maiores entre as linhagens do que 2,4%, 3,1% e 3,4%.
Borba et al., (2013) em um trabalho com o género Hypostomus ndo consideraram a

ocorréncia de espécies cripticas mesmo tendo observado 1% de divergéncia para ATP
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sintase 6,8, que evolui muito mais lentamente do que D-loop, e em uma é&rea de

ocorréncia muito maior.

Entretanto, a regido D-loop devido a sua grande velocidade de substituicdes
certamente ndo é a mais adequada para se estudar a separacdo de espécies, e aqui apesar
da andlise do mtDNA indicar a existéncia de diferentes linhagens, as analise de DNA
nuclear, por meio dos marcadores SSR, deixa evidente a existéncia de fluxo génico
entre elas, e portanto, ndo tratam-se de unidades evolutivas diferentes e nem de espécies
diferentes por nenhum dos conceitos conhecidos. Por exemplo, segundo o Conceito
Bioldgico de Espécie (CBE) para que duas amostras sejam consideradas espécies
diferentes € necessario que haja o isolamento reprodutivo entre elas e este funciona
como o indicativo de que duas especies constituem unidades evolutivas independentes
(FREEMAN, HERRON, 2009).

Hollanda Carvalho (2011), ja alertava que para se confirmar que os diferentes
filogrupos encontrados para ATP sintase 6,8 tratavam-se de fato de espécies diferentes
seria necessarios estudar mais a fundo as amostras onde os filogrupos ocorriam em
simpatria por meio de marcadores codominantes nucleares, como € o caso dos

microssatélites.

Nossos dados de microssatelites evidenciam que dos 64 alelos encontrados nos
individuos pertencentes as linhagens B e C, apenas dois ndo ocorrem também na
linhagem A. Ainda, os individuos que possuem estes alelos privados a linhagem C séo
heterozigotos, e o outro alelo € compartilhado também com as demais linhagens. Estes
grande compartilhamento de alelos, indicam a existéncia de fluxo génico, mostrando

que as diferentes linhagens mitocondriais ndo estdo isoladas reprodutivamente.

Como o DNA mitocondrial via de regra possui heranca matrilineal e auséncia de
recombinacdo ndo ha “mistura” quando duas linhagens ou populagdes se encontram, ou
seja, fica muito dificil investigar por meio dele se duas amostras que ocorrem em
simpatria estdo isoladas reprodutivamente e portanto tratam-se de unidades evolutivas
independentes. Desta forma, o DNA mitocondrial pode nos indicar a quantidade de
diferencas acumuladas no periodo em que permaneceram isoladas, mas ndo pode indicar
se estas diferencas foram suficientes para isolar reprodutivamente as amostras que agora

estdo em simpatria. Por outro lado, os marcadores nucleares, que séo recebidos de
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ambos os parentais e podem sofrer duas grandes misturas, seja na recombinacao
meiotica, seja na reproducdo sexuada e podem evidenciar a ocorréncia de troca de

material genética entre as diferentes linhagens.

Portanto, no rio Laranjinha, as linhagens mitocondriais ndo constituem espécies
diferentes, entretanto isso ndo significa que em outros locais iSso ndo possa ocorrer, 0s
pontos em que as diferentes linhagens ocorrem em simpatria oferecem boas

oportunidades para tais estudos.

Adicionalmente, analises morfoldgicas preliminares ndo foram capazes de
encontrar caracteristicas externas que possam configurar os individuos das diferentes
linhagens como espécies diferentes. E isto, podem se configurar em evidéncias
adicionais de que as diferentes linhagens também n&o podem constituir espécies
diferentes segundo o Conceito Morfologico de Espécie que leva em conta a anélise de
diferencas fenotipicas para a identificacdo de morfoespecies (FREEMAN e HERRON,
2009)

4.2 Estrutura Genética

As andlises realizadas pelos diferentes marcadores, microssatélite e D-loop,
utilizando diferentes ferramentas estatisticas apontaram para a divisdo do rio Laranjinha
em dois grandes grupos: o grupo (Baixo/Foz) contendo as amostras P6 e P7, que
representam a regido mais préxima a foz do rio e o grupo (Nascente/Médio) contendo as
amostras P1, P2, P3, P4, P5 que correspondem as amostras da regido de cabeceira e da

porcdo media do rio.

As comparacdes de Fsr envolvendo amostra dos dois grupos distintos
(Nascente/Médio x Baixo/Foz) sempre apresentaram, de acordo com escala proposta
por Wright (1978), de moderada a grande diferenciacdo genética, enquanto que
comparacdes dentro dos grupos apresentavam valores de baixa a moderada
diferenciacdo genética. A analise por meio de Rst apresentou um padrdo semelhante, e
sempre em que as populagdes entre os dois grupos foram comparadas observou-se uma

estruturagdo significativa de moderada a grande, sendo que algumas comparagoes
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dentro dos grupos ndao foram ao menos significativas. As andlises do estimador ®gr,
para os dados do marcador D-loop, também confirmam a existéncia destes dois grupos,
todas as comparagOes entre os grupos foram significativas de moderada a grande,
entretanto dentro dos grupos apenas uma comparagao entre as amostras foi significativa
e indicava baixa diferenciacdo. A andlise de agrupamentos bayesianos corrobora os

dados acima, apresentando claramente os mesmos dois grupos distintos.

A estruturacdo das populagfes dentro do rio Laranjinha ndo foi algo inesperado
ja que estamos tratando de uma espécie relativamente generalista na ocupacdo de
habitats, ndo migradora e com cuidado parental, espécies com tais caracteristicas
geralmente apresentam-se estruturadas em sua area de ocorréncia, conforme observado
por Sofia et al. (2008) em um estudo realizado por meio de marcadores RAPD em um
ribeirdo urbano, dentre os quatro trechos estudados pelos autores, apenas uma
comparagdo entre os trechos mais proximos (0,76 km de distancia) ndo apresentou
valores de ®dsr significativos todas as demais comparacdes apresentaram diferenciacao
genética moderada e significativa, ainda que a maior distancia entre os trechos
amostrais seja inferior a 7 km, mostrando que estes animais, de uma maneira geral,
deslocam-se muito pouco dentro do corpo d’agua, Adamson, Hurwood ¢ Mather (2012)

também observaram este padrdo em uma espécie ndo migradora na bacia o rio Mekong.

A observacdo do dendrograma de similaridade também confirma esta divisdo
entre estes dois grupos e ainda aponta uma outra subdivisdo dentro do grupo
Nascente/Médio: o grupo Nascente agrupando as amostras P1 e P2 e o grupo Médio
reunindo as amostras P3, P4 e P5. Este padrdo encontrado no dendrograma ja havia sido
encontrado por Sofia et al. (2008) para H. ancistroides em um ribeirdo urbano,
mostrando que as amostras mais proximas exibem maior similaridade, e que naquela

situacdo a regido amostral também é claramente distinta em dois grupos.

O cenério acima, é corroborado pelo teste de correlacdo de Mantel, pois as
estruturacdes genéticas por meio do Fst ou Rsr apresentaram uma correlacdo
significativa com a distancia geografica, apontando que a diferenciagdo genética em H.
ancistroides segue o padrdo do isolamento por distancia, conforme apontado por
Hollanda Carvalho (2011), ou ainda um modelo de stepping Stones e desta forma

poderia manter algum fluxo génico dentro do rio. Apesar, de que o proprio Hollanda
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Carvalho (2011) alerta para o fato de que mesmo tratando-se de uma espécie ndo
migradora, H. ancistroides em outros momentos certamente realizou grandes

movimentos migratorios.

As comparagOes entre as amostras vizinhas geralmente apresentaram uma
estruturacdo genética pequena, no caso do Fst, e por menor que fossem estas
estruturacdes sempre foram significativas, o que é coerente com o0s habitos sedentarios

desta espécie.

A andlise da AMOVA também apresentou grande coeréncia com os dados
apresentados anteriormente por Sofia et al. (2008), que encontrou cerca de 9,15% da
variancia contida entre as populacdes e 90,85% da variabilidade dentro das populacdes,
demonstrando que independente do marcador SSR, D-loop ou RAPD, e do tamanho da
area amostral ou do corpo d’agua, de uma maneira geral, aproximadamente, 10% da
variabilidade genética fica contida entre as populagdes, evidenciando que esta espécie
via de regra se encontrara estruturada em diversos grupos. Esta informacao é de extrema
importancia para a conservacdo da espécie, pois mostra que € necessario preservar toda
a area de ocorréncia para que possamos preservar toda a variabilidade genética existente
na espécie, ndo bastaria portanto preservar uma pequena area da bacia, conforme

apontado por Solé-Cava e Cunha (2012).

Por outro lado, ainda que pareca paradoxal, a andlise de estimativa de fluxo
génico bayesiana que ¢é atualmente utilizada com eficiéncia para determinacao de fluxo
génico entre populacdes naturais (PALSTRA et al., 2007; CHIUCCHI e GIBBS, 2010;
LAMPHERE e BLUM, 2012), indicou que a amostra P3 contribui de maneira
significativa na composicdo da diversidade genética das amostras P2, P4 e P5 e em
menor propor¢cdo para a amostra P1 e P6. A amostra P7 praticamente ndo recebe
migrantes, entretanto contribui com a variabilidade da amostra P6. Estes dados
confirmam a existéncia de fluxo génico dentro dos grupos Nascente/Médio e Baixo/Foz,
mas ndo entre estes. Dentro do grupo (Nascente/Médio) a amostra P1 parece estar mais

isolada do restante.

Nosso trabalho evidencia a existéncia de duas grandes populagbes de
Hypostomus ancistroides no rio Laranjinha, bem como a existéncia de subpopulacées

dentro destes grandes grupos, também evidencia a existéncia de trés linhagens
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mitocondriais diferentes que demonstram a colonizago desta espécie no rio Laranjinha,
ndo deu-se em um evento Unico, mas pode ter ocorrido em diferentes momentos com

animais oriundos de diferentes locais e possivelmente por diferentes rotas.

A realizacdo de trabalhos que permitam entender como se da a distribuicdo e
estruturacdo da diversidade genética dentro de uma bacia hidrografica, utilizando-se
para tanto espécies ndo migradoras deveriam ser utilizadas, para monitorar a diversidade
genética de bacias hidrograficas ao longo do tempo. Entende-se a preferéncia pelas
espécies migradoras, pois quase sempre sdo espécies de grande porte e com grande
valor econdmico e representam importantes recursos pesqueiros, também, o impacto
dos barramentos na interrupcdo de rotas migratorias parecem ser de mais facil
entendimento, entretanto as espécies ndo migradoras, que representam a maior parte das
espécies que compde as bacias hidrograficas (AGOSTINHO et al, 2007), e até o
momento, pouco se sabe sobre o fluxo génico nestas espécies e o efeito destes
barramentos sobre tais populaces. Ainda, a despeito do seu grande numero, quase
nunca se preveé estratégias e acdes para manejar e monitorar estas populacées de peixes

sedentarios.
5 CONCLUSOES

e Diante dos resultados apresentados, podemos verificar a importancia de se
utilizar espécies ndo migradoras para entender como se distribui a
variabilidade genética dentro das bacias hidrograficas. Principalmente em
ambientes sujeitos a fragmentacdo, ou a implantacdo de empreendimentos
hidroelétricos, uma vez que as decisdes acerca da implantacdo e manejo
destes empreendimentos até entdo sdo tomadas quase exclusivamente sobre
as espécies migradoras;

e Além das populacbes encontrarem-se estruturadas umas em relacdo as
outras, ainda existe uma clara divisdo entre as regides da Nascente / Média /
Foz,

e A diversidade genética encontra-se distribuida ao longo de todo o rio
Laranjinha, pois além da estruturacdo entre as populacdes e regibes do rio,

também ocorrem alelos e haplotipos privados e quase todas as amostras;
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Apesar de apresentar trés linhagens mitocondriais diferentes, H. ancistroides
constitui uma Unica espécie no rio Laranjinha;

Os dados apresentado permitirdo iniciar um programa de monitoramento da
diversidade genética de uma espécie de peixe ao longo do rio Laranjinha,
uma acdo inédita e que permitira detectar, se houver, perda de diversidade
genética face alguma interferéncia antropica;

Mesmo se tratando de uma espécie ndo migradora, fica evidente a existéncia
de fluxo génico dentro do rio. Isto, mostra o impacto que empreendimentos
hidrelétricos podem gerar sobre espécies ndo migradoras que nunca sao
priorizadas em estudos e relatérios de impactos ambientais, tampouco em
acOes de manejo. Também alerta para necessidade de se estudar os impactos
sobre todo um sistema hidrografico, pois fica evidente que em diversos
periodos as espécies mesmo ndo migradoras realizam deslocamentos dentro

dos sistemas hidrograficos;
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4.4 Capitulo 4

IMPORTANCIA DE UM TRIBUTARIO NA
MANUTENCAO DOS ESTOQUES DE PEIXES
MIGRADORES EM UM SISTEMA COM BARRAMENTOS
EM CASCATA.

Este artigo sera submetido a revista Genetics and Molecular Biology
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Importancia de um tributario na manutencdo dos estoques de peixes migradores

em um sistema com barramentos em cascata

RESUMO

A bacia do rio Paranapanema é um exemplo de desenvolvimento econdmico a
qualquer custo, neste rio foram construidas 11 usinas hidrelétricas, num sistema de
cascata de reservatorios, a maior destas é a UHE de Capivara localizada na por¢édo
média do rio Paranapanema, que possui como maiores tributarios os rios Tibagi e
Cinzas, diversos autores vem apontando a importancia destas bacias hidrograficas para a
manutengdo da diversidade de peixes neste sistema. O rio Laranjinha é o principal
tributario do rio das Cinzas e vém demonstrando sua importancia pelo grande nimero
de espécies migradoras ja capturadas em seu curso. O presente trabalho teve por
objetivo analisar duas amostras de Prochilodus lineatus capturadas no rio Laranjinha e
na represa de Capivara por meio de marcadores moleculares microssatélite e D-loop
para verificar a hipdtese dos peixes da represa de Capivara utilizarem este afluente em
alguma parte do seu ciclo de vida. A analise genética da amostra como um todo revelou
indices de diversidade genética compativeis com os niveis conhecidos para a espécie
(Ho = 0,577; He = 0,692; h = 0,879, = = 1,67%). Os peixes da represa de Capivara
apresentaram indices ligeiramente maiores aos do rio Laranjinha. As anélises revelaram
a existéncia de fluxo génico entre estes dois locais, sendo 0,2820 e 0,1730 a propor¢éo
de migrantes no rio Laranjinha e represa de Capivara respectivamente. Os marcadores
de microssatélite revelaram baixa estruturacdo, enquanto os marcadores mitocondriais
(D-loop) indicaram uma moderada estruturacdo genética entre as duas populacdes
estudadas. A analise de agrupamentos bayesianos mostrou a existéncia de um K=3,
indicando a existéncia de mais de um estoque genético presente principalmente na
represa de Capivara. A ocorréncia de haplétipos muito divergentes sem que ocorram
intermediarios, pode ser explicada tanto pelas caracteristicas biol6gicas da espécie, tais
como a capacidade de migrar grandes distancias, como por equivocos nos manejos de
estocagens conduzidos na bacia. Os resultados obtidos reforcam a importancia da bacia
do rio das Cinzas para a manutengdo dos estoques do médio Paranapanema e devem ser

levados em considera¢do no manejo desta area.

Palavras-chave: rota migratéria, marcadores moleculares, Prochildus lineatus,
genética de populagoes.
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1 INTRODUCAO

O rio Paranapanema é um dos principais afluentes do rio Parang, fazendo parte,
portanto, do sistema do Alto rio Parana. O rio Paranapanema possui sua nascente na
serra de Paranapiacaba (estado de S&o Paulo) e percorre aproximadamente 930 km até
desaguar no rio Parana. Em boa parte de sua extensdo faz a divisa entre os estados do
Parana e Sdo Paulo e apresenta um desnivel de aproximadamente 600 m (DUKE-
ENERGY, 2003). Ao longo de sua calha principal possui atualmente 11 usinas
hidrelétricas em funcionamento com capacidade para gerar 2.386.756 KW, o que
representa aproximadamente 1,9% do total de energia gerada no Brasil e 2,8% da
hidroeletricidade (BIG, 2013).

A usina com maior capacidade de geracdo, UHE Capivara (Escola de
Engenharia Mackenzie) com poténcia instalada de 619 MW, teve sua construcio
iniciada em 1971 e iniciou a operagdo em 1977, possui um reservatorio de acumulagédo
de 576 km? onde armazena-se em torno de 10,5 bilhdes de m® de 4gua (DUKE-
ENERGY, 2013). Em sua margem esquerda este reservatorio recebe dois dos principais
tributarios deste rio, os rios Tibagi e das Cinzas, enquanto que em sua margem direita
recebe apenas pequenos tributarios de menor porte (HOFFMANN, ORSI e SHIBATTA,
2005; ORSI, 2010), o reservatorio de capivara é delimitado em seu trecho superior pela

UHE Canoas | e abaixo esta localizado o reservatorio da UHE Taquarucu (Figura 1).

Em 1999, com o término da construcdo do complexo Canoas (Canoas I e II)
interrompeu-se o Ultimo grande trecho de rio livre de barramento, aproximadamente
200km na porcdo média da bacia, restando para o reservatorio de Capivara, agora
delimitado por Canoas I, como ultimos trechos l6ticos os rios Tibagi e Cinzas
(VIANNA e NOGUEIRA, 2008).

Diversos autores tém chamado atencdo para a importancia de se preservar as
bacias dos rios Tibagi e das Cinzas livres de barramentos pois certamente desempenham
um papel fundamental na manutencdo e reproducdo de diversas espécies de peixes no
reservatorio de Capivara (rio Paranapanema) que necessitam de ambientes léticos para
completarem alguma fase do seu ciclo de vida (DIAS et al., 2004; HOFFMANN, ORSI
e SHIBATTA, 2005; PAULA, 2006; LOPES et al., 2007; VIANNA e NOGUEIRA,
2008; ORSI, 2010).
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Segundo Hoffmann, Orsi e Shibatta, (2005), como logo a montante da foz do rio
das Cinzas na represa de Capivara existe o barramento da UHE Canoas I, este pode ser
considerado uma contiuagdo do reservatério de Capivara, contribuindo para a
diversidade do trecho amostral localizado na regido de sua foz, e demonstrou ter um

importante papel na manutencdo desta. Consideracfes muito semelhante a estas podem

ser feitas para o rio Tibagi.

A,‘,

Londrina Comélio

Procopio

Maringa

Ibaiti

PARANA

SBZUID) Ssep o1y

1:1.970.192

Figura 1 — Area de estudo. Rio Laranjinha destacado em roxo, rio das Cinzas destacado
em preto. Triangulos amarelos representam as usinas localizadas no rio Paranapanema:
A: UHE Rosana, B: UHE Taquarucu, C: UHE Capivara, D: UHE Canoas |, E: UHE
Canoas Il, F: UHE Salto Grande, G: UHE Ourinhos, H: UHE Chavantes, |: UHE
Paranapanema, J: UHE Piraju, K: UHE Jurumirim. * UHE que possui escada de

transposicédo para peixes.
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O complexo Canoas, é caracterizado segundo Pelicice e Agostinho (2008) como
uma “Armadilha Ecologica”, pois retira peixes de um ambiente onde poderiam
completar seu ciclo de vida, provavelmente pela presenca de tributarios na represa de
Capivara e os libera em um ambiente mais pobre, onde ndo ha poucas possibilidades de
que isto ocorra, podendo assim causar uma deplecdo dos estoques de peixes na area de

influéncia do reservatorio de Capivara.

Em um trabalho realizado nas escadas de transposi¢do do complexo Canoas, que
permitem os peixes do reservatorio de Capivara ascenderem até o reservatorio de Salto
Grande, concluiu-se que o melhor manejo para a populacdo de dourados (Salminus
brasiliensis), seria fechar a escada de Canoas I, localizada entre o reservatério de
Capivara e o de Canoas I, permitindo assim que 0s peixes migradores pudessem
procurar os grandes afluentes deste reservatorio, os rios Tibagi e das Cinzas, que ainda
possuiam grandes trechos loticos e assim concluir seu ciclo de vida, caso contréario,
ascenderiam até o reservatorios de Canoas | e Il e onde ndo hd ambientes com
caracteristicas favoraveis para tanto. Assim, a preservacao dos tributarios Tibagi e das
Cinzas sdo apontadas como prioridades de preservacdo, acima até mesmo do
funcionamento das escadas de transposicdo do complexo Canoas (LOPES et al., 2007).
Um cenario muito semelhante foi também encontrado para outras espécies migradoras
tais como, Leporinus elongatus (RAMOS et al., 2012) e Prochilodus lineatus (PAULA,

2006) no mesmo sistema hidrografico.

Durante o periodo conhecido como piracema, onde a maioria dos peixes se
reproduz, foram registrados no rio das Cinzas e Laranjinha diversas espécies de peixes
com gbdnadas maduras, além da presenca de ovos e larvas, e da presenca de espécies
migradoras o que € mais um indicativo de que esta bacia pode ser um importante local
de reproducdo de peixes, inclusive oriundos da represa de Capivara (VIANNA e
NOGUEIRA, 2008).

Apesar dos varios trabalhos cientificos que chamavam atencdo para a
importancia dos rios Tibagi e das Cinzas, em 2008 iniciaram-se as obras da UHE Mauéa
construida na por¢do media do rio Tibagi, com um reservatorio de aproximadamente 84
km’ e capacidade de 363 MW, que em 2012 iniciou sua geracdo comercial (CRUZEIRO

DO SUL, 2013). Esta situagéo pode agravar-se ainda mais, pois, apesar da bacia do rio
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das Cinzas ainda permanecer livre de grandes barramento, existem, atualmente, 10
registros de projetos de PCHs (Pequena Central Hidrelétrica) para a bacia do rio das
Cinzas, sendo seis no rio Laranjinha e quatro no rio das Cinzas (ANEEL, 2013).

No Brasil, as principais atividades de manejo adotadas em reservatorios sdo a
construgdo de mecanismos de transposicdo, a estocagem e o controle da pesca,
entretanto, a eficiéncia destas acdes € muito questionada para fins de conservacdo das
espécies, pois de maneira paradoxal, muitas vezes estas podem se configurar como
ameacas adicionais a ictiofauna (AGOSTINHO e GOMES, 2005; AGOSTINHO,
GOMES e PELICICE, 2007).

Mecanismos bem projetados tém se mostrado eficientes na transposicdo de
peixes para 0 reservatorio, apesar de atuarem de maneira seletiva (AGOSTINHO,
GOMES e PELICICE, 2007; AGOSTINHO et al., 2007b) ou vias de mdo Unica, por
permitirem um amplo movimento ascendente e pouco movimento descendente, sejam
este por meio de adultos, ovos ou larvas (AGOSTINHO et al., 2007b), em algumas
situagdes especificas podem constituir “armadilhas ecolégicas” quando dentre outras
coisas, colocam peixes em condi¢des de se reproduzir em areas a jusante em ambientes
totalmente desfavoraveis a montante (PELICICE e AGOSTINHO, 2008). A efetividade
da estocagem como € feita na maioria dos casos também € um ponto questionavel, pois
estas praticas sdo conduzidas sem acompanhamento genético, utilizando geralmente um
namero limitado de matrizes, quando comparado ao numero de reprodutores em
ambiente natural, que podem ter passado por algum tipo de selecdo em favor de
determinada caracteristica (AGOSTINHO, GOMES e PELICICE, 2007), podendo
provocar a introgressdo génica e, dependendo das condicGes do estoque, comprometer a
adaptacdo dos individuos aos locais de ocorréncia, diversidade e estrutura genética
(LORENZEN, BEVERIDGE e MANGEL, 2012). A estocagem deveria ser conduzida
utlizando-se um estoque genético mais apropriado possivel, utilizando um grande
namero de reprodutores de uma populacdo genética local € desejavel podendo evitar a

endogamia e assegurar a integridade genética local (PIORSKI et al., 2008) .

Conforme relatado por Lopes et al. (2008), algumas praticas como a troca de
matrizes entre estacOes de pisciculturas pode ter gerado uma grande similaridade

genética entre estacdes diferentes, outra possibilidade é a origem comum dos estoques.



214

Apesar do programa de repovoamento em alguns rios brsaileiros tomar o cuidado em
aplicar ferramentas genéticas no monitoramento de reprodutores e lotes de alevinos, este
monitoramento se restringia basicamente a variabilidade genética, e nenhum estudo foi
conduzido sobre a estrutura das populacbes antes da formacdo dos plantéis de
reprodutores ou para se definir o destino dos alevinos.

Em um estudo relizado no Brasil com a espécie Prochilodus lineatus, foi
detectada uma reducdo de 85,71% de locos polimérficos nas matrizes para 79,37% nos
alevinos, ou seja, uma reducéo significativa na variabilidade dos estoques em apenas
uma geracao (LOPES et al., 2008).

Os mecanismos de transposicdo, lancam alguns individuos a montante de
barramentos, e estes podem se reproduzir em regides acima do reservatorio, entretanto,
ovos, larvas ou individuos adultos ndo retornam para areas abaixo da barragem o que
demonstra como as escadas podem trazer danos as regides abaixo da barragem
(AGOSTINHO et al., 2007b). Devido a auséncia, ou negligéncia de estudos prévios,
muitas escadas podem aumentar ainda mais o impacto para o qual foram construidas
para mitigar, e a suspensdo do funcionamento destas deve ser considerada
(AGOSTINHO, GOMES e LATINI, 2004; PAULA, 2006; LOPES et al., 2007).

Por outro lado, sabe-se ha muito tempo que muitas espécies utilizam tributarios
para se reproduzir (VAZZOLER et al., 1997). Mesmo quando os cardumes ao subirem
0s rios em busca de locais para se reproduzirem se deparam com obstaculos
intransponiveis, tais como barramentos, pelo menos uma porcdo significativa destes
pode localizar outros tributérios e os utilizar como rotas alternativas (ANTONIO et al.,
2007). Devido a esta capacidade de localizar rotas alternativas, 0s mesmos autores
alertam sobre o perigo de se construir mecanismos de transposicao para peixes em
situacGes onde a montante ndo existem locais apropriados para a reproducdo, e que a
transposicdo de individuos deve ser evitada principalmente em situacdes onde existem
tributarios a jusante da barragem com condi¢Ges para que 0S peixes possam completar

seu ciclo de vida.

O rio Laranjinha é o maior tributario do rio das Cinzas, sua foz encontra-se
aproximadamente 15 km antes deste desaguar na represa de Capivara. Em um trabalho

realizado desde 2007, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao levantamento da
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biodiversidade de peixes neste rio, onde ja foram registradas diversas espécies de peixes
migradores. Tais achados, somados as evidéncias levantadas por Vianna e Nogueira
(2008), quanto a presenca de ovos, larvas e individuos maduros, e por Hoffmann, Orsi e
Shibatta (2005), quanto a presenca de individuos migradores proximos a sua foz, nos
fazem crer que a bacia do rio das Cinzas realmente desempenha um papel fundamental

na manutencdo da biodiversidade do rio Paranapanema.

Dentre as espécies migradoras que nosso grupo ja capturou dentro do rio
Laranjinha, uma das mais abundantes foi Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1837),
popularmente conhecida como curimba. Exemplares desta espécie foram capturados até
214 km acima sua foz durante o periodo da piracema.

A implantacdo de planos e a¢fes de manejo eficientes precisam ser conduzidas
tomando como base informacdes cientificas (AGOSTINHO et al., 2007b; LOPES et al.,
2007; PIORSKI et al., 2008;). Especialmente em situa¢des que podem causar danos ao
patrimdnio genético da espécie, como no caso das acOes de estocagem ou da instalacao
de mecanismos de transposicdo que podem funcionar como armadilhas ecologicas, é
fundamental que compreendamos a estruturacdo entre as populacbes, suas rotas
migratorias e diversidade genética. Para estes fins, os marcadores moleculares podem
ser ferramentas de extrema utilidade (PIORSKI et al., 2008).

Neste contexto, os marcadores microssatélite (PIORSKI et al., 2008) e D-loop
no DNA mitocondrial (MANCERA-RODRIGUEZ, MARQUEZ e HURTADO-
ALARCON, 2013) vém sendo empregados em estudos populacionais de peixes e
especialmente em P. lineatus (GARCEZ, CALCAGNOTTO e ALMEIDA-TOLEDO,
2011; RUEDA et al., 2013;). Os marcadores microssatélite (Single Sequence Repeat —
SSR) estdo entre os mais variaveis, com ampla gama de aplicac@es incluindo a genética
de populacbes e conservagdo, possuem natureza codominante, e caracterizam-se por
repeticdes em tandem de motifs de 1 a 6 nucleotideos (CHISTIAKOV, HELLEMANS e
VOLCKAERT, 2006) e atualmente diferentes metodologias vem tornando possivel
realizar a genotipagem de maneira automatica em sequenciador, e com um custo

relativamente baixo (SCHUELKE, 2000), o que trouxe maior velocidade as analises.

O DNA mitocondrial evolui muito mais rapido do que genes cépia Unica

nucleares, podendo chegar de cinco a dez vezes mais rapido (HARTL e CLARK,
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2010). A regido D-loop localiza-se na regido controladora do DNA mitocondrial, e
possui a maior taxa de evolucdo do DNA mitocondrial, em muitos tdxons de animais
(FREELAND, 2005) por este motivo é a mais utilizada em estudos populacionais
(MANCERA-RODRIGUEZ, MARQUEZ ¢ HURTADO-ALARCON, 2013).

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo analisar, com base em
marcadores microssatélite e mitocondriais (D-loop), a estrutura genética de populagdes
de P. lineatus coletadas no rio Laranjinha e na represa de Capivara. Ainda, a partir dos
resultados obtidos nestas analises inferir sobre a existéncia ou ndo de um fluxo génico, o
qual poderia indicar a utilizacdo do rio estudado como rota alternativa de peixes

oriundos do reservatorio.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Espécie estudada

Prochilodus lineatus (Figura 2), pertence a ordem Characiformes e a familia
Prochilodontidae, esta distribuida pelas bacias do Parana-Paraguai e Paraiba do Sul,
ocorrendo no Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai (CASTRO e VARI, 2003). Os
membros desta familia, possuem médio porte e habito alimentar iliofago (FUGI, HAHN
e AGOSTINHO, 1996). Peixes do género Prochilodus sdo considerados migradores de
longa distancia (AGOSTINHO et al.,, 2007), e exemplares de P. lineatus ja se
mostraram capazes de atravessar longos trechos de reservatério em busca de ambientes
I6ticos, onde desempenharam grande velocidade de migracdo, além de sua capacidade
em localizar rotas alternativas (ANTONIO et al., 2007). Adicionalmente, ja foram
capturados dentro de escadas de transposicdo durante o periodo da piracema
(MAKRAKIS et al., 2007), e nosso grupo capturou durante o verdo de 2008/2009 um

grande cardume dentro de uma escada de transposicédo localizada no rio Laranjinha.
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Figura 2 - Exemplar de Prochilodus lineatus (Valenciennes 1837) capturado no rio
Laranjinha. Comprimento Padrdo: 23,4 cm, nimero de registro: 3143 (Foto: do autor)

Em um estudo conduzido na represa de Capivara (rio Paranapanema) P. lineatus
foi a que apresentou maior fecundidade, produzindo em média 1,28 x10° ovdcitos.
Apresentando atividade reprodutiva incipiente durante a primavera e intensa durante o

verdo, possui uma desova Unica por temporada reprodutiva (ORSI, 2010)

Os membros da familia Prochilodontidae sdo muito importantes tanto na pesca
de subsisténcia como na pesca profissional (CASTRO e VARI, 2003), no ultimo
Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura, publicado pelo Ministério da Pesca e
Agricultura do Brasil, realizado em 2010 € possivel observar um aumento da pesca
extrativa continental que passou de 239.492,6t em 2009 para 248.911,4t em 2010,
apresentando um aumento de 3,9%. Dentre 0s peixes de aguas continentais, aqueles
conhecidos popularmente como “Curimatds”, onde inserem-Se peixes do género
Prochilodus spp. foram os com maior captura 28.432t representando mais de 11% do

pescado extraido em aguas continentais (BRASIL, 2012).

2.2 Area de estudo

Foram amostrados ao todo 60 individuos, 30 provenientes da represa de
Capivara (Figura 3 e Tabela 1), coletados entre margo e abril de 2010, e 30 oriundos do
rio Laranjinha (Figura 3 e Tabela 1), capturados entre fevereiro e dezembro de 2011.
Para as coletas foram utilizadas redes de espera, redes de arrasto e tarrafas (Autorizacéo
n° 23315-1 MMA/ICMBIo/SISBIO). Em campo, os individuos foram acondicionados
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em gelo e trazidos para o Laboratério de Genética e Conservacdo da UENP ou para o
Laboratério de Genética Animal da UEL, onde foram triados e tiveram amostras de
musculatura e/ou nadadeira preservada em etanol 95% a -20°C. Alguns exemplares

foram fixados em formol 10%, e armazenados em etanol 70% na Colecdo Ictiol6gica da
UENP ou no Museu de Zoologia da UEL.

Tabela 1 — Localizagdo dos trechos de coleta no rio Laranjinha e represa de Capivara.

Trechode Coleta N Coordenadas Geograficas
Capivara 30 22°47'44.11"S/ 50°59'19.44"0
Laranjinha 30

Barragem 24 23°24'53.06"S / 50°27'8.60"0O
Santa Amélia 2 23°17'49.95"S /50°28'43.27"0

Foz 4 23°1'53.90"S /50°26'51.90"0
TOTAL 60
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Figura 3 — Mapa dos pontos de coleta. Estrelas vermelhas representam locais de coleta.
Triangulo amarelo representa UHE Capivara e triangulo verde a UHE Canoas .

O DNA foi extraido por meio de uma metodologia baseada em lavagens com
fenol/cloroférmio e centrifugacdes (ALMEIDA, FUNGARO e SODRE, 2001) de

amostras fixadas em etanol de nadadeira raiada ou musculo. Em seguida foi

quantificado em fluorimetro Qubit (Invitrogen) com o kit comercial QUANT-IT
DSDNA BR (Invitrogen) e diluidas a uma concentracdo padrdo de 5 ng/uL.
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2.3 Analise de microssatélites

Para as analises de microssatélites foram utilizados primers obtidos em dois
conjuntos descritos para a espécie por Rueda et al. (2011) e por Yazbeck e Kalapothakis
(2007). Dos primers disponiveis nestas publicacdes, todos foram testados e 11 foram
selecionados para as analises: PL 03, PL 09, PL 34, PL 64, PL 119, PL 139, Pli 30, Pli
34, Pli 43, Pli60 e Pli 61.

Para realizar a genotipagem automatizada em sequenciador, os produtos de PCR
foram marcados segundo um procedimento proposto por Schuelke (2000), neste
procedimento utilizam-se trés primers na reacao: o primer F de cada par que recebe uma
sequéncia M13(-21) de 18 nucleotideos (5’-TGTAAAACGACGGCCAGT- 3’) na
regido 5°, o primer R normal sem nenhuma modificacdo e um terceiro primer que é
apenas a sequéncia M13 marcada com um fluoroforo (FAM, NED ou HEX). As

condicdes nas quais foram realizadas as reacdes de PCR estdo sumarizadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Condicgdes utilizadas na reacdo de PCR dos marcadores microssatelites,
modificado segundo protocolo para marcacdo dos produtos de PCR de Schulelke
(2000). Utilizando o Kit comercial Go Tag® Green Master Mix (Promega, Wisconsin,

USA).

Concentracéo dos componentes da reacdo  Configuracdo dos ciclos de temperatura
Componente Conc. final Temperatura Tempo N°de repeticGes

Master Mix 1x 94°C 5 min 1vez
Primer F+M13 0,0125 pMm 94°C 30 seg
Primer R 0,125 uM Varidvel* 1 min 10 Ciclos
Primer M13 - Marcado 0,125 uM 72°C 1 min
Glicerol 1% 89°C 30 seg
Agua “nuclease free” g.s.p. Variavel* 1 min 25 Ciclos
DNA molde 5ng 72°C 1 min
Volume final 5ul 72°C 30 min 1vez

* Temperatura de anelamento otimizada para os primers: : PL 03 (50°C), PL 09 (55°C), PL 34 (56°C),
PL 64 (62°C), PL 119 (58°C), PL 139 (53°C), Pli 30 (54°C), Pli 34 (60°C), Pli 43 (54°C), Pli 60 (54°C) e
Pli 61 (60°C)

Os 11 locos amplifcados foram agrupados em conjuntos de trés ou dois,
contendo um loco marcado com cada fluorescéncia (FAM, HEX e NED); nas
genotipagens foram utilizados 2 pL produto de PCR de cada loco, e completado o
volume com &gua “nuclease free” para 15 pL. Em cada pogo da placa de
sequenciamento foram adicionados 2 pL deste produto de PCR marcado e diluido, 8L
de Formamida Hi-Di (Applied Biosystems, CA), 0,1 pL do marcador de peso
molecular GeneScan LIZ 600 (Applied Biosystems, CA). Estas placas foram colocados

em sequenciador automatico (Genetic Analyzer — modelo: 3500XL/Applied
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Biosystems) para genotipagem. Os picogramas gerados foram analisados manualmente
pelo programa GeneMarker v.1.85.

Para as analises de diversidade genética foram estimados ou calculados alguns
parametros, dentre eles: propor¢do de locos polimoérficos (P), o nimero de alelos (Na),
nimero de alelos efetivos (Ne), Heterozigosidade observada (Ho), Heterozigosidade
esperada (He), Diversidade Genética de Nei (1973) (Hs) pelo programa POPGENE v.
1.32 (YEH et al., 2000); a riqueza alélica foi estimada pelo software FSTAT v. 2.9.3.2
(GOUDET, 2002), o programa GenAlEx v. 6.4 (PEAKALL e SMOUSE, 2006) foi
utilizado para estimativa de alelos privados (Np), alelos com frequéncia superior a 5%
(Nass59). O Equilibrio de Hardy-Weinberg por locus e por populacdo, e o desequilibrio
de ligacdo para cada par de loci em cada populacdo foi calculado pelo programa
GENEPOP v. 1.2 (RAYMOND e ROUSSET, 1995) e os valores de significancia (valor
de P) foram ajustados pela correcdo sequencial de Bonferroni (RICE, 1989). Os erros de
genotipagem devido a presenca de alelos nulos, alelos dropout e picos stutter foram
checados pelo programa MICRO-CHECKER v. 2.2.1 (VAN OOSTERHOUT et al.,
2004). O programa BOTTLENECK v. 1.2.02 (CORNUET e LUIKART, 1996) foi
utilizado para verificar evidéncias de possiveis reducGes recentes no tamanho
populacional das amostras, para tanto foram utilizados os diferentes modelos de
evolucdo para microssatélites Infinite alleles Model (IAM), Stepwise Mutation Model
(SMM) e Two-Phase Model (TPM) este ultimo considerando 90% SMM e 10% IAM, o

nivel de significancia foi avaliado pelo teste de Wilcoxn considerando P<0,05.

O programa ARLEQUIN 3.5.1.3 (EXCOFFIER et al., 2010) foi empregado na
analise da variancia molecular (AMOVA), utilizada para estimar 0os componentes da
variacdo genética dentro e entre as amostras, para calcular a estruturacao genética entre
as amostras por meio do indice Fst (WEIR e COCKERHAM, 1984), que leva em
consideracdo o modelo 1AM, e também pelo indice Rst (SLATKIN, 1995) que assumi o
modelo SMM, nestas situacdes o teste de significancia foi realizado a partir de 10.000

permutacoes.

Uma estimativa bayesiana de fluxo génico foi realizada pelo programa
BAYESASS 1.3 (WILSON e RANNALA, 2003).
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O programa STRUCTURE v.2.3.3 (PRITCHARD, STEPHENS, e DONNELLY,
2000) foi utilizado para verificar a relacdo das amostras a partir de agrupamentos
bayesianos. O modelo admixture que assume que os individuos podem ter
ancestralidade mista possuindo contribuicdes genotipicas de diferentes populacGes
(PRITCHARD, STEPHENS, e DONNELLY, 2000) foi utilizado na analise. As
estimativas do nimero de populagbes (K) foram realizados em simulacbes de 1 a 5
(nimero de amostras + trés), reproduzindo 20 corridas para cada valor de K segundo
Evanno, Raganaut e Goudet (2005), com 10.000 interagdes no burn-in e 100.000
interacdes na Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC). As ordenagdes dos resultados e
inferéncia do K mais provavel estatisticamente, utilizando a estatistica AK (EVANNO,
REGNAUT e GOUDET et al., 2005) foram realizadas pelo aplicativo STRUCTURE
HARVESTER 0.6.93 (EARL, 2012)

2.4 Analise do D-loop

Para andlise do genoma mitocondrial a regido D-loop foi parcialmente
amplificada de acordo com Panarari-Antunes et al (2008) utilizando os primers L 5°’-
AGAGCGTCGGTCTTGTAAACC-3> (CRONIN et al, 1993) e H 5-
CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3" (MEYER et al., 1990). As reaces de PCR

utilizadas na amplificacédo deste fragmento estdo resumidas na tabela 3

Tabela 3 - CondicGes utilizadas na reacdo de PCR da regido D-loop do genoma
mitocondrial, utilizando o Kit comercial Go Tag® Green Master Mix (Promega).

Concentracéo dos componentes da reacdo  Configuracao dos ciclos de temperatura

Componente Conc. Final  Temperatura Tempo N° de repeti¢cdes
Master Mix 1x 94°C 4 min 1 vez
Primer H 0,5uM 94°C 30 seg
Primer L 0,5uM 55°C 30 seg 40 ciclos
Agua “nuclease free” g.s.p 72°C 2 min
DNA molde 15 72°C 10 min 1 vez
Volume final 25uL 4°C 0

O produto desta primeira reagédo de PCR foi purificado utilizando-se a enzima
[llustra™ ExoStar 1-Step (GE Healthcare) seguindo as instrugcdes do fabricante.
Posteriormente, este produto de PCR, ja purificado, foi utilizado como molde nas

reacOes de sequenciamento, nestas reacOes cada filamento do DNA foi amplificado
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separadamente utilizando o kit BigDye Terminator™ kit (v.3.1-Applied Biosystems),
0,5uM de primer, 1uL do produto de PCR previamente purificado e seguindo as demais
orientagOes do fabricante. Posteriormente, as amostras foram levadas ao sequienciador

automatizado Genetic Analyzer — modelo: 3500XL (Applied Biosystems).

O aplicativo Electropherogram Quality Analysis (TOGAWA,; BRIGIDO, 2003),
acessado em: http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ foi utilizado para a analise de

qualidade das sequéncias e geracdo dos contigs, estes foram alinhados no programa
BioEdit 7.1.3.0 (HALL, 1999) por meio do aplicativo Clustal W (THOMPSON, 1994),
depois de alinhados, todas as mutacGes foram checadas manualmente por meio do
software DNA Baser v. 3.5.5.216 (Heracle BioSoft SRL). Na pagina do NCBI —
National Center for Biotechnology Information, acessada em:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, as sequéncias foram submetidas & uma busca no
aplicativo BLAST - Basic Local Alignment Search Tool (ALTSCHUL et al., 1990) para
confirmacdo de sequenciamento da regido de interesse, as sequéncias também foram
submetidas a uma busca no programa on-line tRNAscan-SE (LOWE; EDDY, 1997)

disponivel no sitio: http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/ para checar a existéncia de

RNA transportador.

Os calculos do numero de haplotipos (h), diversidade haplotipica (Hd) e
diversidade nucleotidica (Pi), a determinacdo dos haplotipos, frequéncia haplotipica,
particdo da diversidade genética pelo célculo da AMOVA, estruturacdo populacional
pelo Fst par a par, os testes de neutralidade seletiva de Tagima (D) e Fu (Fs) foram
calculados pelo programa ARLEQUIN 3.5.1.3 (EXCOFFIER et al., 2010).

A rede de hapl6tipos baseada no algoritmo median-joining (BANDELT et al.,
1999), foi gerada no programa Network 4.6.1.1 (Fluxus Technology Ltd -

http://www.fluxus-engineering.com)

O programa MEGA 5.2 (TAMURA et al., 2011) foi utilizado para se estimar a
distancia genética dentro e entre as linhagens. O mesmo software foi empregado na
escolha do modelo de evolugdo nucleotidica mais provavel considerando o menor
escore para Critério de Informagdo Bayesiana (BIC), seguido pelo maior escore de

Critério de Informacédo de Akaike Corrigido (AlCc).


http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/
http://www.fluxus-engineering.com/
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3 RESULTADOS
3.1 Diversidade Genética
Microssatélites

Os 11 locos utilizados foram polimoérficos nas duas amostras, produzindo um
total de 179 alelos para o conjunto das amostras. O numero de alelos identificados por
loco variou de dois (loco PL09) a 38 (PL119), com uma média de 16,27 alelos por loco.
Para a amostra do rio Laranjinha foram identificados 112 alelos, sendo 26 destes alelos
privados. Um numero maior de alelos foi detectado na amostra do reservatorio de
Capivara, a qual apresentou 153 alelos, dos quais, 67 foram privados (Tabela 4). Em
relacdo ao numero de alelos com frequéncia superior a 5%, estes corresponderam a 58
alelos na amostra do rio Laranjinha e 68 na do reservatorio de Capivara. A
heterozigosidade observada (Ho) global, considerando as amostras das duas localidades
em conjunto, foi de 0,577, enquanto que a esperada (He) foi de 0,692. Os valores de Ho
e He da amostra da represa de Capivara foram um pouco superiores ao do rio
Laranjinha (Tabela 4).
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Tabela 4 — Parametros genéticos estimados para as amostras de Prochilodus lineatus do
rio Laranjinha e rerpresa de Capivara, bacia do Paranapanema, Brasil, analisadas por
meio dos marcadores de microssatélites. N — nimero de individuos, Na — nimero de
alelos, Ne — nimero de alelos efetivos, Np — nimero de alelos privados, Naf >s0 -
nimero de alelos com frequéncia acima de 5%, Ra — riqueza alélica, Ho -
heterozigozidade observada, He — heterozigozidade esperada, F;s — indice de
endogamia (*P < 0,05), EHW - teste de significancia para possiveis desvios no
Equilibrio de Hardy-Weinberg (valor de P < 0,05 ap6s a correcdo sequencial de
Bonferroni considerando a= 0,05). Anu — presenca de alelos nulos.

Rio Laranjinha

Loco N Na Ne Np Napssee Ra Ho He Fis EHW  Awu
PL0O3 30 4 1,756 1 3 3,90 0,300 0,438 0,319* 0,004* Sim
PLO9 30 2 1,142 0 2 2,00 0,133 0,127 -0,055 1,000 Né&o
PL34 30 7 1,594 4 3 6,60 0,133 0,379 0,652* 0,000* Sim
PL64 30 11 7,347 2 7 10,69 0,933 0,878 -0,064 0,170 Néo
PL119 29 22 14,754 5 9 21,43 0,965 0,949 -0,018 0,096 Nao
PL139 29 13 8,286 3 7 12,85 0,448 0,895 0,503* 0,000* Sim
Pli30 27 16 8,945 5 8 16,00 0,852 0,905 0,060 0,160 Néo
Pli3d4 30 7 1,773 2 3 6,60 0,167 0,443 0,628* 0,000* Sim
Pli43 30 17 9,278 2 7 16,27 0,967 0,907 -0,067 0,410 Néo
Plie0 30 10 3516 2 6 9,69 0,333 0,728 0,546* 0,000* Sim
Pli6l 30 3 2074 0 3 3,00 0,700 0,527 -0,337 0,108 Néo
Total 10,182 5,497 28 58 991 0,539 0,652 0,159*

Represa de Capivara

Loco N Na Ne Np Npsswe Ra Ho He Fis EHW  Anu
PL0O3 30 5 2521 2 4 490 0567 0614 0,078 0,010 Néo
PL09 30 2 1,069 O 1 1,99 0,067 0,065 -0,018 1,000 Né&o
PL34 30 7 2,156 4 4 6,70 0,367 0,545 0,331* 0,003* Sim
PL64 30 15 9,184 6 8 14,53 0,900 0,906 0,007 0,473 Néo
PL119 29 33 23,361 16 8 31,54 0,897 0,974 0,081* 0,007* Nao
PL 139 30 21 14,062 11 11 20,36 0,700 0,945 0,262* 0,000* Sim
Pli30 30 23 13,433 12 10 22,06 0,933 0,941 0,009 0,981 Nao
Pli34 30 8 2,323 3 4 7,69 0,333 0,579 0,429* 0,000* Sim
Pli43 30 22 11,613 7 10 20,98 0,933 0,929 -0,004 0,666 Nao
Pli60 30 13 4215 5 5 12,75 0,400 0,776 0,489* 0,000* Sim
Pli6l 30 4 2553 1 3 3,99 0,667 0,619 -0,079 0,649 Néo
Total 13,909 7,863 67 68 13,41 0,615 0,718 0,142*

As duas amostras estudadas, apresentaram um coeficiente de endogamia (Fs)
geral significativo (Tabelas 4 e 5), tanto no rio Laranjinha como na represa de Capivara
cinco locos apresentaram coeficientes de endogamia significativos (Tabelas 4 e 5). Nas
duas localidades, os mesmos locos que apresentaram o coeficientes de endogamia
significativo também mantiveram desvios significativos do Equilibrio de Hardy-
Weinberg apds a correcdo sequencial de Bonferroni, estes mesmos locos apresentaram
evidéncias da ocorréncia de alelos nulos, com exce¢do do locos PL 119 na represa de

Capivara.
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Tabela 5 — Pardmetros de diversidade genética para Prochilodus lineatus coletados no
rio Laranjinha e represa de Capivara, estimados por meio dos marcadores microssatélite
e D-loop, considerando a amostra total. N — nimero de individuos analisados, P —
Proporcao de locos polimdrficos, A— numero total de alelos encontrados na amostra,
Np — ntiimero de alelos privados, NA — niimero médio de alelos por locos na amostra, Ne
- nimero médio de alelos efetivos por locos na amostra, Ho — Heterozigozidade
observada média na amostra, He — Heterozigozidade esperada média na amostra, Hs —
Heterozigozidade esperada de Nei (1973), Fis — indice de endogamia dentro da
populacdo (*P < 0,05), RA — Riqueza Alélica, Nh — nimero de hapl6tipos encontrados,
Nhe — nimero de hapl6tipos exclusivos, h — Diversidade haplotipica, = — Diversidade
nucleotidica, D - teste de neutralidade de Tajima (1989), Fs — teste de neutralidade de
Fu (1997). ¥ — N&o Significativo.

N RiolLaranjinha N Represade Capivara

M icrossatéli te 30 30
P 100% 100%
A 112 153
Np 26 67
NA 10,182 13,909
Ne 5,497 7,863
Ho 0,539 0,615
He 0,652 0,718
Hs 0,641 0,706
Fis 0,159* 0,142%
RA 9,01 13.41
D-loop 30 30
Nh 9 19
Nhe 5 15
h 0,7034 0,9609
+0,0854 +0,0182
- 0,0135 0,0182
+0,0072 +0,0095
D -0,5530™ -0,0933"
Fs 2 8342\ 31587

Apos a correcdo sequencial de Bonferroni, dois pares de primers apresentaram-

se em desequilibrio de ligacdo no rio Laranjinha (PL 64 x Pli 30, PL 139 x Pli 30), e
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dois pares na represa de Capivara (PL 34 x Pli 34 e PL 139 x Pli 43), o que representa
3,64% das combinacGes de pares de primers possiveis dentro de cada amostra.

O teste para excesso de heterozigosidade foi significativo para dois modelos
evolutivos diferentes (TPM e SMM), tanto para o rio Laranjinha, como para a represa
de Capivara, e indicou a ocorréncia de possiveis reducdes recentes no tamanho

populacional nestas localidades (Tabela 6).

Tabela 6 - Teste de sinal para excesso de heterozigosidade para os 11 locos de
microssatélites duas amostras de Prochilodus lineatus. IAM — Modelo de Alelos
Infinitos (Infinite Allele Model), TPM — Modelo Bifasico (90% SMM) (Two Phase
Model), SMM — Modelo Passo a Passo (Stepwise Mutation Model). *P<0,05 indicando
excesso de heterozigosidade.

Trecho amostral IAM TPM SMM

Rio Laranjinha 0,6377 0,0210* 0,0122*

Represa de Capivara 1,000 0,0093* 0,0024*
D-loop

A regido D-loop foi amplificada, e um fragmento de 539pb foi sequenciado.
Destes 70 pertencem ao RNA transportador da prolina. O sequenciamento parcial da
porcdo hipervariavel da regido D-loop foi confirmado pela analise de BLAST (NCBI)
com 99% de homologia a outras sequéncias depositadas para a mesma espécie (EX:
Genbank: - AF282748.1). A anélise dos individuos provenientes das duas localidades
identificou 58 sitios variaveis, para os quais foram observadas 59 substitui¢6es; destas,
56 originadas de transicdes e trés de transversdes (Figura 4). A composicao de bases foi
de 12,54% de C, 36,24% de T, 30,95% de A e 20,27% de G. Estes sitios variaveis
formam 24 haplotipos diferentes; destes, nove sdo encontrados no rio Laranjinha e
outros 19 na represa de Capivara. A populacdo do rio Laranjinha apresentou cinco
haplotipos exclusivos e a represa Capivara 15, outros quatro haplétipos (Hap_ 02,
Hap 04, Hap 06 e Hap 07) foram compartilhados entre as duas localidades. Os
haplotipos exclusivos de cada localidade, quase sempre estavam presentes em apenas
um Unico individuo (Tabela 7). Considerando as duas amostras em conjunto, foram
observadas diversidades haplotipica (h) e nucleotidicas (w) iguais a 0,879 (£0,0335) e

0,0167 (+0,0086), respectivamente. Entretanto, quando analisadas separadamente, foi



228

observado que a amostra do reservatério apresentou todos os indices de diversidade
genética superiores aos do rio (Tabela 5).
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Figura 4 — Sitios variaveis entre os 24 haplétipos da regido D-loop, encontrados para P.
lineatus no rio Laranjinha e represa de Capivara, bacia do rio Paranapanema, Brasil.

Tabela 7 — Frequéncia absoluta de haplotipos da regido D-loop encontrados em P.
lineatus coletados no rio Laranjinha e na represa de Capivara.

Hapl6tipo Laranjinha Capivara Total
Hap_1 2 2
Hap_2 16 19
Hap_3
Hap_4
Hap 5
Hap_6
Hap_7
Hap_8
Hap_9
Hap_10
Hap_11
Hap_12
Hap_13
Hap_14
Hap_15
Hap 16
Hap_17
Hap 18
Hap 19
Hap 20
Hap 21
Hap_22
Hap_23
Hap_ 24

cfNoNeoNoNoNoloNoNoloNoNoNoNe Nl SUTi N OIS N
PRPRPRRPARRPRPRPRPRPNNRPPRPOORWMOWO WO
RPRPRPRRPARRPRRPRPRPRPNNRPRPRPRRPOWORNRE




229

O modelo de evolugdo nucleotidica mais provavel apontado pelo programa
MEGA 5.2 foi Tamura 3 Parametros.

Usando-se os critérios de frequéncia e posicdo na rede de haplétipos
(FREELAND, 2005), nao foi possivel identificar um haplotipo ancestral nas amostras
analisadas. Também, ndo existiram linhagens mitocondriais excluisvas para o rio ou
para a represa. Ainda, é possivel se observar que a maioria dos haplétipos estdo
separados por um grande nimero de passos mutacionais e que a maioria dos haplotipos
intermediarios estdo ausentes (Figura 5). A distancia maxima entre dois haplétipos foi
de 4,5%, entre os hapl6tipos Hap_15 e Hap_21, e 0 nimero de passos mutacionais pode

chegar a 27, entre os haplotipos H6 e H8.

Os testes de neutralidade seletiva de Tajima (D) e Fu (Fs) ndo foram

significativos nem para as amostras em separado, nem para 0 conjunto amostral.

Figura 5 — Rede de haplétipos da regido D-loop para Prochilodus lineatus coletados no
rio Laranjinha e represa de Capivara, baseada no algoritmo median-joining (BANDELT
et al., 1999). Os circulos representam os hapl6tipos e sdo proporcionais as frequéncias
dos mesmos, a cor amarela representa o rio Laranjinha e azul a represa de capivara. Os
Numeros representam a localizagdo dos pontos mutacionais na sequéncia.
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3.2 Estrutura Genética

A anélise de variancia molecular (AMOVA) revelou para os dados de
microssatélite (Fst e Rst), que uma pequena parcela da diversidade genética esta
distribuida entre as amostras, e que a maioria estad presente dentro destas. De forma
similar, esta andlise aplicada aos marcadores mitocondriais (®st) também revelou que a
a maior parcela da diversidade encontra-se presente dentro das populagdes; entretanto,
neste caso, foi possivel observar uma parcela maior da diversidade distribuida entre as
populacdes, superior aquela revelada pelos marcadores nucleares (Tabela 8). Enquanto,
o valor de Fsr se mostrou significativo, valor estimado de Rsr ndo diferiu
significativamente de zero. A andlise de distancia e identidade de Nei (1978) entre as
duas amostras foram respectivamente 0,0614 e 0,9404. O estimador dsr, obtidos com
base nos marcadores mitocondriais, também se mostrou significativamente diferente de
zero (Tabela 8).

Tabela 8 - AMOVA (Anélise da Variancia Molecular) para as amostras de Prochilodus
lineatus coletados no rio Laranjinha e represa de Capivara, para 0s marcadores
microsstélites e mitocondriais (D-loop). *P<0,01 (teste de significancia com 1023
permutacoes).

Fonte de Variagéo Porcentagem de variacéo
Microssatélite D-loop
Fst Rst D5t
Entre populagdes 2,04 1,49 8,93
Dentro de populagdes 97,96 98,51 91,07
indice de fixacdo 0,0204* 0,0149 0,0893*

Por meio da inferéncia bayesiana foi detectado a existéncia de uma quantidade
significativa de fluxo génico, de um modo geral a taxa de migracdo entre as duas
localidades é de 0,166 (IC 95%: 0,00787 — 0,325). A ocorréncia de migracdo pode ser
detectada em ambas as direcBes, tanto do rio Laranjinha em direcdo a represa de
Capivara, como na dire¢do oposta (Tabela 9). A presenca de haplétipos compartilhados
entre o rio Laranjinha e a represa de Capivara, é outra evidéncia da existéncia de fluxo

génico entre estas duas localidades (Tabela 7).
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Tabela 9 — Inferéncia de fluxo génico bayesiana utilizando o programa BeysAss.
Porcentagem de migrantes e de ndo migrantes dentro de cada uma das duas localidades
estudadas (rio Laranjinha e represa de Capivara) para a espécie Prochilodus lineatus.
Entre parénteses intervalo de confianca (IC).

Amostra Constituicdo da diversidade genética
Proporcao de individuos ndo migrantes  Proporcéo de individuos migrantes
(95% 1C) (95% 1C)
Rio Laranjinha 0,7180 0,2820
(0,6797 —0,7688) (0,2312 - 0,3203)
Represa de 0,8270 0,1730
Capivara (0,7323 — 0,9169) (0,0831 — 0,2677)

A andlise de agrupamentos bayesianos, apontou um K (ndmero de
agrupamentos) mais provavel, calculado a partir do delta K (AK) dos valores de Ln(PD)
igual a trés. O grafico construido mostra nitidamente a ocorréncia de individuos
migrantes em ambas as dire¢des. Esta analise também aponta que o rio Laranjinha
possui individuos predominantemente de uma tunica ‘“amostra ou pool génico”,
enquanto que a represa de Capivara pode ter sido originada de pelo menos duas

“amostras ou pools génicos” (Figura 6).

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

Rio Laranjinha Represa de Capivara
Figura 6 — Representacdo grafica dos agrupamentos bayesianos (K=3), gerados a partir
de 11 locos de microssatélites para as amostras de Prochilodus lineatus coletadas no rio
Laranjinha e na represa de Capivara.
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4 DISCUSSAO
4.1 Diversidade Genética

Altos niveis de diversidade genética sdo comumente encontrados em espécies
migradoras, as quais geralmente apresentam grandes popula¢cdes panmiticas e altas
taxas de migracdo, aspectos estes que atuam contrabalanceando os efeitos da deriva
genética, que agem diminuindo a diversidade genética intra linhagem (SANTOS,
RUFFINO e FARIAS, 2007). Prochilodus lineatus é um migrador de longas distancias
e, frequentemente, apresenta altos indices de diversidade genética revelados por
diferentes tipos de marcadores moleculares, incluindo marcadores isoenzimaticos
(REVALDAVES, RENESTO e MACHADO, 1997), marcadores de carater dominante,
como RAPD (PAULA, 2006), microssatélites (PAULA, 2006; RUEDA et al., 2013) ou
de DNA mitocondrial (SIVASUNDAR, BERMINGHAM e ORTI, 2001; GARCEZ,
CALCAGNOTTO e ALMEIDA-TOLEDO, 2011).

No presente estudo, os niveis de diversidade genética encontrados tanto para os
marcadores microssatélite, quanto para o D-loop foram compativeis a outros trabalhos

com a mesma espécie, e podem ser considerados altos.

Microssatélite

Os valores de diversidade genética para marcadores microssatélites (SSR), para
as amostras tanto do rio Laranjinha como da represa de Capivara foram superiores a
média encontrada, com estes mesmos marcadores, para espécies de agua doce, que foi
de 0,54 (x 0,25), (DEWOODY e AVISE, 2000). Rueda et al. (2013) utilizando o0s
marcadores SSR para avaliar a diversidade genética de populaces de P. lineatus do
sistema do baixo rio Parana, encontraram valores de Ho e He, respectivamente, de 0,63
e 0,71, e um namero de alelos (Na) variando de 131 a 141). Valores semelhantes
aqueles encontrados em nosso trabalho, sendo apenas ligeiramente superiores aos
encontrados para a amostra do rio Laranjinha. Por outro lado, o numero de alelos
observados para a amostra da represa de Capivara mostrou-se superior aqueles
encontrados por estes autores. Os valores médios de He e namero de alelos por loco da

populacdo do rio Laranjinha e represa de Capivara ficam acima também do valor médio
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encontrado para P. lineatus oriundos de trés localidades do médio rio Parana (RUEDA
et al., 2011). O nimero médio de alelos, considerando nossas duas localidades, foi
superior também ao encontrado para P. lineatus da bacia do rio Grande (YAZBECK e
KALAPOTHAKIS, 2006).

Os locos que se apresentaram fora do EHW devido ao excesso de homozigotos,
também apresentaram um coeficiente de endogamia significativo, isto pode ser reflexo
de programas de cultivo pequeno nimero de progenitores utilizado para formacao de
alevinos que foram soltos sistematicamente nas duas Gltimas décadas na represa de

Capivara e seus afluentes, tais como o rio Laranjinha (comunicacdo pessoal SEAB).

Yazbeck e Kalapothakis (2007), estudando P. lineatus na bacia do rio Grande,
encontram uma situacdo muito semelhante para dois locos que apresentam os maiores
deéficits de heterozigotos, os maiores coeficientes de endogamia e consequentemente
desvios do EHW. Neste casso, 0s autores sugeriram trés possibilidades, incluindo entre
estas a presenca de alelos nulos, o efeito de Wahlund, e também a possibilidade de
endogamia gerada pelo pequeno nimero de reprodutores utilizados na producao de uma
grande quantidade de alevinos utilizados em programas de estocagem, apesar de nédo

poderem comprovar isto sem estudos adicionais,

D-loop

A regido D-loop é sabidamente a que possui as maiores taxas de mutacdes do
genoma mitocondrial na maioria dos vertebrados, e especialmente em peixes vem
apresentando taxas muito elevadas de evolucdo (SIVASUNDAR, BERMINGHAM e
ORTI, 2001; SANTOS, RUFFINO e FARIAS, 2007).

Em nosso trabalho, encontramos altos indices de diversidade genética no
genoma mitocondrial de Prochilodus lineatus oriundos da represa de Capivara e do rio
Laranjinha. Estes altos niveis de diversidade genética da regido controle do DNA
mitocondrial ja foram reportados para P. lineatus coletados na bacia do rio Parana (26
haplotipos Unicos com divergéncia entre 0,3% e 3,6%) (SIVASUNDAR,
BERMINGHAM e ORTI, 2001) e na bacia do rio Grande (46 haplétipos, h=0,7721,
=1,6%) (GARCEZ, CALCAGNOTTO e ALMEIDA-TOLETO, 2011). Os altos
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valores de diversidade genética podem ser atribuidos ao grande tamanho populacional
observado em toda sua area de ocorréncia (SIVASUNDAR, BERMINGHAM, ORTI e
2001).

Observando a rede de haplotipos e os grandes valores de diversidade
nucleotidica podemos perceber que em nossas areas amostrais existem hapl6tipos

muito divergentes ocorrendo em simpatria.

Segundo os parametros propostos por Grant e Bowen (1998) altos valores de
diversidade haplotipica (acima de 0,5) e nucleotidica (acima de 0,5%) podem indicar
zonas de contato secundario entre linhagens diferentes ou populagdes grandes e estaveis
e com longa histéria de vida. Devido a grande distancia entre alguns haplétipos, e as
inexisténcias de haplétipos intermediarios e um haplotipo ancestral, acreditamos que a
hipdtese de contato secundario seja mais plausivel. No entanto é impossivel discriminar
se este contato secundario é oriundo de equivocos na condugdo de estocagens, ou

naturalmente devido a grande capacidade migratoria da espécie.

Situacdo semelhante também foi encontrada por Sivasundar, Bermingham e Orti
(2001) para P. lineatus em regides do baixo rio Parana onde também foram encontrados
em simpatria hapl6tipos geneticamente distantes. Por outro lado, os mesmos autores
também encontraram haplétipos de D-loop proximamente relacionados em localidades
tdo distantes quanto Alto e Baixo Parana. Ainda que seja impossivel explicar se este
padrdo filogeogréafico € consequéncia de um fluxo génico histérico através das quedas
de Guaira que separava o alto e baixo Parand, ou por consequéncia do mecanismo de
transposicdo construido recentemente na hidrelétrica de Itaipd. A grande capacidade
migratoria de Prochilodus pode explicar as duas situacdes ilustradas acima
(SIVASUNDAR, BERMINGHAM e ORTI, 2001)

4.2 Estruturacdo genética

Para evitar a perda de diversidade e estrutura genética, seja por soltura
deliberada ou acidental Padhi (2013) alerta para o fato de que a soltura ou mesmo
criacdo de peixes em cativeiro deveria obedecer estudos prévios da estrutura e

diversidade genética, impedindo assim a mistura de estoques oriundos de linhagens
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diferentes. Entretanto, no Brasil, em especial na bacia do rio Paran e Paranapanema, a
maioria dos programas de soltura ndo toma por base estudos prévios da estrutura
genética das populacdes selvagens e de cativeiro, quando se utiliza alguma ferramenta
genética, quase sempre 0 Unico objetivo é a medida de diversidade genética por meio da
proporcédo de l6cus polimdrficos ou heterzigosidade.

Animais com maior longevidade, que exibem padrbfes migratorios sazonais
podem muitas vezes pertencer a diferentes estoques que se sobrepdem espacialmente
em parte do ano, podendo causar discrepancias na estrutura populacional ao longo do
tempo, como ¢ o caso dos estoques “heterogéneos” de peixes nos quais as populacdes
sdo formadas por uma variedade de grupos de tamanhos, origem geografica ou estoques
genéticos diferentes (RUEDA et al., 2013).

Apesar do valor de Fst, apresentar uma estruturagdo genética pequena entre a
amostra do rio Laranjinha e da represa de Capivara, segundo parametros propostos por
Wright (1978), quando se considera o estimador Rst ndo houve estruturacdo genética
significativa entre estas localidades (P>0,05). Em um trabalho com Salminus
brasiliensis, uma outra espécie de caraciforme migrador, realizado no complexo Canoas
(rio Paranapanema), ao encontrar Fst que indicava igualmente uma pequena
estruturacdo também as considerou formando um dnico grupo (LOPES et al., 2007).
Desta maneira, consideraremos aqui também que as amostras do rio Laranjinha e da

represa de Capivara poderiam constituir uma Unica populacao.

Por outro lado, P. argenteus coletados em duas localidades do rio Sdo Francisco
exibem uma estruturacdo muito baixa (Fst=0,008) entretanto significativa, esta leve
diferenciacdo genética € atribuida a existéncia de diferentes pools génicos na localidade.
(HATANAKA; HENRIQUE-SILVA e GALETTI, 2006), o0 mesmo é observado entre a
represa de Capivara e o rio Laranjinha, que apresentam uma estruturacdo significativa
em alguns casos (Fst), porém baixa, o que é corroborado pela analise de agrupamentos
bayesiana (K=3), que evidencia que esta estruturacdo é decorrente da existéncia de uma

mistura de diferentes estoques genéticos nas amostras estudadas.

O maior indice de estruturacdo observada para 0 DNA mitocondrial em
comparacdo ao DNA nuclear, pode ser explicado pela grande proporgéo de haplotipos

exclusivos e raros observados nas duas localidades, com destaque para a represa de
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Capivara, que pode distorcer alguns indices de diversidade e estrutura geneética, tais
como, a diversidade haplotipica (FREELAND, 2005) e o indice de estruturagdo ®sr
(HOLLANDA CARVALHO, 2011).

Conforme apontado por Hollanda Carvalho (2011), altos indices de divergéncia
podem indicar uma forte estruturacdo populacional, entretanto tais valores podem

refletir a existéncia de um elevado nimero de haplétipos exclusivos.

Mesmo em areas em que ndo ha estruturacdo entre as populacdes, podem ser
encontrados haplétipos exclusivos, as amostras de P. lineatus capturados no rio Grande
(local de alimentacdo) e rio Mogi-guacu (local de reproducdo) ndo evidenciaram
diferenca significativa entre os sistemas destes dois rios, e apontou que a maior parte da
variabilidade (D-loop) estéd dentro das populagdes (97,49%), no entanto as populacbes
dentro destes rios apresentaram diferencas na composi¢éo haplotipica, dos 46 haplétipos
encontrados entre as oito localidades, 35 eram exclusivos e 11 compartilhados, destes,
apenas dois eram amplamente distribuidos, mesmo assim as popula¢fes ndo se
estruturaram (GARCEZ; CALCAGNOTTO e ALMEIDA-TOLEDO, 2011).

Por outro lado, a existéncia de haplétipos compartilhados entre as amostras do
rio Laranjinha e a represa de Capivara reforca a possibilidade de fluxo génico entre as

duas localidades.

As diferencas encontradas no DNA mitocondrial entre os individuos da represa
de Capivara e do rio Laranjinha, os maiores niveis de diversidade genética da represa de
Capivara, que também apresenta um maior niamero de alelos privados e haplotipos
exclusivos, podem estar relacionados ha algumas caracteristicas biologicas de P.
lineatus, como por exemplo, 0 comportamento de hoaming, que é aparentemente muito
difundido no género Prochilodus (GODINHO e KYNARD, 2006), especialmente
documentado na espécie P. lineatus (GODOY, 1959, 1975 apud GODINHO,
KYNARD, 2006).

Este comportamento pode explicar porque apenas uma parcela dos haplétipos
encontrados na represa de Capivara foram capturados no rio Laranjinha, mostrando que
enquanto uma parte dos peixes da represa utiliza este rio durante alguma fase da sua

vida, o restante dos individuos carregando haplétipos diferentes daqueles encontrados
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no rio Laranjinha podem utilizar o rio das Cinzas, rio Tibagi, rio Congonhas ou rio
Vermelho como rotas migratorias, ou ainda o prorprio rio Laranjinha em outras épocas
do ano, uma vez que pode haver uma divisdo sazonal entre os estoque de P. lineatus
(RUEDA et al, 2013).

Outro fator que pode gerar uma maior diversidade genérica na represa de
Capivara, é a existéncia de diferentes estoques genéticos em um mesmo local, isto ja
havia sido documentado em P. lineatus no rio Uruguai, onde durante o inverno e
primavera coexistiam dois estoques diferentes enquanto no outono trés estoques
distintos (RUEDA et al., 2013). Ainda considerando o mesmo género, P. argenteus
coletados no rio S&o Francisco, exibem um grande nimero de alelos exclusivos e maior
heterosigosidade em uma das localidades amostradas, e isto € atribuido pelos autores a
existéncia de estoques genéticos distintos naquela localidade; os autores também
inferem que estes diferentes grupos poderiam utilizar locais de reproducdo diferentes
(HATANAKA, HENRIQUE-SILVA e GALETTI JR, 2006). Prochilodus marggravii
coletados na mesma localidade do rio Sdo Francisco, também apresentam populacoes
estruturadas e aparentemente diferentes estoques (HATANAKA e GALETTI, 2003).

A alta incidéncia de alelos privados de microssatélite e haplotipos exclusivos na
represa de Capivara reforca a hipotese de que ela seja constituida por mais de um
estoque genético uma vez que ela também possui um valor de heterozigosidade superior
ao rio Laranjinha. O K=3 encontrado pela analise de agrupamentos bayesianos dos
marcadores microssatélites corrobora com este cenario, pois a represa de Capivara é
representada predominantemente por dois dos trés grupos, enguanto que no rio
Laranjinha ha maior representatividade da amostra que é menos frequente em Capivara,
isto reforca o que foi dito acima, que existem diferentes lotes de individuos na amostra
total. Estes diferentes lotes, poderiam utilizar diferentes rotas e ou periodos para se
reproduzirem, gerando uma diferenciacdo genética. Entretanto, pelo menos um destes
estoques, ou pelo menos parte dele pode utilizar o rio Laranjinha como rota migratoria,

enquanto outras fracBes podem utilizar outros rios para isto.

Principalmente embasados nos dados de Rueda et al. (2013) devemos levar em

consideracdo também o fato da diferenca temporal entre as amostragens da represa de
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Capivara e rio Laranjinha realizadas, respectivamente, durante os anos de 2010 e 2011.
O que pode ser em parte responsavel pelos valores de estruturacdo significativos.

Vale ressaltar que dos quatro hapl6tipos compartilhados entre rio Laranjinha e a
represa de Capivara Hap_02, Hap_04 e Hap_06 estavam presentes em mais de dois
individuos nas duas localidades, apenas Hap_07 que ocorreu em dois individuos no rio
Laranjinha e apenas um exemplar da represa de Capivara. Enquanto que os haplotipos

exclusivos quase sempre ocorrem em frequéncia muito baixa.

Apesar das caracteristicas bioldgicas de P. lineatus, tais como, a alta capacidade
de disperséo e o comportamento de hoaming explicarem bem a existéncia de diferentes
pools génicos para 0s marcadores de microssatélite, e até mesmo a existéncia de
haplotipos mitocondriais tdo divergentes (suficiente para caracterizar individuos
oriundos de diferentes bacias), outros fatos chamam nossa atencéo, tais como 0 niumero
muito alto de alelos privados e haplotipos exclusivos, haplétipos intermediarios ou
ancestrais nao serem encontrados e maioria destes haplotipos exclusivos estarem
presentes em um unico individuo. Estas particularidades, podem em parte, resultar de
equivocos no manejo de reprodutores e proles utilizadas nos programas de estocagem na
bacia do rio Paranapanema, que também pode ter ocasionado o alto nivel de endogamia

(Fis) encontrado em nossa area de estudo.

Segundo informacBes da SEAB (Secretaria da Agricultura e Abastecimento)
entre 2005 e 2011 foram soltos em toda bacia do Paranapanema 9.314.658 juvenis de P.
lineatus, o que inclui a represa de Capivara, rio das Cinzas e Laranjinha.
concessionarias do setor energético realizam procedimentos semelhantes desde o final
do século passado. Apesar destes procedimentos no rio Paranapanema possuirem em
parte um acompanhamento da diversidade genética dos lotes de matrizes e alevinos,
nunca houve um estudo da estrutura das populacBes, rotas migratorias antes da

implementacdo desta acbes e formacdo dos estoques de matrizes.

E importante se destacar em relacdo a preservacio da diversidade genética que
16 dos 24 hapl6tipos estdo presentes em apenas um individuo, ou seja, se considerarmos
que metade destes individuos podem ser machos, oito destes haplétipos se perderiam
nas proximas geragdes, isto se as supostas oito fémeas chegarem a se reproduzir, caso

contrario a perda poderia ser ainda maior. Este exemplo demonstra como a deriva
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genética pode agir de maneira muito intensa sobre o genoma mitocondrial, destacando a
importancia de se manter tamanhos populacionais grandes para que seus efeitos sejam

menos intensos.

Entretanto, apesar da existéncia de uma pequena estruturacédo, provavelmente em
decorréncia da existéncia de mais de um estoque génico neste sistema, e/ou de erros no
manejo no processo de estocagem, € inquestionavel, a ocorréncia de migracOes entre a

represa de Capivara e rio Laranjinha de pelo menos parte do estoque.

Sabe-se que antes do inicio da estacdo chuvosa os individuos pertencentes ao
género Prochilodus migram centenas de quilometros dos locais de alimentagéo, tais
como planicie de inundacdo ou areas mais baixas dos rios, para os locais de desova
localizados nas cabeceiras dos rios. Os ovos fertilizados externamente no ambientes
derivam rio abaixo até as planicies de inundagdo onde as larvas se alimentam
(SIVASUNDAR, BERMINGHAM e ORTI, 2001).

Portanto, € imprescindivel a localizacdo de todos estes ambientes, locais de
alimentacédo e locais de reproducdo, no médio Paranapanema, para que esta espécie e
tantas outras que possuam estratégias semelhantes possam completar seu ciclo de vida

naturalmente.

Diversos autores vém chamando atencdo para a manutencao da integridade dos
grandes tributarios e remanescentes loticos nas regibes onde existem reservatorios,
devido a sua importancia na preservacdo de espécies migradoras (PETRERE JR, 1996;
HOFFMANN, ORSI e SHIBATTA, 2005; ORSI, 2010), acreditamos que no caso do
baixo Paranapanema, onde localizam-se a represa de Capivara e o rio Laranjinha, a
melhor estratégia de preservacdo da ictiofauna é a conservacdo dos seus afluentes que

podem servir como rotas alternativas para grandes migradores.
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5 CONCLUSOES

1. A amostras de Prochilodus lineatus coletadas no rio Laranjinha e represa de
Capivara apresentam niveis satisfatérios de diversidade genética, que podem a
partir de comparacdes com dados da literatura serem considerados altos;

2. A amostra estudada é composta por mais de um pool génico o que indica a
existéncia de mais de um estoque de curimbas nesta regido;

3. Ha evidéncias contundentes da migracdo entre o rio Laranjinha e represa de
Capivara, entretanto, esta ndo deve ser a unica rota migratoria de peixes
oriundos de Capivara;

4. Alguns resultados obtidos podem ser decorrentes de equivocos no processo de
estocagem realizados h& pelo menos duas décadas na regido, estes
procedimentos precisam ser revistos, embasados em estudos de estrutura das
populacdes e ndo apenas atentando-se a diversidade genética.

5. A bacia do rio das Cinzas, pela importancia apontada acima nao deveria nem ao

menos ser considerada para futuros projetos para a instalagédo de PCHs.



241

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGOSTINHO, A. A.; GOMES, L. C.; PELICICE, F. M. Ecologia e manejo de
recursos pesqueiros em reservatorios do Brasil. Eduem — Maring4, 501p.: 2007

AGOSTINHO, A. A.; PELICICE, F. M.; PETRY, A. C.; GOMES, L. C.; JULIO JR, H.
F. Fish diversity in the upper Parana River basin: habitats, fisheries, management and
conservation. Aquatic Ecosystem Health & Management. v. 10(2), p.174-186: 2007

AGOSTINHO, A. A,; MARQUES, E. E.; AGOSTINHO, C. S.; ALMEIDA, D. A,
OLIVEIRA, R. J.; MELO, J. R. B. Fish ladder of Lajeado Dam: migrations on one-way
routes? Neotropical Ichthyology, v.5 n. 2, p.121-130: 2007b

AGOSTINHO, A. A.; GOMES, L. C. O manejo da pesca em reservatérios da bacia do
Alto rio Parand: Avaliacdo e perspectivas. In. NOGUEIRA, M. G.; HENRY, R.;
JORCIN, A. Ecologia de Reservatorio: impactos potenciais, acdes de manejo e
sistemas em cascata. Ed. Rima, Séo Carlos — SP, p. 23-55: 2005

AGOSTINHO, A. A,; GOMES, L. C.; LATINI, J. D. Fisheries management in
Brazilian reservoirs: lessons from/for South America. Interciencia-Caracas-, v. 29, n.
6, p. 334-338: 2004

ALMEIDA, F. S.; FUNGARO, M. H. P; SODRE, L. M. K. RAPD and isoenzyme
analysis of genetic variability in three allied species of catfish (Siluriformes:
Pimelodidae) from the Tibagi River, Brazilian Journal of Zoology, v. 253, p. 113-120:
2001

ALTSCHUL, S. F.; GISH, W.; MILLER, W.; MYERS, E. W.; LIPMAN. D. J. Basic
Local Alignment Search Tool. Journal of Molecular Biology, v.215, p. 403-410:
1990

ANEEL - Agéncia Nacional de Energia Elétrica. Relatério de Acompanhamento de
Estudos e Projetos de Usinas Hidrelétricas de 18/10/2013. Site:
http://www.aneel.gov.br/area.cfm?idArea=428. Acessado em 22/10/2013: 2013

ANTONIO, R. R.; AGOSTINHO, A. A.; PELICICE, F. M.; BAILLY, D.; OKADA, E.
K.; DIAS, J. H. P. Blockage of migration routes by dam construction: can migratory
fish find alternative routes? Neotropical Ichthyology. v. 5, n. 2, p.177-184: 2007

BANDELT, H. J.; FORSTER, P.; ROHL, A. Median-joining networks for inferring
intraspecific phylogenies. Molecular Biology and Evolution, v. 16, p. 37 - 48: 1999

BIG —  ANEEL. Banco de Informacdes de Geracao. Site:
http://www.aneel.gov.br/aplicacoes/capacidadebrasil/capacidadebrasil.cfm - acessado
em 24/10/2013 as 10h41: 2013

BRASIL, Boletim estatistico de pesca e aquicultura: Brasil, 2010. Ministério da
Pesca e Aquicultura. Brasilia (DF): 2012


http://www.aneel.gov.br/area.cfm?idArea=428
http://www.aneel.gov.br/aplicacoes/capacidadebrasil/capacidadebrasil.cfm

242

CASTRO, R. M. C.; VARI, R. P. Family Prochilodontidae (Flannel mouth
characiforms). In REIS. R. E.; KULLANDER, S. O.; FERRARIS, C. J. (Eds). Check
list of the freshwater fishes of South and Central America. Porto Alegre (RS).
EDIPUCRS. 742p: 2003

CHISTIAKOV, D. A.; HELLEMANS, B.; VOLCKAERT, F. A. Microsatellites and
their genomic distribution, evolution, function and applications: A review with special
reference to fish genetics. Aquaculture, v. 255, n. 1, p. 1-29: 2006

CORNUET, J. M.; LUIKART, G. 1996. Description and power analysis of two tests for
detecting recent population bottlenecks from allele frequency data. Genetics, v. 144, p.
2001-2014: 1996

CRONIN, M. A.; SPEARMAN, W. J. ; WILMOT, R. L.; PATTON, J. C.; BICKHAM,
J. W. Mitochondrial DNA variation in chinook (Oncorhynchus tshawytscha) and chum
salmon (O.keta) detected by restriction enzyme analysis of polymerase chain reaction
(PCR) products. Canadian Journal of Fisheries and Aquatic Sciences, v. 50, p. 708-
715: 1993

CRUZEIRO DO SUL. Consorcio Energético Cruzeiro do Sul — UHE Maua. Site:
http://www.usinamaua.com.br/ - acessado em 22/10/2013 as 11:01h: 2013

DeWOODY, J. A.; AVISE, J. C. Microsatellite variation in marine, freshwater and
anadromous fishes compared with other animals. Journal of Fish Biology, v. 56, p. 461
—473: 2000

DIAS, J. H.; BRITTO, S. G. C.; VIANNA, N. C.; GARAVELLO, J .C. Biological and
ecological aspects of Pinirampus pirinampu (Spix, 1829), Siluriformes, Pimelodidae,
in Capivara reservoir , Paranapanema River, Southern Brazil. Acta Limnologica
Brasiliensia. v.16, n. 3, p. 293-304: 2004

DUKE-ENERGY - Geracdo Paranapanema. Peixes do rio Paranapanema — Edicédo
revisada e ampliada. Editora Horizonte Geografico. Sdo Paulo (SP): 2003

EARL, D. A,; VONHOLDT, B. M. STRUCTURE HARVESTER: a website and
program for visualizing STRUCTURE output and implementing the Evanno method.
Conservation Genetics Resources. v. 4, n. 2, p. 359-361. doi: 10.1007/s12686-011-
9548-7: : 2012

EVANNO, G.; REGNAUT, S.; GOUDET, J. Detecting the number of clusters of
individuals using the software structure: a simulation study. Molecular Ecology, v. 14,
p. 2611-2620: 2005

EXCOFFIER, L.; LISCHER, H. E. L. Arlequin suite ver 3.5: A new series of programs
to perform population genetics analyses under Linux and Windows. Molecular Ecology
Resources, v.10, p. 564-567: 2010

FLUXUS TECHNOLOGY Ltd - http://www.fluxus-engineering.com



http://www.usinamaua.com.br/
http://www.fluxus-engineering.com/

243

FREELAND, J. R. Molecular Ecology. John Wiley & Sons Ltd, England: 2005

FUGI, R.; HAHN, N. S.; AGOSTINHO, A. A. Feeding styles of five species of bottom-
feeding fishes of the high Parand River. Environmental Biology of Fishes, v. 46, n. 3,
p. 297-307: 1996

GARCEZ, R.; CALCAGNOTTO, D.; ALMEIDA-TOLETO, L. F. Population structure
of the migratory fish Prochilodus lineatus (Characiformes) from rio Grande basin
(Brazil), an area fragmented by dams. Aquatic Conservation: Marine and
Freshwater Ecosystems, v.21, p. 268 — 275: 2011

GODINHO, A. L.; KYNARD, B. Migration and spawning of radio-tagged zulega
Prochilodus argenteus in a dammed Brazilian River. Transactions of the American
Fisheries Society, v. 135, n. 3, p. 811-824: 2006

GODOY, M. P. Age, growth, sexual maturity, behavior, migration, tagging, and
transplantation of the curimbata (Prochilodus scrofaSteindachner, 1881) of the Mogi
Guassu River, Séo Paulo State, Brasil. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, V.
31, p. 447-477: 1959

GODOQY, M. P. Peixes do Brasil (Fishes of Brazil). Franciscana Piracicaba, Brazil:
1975

GOUDET, J. FSTAT a computer package for PCs which estimates and tests gene
diversities and differentiation statistics from codominant genetic markers. Disponivel
em: http://wwwz2.unil.ch/popgen/softwares/fstat.htm

GRANT, W. S.; BOWEN, B. W. Shallow population histories in deep evolutinary
lineages of marine fishes: insights from sardines e anchovies and lessons for
conservation. The Journal of Heredity. v.89, n.5, p.415-426: 1998

HALL, T. A. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series, v. 41, p. 95-98:
1999

HARTL, D. L.; CLARK, A. G. Principios de Genética de Populacgdes. 4% Ed, Editora
Artmed. Porto Alegre, RS: 2010

HATANAKA, T.; HENRIQUE-SILVA, F.; GALETTI JR, P. M. Population
substructuring in a migratory freshwater fish Prochilodus argenteus (Characiformes,
Prochilodontidae) from the Sdo Francisco River. Genetica, v. 126 (1-2), p.153-1509:
2006

HATANAKA, T.; GALETTI, P. M. RAPD markers indicate the occurrence of
structured populations in a migratory freshwater fish species. Genetics and Molecular
Biology, v. 26, p. 19-26: 2003


http://www2.unil.ch/popgen/softwares/fstat.htm

244

HOFFMANN, A. C.; ORSI, M. L.; SHIBATTA, O. A. Diversidade de peixes do
reservatorio da UHE Escola Engenharia Mackenzie (Capivara), rio Paranapanema,
bacia do alto rio Parand, Brasil, ea importancia dos grandes tributarios na sua
manutencdo. lheringia, Série Zoolodgica, v. 95, n. 3, p. 319-325: 2005

HOLLANDA CARVALHO, P. Analises filogenéticas e filogeogréficas do complexo de
espécies Hypostomus ancistroides (Siluriformes: Loricariidae). Tese apresentada ao
Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias, na area de Biologia-Genética. 2011

LOPES, T. D. S.; RIBEIRO, R. P.; BARRERO, N. M. L.; SIROL, R. N.; POVH, J. A,
GOMES, P. C.; VARGAS, L. Caracterizacdo genética de estoques de curimba ("
Prochilodus lineatus™) utilizados em programas de repovoamento. Revista Brasileira
de Saude e Producdo Animal, v. 9, n., p. 652 - 661: 2008

LOPES, C. M.; ALMEIDA, F. S. D.; ORSI, M. L.; BRITTO, S. G. D. C.; SIROL, R.
N.; SODRE, L. M. K. Fish passage ladders from Canoas Complex- Paranapanema
River: evaluation of genetic structure maintenance of Salminus brasiliensis(Teleostei:
Characiformes). Neotropical Ichthyology, v. 5, n. 2, p. 131-138: 2007

LORENZEN, K.; BEVERIDGE, M.; MANGEL, M. Cultured fish: integrative biology
and management of domestication and interactions with wild fish. Biological Reviews,
v. 87, n. 3, p. 639-660: 2012

LOWE, T. M.; EDDY, S. R. "tRNAscan-SE: A program for improved detection of
transfer RNA genes in genomic sequence”. Nucleic Acids Research, v. 25, p. 955 -
964: 1997

MAKRAKIS, S.; MAKRAKIS, M. C.; WAGNER, R. L.; DIAS, J. H. P.; GOMES, L.
C. Utilization of the fish ladder at the Engenheiro Sergio Motta Dam, Brazil, by long
distance migrating potamodromous species. Neotropical Ichthyology, v. 5, n. 2, p.
197-204: 2007

MANCERA-RODRIGUEZ, N. J.; MARQUEZ, E. J.; HURTADO-ALARCON, J. C.
Uso de citogenética y técnicas moleculares en estudios de diversidad genética en peces
colombianos — Cap. 06, p. 237 — 312. In: ALBEIRO, L. H. Biologia Molecular
Aplicada a la produccion Animal y la Conservacion de Especies Silvestres. Editorial
Universidad Nacional de Colombia: 2013

MEYER, A.; KOCHER, T. D.; BASASIBWAKI, P.; WILSON, A. C. Monophyletic
origin of Lake Victoria cichlid fishes suggested by mitochondrial DNA sequences.
Nature, v.347, p. 550-553: 1990

ORSI. M. L. Estratégias reprodutivas de peixes da regido média-baixa do rio
Paranapanema, reservatério de Capivara. Editora Edgard Blucher. Sdo Paulo — SP:
2010

PADHI, A. Genetic evidence of multiple matrilineal lineages of the channel catfish,
Ictalurus punctatus in North America. Conservation Genetics: 2013. DOI
10.1007/s10592-013-0479-6



245

PANARARI-ANTUNES, R. S.; PRIOLI, A. J.; PRIOLI, S. M. A. P.; JULIO JR, H. F,;
AGOSTINHO, C. S.; PRIOLI, L. M. Molecular variability in Brycon cf. pesu Miller
and Troschel, 1845 (Characiformes: Characidae) from the Araguaia-Tocantins basin.
Genetics and Molecular Research, v. 7, p. 95-106: 2008

PAULA, F. M. Diversidade genética de Prochilodus Lineatus (Pisces, Characiformes)
das escadas de transposicao de peixes das usinas hidroelétricas do Complexo Canoas -
Rio Paranapanema. Dissertacdo apresentada ao curso de Pds-Graduagdo em Genética e
Biologia Molecular da Universidade Estadual de Londrina, como requisito parcial para
a obtencdo do titulo de Mestre em Genética e Biologia Molecular. 2006

PEAKALL, R.; SMOUSE, P. E. GENEALEX 6: genetic analysis in Excel - Population
genetic software for teaching and research. Molecular Ecology Notes v. 6, p. 288-295:
2006

PELICICE, F. M.; AGOSTINHO, A. A. Fish-Passage Facilities as Ecological Traps in
Large Neotropical Rivers. Conservation Biology. v. 22, n. 1, p. 180-188: 2008

PETRERE JR, M. Fisheries in large tropical reservoirs in South America. Lakes &
Reservoirs: Research & Management, v. 2, (1-2), p. 111-133: 1996

PIORSKI, N. M.; SANCHES, A.; CARVALHO-COSTA, L. F.; HATANAKA, T
CARRILLO-AVILA, M.; FREITAS, P. D.; GALETTI JR, P. M. Contribution of
conservation genetics in assessing neotropical freshwater fish biodiversity. Brazilian
Journal of Biology, v. 68, p. 1039-1050: 2008

PRITCHARD, J. K.; STEPHENS, M.; DONNELLY, P. Inference of population
structure using multiloco genotype data. Genetics, v. 155, p. 945-959: 2000

RAMOS, J. V. B.; SODRE, L. M. K.; ORSI, M. L.; ALMEIDA, F. S. Genetic diversity
of the species Leporinus elongates (Teleostei: Characiformes) in the Canoas Complex -
Paranapanema River. Neotropical Ichthyology, v. 10, p. 821 — 828: 2012

RAYMOND, M.; ROUSSET, F. GENEPOP (version 1.2): population genetics software
for exact tests and ecumenicism. Journal of Heredity, v. 86, p. 248-249: 1995

REVALDAVES, E.; RENESTO, E.; MACHADO, M. F. Genetic variability of
Prochilodus lineatus (Characiformes, Prochilodontidae) in the upper Parana river.
Brazilian Journal of Genetics, v. 20, n. 3: 1997

RICE, W. R. Analyzing tables of statistical tests. Evolution, v. 43, p. 223-225: 1989
RUEDA, E. C.; CARRIQUIRIBORDE, P.; MONZON, A. M.; SOMOZA, G. M.;

ORTI, G. Seasonal variation in genetic population structure of sabalo (Prochilodus
lineatus) in the Lower Uruguay River. Genetica, v. 141(7-9), p. 401-407: 2013



246

RUEDA, E. C.; SOMMER, J.; SCARABOTTI, P.; MARKARIANI, R.; ORTI, G.
Isolation and characterization of polymorphic microsatellite loci in the migratory
freshwater fish Prochilodus lineatus (Characiformes: Prochilodontidae). Conservation
Genetics Resources, v. 3, p. 681 — 684: 2011

SANTOS, M. C. F.; RUFFINO, M. L.; FARIAS, I. P. High levels of genetic variability
and panmixia of the tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1816) in the main
channel of the Amazon River. Journal of Fish Biology, v. 71, p. 33 —44: 2007

SCHUELKE, M. An economic method for the fluorescent labeling of PCR fragments.
Nature Biotechnology, v. 18, p. 233-234: 2000

SIVASUNDAR, A.; BERMINGHAM, E.; ORTI, G. Population structure and
biogeography of migratory freshwater fishes (Prochilodus: Characiformes) in major
South American rivers. Molecular Ecology, v.10, p. 407—417: 2001

SLATKIN, M. A measure of population subdivision based on microsatellite allele
frequencies. Genetics, v. 139, p. 457-462: 1995

TAMURA, K.; PETERSON, D.; PETERSON, N.; STECHER, G.; NEI, M.; KUMAR,
S. MEGAS5: molecular evolutionary genetics analysis using maximum likelihood,
evolutionary distance, and maximum parsimony methods. Molecular biology and
evolution, v. 28, n. 10, p. 2731-2739: 2011

THOMPSON, J. D.; HIGGINS, D. G.; GIBSON, T. J. CLUSTAL W: improving the
sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence weighting,
position-specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Research, v.
22, p. 4673-4680: 1994

TOGAWA, R. C.; BRIGIDO, M. M. PHPH: Web based tool for simple
electropherogram quality analysis. 1st International Conference on Bioinformatics
and Computational Biology - Ribeirdo Preto: 2003

VAN OOSTERHOUT, C.; HUTCHINSON, W. F.; WILLS, D. P. M.; SHIPLEY, P. F.
(2004). Micro-Checker: software for identifying and correcting genotyping errors in
microsatellite data. Molecular Ecology Notes, v. 4, p. 535-538: 2004

VAZZOLER, A. E. A. M.; SUZUKI, H. I.; MARQUES, E. E.; LIZAMA, M. A. P.
Primeira maturacdo gonadal, periodo e areas de reproducdo. In: VAZZOLER, A. E. A.
M.; AGOSTINHO, A. A.; HAHN, N. S. A planicie de inundacdo do alto rio Parana:
Aspectos fisicos, biolégicos e socioecondmicos. Ed. EDUEM — NUPELIA - Maringa —
PR, p. 249 - 265:1997

VIANNA, N. C.; NOGUEIRA, M. G. Ichthyoplankton and limnological factors in the
Cinzas River — an alternative spawning site for fishes in the middle Paranapanema
River basin, Brazil. Acta Limnologica Brasiliensia, v. 20, p. 139-151: 2008

WEIR, B. S.; COCKERHAM, C. C. Estimating F-statistics for the analysis of
population structure. Evolution, v. 38, p. 1358-1370: 1984



247

WILSON, G. A.; RANNALA, B. Bayesian inference of recent migration rates using
multiloco genotypes. Genetics, 163, 1177-1191: 2003

WRIGHT S. Evolution and the genetics of populations. University of Chicago,
Chicago: 1978

YAZBECK, G. M.; KALAPOTHAKIS, E. Isolation and characterization of
microsatellite DNA in the piracema fish Prochilodus lineatus (Characiformes).
Genetics and Molecular Research, v. 6, n. 4, p. 1026-1034: 2007.

YEH, F. C.; YANG, R.; BOYLE, T.J.; XIYAN, J. M. Pop Gene 32. Microsoft Window-
based freeware for population genetic analysis, v.1.32. Molecular Biology and
Biotechnology Center, University of Alberta, Edmonton, Alberta, Canada, 2000.



248

4.5 Capitulo 5

DIVERSIDADE GENETICA DE UMA POPULACAO DE
Brycon nattereri Glnther, 1864 (OSTEICHTHYES;
CHARACIDAE) ESPECIE AMEACADA DE EXTINCAO

Este artigo sera submetido a revista Freshwater Biology
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Diversidade genética de uma populacdo de Brycon nattereri Gunther, 1864
(Osteichthyes; Characidae) uma espécie ameacgada de extingao

RESUMO

Brycon nattereri, popularmente conhecida como “Pirapitinga”, ¢ uma espécie de
peixe Neotropical, aparentemente sensivel & degradacdo ambiental e reconhecidamente
ameacada de extingdo. Assim, o presente trabalho teve por objetivos analisar a
diversidade genética de B. nattereri encontrada no rio Laranjinha por meio de
marcadores microssatélite e da regido controladora (D-loop) do DNA mitocondrial. As
analises de microssatélites de 40 individuos de B. nattereri revelaram um total de 35
alelos e medidas de heterozigosidade observada e esperada de 0,6167 e 0,6015,
respectivamente. O valor de Fis ndo foi significativo e ndo foram encontrados desvios
significativos do EHW, nem tampouco evidéncias de bottlenecks recentes na populagédo
estudada. O sequenciamento de um segmento de cerca de 497 pb da regido D-loop,
revelou a existéncia de apenas trés sitios variaveis, que originaram quatro haplétipos
diferentes. Os resultados mostraram uma diversidade haplotipica de 0,650 e diversidade
nucleotidica extremamente baixa (0,015%). O baixo numero de hapldtipos e de
diversidade nucleotidica indicam que esta populacéo possa ter sofrido uma reducdo em
seu tamanho, o qual levou a declinios na diversidade genética do genoma mitocondrial.
Contudo, tal bottleneck ndo afetou os niveis atuais de diversidade genética dos
microssatelites. Apesar de isolada na regido alta do rio Laranjinha, os niveis de
diversidade genética encontrados para esta populacdo sdo considerados satisfatorios
quando comparados a de outras espécies neotropicais. Medidas de recuperacdo de
ambientes, por meio de recomposi¢do de matas e melhoria da qualidade da agua sao
necessarias para a manutencao e expansao desta populacdo. Estes dados servem como
parametros para futuros programas de monitoramento, e ainda, por suas exigéncias
ambientais e caracteristicas bioldgicas acreditamos que Brycon nattereri possa servir

como espécie bandeira para a preservacao e recuperacao do rio Laranjinha.

Palavras chave: Espécies ameacadas, Brycon, D-loop, microssatélite,

transferabilidade, diversidade genética.
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1 INTRODUCAO

Das mais de 2.500 espécies de peixes de &gua doce que ocorrem no Brasil
(BUCKUP et al., 2007) 135 compdem a atual lista nacional de espécies ameacadas de
extingdo e outras sete encontram-se num estado de sobre-exploragdo ou ameacadas de
sobre-exploracdo, contudo, sabe-se que estes numeros estdo subestimados (ROSA e
LIMA, 2008). O simples fato de algumas espécies constarem em alguma destas listas
representa uma ameaca de extin¢ao global ou local, e que a rea em questdo necessita de
medidas apropriadas para sua conservacdo (SIMIC et al., 2007).

Brycon nattereri Gulnther, 1864 (Characiformes, Characidae), conhecida
popularmente como Pirapitinga, € umas das espécies de peixes que atualmente encontra-
se na lista de espécies ameacadas de extingdo (ROSA e LIMA, 2008). Brycon nattereri
pertence a subfamilia Bryconinae, a qual se distribui do sul do México a Argentina
(NELSON, 2006). Os peixes desta subfamilia sdo caracideos de medio a grande porte,
seu comprimento padrdo maximo que pode variar de 15 cm em Brycon pesu a 70cm em

Brycon orbygnianus e Brycon amazonicus (LIMA, 2003).

B. nattereri distribui-se pelas bacias do Alto rio Parand, Alto rio Tocantins e do
S&o Francisco (LIMA et al., 2008). Particularmente na bacia do rio Parana, registros
mais recentes desta espécie tém sido feitos por Viana et al. (2013) na bacia do rio Ivai,
Pavanelli et al. (2007) no rio Corumbd, Shibatta; Gealh e Bennemann (2007) no rio
Tibagi, Pompeu et al. (2009) e Casarim, Bueno e Pompeu (2012) e Belei e Sampaio
(2012) em rios da bacia rio Grande. Esta espécie, € extremamente exigente e restrita a
ambientes bem conservados, sendo seus registros geralmente relacionados a
caracteristicas que remetem a ambientes que possuem mata ciliar integra, boa
oxigenacdo da agua, e geralmente restrito as cabeceiras dos rios e tributarios destas
regides (VIEIRA et al., 2005; SHIBATTA; GEALH e BENNEMANN, 2007; POMPEU
et al., 2009; CASARIM et al., 2012). Segundo Lima (2008), esta espécie é restrita a rios
de médio porte, com &guas claras, correnteza moderada e matas ciliares bem
preservadas, ndo ocorrendo em grandes planicies de inundacdo. So peixes onivoros e
dependem de itens oriundos das matas ciliares tais como, frutos, flores, folhas, sementes

e artrépodes terrestres.

O género Brycon, possui cerca de 40 espécies (LIMA, 2003), sendo de grande

importancia econémica, pois sdo utilizados para a alimentacdo, pesca, criacdo em
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cativeiro e para o turismo em algumas regibes (LIMA, 2003; SABINO e ANDRADE,
2003; NELSON, 2006). Apesar de sua importancia, seis espécies deste género,
aproximadamente 15%, figuram na lista de espécies ameacadas de extingdo do
Ministério do Meio Ambiente do Brasil (ROSA e LIMA, 2008).

A espécie Brycon nattereri, segundo a Instrugdo Normativa n° 5, de 21 de maio
de 2004 - Anexo |, consta na lista nacional das espécies de invertebrados aquéaticos e
peixes ameacadas de extincdo. Também estd presente no Livro Vermelho da fauna
brasileira ameacada de extingdo, publicado pelo Ministério do Meio Ambiente (ROSA e
LIMA, 2008). No estado do Parana Mikich e Bérnils (2004) colocam B. nattereri na
categoria de espécie vulneravel, que significa que o taxon enfrenta um alto risco de

extin¢do na natureza.

Shibatta; Gealh e Bennemann (2007) ao capturarem alguns individuos na bacia
do rio Tibagi, um importante rio do estado do Parana, atribuiram sua ocorréncia ao
estado de conservacgdo das matas ser relativamente bom. Porém os autores alertam que o
fato da populacao ser pequena é um indicio de que o atual estado de conservacéo ja nao
é suficiente para sustentar grandes populac6es. Este foi o primeiro registro da espécie no
estado do Parana (MIKICH e BERNILS, 2004; ROSA e LIMA, 2008;). Ainda Viana et
al. (2013) capturaram um unico individuo na bacia do rio lvai, podendo ser considerado

0 segundo registro para o Estado do Parana.

Aparentemente a construcdo de barramentos, a destruicéo de florestas ciliares e a
poluicdo dos rios estdo entre as principais ameacas a B. nattereri, pois acabam
descaracterizando os ambientes preferidos por esta espécie que geralmente sdo léticos,
com boa qualidade de agua e disponibilidade de recursos aloctones (MIKICH e
BERNILS, 2004; VIEIRA et al., 2005; SHIBATTA; GEALH e BENNEMANN, 2007;
LIMA et al., 2008; ROSA e LIMA, 2008; POMPEU et al., 2009).

Uma das medidas importantes que devem ser dirigidas ao estudo de espécies
ameacadas de extin¢do €, sem ddvida alguma, o acesso ao conhecimento da diversidade
genética de populacdes destas espécies. Mamuris et al. (2005), estudando uma espécie
de peixe ameacada de extincdo, ressalta a importancia de obtencdo de informacdes
genéticas antes de se implementar a¢fes de conservacdo. Mesmo espécies consideradas
“quase ameagadas” ou de “menor preocupacdo” podem enfrentar perda de diversidade

genética intraespecifica, sem ter sido esta diversidade sequer reconhecida. O
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monitoramento genético destas espécies deve ser garantido afim de que se tenha um
quadro apropriado do nivel de ameaca genética (LAIKRE et al., 2008).

Laikre et al. (2008) definem que o monitoramento genético para a conservagao
consiste num levantamento da quantidade de variacdo genética, composicdo genética, e
estrutura genética espacial objetivando detectar mudangas potenciais nestes parametros,
que podem resultar ou refletir em perda de variabilidade em nivel genético. Classificar a
informacdo sobre a composicdo genética, sobre sua area de distribuicdo é um pré-
requisito importante para monitoramento genético. Estas informacfes fornecem um
ponto de partida, com o qual as caracteristicas genéticas podem ser comparadas

posteriormente.

Devido a importancia e estado de ameaca do género Brycon, diversos autores
tém conduzido trabalhos genéticos, por meio de marcadores moleculares, em busca de
informacbes sobre sua biologia, diversidade e estrutura genéticas, comportamento
reprodutivo em populagdes naturais e de cativeiro. Estas pesquisas, invariavelmente
fornecem informacgdes importantes para 0 manejo e conservacdo deste género, que
certamente poderiam auxiliar em programas de manejo e conservacdo (WASKO e
GALETTI JR, 2002; HILSDOREF et al., 2002; WASCO et al., 2004; BARROSO et al.,
2005; LOPEZ, 2006; SANCHES e GALETTI JR, 2007; LOPERA-BARRERO, 2009;
MATSUMOTO e HILSDORF, 2009; LOPERA-BARRERO et al, 2010;
RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2010).

O rio Laranjinha é um importante corpo d’agua do estado do Parana, ao longo de
seu curso atravessa essencialmente ambientes agricolas e sofre diversos tipos de
perturbacdes, tais como, remocdo de mata ciliar, lancamento de efluentes domésticos,
industriais e agricola além da construcdo de pequenas barragens. Apesar de sua
importancia, o rio Laranjinha nunca teve sua diversidade de peixes inventariada, apenas
Vianna e Nogueira (2008) coletaram em um unico trecho do rio Laranjinha durante um
trabalho sobre o ictioplancton e fatores limnoldgicos do rio das Cinzas. Desde 2010
nosso grupo de pesquisa vem se dedicando especificamente a um levantamento da
biodiversidade de peixes do rio Laranjinha, neste periodo identificamos
aproximadamente uma centena de espécies, dentre elas uma populagdo de Brycon

nattereri.
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Diversas publica¢des atuais consideram prioritarias para a conservagdo de B.
nattereri acbes que visem a identificacdo e preservacdo de &reas onde existam
populacbes saudaveis da espécie, incluindo os sistemas fluviais e suas matas ciliares.
Informagdes sobre sua distribuicdo e histéria natural sdo igualmente fundamentais
(MIKICH e BERNILS, 2004; LIMA et al., 2008; ROSA e LIMA, 2008)

Assim, o presente trabalho teve por objetivo diagnosticar a diversidade genética
presente em uma populacdo de Brycon nattereri encontrada no rio Laranjinha,
fornecendo informacg6es que podem balizar trabalhos futuros e acfes que objetivem a
conservagao desta espécie.

2 METODOLOGIA
2.1 Amostragens

Uma Unica populacdo de Brycon nattereri (Figura 1) do rio Laranjinha, foi
encontrada no municipio de Ventania, Parana (24°1°36,6°°S / 50°11°21,6°°0) (Figura 2).
Este trecho localiza-se dentro de uma area particular que se dedica a plantacdo de
arvores para producdo de madeira, neste local foram realizadas sete coletas sazonais no
periodo de outubro de 2010 a abril de 2012. As coletas para amostragens tiveram
duracdo de 24 hs. Para a coleta dos exemplares foram utilizadas redes de espera com
malhas variaveis. Sempre que possivel, os exemplares capturados foram marcados
(Figura 3 A, B e C) para evitar reamostragem de tecidos, e devolvidos a agua apos a
retirada de uma parte da nadadeira pélvica (Figura 3 D). Estas amostras de tecido, foram
acondicionadas em etanol 95% e mantidas em gelo, posteriormente armazenadas a -
20°C. Eventualmente, quando ocorria a morte de algum exemplar ap0s a captura este

era fixado em formol e depositado na cole¢éo ictiologica da UENP como testemunha.
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Figura 1 — Exemplar de Brycon nattereri coletado no rio Laranjinha (Ventania — PR) -
CP: 21,2 cm — RG: 9990 (Foto: GECON, 2012).

SAO PAULO
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Figura 2 — Mapa do trecho de coleta de Brycon nattereri no rio Laranjinha a estrela
vermelha indica o trecho de coleta no municipio de Ventania (PR) (Fonte: do autor).
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Figura 3 — Procedimento de marcacdo (A, B e C), amostragem (D) para posterior
soltura de exemplares de Brycon nattereri (FONTE: GECON).

2.2 Extracdo do DNA

Foi realizada a extracdo de DNA de 40 individuos por um metodo de lavagens
de fenol/cloroférmio segundo protocolo de Almeida, Fungaro e Sodré (2001).
Posteriormente as amostras foram diluidas em tampéo TE (Tris HCI - pH 8,0 10 Mm,
EDTA 1mM) em uma diluicdo de 2:3 e quantificadas em fluorimetro Qubit
(Invitrogen) com o kit comercial QUANT-IT DSDNA BR (Invitrogen), e diluidas para

uma concentracdo de 5 ng/pL.

2.3 Marcadores Microssatélite
Testes de amplificacdo heterdloga

Por se tratar do primeiro estudo sobre a diversidade genética de Brycon
nattereri, ainda ndo existem primers de microssatélites descritos para esta espécie.
Entdo, inicialmente testamos a amplificacdo heterdloga, ou transferabilidade, de primers
descritos para outras espécies do mesmo género: Bh - Brycon hilarii (SANCHES e
GALETTI JR, 2006), BoM - Brycon opalinus (BARROSO et al., 2003), Bc - Brycon
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cephalus (MATSUMOTO e HILSDORF, 2009), e da mesma ordem: Astyanax
fasciatus (STRECKER, 2003), Prochilodus argenteus (BARBOSA et al., 2008),
Leporinus macrocephalus (MORELLI et al, 2007), Piaractus mesopotamicus
(CALCAGNOTTO; RUSSELLO e DeSALLE et al., 2001).

Inicialmente trés individuos foram utilizados para verificar a amplificacdo
heter6loga dos conjuntos de primers em reacdes de 10 pL, utilizando o kit comercial
GoTag® Green Master Mix, 2x — (Promega), com as concentracfes de primers
determinada pelos autores, e 2 uL de DNA em diferentes concentracdes, 5 ng/uL, 0,5
ng/uL, 0,05 ng/pL e 0,005 ng/uL; Seguindo a programacdo do termociclador
estabelecida pelos autores. Os primers que apresentaram uma amplificagdo
relativamente satisfatoria, ainda que com a presenca de bandas inespecificas, foram,
entdo, selecionados para a etapa de otimizagdes da temperatura de pareamento e tempo

de extensao final.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida 8% em tampdo de corrida TEB (Tris 0,89M; &cido borico 0,89 M e
EDTA 0,01 M pH 8,3) na concentragédo de 1:10, a 200V por duas horas, acompanhados
de um marcador de peso molecular 10 pb. Os géis foram corados com nitrato de prata,
iluminados por luz branca em negatoscopio e fotografados com camera fotografica

digital.

Analise de diversidade genética por meio de microssatélites

Os primers que apresentaram amplificacdo heterdloga satisfatdria foram, entéo,
empregados nas analises populacionais, as quais foram feitas por meio da genotipagem
em sequenciador automatico (Genetic Analyzer — modelo: 3500XL/ Applied
Biosystems). Para tanto, na reacdo de PCR foi realizado um procedimento de marcacgéo
com fluor6foros dos produtos de PCR usando-se metodologia proposta por Schuelke
(2000). Neste procedimento foram utilizados trés primers diferentes por rea¢do, um
primer sequéncia especifica com uma sequéncia “cauda” do primer universal M13 (-21)
ligado & sua extremidade 5’ (F+M13), o primer sequéncia especifica R e o primer
universal M13 (-21) marcado com fluorocromo 6-FAM, NED ou HEX. A quantidade de

primer F+M13 utilizada foi dez vezes menor do que do primer R. As condi¢gdes do
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termociclador foram ajustadas de tal forma que durante os primeiros ciclos o primer F
com a sequéncia M13(-21) pudesse ser incorporada e acumulada nos produtos de PCR.
Posteriormente, apds o primer F+M13 se esgotar a temperatura de pareamento foi
abaixada para facilitar o pareamento do primer universal M13(-21) (5°-
TGTAAAACGACGGCCAGT- 3’), o qual passa a fazer o papel do primer F,
incorporando a marcacgéo fluorescente aos produtos de PCR.

Foram utilizadas reacdes de PCR de 5 pL contendo 1X GoTaq® Master Mix
Colorless (Promega), 10 ng de DNA molde, 1% de glicerol, 0,125 uM de primer (M13)
marcado com fluorocromo (FAM , HEX or NED, Applied Biosystems, CA), 0,125 uM
primer R, 0,0125 uM do primer F+M13. As amplificagGes foram realizadas com uma
desnaturacdo inicial de 94°C por 4 min, seguida por 35 ciclos de 94° por 40 s, 50°C
(BoM2), 53,3 °C (BoM5), 45°C (BoM6), 48°C (Bh6), 56°C (Bh13), 56°C (Bc48-6) por 1
min, 72°C por 1min e uma extensdo final de 30 min a 72°C. Os produtos de PCR foram
diluidos na propor¢éo de 2:3 em agua ultrapura. A microplaca de sequenciamento foi
preparada adicionando em cada poco: 2 pL do produto de PCR diluido, 8 pL de
Formamida Hi-Di (Applied Biosystems, CA) e 0,1 pL do marcador de pares de bases
GeneScan LI1Z 600 (Applied Biosystems, CA).

Os produtos de PCR marcados com fluorescéncia, foram genotipados em
sequenciador automatizado (Genetic Analyzer — modelo: 3500XL/ Applied
Biosystems). Os dados fornecidos pelo sequenciador foram analisados, por meio do

programa GeneMarker v.1.85, seguido por uma checagem manual.

O programa POPGENE 1.32 — Population Genetic Analysis (YEH et al., 2000)
foi utilizado para a determinacdo do nimero de alelos (NA), nimero de alelos efetivos
(Ne), indice de Shannon (I), heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He),
heterozigosidade esperada de Nei (Hs). O teste para o equilibrio de Hardy-Weinberg
(EWH) e a presenca de desequilibrio de ligacéo entre os pares de loci foi calculado pelo
programa GENEPOP 4.0.10 (ROUSSET, 2008; RAYMOND e ROUSSET, 1995);
subsequentemente os P valores foram ajustados pela correcdo sequencial de Bonferroni
(RICE, 1989). O calculo do coeficiente de endogamia (Fis) para cada locus e para a
populagdo como um todo foi calculado pelo programa ARLEQUIN 3.5.1.3
(EXCOFFIER et al., 2010). O programa BOTTLENECK 1.2.02 (CORNUET e

LUIKART, 1996) foi utilizado para verificar evidéncias de uma reducdo recente no
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tamanho populacional pelo excesso ou deficiéncia de heterozigotos pelos modelos
evolutivos para locos de microssatélites, Infinite Alleles Model (IAM), Two-Phase
Model (TPM — com 90% SMM e 10% IAM) e Stepwise Mutation Model (SMM). O
nivel de significancia do excesso ou deficiéncia de heterozigotos foi determinado pelo
teste de Wilcoxon. A presenca de alelos nulos, erros de analise e presenca de alelos
dropout (dominancia de alelo pequeno), que poderiam levar a desvios do Equilibrio de
Hardy-Weinberg foram testadas pelo programa MICROCHECKER v.2.2.3 (VAN
OOSTERHOUT et al., 2004). A probabilidade de exclusdo de paternidade (Q) (WEIR,
1996) e a probabilidade de identidade genética (1) (PAETKAU et al., 1995) foram
estimadas pelo Identity 1.0 (WAGNER e SEFC, 1999). O contetdo de informacao
polimorfica (PIC) foi obtido pelo Cervus v.3.0 (MARSHALL et al., 1998).

Analise de diversidade da regido controladora do DNA mitocondrial — D-loop

A regido controle do DNA mitocondrial foi parcialmente amplificada de acordo
com Panarari-Antunes et al. (2008), que utilizaram os primers L 5’-
AGAGCGTCGGTCTTGTAAACC-3> (CRONIN et al, 1993) e H 5-
CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3* (MEYER et al., 1990) para outra espécie do
género Brycon. Foram realizadas reacdes de 25 pL contendo 1X GoTaq® Master Mix
Colorless (Promega), 1uM de cada primer, e 3 uL de DNA na concentracdo de 0,005
ng/uL. As amostras foram colocadas em termociclador MJ96+/MJ96G Biocycler
utilizando uma desnaturacéo inicial de 3 min a 94°C, 35 ciclos de 1 min a 94°C, 45s a
55°C e 2 min a 72°C, uma extensdo final de 10 min a 72°C. Em seguida parte do
produto de PCR foi purificado pela enzima exonuclease ExXoSAP-IT (GE Healthcare),

seguindo as instruc@es do fabricante.

Para as reagdes de sequenciamento foi utilizado o kit BigDye Terminator™ Kkit
(v. 3.1 — Applied Biosystems), utilizando 0,5 uM de um dos primers e 1uL do produto
de PCR purificado, seguindo as instrucdes do kit. Os produtos das reacGes de
sequenciamento foram purificados por precipitacdo com EDTA e etanol (5 pL de
EDTA 125 Mm + 60 pL de etanol absoluto), entédo foram adicionados 10puL Formamida
Hi-Di (Applied Biosystems, CA) e posteriormente sequenciados em seqlienciador

automatizado (Genetic Analyzer — modelo: 3500XL / Applied Biosystems).
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A anélise de qualidade das sequéncias e geracdo dos contigs foi feita pelo
aplicativo on-line Electropherogram Quality Analysis (TOGAWA e BRIGIDO, 2003),
acessado em: http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/. Posteriormente as sequéncias
foram checadas manualmente por meio do programa DNA Baser v. 3.5.5.216 (Heracle
BioSoft SRL) e alinhadas pelo aplicativo Clustal W (THOMPSON, 1994) no programa
BioEdit 7.1.3.0 (HALL, 1999).

As sequéncias foram submetidas a uma busca no BLAST - Basic Local
Alignment Search Tool (ALTSCHUL et al., 1990) na péagina do NCBI — National
Center for Biotechnology Information, acessada em:
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi. O programa tRNAscan-SE (LOWE e EDDY,
1997) foi utilizado on-line no sitio: http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/ para buscar
possiveis tRNA. As sequéncias dos diferentes hapldtipos encontrados foram depositadas
no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

O programa DnaSP v5 (LIBRADO e ROZAS, 2009) foi utilizado no calculo do
namero de haplétipos, diversidade haplotipica, diversidade nucleotidica. Os testes de
neutralidade seletiva de amostras aleatdrias de sequéncias de DNA sobre o modelo de
sitios infinitos de Tajima (D) e Fu (Fs), a determinacdo dos haplotipos e as estimativas
de frequéncias haplotipicas foram realizados por meio do programa ARLEQUIN 3.5.1.3
(EXCOFFIER et al., 2010).

A rede de haplétipos foi gerada por meio do programa Network 4.6.1.1 (Fluxus
Technology Ltd - http://www.fluxus-engineering.com), baseado no algoritimo median-
joining (BANDELT et al., 1999).

3 RESULTADOS
3.1 Amplificacdo heterdloga de primers de microssatélite

Dos 32 pares de primers testados 10 apresentaram amplificacdo heterdloga
satisfatoria, livre de amplificacbes inespecificas; destes, quatro foram monomorficos,
mesmo quando o nimero de individuos testados foi elevado para 15, enquanto seis
(BoM 2, BoM 5, BoM 6, Bh 6, Bh 13 e Bc48-06) primers apresentaram amplificacdo

polimdrfica satisfatoria (Tabela 1).
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3.2 Diversidade genética com marcadores microssatélite

Os seis locus polimdrficos analisados, produziram um total de 35 alelos. O
namero de alelos produzidos por cada locus variou de dois (BoM 2) a 12 (Bh 6), com
uma média de 5,83 (x 3,66) alelos por locus (Tabela 2). O tamanho dos alelos variou de
128 pb (BoM 5 e Bc48-6) a 270 pb (Bh 6). Foram encontrados oito alelos raros (com
frequéncia menor do que 5%) e 11 de baixa frequéncia (menor do que 10%).

N&o foram detectadas evidéncias de erros de amostragens, seja pela presenca de
picos inespecificos (stutter), por “alelos dropout” e ou por alelos nulos, para quaisquer
dos loci amostrados. N&o h& evidéncias de que esta populacdo tenha passado por um
bottleneck recente por nenhum dos modelos evolutivos para locos de microssatélites,
quais sejam: Infinite Alleles Model (IAM), Two-Phase Model (TPM) e Stepwise
Mutation Model (SMM).

O conjunto de loci apresentou um PIC médio de 0,6015 e, com excecdo de BoM
2, todos apresentaram valores de PIC acima de 0,5. Também apresentou uma alta
probabilidade combinada de exclusdo de paternidade (Q=0,962) e uma baixa
probabilidade de identidade génica (1=2,9x107).

O teste de desequilibrio de ligacdo, seguido da correcdo sequencial de

Bonferroni manteve-se significativo apenas entre os loci BoM 5 e BoM 6.

A média da heterozigosidade observada foi de 0,6167 (+ 0,2563), enquanto que
a esperada foi de 0,6015 (+ 0,2503). Ndo foram observados valores significativos de
coeficiente de endogamia (Fis) para nenhum loci, nem tampouco para a populacdo como
um todo, ndo foram constatados excesso, nem déficits nos numeros de heterozigotos.
Também ndo foram observados desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg
para nenhum dos seis loci (Tabela 2). O indice de Shannon para a populacdo estudada
foi de 1,2267 (x 0,6128) e a heterozigosidade esperada de Nei (1973) foi de 0,5940 (z
0,2472) (Tabela 2)
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Tabela 1 - Amplificacdo heteréloga de seis primers em Brycon nattereri. Temperatura
de pareamento (Ta), numero de alelos (NA), amplitude de peso dos alelos em pares de
bases (pb), motivo proposto pelo autor que caracterizou o loco. Locus com a sigla BoM
foram originalmente descritos para Brycon opalinus por Barroso et al. (2003); Bh foram
descritos para Brycon hilarii por Sanches e Galetti (2006); Bc originalmente descrito
para Brycon cephalus por Matsumoto e Hilsdorf (2009).

Ta Amplitude
Locus Motivo Sequéncia 5°2>3’ o NA  dos alelos
C) !
(pb)
F: CTGGGCAGCGGAAGAG .
BoM 2 (CA) R: CCCACATCTCTCCCCTTCG 50°C 2 144-146
(AC)T(AC)AT(AC) F: CGACCACAATAGGATTAGGG 53,3° ]
BoM'5 R: CTGGAGTTTGTGTGTGGA c [ 18-1%
BoM6 (CATACAT(CA) FGGAGTTTGTGTGTGBAGACCGAG  4eoc 7 154150

R: GCACGCAGACACCAGA

F: GCGTTGCGTGTGTATGTTAA o
B 6 (GT) R: AGAGGTGTCCACAAAGTTTT 48°C 12 224-270

F: AGCAATTTAAGCAAGTGAAG .
Bh 13 (AT) R: GCGTCGGAGCAGTAGTTATA 56°C 4 168-180

F:GGAGGACAGTGAGTGGACG .
Bc48-6 (CA) R.GTTTGCTTGGACATCTGC 6°c 3 128-132

Tabela 2 - Resultados de analises da diversidade genética em seis loci de microssatélite
de uma populacdo remanescente de Brycon nattereri encontrada no rio Laranjinha.
Numero de alelos (Na), numero de alelos efetivos (Ne), heterozigosidade observada
(Ho), heterozigosidade esperada (He), coeficiente de endogamia (Fis), P-valor para
desvio no equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), heterozigosidade esperada de Nei
(Hs), indice de Shannon (1). ™ = no significativo. SD = desvio padrao.

Locus Na Ne Ho He Fis EHW Hs |

BoM2 2 1,133 0,1250 0,1187 -0,05405"° 1,0000"° 0,1172 0,2338
BoM5 7 3,893 0,7250 0,7525 0,03704"° 0,9550™° 0,7431 1,6013
BoM6 7 3,879 0,7250 0,7516 0,03581N° 0,9575™° 0,7422 1,5873
Bh6 12 4,494 0,8500 0,7873 -0,08068"° 0,5457"° 0,7775 1,9436
Bh13 4 2,518 0,5750 0,6104 0,05876™° 0,4822N° 0,6028 1,0291
Bc48-6 3 2,386 0,7000 0,5883 -0,19279™° 0,2159"° 0,5809 0,9651
Média 5,8 3,051 0,6167 0,6015 -0,02559"° 0,5940 1,2267
SD 3,66 1,256 0,2563 0,2503 0,2472 0,6128
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3.3 Diversidade genética da regido controladora do DNA mitocondrial (D-loop)

Um fragmento de aproximadamente 600 pb (Figura 4) foi amplificado
utilizando-se o par de primers propostos por Panarari-Antunes et al. (2008). Depois de
purificado foram sequenciados 555 pb, incluindo 497 pb pertencente a regido de
controle do DNA mitocondrial (D-loop) mais uma sequéncia flanqueadora de 58 pb
relacionada ao tRNA-Pro.

Figura 4 — Amplificacédo parcial da regido controladora do DNA mitocondrial (D-loop)
em exemplares de Brycon nattereri, de acordo com Panarari-Antunes et al. (2008),
utilizando os primers L proposto por Cronin et al. (1993) e H descrito por Meyer et al.
(1990) (FONTE: GECON).

Foram obtidos trés sitios polimorficos, gerados por trés mutacbes do tipo
transicdo, e quatro hapldtipos. As diversidades haplotipicas (h) e nucleotidica (Pi)
foram, respectivamente, 0,650 (+ 0,045) e 0,15%.

O haplotipo 1 (CGA) foi 0 mais frequente ocorrendo em 19 individuos enquanto
o0 hapl6tipo 3 (TGG) foi 0 mais raro ocorrendo em apenas dois individuos (Tabela 3). A
rede de haplétipos evidencia que os haplétipos 1, 3 e 4 derivam do haplétipo 2 (Figura
5).
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Tabela 3 - Sitios variaveis de DNA mitocondrial entre quatro haplétipos da regido
controle do DNA mitocondrial (D-loop) amostrados de 40 individuos de Brycon
nattereri. Nimero de cada hapl6tipo na amostra (N).

Posicéo do
Haplétipos Nucleotideo N
19 350 419
Hap 1 C G A 19
Hap 2 T G A 14
Hap 3 T G G 2
Hap 4 T A A 5

Os testes de neutralidade de Tajima e Fu ndo foram significativos nem
negativos, isto significa que as mutagfes no genoma mitocondriais sdo seletivamente

neutras e que ndo ha evidencia de expansao populacional.

35
HHap 1l

19 M Hap 2
IHap 3
Hap 4

a) b)

Figura 5 — a) rede de hapl6tipos de Brycon nattereri gerada por meio do programa
Network 4.6.1.1, baseado no algoritimo median-joining, o tamanho dos circulos é
proporcional a frequéncia do hapldtipo, nimeros representam a posi¢do da mutacdo na
sequéncia; b) Grafico com a proporcao da distribuicdo dos haplotipos na populacéo de
Brycon nattereri.
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4 DISCUSSAO
4.1 Amplificacdo heterologa (transferabilidade)

A amplificacdo heteréloga de primers de microssatélite entre espécies de peixe
proximamente relacionadas é uma alternativa utilizada com sucesso por diversos
autores, quando ndo estdo disponiveis primers especificos (ABREU et al., 2009;
RAMOS et al., 2012). Especialmente no género Brycon Matsumoto e Hilsdorf (2009) e
Lépez (2006) ja haviam obtido sucesso na amplificacdo heterdloga.

Os altos valores de PIC, uma alta probabilidade combinada de exclusdo de
paternidade e a baixa probabilidade de identidade génica demonstram uma boa
aplicabilidade deste conjunto de loci em estudos de parentesco e diferenciagdo

populacional.

Apesar dos loci BoM 5 e BoM 6 apresentarem-se em desequilibrio de ligagdo na
populacdo analisada, tal fato ndo inviabiliza seu uso, pois Rueda et al. (2011), em um
trabalho que propde um conjunto de primers para outra espécie de Characiformes,
encontraram pares de primers, que mostraram-se em desequilibrio de ligagdo em uma
dada populacdo, mas ndo em outra. Os referidos autores atribuiram os resultados
encontrados ao pequeno numero amostral utilizado em suas populagdes, as quais eram

de cerca de 20 individuos.

4.2 Andlise da Diversidade Genética da populacdo de Brycon nattereri por meio dos

marcadores Microssatélite e D-loop

Laikre et al. (2008) alertam que diversos paises apresentam programas para
monitorar a biodiversidade em niveis de ecossistemas ou espécies, porém, ainda faltam
programas para monitorar a composicdo genética e os niveis de diversidade genética,
mesmo esta necessidade sendo repetidamente salientada. O monitoramento genético
para a conservacdo das espécies poderia apresentar explicacdes em raz6es das mudancas

observadas nos niveis de diversidade genética.

Freeland (2005) considera que, geralmente, o tamanho ideal da amostra

populacional é pelo menos entre 30 e 40, entretanto, ressalta que isto dependera, em
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algum grau, da variabilidade do locus que se esta caracterizando. Erros de amostragem

poderiam causar erros na estimativa das frequéncias alélicas.

Os tamanhos amostrais utilizados em estudos populacionais de peixes
neotropicais variam muito de acordo com a disponibilidade da espécie na natureza, bem
como pelo esforco de coleta empregado. No género Brycon, os estudos com populagtes
naturais, que utilizam marcadores microssatélite e de DNA mitocondrial, tém utilizado
em média, um tamanho amostral de aproximadamente 29 individuos por populacdo
(HILSDORF et al., 2002; BARROSO et al., 2005; LOPEZ, 2006; MATSUMOTO e
HILSDOREF, 2009). Com base nisto, podemos assegurar que o tamanho amostral de 40
individuos, utilizado no presente trabalho, foi adequado para acessar a diversidade
genética de Brycon nattereri.

O ndmero medio de alelos encontrados para os seis loci nesta populacéo foi de
5,833 (+3,656) e variou de 2 a 12 alelos por locus; valor este um pouco abaixo do valor
médio entre espécies de peixes de agua doce encontrado por DeWoody e Avise (2000),
que foi de 9,1 (x 6,1). Porém, nossos valores sdao concordantes aos observados por
Sanches e Galetti Jr (2006), que encontraram um nimero médio de alelos por locus de

5,57 para Brycon hilarii, e uma variacao de trés a oito alelos por locus.

Outras trés espécies do género Brycon, também ameacadas de extincdo ja
tiveram suas diversidades genéticas analisadas por meio de marcadores microssatélites.
Uma populacao de cativeiro de Brycon orbignyanus apresentou uma média de 2,8 alelos
e uma variacdo de 2 a 3 alelos por locus, neste caso, 0s autores atribuiram o baixo
namero de alelos encontrados a dificuldade de se utilizar loci heter6logos
(RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al, 2010). Exemplares de Brycon insignis
Steindachner, 1877, provenientes de cinco populacdes selvagens e uma de cativeiro,
apresentaram um namero medio de alelos por locus variando de 58 a 9,4
(MATSUMOTO e HILSDORF, 2009). Uma terceira espécie, Brycon opalinus, teve sete
populacdes selvagens e uma populacdo de cativeiro analisada, e a média de alelos por
I6cus por populacdo variou de 5,43 a 15,14 (BARROSO et al., 2005). Ainda, L6pez
(2006) encontrou, em quatro populacGes de cativeiro e duas selvagens de Brycon
moorei sinuensis Dahl, 1955, uma média de 7,83 alelos por locus e uma variagdo de 5 a

13 alelos.
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Apesar de ser uma medida relativametne simples, a diversidade alélica € muito
sensivel ao tamanho da amostra, ou seja, 0 nimero de alelos depende, em parte, do
nimero de individuos analisados; da mesma forma, a medida de heterozigosidade
observada (H,) estd muito sujeita a erros amostrais. De modo diverso, a
heterozigosidade esperada (H.) é muito menos sensivel do que as medidas de
diversidade anteriores a efeitos de amostragem (FREELAND, 2005). Alguns autores
tém demonstrado que, em geral, as espécies marinhas mantém maiores niveis de
diversidade intrapopulacional por conseguirem manter maiores tamanhos populacionais
por maiores periodos de tempo (DeWOODY e AVISE, 2000;WARD, 2002).

As estimativas de H, e H. revelaram que os niveis de diversidade genética
encontradas nesta populacdo remanescente podem ser considerados satisfatorios,
permanecendo préximos aos encontrados para outras espécies do mesmo género.
Valores de heterozigosidade acima de 0,6 tém sido considerados como altos indices de
diversidade genética em outras espécies (RAMOS et al., 2012), desta forma, apesar de
tratarmos de uma espécie ameacada de extin¢do, os valores encontrados ndo sugerem
uma perda importante de diversidade genética observada pelos marcadores

microssatélites.

O valor de H, encontrado na amostra estudada foi superior ao valor médio de
variacdo genética revelada por marcadores microssatélite para espécies de peixes de
agua doce 0,54 (£0,25) (DeWOODY e AVISE, 2000). Também ndo encontramos
diferencas contrastantes quando comparamos o Ho e He de B. nattereri a outras
espécies do género Brycon estudadas com marcadores microssatélites, tais como,
Sanches e Galetti Jr (2006) H, = 0,6514 e H, = 0,6671, Lopez (2006) H, = 0,51 e He =
0,74, Barroso et al. (2005) H, = 0,495 a 0,634 e H, = 0,821 a 0,892. Matsumoto e
Hilsdorf (2009) encontraram valores de H, = 0,77 2 0,88 e H, = 0,71 a 0,83 (Tabela 4)

O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) representa a hipdtese nula, que
utilizamos como base de comparacdo para deteccdo de desvios de panmixia, migracao,
selecdo entre outros (FRANKHAM, BALLOU e BRISCOE, 2010). Na populacédo
analisada, nenhum locus apresentou desvios significativos do EHW. Apesar do conjunto
rigoroso de critérios que estdo associados ao EHW, o equilibrio é esperado para
populacbes grandes e exogamicas, para as quais os valores observados e esperados de

heterozigosidade mostram-se concordantes para a maioria dos locos. Nesta situacdo os
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locos em questdo continuam sujeitos a mutacdo, migracdo, selecdo e efeitos de
amostragem, porém em niveis muito baixos para serem detectados em tamanhos
amostrais realisticos (FRANKHAM, BALLOU e BRISCOE, 2010; FREELAND,
2005).

Tabela 4 - Pardmetros de diversidade genética dentro do género Brycon. Npop =
tamanho da amostra, S = amostra selvagem, C = amostra de cativeiro, > = ndo
significativo, NA = ndo avaliado, He = heterozigosidade esperada, Ho=
heterozigosidade observada, EHW = Desvios no Equilibrio de Hardy-Weinberg, Fis pop
= Coeficiente de endogamia da populacdo, Bottleneck = possibilidade da ocorréncia de
Bottleneck recente a partir de dados de microssatélite.

. Rodriguez- Matsumoto e Sanches DeWoody
Parametro Ga“g%igt al., Rodriguez et Hilsdorf, Barrggggt al., L6pez, 2006 e Galetti e Avise,
al., 2010 2009 Jr (2006) 2000
B B. moorei B

Espécie  B. nattereri . B. insignis B. opalinus ; ) R
orbignyanus sinuensis hilarii

N vor 40 44 208 229 262 30
(15) (1C) (55+1C) (7S+1C) (2S+4C) (19)

Na 35 14 61 162 47 39

Na 5,83 2,8 58a94  543a15,114 7,83 5,57 9,1

He 0,6015 0,607 0,71a0,83 0,821a0,892 0,74 0,6671

Ho 0,6167 0,907 0,77a0,88 0,495a 0,634 0,51 0,6514 0,54
EHW N&o Sim Sim Sim Sim NA
Fis pop -0,02559"° -0,489 NA 0,148 a 0,414 0.304 NA
Bottleneck N&o NA Sim NA Sim NA

O fato da populacdo de B. nattereri ndo apresentar desvios do EHW e
coeficiente de endogamia significativo, pode ser um indicio de que esta populacdo tem
mantido um tamanho populacional efetivo relativamente satisfatorio e suficiente para
que ndo haja perda de diversidade genética por meio de fatores estocasticos, ou por
consequéncias da endogamia. O que é um fator positivo, por se tratar de uma espécie

ameacada de extin¢éo.

A regido controladora do DNA mitocondrial, D-loop, vem sendo amplamente
utilizada principalmente no estudo de populacées e filogeografia, pois é considerada a

regido que possui as maiores taxas de mutagdo (PRIOLI et al., 2002; WARD, 2002,
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MARTINS et al., 2003; IERVOLINO et al., 2010; ARIAS e INFANTE-MALACHIAS,
2012).

A diversidade haplotipica (h) é o equivalente haploide da H. de dados diploides
(FREELAND, 2005). Os dados de diversidade genética da regido D-loop do DNA
mitocondrial (h = 0,650 + 0,045), corroboram aqueles encontrados pelos microssatélites
(He = 0,6015 + 0,2503). Esta concordancia entre os dados de SSR e D-loop ja havia sido
encontrada antes por Barroso et al. (2005) em Brycon opalinus.

Hilsdorf et al. (2002) analisando o DNA mitocondrial de Brycon opalinus por
meio de cortes com enzimas de restricdo obteve 27 hapl6tipos diferentes. Panarari-
Antunes et al. (2008) analisando a regido D-loop de outra espécie do género Brycon
obtiveram 24 sitios nucleotidicos polimérficos, enquanto que em nosso trabalho

encontramos apenas quatro haplétipos em trés sitios polimérficos.

E importante, contudo, ressaltar que os trabalhos comparados anteriormente ao
nosso foram realizados em no minimo dois trechos de coleta, em areas amostrais muito
maiores. Por outro lado, quando comparadas populacdes equivalentes ou menores
sempre verifica-se maiores indices de diversidade; por exemplo, Hisdorf et al. (2002)
encontraram 13 haplotipos diferentes em uma amostra com 42 individuos e 10

haplotipos em uma amostra de 40 individuos.

Hilsdorf et al. (2002), trabalhando com sete populacbes selvagens e uma de
cativeiro, encontraram, uma diversidade haplotipica de 0,60 e 0,75 respectivamente, que
neste caso é semelhante a encontrada para B. nattereri, entretanto as diversidades
nucleotidicas média de 0,0072 na populacdo natural e 0,0076 na populacéo de cativeiro,

apesar de baixas, ainda sdo bem superiores ao encontrado para B. nattereri.

Desta forma, apesar de uma diversidade haplotipica compativel com o
encontrado para outra espécie do género Brycon (Hilsdorf et al. 2002) o nimero de
haplotipos encontrados e de diversidade nucleotidica sdo notavelmente menores do que
0s encontrados para maioria das espécies de peixes neotropicias estudados até o

momento.

Os testes D de Tajima e Fs de Fu foram utilizados para verificar se as mutacoes
gue ocorreram no genoma mitocondrial sdo seletivamente neutras ou ndo e também se

as sequéncias desviam significativamente do esperado para 0 modelo de expansdo da
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populacdo (SANTOS, RUFFINO e FARIAS, 2007). Valores significativos para o teste
D de Tajima podem ser relacionados a selecdo, expansdo populacional, bottlenecks e
taxas de mutagéo distintas; mesmo valores negativos e ndo significativos podem indicar
uma expansdo populacional e precisam ser testados pelo teste Fs de Fu que é mais
sensivel a expansdao populacional (GARCEZ, CALCAGNOTTO e ALMEIDA-
TOLETO, 2011). Nossos resultados ndao foram significativos para ambos os testes,

indicando que as mutagdes na regido D-loop sdo seletivamente neutras.

O DNA mitocondrial € um marcador potencialmente mais sensivel a deriva
genética do que o DNA nuclear. Devido ao seu padrdo de heranca materna, e a natureza
haploide do seu genoma seu tamanho efetivo populacional é um quarto do genoma
nuclear, isto o torna mais sensivel a eventos demograficos como bottlenecks, pois
mesmo que a populacdo se recupere rapidamente, restardo menos copias de haplotipos
mitocondriais comparados aos genes nucleares (BIRKY et al., 1983; WARD, 2002;
FREELAND, 2005), Devido a este reduzido tamanho efetivo populacional Freeland
(2005) chama atencéo pois estes haplotipos tem uma grande probabilidade de tornarem-
se extintos, e esta perda pode levar os pesquisadores a subestimar os niveis de

diversidade genética.

Comparaces entre 0 genoma nuclear e de organelas podem ser influenciadas
pela historia demografica passada. Resultados conflitantes podem ser encontrados
quando marcadores de genomas nucleares e de organelas sdo utilizados para detectar
bottlenecks devido a maior sensibilidade de genomas de organelas a estes efeitos
(FREELAND, 2005).

Entre as estatisticas do DNA mitocondrial, a diversidade nucleotidica tende a ser
menos relacionada com a abundancia de individuos do que o nimero de haplotipos e
diversidade haplotipica. Uma das explicacOes, é que a intensidade destas relacbes entre
diversidade genética e abundancia populacional, reflete a taxa relativa com que
diferentes estatisticas aumentam em valor apds um episddio de baixa diversidade. A
diversidade de microssatélites normalmente recupera-se mais rapido do que a
diversidade do DNA mitocondrial. Dentre as estimativas do DNA mitocondrial, o
namero de haplétipos e a diversidade haplotipica respondem mais rapidamente do que a
diversidade nucleotidica.  Portanto, a diversidade nucleotidica pode ser mais

influenciada por fatores historicos, como flutuagdes no tamanho populacional, gargalos,
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vicaridncia, introgressdo, ‘“selective sweeps’ comparado as outras estatisticas

(MACCUSKER e BENTZEN, 2010).

Fica evidente que a utilizagdo marcadores com diferentes naturezas e taxas de
evolugdo para detectar a diversidade e estrutura genética de populacdes € extremamente
importante, pois desta forma é possivel acessar com mais precisdo o histdrico

demografico de uma popula¢do mesmo quando ndo estdo disponiveis dados passados.

Em nosso trabalho, apesar dos marcadores microssatélite ndo evidenciarem a
ocorréncia de um bottleneck recente, os indices de diversidade genética do DNA
mitocondrial, tais como o numero de hapl6tipos e principalmente a diversidade
nucleotidica foram visivelmente menores aos apresentados pela maioria das especies de
peixes neotropicais ja estudadas, estas diferencas podem ter sido causadas por um
gargalo populacional, que provavelmente devido ao menor tamanho efetivo do genoma
mitocondrial, um quarto em referéncia ao nuclear (WARD, 2002), foi intenso suficiente
para causar a perda de haplotipos, porém ndo o bastante, para afetar de maneira
significativa 0 genoma nuclear. Segundo os parametros propostos por Grant e Bowen
(1998), uma alta diversidade haplotipica acompanhada por uma baixa diversidade
nucleotidica pode indicar um bottleneck seguido de um rapido crescimento populacional

e acumulo de mutacdes.

A possibilidade de algum evento passado ter causado uma reducéo aleatoria no
tamanho das populacbes deste trecho de coleta, um chamado bottleneck, é reforcada
pelos dados obtidos por Ferreira (2013) que estudou a espécie Geophagus brasiliensis
nesta mesma localidade por meio de marcadores Microssatélites, AFLP e D-loop.
Apesar dos dados de microssatélite ndo evidenciarem um bottleneck recente, Ferreira
encontrou apenas um haplétipo para a regido controladora do DNA mitocondrial em 30
individuos analisados, adicionalmente, para os marcadores AFLP, encontrou menos da
metade de loci polimérficos quando comparado aos demais trechos de coleta, estes

dados evidenciam uma perda significativa de diversidade genética nesta localidade.

Situacdes em que ha indicios de reducdes no tamanho populacional pelo DNA
mitocondrial, no entanto o DNA nuclear (microssatélite) ndo apresenta sinais de um
bottleneck ja foram evidenciadas por outros pesquisadores tais como Waits et al. (2000),
neste caso provavelmente, o impacto do bottleneck foi duradouro sobre a diversidade

genética do genoma mitocondrial e severa o suficiente para eliminar a maioria dos



271

haplétipos, entretanto, o impacto sobre os marcadores microssatélite foi minimo, ja que

multiplos alelos de microssatélite foram mantidos em cada subpopulagéo.

Uma situacdo semelhante pode ser observada entre os trabalhos desenvolvidos
por Hilsdorf et al. (2002) e Barroso et al. (2005), respectivamente, com DNA
mitocondrial e microssatélites. Nestes casos, em uma amostra de 38 individuos de uma
localidade foi observado apenas um haplotipo do DNA mitocondrial, porém foram
encontrados 73 alelos diferentes para sete loci de microssatélite, Hilsdorf et al. (2002)
atribuem a auséncia de diversidade de hapl6tipos mitocondriais a um processo de
bottleneck causado pela destruicdo da vegetacao ripéria.

Outra explicagdo que pode ser dada a esta aparente discrepancia entre as
diversidades genéticas de marcadores microssatélites e mitocondriais, quanto a
ocorréncia ou ndo de um possivel bottleneck, pode ser inferida a partir da observacao da
rede de haplétipos (Figura 4), verificamos que apenas um ponto mutacional separa 0s
haplotipos 1, 3 e 4 do haplétipo 2, este ultimo localiza-se na posicao central da rede e
possui multiplas ligacbes que sdo indicativos de que este haplétipo pode ser o mais
antigo (FREELAND, 2005), desta forma, pode ter sido o Gnico a restar ap0s o

bottleneck que eliminou outros haplétipos.

Alternativamente, o efeito fundador pode ocasionar um sinal semelhante ao de
um bottleneck em uma populacéo, na regido onde encontra-se esta populacédo de Brycon
nattereri ha uma proximidade geografica entre tributarios do rio Laranjinha e do rio
Tibagi (Figura 2 — Capitulo 3), e poderia configurar o local de entrada no rio Laranjinha
de exemplares de Brycon nattereri advindos do rio Tibagi, ocasionando “perda” de
haplotipos e posterior crescimento populacional e acumulo de mutacdes conforme

apontado por Grant e Bowen (1998).

Conforme citado anteriormente depois de um evento de baixa diversidade
genética, os microssatélites se recuperam muito rapidamente em relacdo ao DNA
mitocondrial, e considerando este Gltimo o numero de haplétipos e diversidade
haplotipica recuperam-se mais rapidamente do que a diversidade nucleotidica
(MACCUSKER e BENTZEN, 2010). Verificamos que a diversidade apresentada pelos
marcadores de microssatélite é satisfatéria e proxima aos trabalhos com o mesmo
género, Porém, a regido D-loop apesar de apresentar uma diversidade haplotipica

razoavel, revelou um niimero de haplotipos relativamente baixo e niveis muito baixos



272

de diversidade nucleotidica, em comparagdo com outras especies de peixes. Desta
maneira, este bottleneck pode ter ocorrido ha tempo suficiente para que a diversidade
dos marcadores de microssatélite ja tenham se recuperado, e para que 0 genoma
mitocondrial comece a se recuperar (nimero de haplétipos e diversidade haplotipica),
possuindo tanto haplétipos mais antigos, como originados recentemente (H3 = 5%),
todavia a diversidade nucleotidica ainda permanece baixa por necessitar de um maior

tempo de recuperacao.

Os alelos e haplétipos que sdo extintos em uma populacdo podem ser repostos
por mutacdo, mas devido as baixas taxas em que ocorrem recuperar a variacdo de um
loco poderia levar milhares ou milhdes de geracdes. Ao contrario, o fluxo génico, entre
populacdes geneticamente diferenciadas pode restaurar rapidamente a diversidade
genética (FRANKHAM, BALLOU e BRISCOE, 2010), desta maneira recuperando
alelos perdidos anteriormente. Para que isto ocorra € necessario que o alelo ainda esteja

presente em outras populacées.

Considerando que em nosso trabalho utilizamos individuos oriundos de uma
Unica populacdo natural, que encontra-se provavelmente isolada na porgéo alta do rio
Laranjinha podemos dizer que nossos niveis de diversidade genética sdo satisfatorios
tanto no que se refere aos marcadores de microssatélite, como no que se refere ao DNA
mitocondrial, que apesar de apresentar uma diversidade nucleotidica muito abaixo de

outras espécies, ainda existem quatro haplotipos diferentes.

Os dados aqui encontrados, além de fornecerem o primeiro diagndstico da
diversidade genética para B. nattereri, também devem servir de base para um programa
de monitoramento da diversidade genética de longa duracdo, tal como sugerido por
Hilsdorf et al. (2002), onde o autor afirma que a composicdo haplotipica encontrada em
seu trabalho com B. opalinus serve como um parametro para monitorar a variacao
temporal nas frequéncias dos hapldtipois e mudancas na estrutura das populagdes.
Assim, poderemos detectar possiveis declinios em sua diversidade genética e tomar

medidas imediatas impedindo que seu patriménio genético se depaupere.

Determinar os locais que as espécies ameacadas devem ser manejadas e
conservadas € uma das questdes mais importantes da biologia da conservacdo. Nesta

perspectiva, a informagdo genética, sempre combinada com aspectos ecoldgicos e
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informacdes bioldgicas podem fornecer informagfes extremamente (teis para 0 manejo
e conservagdo (MAMURIS et al., 2005).

Neste caso em especifico, sugerimos que novos trabalhos sejam realizados com
objetivo de determinar os limites geograficos desta populacdo, incluindo pesquisas com

a marcagdo de exemplares.

E importante salientar que Brycon nattereri é uma espécie de ocorréncia quase
exclusiva em regifes de cabeceira das bacias hidrograficas, estes ambientes se
caracterizam por possuirem um nuamero significativo de corredeiras que mantém as
aguas bem oxigenadas. A construcdo de barramentos ao longo do rio, e a consequente
destruicdo destes habitats pode tornar a ocorréncia destas espécies cada vez mais restrita
a um nimero ainda menor de corpos d’agua. Portanto, estes empreendimentos

representam uma ameaca muito significativa.
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5 CONCLUSOES

A diversidade genética de Brycon nattereri ficou surpreendentemente acima do
esperado, principalmente por se tratar de uma espécie ameacada de extingdo e isolada
em uma porcdo do rio. Ainda existe uma quantidade relativa de diversidade no genoma
mitocondrial, e uma quantidade satisfatdria, dentro dos limites encontrados para o
género Brycon, para os marcadores de microssatélite. Estes dados revelam a existéncia
de diversidade genética nesta populacdo, e esforcos para sua protecdo podem trazer

bons resultados.

Devido as caracteristicas bioldgicas da espécie, tais como sensibilidade a
qualidade da &gua e sua dependéncia de recursos aldctones, entendemos que a
pirapitinga € uma forte candidata a espécie bandeira para conservacdo ndo apenas do rio
Laranjinha, mas de todas as suas matas ciliares. Acreditamos que as popula¢es podem
se recuperar e expandir sua area de ocorréncia naturalmente, desde que esfor¢os sejam

empregados na recomposicdo de matas e melhoria da qualidade da agua.

Este trabalho e todas as medidas de preservacao e recuperacao propostas vao de
encontro as estratégias tracadas pelo préprio Ministério do Meio Ambiente (ROSA;
LIMA, 2008).
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5 CONCLUSOES GERAIS

O rio Laranjinha possui uma ictiofauna muito rica, nela podemos destacar:

o Grande quantidade de espécies migradoras;

o Espécies ameacadas de extin¢do no estado do Parana e no Brasil;

o Espécies novas para ciéncia
O rio Laranjinha apresenta diversidade genética satisfatoria nas trés espécies
estudadas, abrigando linhagens mitrocondriais diversas, haplétipos exclusivos e
alelos privados;
O rio Laranjinha recebe peixes migradores da represa de Capivara, a0 menos
parte das populacdes de peixes migradores encontrados na represa de capivara
utiliza o rio Laranjinha em algum estagio do ciclo de vida;
Por todos estes motivos o rio Laranjinha comprovou ser fundamental para
manutencado da diversidade de peixes da regido do médio rio Paranapanema,
qualquer decis@o que envolva sua preservacdo, gestdo ou manejo deveria levar
em conta os dados apresentados no presente estudo;
Atualmente o GECON (Laboratorio de Genetica e Conservacdo) da UENP conta
um banco de amostras de DNA da maioria espécies coletadas ao longo do rio
Laranjinha que pode servir como base de comparacdo para futuros estudos de
monitoramento da riqueza de espécies e diversidade genética das espécies
presentes no rio Laranjinha.
O rio Laranjinha ndo deve ser considerado para a construcdo de futuros
barramentos para quaisquer finalidade, levando em conta o risco a diversidade

de peixes ali presente;
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