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ASHIKAGA, Fernando Yuldi. Estudo da estrutura genética de Leporinus friderici
(Characiformes, Anostomidae) das escadas para transposicdo de peixes do complexo
Canoas — Rio Paranapanema. 2008. 75f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia
Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

RESUMO

As barragens construidas ao longo de sistemas hidricos interrompem a dispersao e a migracao
dos organismos aquaticos, afetando principalmente a abundancia das espécies de peixes
migradores. Mecanismos para transposicdo foram construidos em barragens visando
minimizar esses impactos. Poucas sdo as informagdes disponiveis sobre o efeito da constru¢ao
de barragens na estrutura genética populacional da fauna Neotropical de peixes migradores. A
conservagao da diversidade genética é de fundamental importancia para sobrevivéncia de uma
espécie a longo tempo, pois a manutengdo de um pool génico com variabilidade suficiente
faz-se necessario para a adaptacdo da espécie a alteragdes ambientais. Nesse contexto,
marcadores moleculares RAPD e microssatélites, foram utilizados para avaliar a diversidade e
estrutura genética da espécie migradora Leporinus friderici no Complexo Canoas — rio
Paranapanema — Brasil. Sete grupos foram amostrados nas escadas para transposicdo de
peixes das UHEs Canoas 1 e Canoas Il durante o periodo reprodutivo em trés anos
consecutivos. Ambos os marcadores evidenciaram uma alta diversidade genética para esses
grupos. Os marcadores microssatélites mostraram uma perda de heterozigosidade e uma baixa
taxa de endocruzamento para a espécie. A diferenciagdo genética encontrada entre os grupos,
com ambos os marcadores utilizados, pode ser considerada de baixa a moderada. Os dados
obtidos com os parametros de diversidade genética (distancia e identidade genética, FST e
AMOVA) permitiram concluir que os grupos de L. friderici do Complexo Canoas estdo
estruturados como uma Unica populagcdo. Os dados obtidos sobre a diversidade genética e
estrutura populacional de L. friderici sdo de grande importancia para o desenvolvimento de
programas de manejo e conservagdo da espécie no Complexo Canoas, podendo também ser
utilizados em programas de aqliicultura.

Palavras-chave: Escadas de transposi¢do. RAPD. Microssatélites. Estrutura populacional.



ASHIKAGA, Fernando Yuldi. Study of genetic structure of Leporinus friderici
(Characiformes, Anostomidae) in fish passage ladders from Canoas complex —
Paranapanema River. 2008. 75p. Dissertation (Master Degree in Genetics and Molecular
Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

ABSTRACT

The dams built along systems of water interrupt the dispersion and the migration of the
aquatic organisms affecting mainly the abundance of the species of fish migraters.
Mechanisms for transposition were built in dams seeking to minimize those impacts. Little are
the available information on the effect of the construction of dams in the population genetic
structure of the fauna Neotropical of fish migraters. The conservation of the genetic diversity
is of fundamental importance for survival of a species at long time because the maintenance
of a genic pool with enough variability is made necessary for the adaptation of the species to
environmental alterations. In that context, molecular markers RAPD and microsatellites, were
used to evaluate the diversity and structure genetics of the migraters species Leporinus
friderici in the “Complexo Canoas” — Paranapanema river - Brazil. Seven groups were
collected in the ladder for transposition of fish of HPS Canoas I and Canoas II during the
reproductive period in three consecutive years. Both markers evidenced a high genetic
diversity for those groups. The markers microsatellites showed a loss of heterozygosity and a
considerable inbreeding tax for the species. The genetic differentiation found among the
groups with both used markers can be considered low until moderate. The data obtained with
the parameters of genetic diversity (distance and genetic identity, FST and AMOVA) allowed
to conclude that the groups of L. friderici of the “Complexo Canoas” are structured as a single
population. The data obtained on the genetic diversity and population structure of L. friderici
are of great importance for the development of handling programs and conservation of the
species in the “Complexo Canoas” and could also be used in aquaculture programs.

Keywords: Fish ladder. RAPD. Microsatellites. Population structure.
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1 INTRODUCAO

Os peixes se apresentam como os vertebrados mais diversificados e os de
maior variagdo genética conhecida. Existem, aproximadamente, 20.000 espécies de peixes
descritas sendo que a maior parte habita dguas quentes dos oceanos tropicais, perfazendo um
total de40%. Os peixes de agua doce sdo responsaveis por 20 a 25% da biodiversidade dos
vertebrados e hé indicios de que somente na América do Sul ocorram mais de 8.000 espécies,
considerando apenas duas ordens descritas (Characiformes e Siluriformes) (LOWE-
McCONNEL, 1999; TORRES et al., 2004).

Segundo Ormerod (2003) essa enorme biodiversidade de peixes nos supre
ndo somente as necessidades alimentares, com as diversas espécies exploradas, mas também
pode ser utilizada no manejo de ecossistemas, como por exemplo, no controle de mosquitos
vetores de doencas, no controle de vegetacdo aqudtica invasiva e em biomanipulacdes e, as
vezes, na restauragdo de sistemas aquaticos. Além disso, ¢ reconhecida a grande contribuigdo
nos processos do ecossistema, os quais incluem a participagdo na cadeia trofica, a
transferéncia de energia entre os niveis troficos e o transporte de nutrientes entre os
ecossistemas marinhos, de agua doce e terrestre.

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

O processo de constru¢do de barragens e conseqliente formagdo de
reservatorios para fins hidroelétricos conduzem a alteracdes das caracteristicas fisicas,
quimicas, sanitarias e biolodgicas do rio, modifica a intensidade, duracdo e época das cheias,
reduzindo os nutrientes disponiveis e as areas sazonalmente alagaveis criando, nos segmentos

imediatamente abaixo, condi¢des térmicas e hidrodindmicas muito instaveis. Além disso, a



14

construgdo dessas barragens intercepta a rota migratoria de diversas espécies causando
impactos sobre a capacidade biogénica do sistema, disponibilidade de alimento e abrigo para
formas jovens de peixes (THOMAZ et al., 1997; AGOSTINHO; GOMES, 2005).

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

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

A construgdo de hidroelétricas destr6i habitats e aumenta a fragmentacao
geografica de muitas espécies de peixe. A reducao no fluxo genético pode mudar a relagao de
componentes de diversidade até mesmo entre e dentro de populagdes. Freqiientemente,
populacdes de peixes de dgua doce possuem distribuicdo em lugares isolados, o que pode
minimizar o fluxo de gene entre elas, ocasionando processos de diferenciagdo genética.
Portanto, avaliagdes da estrutura genética de populagdes tornam-se necessarias, pois permitem
extrair importantes informagdes a respeito das populacdes naturais e para a elaboragdo de
planos de manejo (cf. LOPES et al., 2007).

Pertencente a ordem Characiformes, familia Anostomidae, subfamilia
Anostominae, Leporinus friderici (BLOCH, 1974), comumente conhecido como aracu, piava
ou piau trés pintas, ¢ um peixe migrador e apresenta uma ampla distribui¢do na América do
Sul, ocorrendo no Suriname, bacia Amazonica, rios do Nordeste, bacias do rio Parana,
Paraguai e do Prata (GODOY, 1987). A ordem Characiformes, juntamente com a de
Siluriformes, representam mais de 85% da ictiofauna dos rios Neotropicais, havendo leve
predominio dos Characiformes (GARAVELLO; BRITSKI, 2003). Os anostomideos podem
ser de pequeno, médio ou grande porte, tendo grande importancia para a pesca comercial e
esportiva, além de serem espécies potencias para o desenvolvimento da piscicultura (DUKE

ENERGY, 2003). Embora os peixes da familia Anostomidae demonstrem alta plasticidade
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alimentar e ampla distribuicdo, a estreita relagdo entre seu alimento e as regides marginais dos
ambientes aquaticos pode estar colocando em risco o futuro deste grupo pela destruicao destas
regides (ORSI, 2005).

Técnicas moleculares como isoenzimas, RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), microssatélites, entre
outras, tém sido amplamente utilizadas para estudos da diversidade e estrutura genética de
peixes neotropicais, ndo somente para fins econdmicos, mas também para preservagio e
manutengdo da biodiversidade (TORRES et al., 2004; PAIVA et al., 2006; AFFONSO;
GALETTI, 2007).

1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Importancia dos Peixes

De acordo com Martins e Tamada (2000) o Brasil, com extensao territorial
superior a oito milhdes de km., ¢ um pais privilegiado em recursos hidricos com cerca de 20%
da dgua doce mundial e a maior das bacias hidrograficas (Amazonica), e mundialmente
reconhecido pela sua importante biodiversidade, possuindo mais de 3.000 espécies de peixes.
Muitas dessas espécies, cerca de 20%, migram e ndo recebem a atencdo merecida quanto a
preservacao € manutengao.

Ormerod (2003) destaca que os peixes estdo entre os recursos naturais
mundiais mais importantes € que, se a importancia econdmica nao ¢ suficiente para enfatizar o
valor que os peixes apresentam, deve-se considerar a importancia intrinseca de sua
conservacdo. Essa importancia estd na biodiversidade e ciclos de vida que apresentam, na
ecologia comportamental, nas interacdes ecologicas e nas adaptagdes fisiologicas
desenvolvidas ao longo da evolucdo, além da potencial utilidade que muitas espécies
oferecem no manejo de ecossistemas (controle de insetos vetores, manejo de vegetacao
invasora e em biomanipulagdes usadas para restauragdes de sistemas aquaticos). Além disso,
os peixes sdo reconhecidos pelo importante papel que cumprem nos processos do ecossistema,
os quais incluem cadeia tréfica, transferéncia de energia entre niveis.

Hilsdorf e Petrere (2002) relatam em seu trabalho que peixes representam
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mais da metade (51%) de todos os vertebrados viventes. Das cerca de 25 mil espécies
descritas, quase 10 mil vivem em aguas doces. Esse grupo de vertebrados ¢ importante ndo so6
pela quantidade de espécies, mas também por ser uma relevante fonte de proteinas para varias
comunidades humanas. Estes autores constatam ainda que, apesar da grande importancia dos
peixes para o homem, pouco se conhece sobre sua diversidade. Estima-se que 20% da
ictiofauna de agua doce do mundo estejam extintos ou ameacgados.

Dados da FAO (2004) (Food and Agriculture Organization of United
Nations) em seu documento bianual, denominado SOFIA (The State of World Fisheries and
Aquaculture), mostram a importancia econdmica dos peixes. Este documento relata que
somente em 2002, ao redor de 93 milhdes de toneladas da producao de peixes foram retiradas
diretamente de populagdes naturais em mares e dguas continentais de todo o mundo, e que 42
milhdes de toneladas foram retirados da aqiiicultura. Mostra também que, por volta de 101
milhdes de toneladas, do total combinado de capturas em 2002, foram utilizados diretamente
como alimento, equivalendo a 16 kg de peixe per capita, ou 15% do total de proteina animal
de que o homem necessita. De acordo com este mesmo documento, 35 milhdes de pessoas sao
empregadas diretamente na pesca, com esta atividade movimentando, no ano amostrado, 58
bilhdes de dolares no mercado internacional, sendo este montante maior que o produto interno
bruto de mais de 70% das nagdes do mundo.

Peixes e outros organismos marinhos s3o os uUnicos animais selvagens
consumidos pela espécie humana, em grande escala, através da exploracdo direta de
populacdes naturais. Assim, os problemas (e as solu¢des) encontrados na sua exploragao sdo
completamente diferentes daqueles oriundos da exploracdo das plantas e animais domésticos
(SOLE-CAVA, 2001).

Justamente por isso ¢ que os estoques naturais de peixes t€ém sofrido
sensivel reducdo nos cursos d’agua, como resultado da exploragdao desordenada dos recursos,
pela captura de individuos jovens, pela pesca predatoria, falta de fiscalizagdo e medidas
protecionistas e, principalmente, pela crescente fragmentagdo dos rios devido a construgdo de
empreendimentos hidrelétricos, que modificam as areas de desova coletivas e interrompem o
trajeto de algumas espécies. Desta maneira, torna-se fundamental o conhecimento da biologia
e da dinamica populacional destes animais a tomada de medidas racionais na preservagao dos
estoques (AGOSTINHO; GOMES, 1997; HAHN et al., 1998; HILSDORF; PETRERE, 2002;
AGOSTINHO et al., 2002; MARCIANO, 2005; RIBEIRO F., 2006; SILVA, 2006).
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1.1.2 Variabilidade Genética e Estrutura Populacional

A estrutura genética refere-se a distribuicao heterogénea (ndo aleatéria) dos
alelos e genotipos no espago ¢ no tempo resultante da acdo de forcas evolutivas tais como:
mutacao, migracao, selecdo natural e deriva genética que atuam dentro do contexto de cada
espécie e populagdo. A variagdo genética, a matéria-prima na qual a selecdo natural age, ¢
criada continuamente através da mutacdo e ao mesmo tempo erodida através de selecdo e da
deriva genética. A habilidade de uma espécie em responder a selegdo ¢ dependente da
presenca de variagdes herddveis. Se a variagdo genética estiver presente dentro de uma
espécie, qualquer alteragdo nas pressodes seletivas devido a mudancas ambientais permitird
que alguns individuos possam sobreviver e se reproduzir (LOWE et al., 2004).

Segundo os autores acima citados, a variacdo genética dentro de uma
espécie € um conceito fundamental para a genética aplicada a ecologia e possui trés
componentes: diversidade genética, diferenciagdo genética e distdncia genética. A diversidade
genética mede a quantidade de variacdo encontrada numa populacdo, a diferenciacdo genética
descreve como esta variacdo ¢ dividida entre populagdes. A distancia genética quantifica o
grau de similaridade entre dois individuos, ou grupo de individuos, sejam estes populagdes ou
mesmo espécies.

Rubin et al. (2001), sugerem pelo menos trés razdes biolodgicas para a
preservagdo da variabilidade genética de populagdes naturais como objetivo da biologia da
conservagao: a perda da variabilidade pode aumentar a probabilidade de extingao através de
um declinio na fecundidade e viabilidade; populagdes com baixos niveis de variagdo genética,
sobre as quais a sele¢dao natural pode operar, podem ter oportunidades reduzidas para futuras
adaptacgdes frente a mudangas evolutivas; e, a preservagdo da variabilidade genética pode ter
papel chave na identificagao de unidades evolutivas significativas para a conservagao.

Populagdes naturais sdo dinamicas em muitas dimensdes, mudam de
tamanho, densidade e localizagdo em fung¢do do tempo e, em fun¢do do espaco, as populagdes
podem fragmentar-se em muitas subpopulagdes ou fundir-se com outras (HEY; MACHADO,
2003). Populagdes de muitas espécies sdo frequentemente subdivididas por fatores
geograficos, ecologicos e comportamentais (GENOVART et al., 2003).

O grau no qual uma populagdo pode ser delimitada de outras depende do
nivel de fluxo génico entre elas (FUTUYMA, 1997). O fluxo génico é dependente da taxa de

migracao entre as populagdes. E a taxa de migragdao depende do nimero de populagdes que se
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encontram dentro da regido, da distribuicao geografica, do padrao espacial, da distancia entre
elas e da habilidade de dispersdo da espécie (FRANKHAN et al., 2002). O fluxo génico entre
os grupos homogeniza a variagdo genética entre eles (GENOVART et al., 2003). Quando a
taxa de fluxo génico ¢ baixa ou nula, os efeitos da deriva podem ser mais facilmente visiveis
na diferenciacdo das populacdes (SLATKIN; BARTON, 1989).

As populacdes fragmentadas podem apresentar-se com diversas estruturas:
1) como populagdes inteiramente isoladas sem nenhum fluxo génico; 2) como vérios
agrupamentos entre os quais o fluxo génico ¢ suficiente para que se comportem como uma
unica e grande populacdo genética; 3) seguindo o modelo de ilhas onde a taxa de migragao ¢
igual entre ilhas de igual tamanho e distancia; 4) de acordo com o modelo de “stepping-
stones”, onde h4 fluxo génico entre populacdes vizinhas; 5) baseado no modelo fonte-
sumidouro, onde hé uma ilha maior que ¢ fonte de migragdo de individuos para ilhas menores;
6) e seguindo o modelo de metapopulagdes, onde ha varias populagdes com freqiientes
eventos de extingao e recolonizagdo (FRANKHAN et al., 2002; DANTAS, 2007).

Estudos de genética de populacdes vém aumentando consideravelmente nas
ultimas décadas. Marcadores moleculares tém sido amplamente aplicados para acessar a
reparticdo genética entre as populagdes geograficamente isoladas, para definir unidades
evolutivas significativas abaixo do nivel de espécies, para propostas de manejo e conservagao
e para revisar tradicionais designacdes de espécies e subespécies (DANTAS, 2007).

De acordo com Perez-Sweeney et al. (2003), avaliagdes da estrutura
populacional fornecem um retrato genético das populagdes, fornecendo estimativas de
endogamia, diversidade genética e diferenciacdo entre os espécimes. Esses dados associados
ao conhecimento de atributos como o tamanho efetivo da populagdo fluxo génico e os
sistemas de acasalamento sdo particularmente importantes no delineamento das agdes de
manejo a serem adotadas.

O conhecimento prévio da distribui¢ao da diversidade genética dentro e
entre populagdes de uma espécie, por meio de marcadores moleculares, ¢ uma etapa inicial
importante para o desenvolvimento do manejo e conservagao in situ e de repovoamento. Para
isso, deve-se levar em conta se uma espécie estd distribuida como apenas uma populagdo, ou
como populacdes geneticamente diferentes e qual o grau de interagdo entre elas. No caso de
peixes de dgua doce, suas populacdes em geral se distribuem por locais isolados, o que pode
minimizar as trocas génicas entre elas, o que leva a processos de diferenciagdo genética

(HILSDORF; PETRERE, 2002).
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1.1.3 Marcadores Moleculares

Inferéncias sobre fluxo génico, variabilidade e estrutura genética em
populacdes naturais podem ser feitas através de diversas técnicas de biologia molecular
disponiveis para a detec¢do de polimorfismos genéticos ao nivel de DNA (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Segundo esses autores, o desenvolvimento da tecnologia da reagao
de polimerase em cadeia (PCR — Polymerase Chain Reaction), causou uma revolugdo na
biologia como ferramenta poderosa para estudos moleculares, envolvendo grande ntimero de
individuos de qualquer organismo.

A técnica de PCR foi utilizada diretamente em muitos estudos ¢, desde a sua
descricao, técnicas derivadas da mesma tém sido amplamente publicadas e utilizadas. Uma
das técnicas derivada ¢ o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (WELSH;
McCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990), que utiliza iniciadores (primers) curtos,
com cerca de 10 a 11 nucleotideos, e de seqiiéncia arbitraria.. A probabilidade de
amplificacdo de diferentes fragmentos andénimos do DNA gendmico é grande, com cada
fragmento (presumidamente) representando locos diferentes (LIU; CORDES, 2004).

Williams et al. (1990) caracterizaram como dominante o comportamento
genético (segrega¢dao mendeliana) dos marcadores de RAPD. A principal limitagdo na
utilizagdo do marcador RAPD ¢ a sua caracteristica dominante, onde a presenga da banda
ocorre tanto para os gendtipos homozigotos como para heterozigotos, sendo dificil distinguir
um genoétipo do outro através da intensidade da banda produzida (ALI et al., 2004; LIU;
CORDES, 2004).

Conforme Zucchi (2002), este tipo de marcador possibilita uma amostragem
aleatoria mais ampla do genoma, do que a proporcionada por outros métodos convencionais.
Alguns modelos estatisticos foram desenvolvidos no sentido de contornar as limitagdes,
permitindo a estimativa de pardmetros populacionais com a utilizagdo de marcadores
dominantes (EXCOFFIER et al., 1992; LYNCH; MILLIGAN, 1994). De acordo com tais
modelos, deve-se assumir que os alelos dos diferentes locos ndo co-migram para a mesma
posi¢ao em um gel e que os grupos populacionais estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg
(LYNCH; MILLIGAN, 1994).

Marcadores moleculares de heranga dominante, como o RAPD, s3o aqueles
que ndo permitem a detec¢do dos individuos heterozigotos em uma analise, os quais poderao

ter sua freqii€ncia estimada pelo teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg. Estes marcadores sao
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amplamente utilizados devido a suas altas taxas de mutagdo, o que permite uma evolugdo
mais rapida tornando-os tteis para estudos de individuos, familias e populagcdes, enquanto que
marcadores que possuem uma taxa de mutacdo menor evoluem mais lentamente e sdo
utilizados nos estudos de espécies e taxons supra especificos (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; SOLE-CAVA, 2001; TORRES et al., 2004).

A simplicidade e rapidez na obtencao de resultados sdao vantagens da técnica
de RAPD. Além disso, a possibilidade de utilizagdo de um conjunto unico de primers no
estudo de qualquer organismo, a quantidade minima de DNA necessaria nas andlises, a
possibilidade de se amostrar regides de DNA repetitivo nos genomas e o baixo custo em
relagdo a outras técnicas moleculares para obtencdo de marcadores, tem possibilitado
amplamente a utiliza¢do da técnica (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; TORRES et al.,
2004).

A utilizagdo de marcadores RAPD em estudos populacionais de peixes tem
sido ampla, sdo citados aqui alguns exemplos, principalmente na ictiofauna neotropical:
Almeida et al. (2001) estudaram trés espécies da familia Pimelodidae; Chiari e Sodré (2001)
cinco espécies da familia Anostomidae; Almeida et al. (2003) popula¢des de Pimelodus
maculatus; Hassanien et al. (2004) com Tilapia nilotica; Wasko et al. (2004) populagdes de
Brycon cephalus; Jayasankar (2004) com peixes da familia Pomacentridae; Huang et al.
(2005) com hibridos de diferentes espécies de bagre; Oliveira et al. (2006a) com Cichla spp.;
Paiva et al. (2006) com Astyanax bimaculatus; Affonso e Galetti (2007) com peixes da familia
Pomacanthidae ¢ Chaetodontidae; Lopes et al. (2007) com Salminus brasiliensis; Sanches ¢
Galetti (2007) com Brycon hilarii.

Microssatélites, também conhecidos como seqiiéncias simples repetidas
(SSRs - Single Sequence Repeats) ou repeti¢cdes curtas em tandem (STRs - Short Tandem
Repeats), representam um tipo Unico de seqiiéncias genomicas de DNA ndo codificante
repetidas em tandem, as quais sdo distribuidas abundantemente pelo genoma eucaridtico ¢
demonstram altos niveis de polimorfismo alélico (cf. OLIVEIRA et al., 2006b). Sao
marcadores codominantes onde as seqiiéncias repetidas sdo de tamanho relativamente
pequeno (seqiiéncias curtas de 1 — 6 pb) que podem ser amplificadas facilmente pela reagdo
da polimerase em cadeia (PCR). Os microssatélites geralmente estendem-se de vinte a
algumas centenas de bases (cf. CHISTIAKOV et al., 2006).

Dentro da classe de marcadores moleculares existentes, os microssatélites
sdo os que ocorrem em maior freqiiéncia e sdo aleatoriamente distribuidos pelo genoma. As

estimativas da taxa de mutacdo de microssatélites em E. coli em sistemas in vivo sdo elevadas
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(10-2), quando comparadas a taxa de mutagao de ponto que ocorre na ordem de 10-9 ¢ 10-10
(HANCOCK, 2000). Varios mecanismos tém sido sugeridos para explicar a alta taxa de
mutag¢do dos microssatélites gerando a variagdo no ntimero de repeticdes em tandem: erros
durante a recombinagdo, eventos de crossing-over desiguais e deslizamento da DNA
polimerase durante a replicagdo ou reparo (OLIVEIRA et al., 2006b).

A distribuicdo dos microssatélites no individuo é funcdo da historia de
evolugdo no genoma e dos efeitos da pressdo de selecdo. Os locos SSR parecem ser
geneticamente estaveis, possuem expressdo codominante, sdo altamente multialélicos e
apresentam segregacdo mendeliana. Em uma populagao, todos os alelos daquele loco podem
ser detectados e discriminados, fazendo com que os microssatélites estejam entre os
marcadores moleculares mais apropriados para mapeamento genético e fisico de genomas,
para a identificagdo e discrimina¢do de gendtipos e estudos de genética de populacdes
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; FUNGARO; VIEIRA, 2001; OLIVEIRA et al.,
2006b).

Quando seqiiéncias Unicas que flanqueiam um dado microssatélite sdo
conhecidas, primers complementares podem ser sintetizados e utilizados como iniciador loco-
especifico em reagdes de PCR. A deteccao de seqiiéncias SSR, via PCR, ¢ feita por meio da
técnica de eletroforese utilizando gel de poliacrilamida, sendo necessario um gel adequando
para a separagdo de segmentos que diferem por poucos pares de bases. Os produtos de
amplificacdo de diferentes individuos, visualizados ap0s a eletroforese geralmente diferem em
tamanho em fungdo de serem freqiientes na populacdo diferengas no numero de unidades de
repeticoes no loco de microssatélite. Cada unidade de microssatélite assim detectada ¢ um
loco polialélico e, em um individuo diploide, a amplificagdo de um loco resultara em uma ou
duas bandas, respectivamente, dependendo se ¢ um homozigoto ou heterozigoto (FUNGARO;
VIEIRA 2001).

Um dos grandes problemas na utilizacdo desses marcadores ¢ o grande
volume de trabalho necessario e o alto custo para o desenvolvimento de primers especificos
para um dado loco de microssatélite de uma espécie. Porém, tem sido observado que ocorre
conservagdo de sitios de microssatélite entre espécies relacionadas. E possivel, portanto,
aproveitar primers, denominados heterologos, que foram desenvolvidos para uma espécie e
emprega-los nas demais espécies do género ou géneros da mesma familia; esse atributo dos
microssatélites € conhecido como transferabilidade ou amplificagdo espécie cruzada
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; ZUCCHI, 2002; CHISTIAKOV et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2006b)
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Os microssatélite apresentam vantagens sobre os métodos classicos da
genética na andlise da estrutura genética de populagdes, tais como: a heranca das
caracteristicas detectadas pode ser facilmente demonstrada, a maioria dos locos ¢
codominante e as freqii€ncias alélicas podem ser calculadas diretamente sem a necessidade de
delineamentos genéticos; as estimativas da variabilidade genética podem ser comparadas
diretamente entre populacdes ou espécies € um conjunto de locos pode ser acessado usando-se
uma pequena quantidade de material. A utilizacdo de microssatélite, pela sua neutralidade,
apresenta como principal vantagem a possibilidade de caracterizacdo de forgas evolutivas sem
a influéncia da selecdo, permitindo maior compreensdao do comportamento das populagdes
naturais, em termos de deriva genética e migracao (CHISTIAKOV et al., 2006). Apesar da
importancia dos microssatélites para estudos de evolugdo e conservagao genética, relacionam-
se trés pontos que merecem ser levados em consideragdo: a heterozigosidade tende a ser alta
dentro das populagdes, o que acaba produzindo baixa diferenciacdo entre elas; os locos sao
extremamente sensiveis a reducao do tamanho populacional podendo gerar, portanto, elevadas
distancias genéticas; e, como os marcadores sdo neutros, as diferencas estatisticas
significativas podem ndo estar correlacionadas com diferenga bioldgicas expressivas, tanto
pela falta de correlagdo entre os locos adaptativos e os locos altamente varidveis, como
também pelo poder estatistico intrinseco desses locos, que ¢ bastante elevado (KARASAWA,
2005).

Com bases nessas informagdes, devem-se escolher marcadores que podem
indicar taxas altas de mutagdes, pois se escolhermos um marcador que evolui de forma
demasiadamente lenta para o nivel estudado, teremos pouca variabilidade e uma saturagao
plesiomoérfica nos dados (ou seja, todas as semelhancas observadas serdo devidas a
ancestralidade dos alelos, e ndo havera eventos novos capazes de discriminar os grupos

estudados) (SOLE-CAVA, 2001).

1.1.4 Barragens e Escadas para Transposicao de Peixes

Conforme Nogueira et al. (2005), a constru¢do de reservatorios ao longo do
século XX caracterizou-se por grandes empreendimentos localizados em diversos continentes,
0 que levou a regulagdo de imensos volumes de 4dgua e a inundagdo de areas em torno de

400.000 km2. Nos ultimos anos essa tendéncia diminuiu significativamente nos paises
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desenvolvidos, embora naqueles em desenvolvimento, ainda seja freqiiente a formacao de
represas com o objetivo de fomentar o desenvolvimento socioeconomico.

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

Os reservatorios sdo corpos de 4gua cuja estrutura e dindmica tém
organizagdo intermedidria entre a de um rio e a de um lago. Assim, os processos vigentes nos
represamentos sao mais complexos e variaveis. Variagdes temporais ou espaciais no fluxo da
agua através de reservatorios podem, por exemplo, alterar o sentido predominante do eixo ao
redor do qual os processos se organizam, passando de vertical para horizontal, e vice-versa.
Mesmo reservatorios dispostos em série em uma mesma bacia, embora com interagdes
unidirecionais de montante para jusante, mostram suas comunidades com organizagdes
diferenciadas (AGOSTINHO; GOMES, 1997).

Segundo Hilsdorf e Petrere (2002), se por um lado os reservatdrios
formados geram energia elétrica, fornecem agua e controlam enchentes em areas ribeirinhas,
por outro afetam diretamente a sobrevivéncia das comunidades de peixes. A interrupcao de
rios por barragens altera os fluxos de agua, de sedimentos e de nutrientes, o que perturba
drasticamente a dinamica dos processos hidricos de uma bacia. Barragens também interferem
no ciclo de vida de organismos aquaticos e produzem alteragdes importantes nos ecossistemas
ribeirinhos. A mudanca de ambiente l6tico (dgua corrente) para léntico (dgua parada) afeta os
peixes de varias maneiras: interrompe rotas migratérias e elimina obstaculos naturais,
importantes para a reprodugdo de espécies de piracema; regulariza a vazao do rio, fator que
influencia o ciclo reprodutivo de peixes que desovam em ninhos; reduz a vegetacdo ciliar,
importante fonte de alimento; e causa o desaparecimento das lagoas marginais, fundamentais
para a eclosdo de ovos e para a fase juvenil de muitas espécies de peixes.

A construgdo de barragens exige adocdo de medidas, que reduzam os
impactos sobre as populagdes de peixes durante e apos a formacgdo do reservatorio. Varias
acOes tém sido utilizadas para preservar essa fauna em rios “divididos” por barragens.
Algumas, como construir escadas e elevadores para transposi¢cdo de peixes, transportar (em
veiculos) os peixes da area abaixo da barragem para o reservatorio ou mesmo implantar
estagdes de piscicultura para reproduzir espécies nativas para futuros repovoamentos, t€m
sido testadas em todo o mundo (AGOSTINHO; GOMES, 1997; HILSDORF; PETRERE,
2002; AGOSTINHO et al., 2002; AGOSTINHO; GOMES, 2005).
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Em seu trabalho em 2005, Agostinho e Gomes afirmam que a preocupagao
com os efeitos das barragens na movimentagdo de peixes ao longo dos rios, foi a primeira
importante motivacdo manifestada pelo Estado para a protecdo dos recursos pesqueiros. O
sucesso das escadas para peixes na transposi¢do de cardumes de salmao na América do Norte,
estimulou os legisladores brasileiros a produzirem o primeiro documento legal importante
relacionado ao assunto no Brasil. Isto €, a Lei n°. 2250, do Estado de Sao Paulo (28/12/1927),
que em seu Artigo 16 tornava obrigatoria a instalacdo de escadas para transposi¢cdo de peixes
em todas as barragens daquele estado. A partir de entdo, outros documentos ligados a
prote¢do da fauna aquatica foram produzidos. Em 1934, por exemplo, uma lei federal ampliou
a obrigatoriedade das escadas para o pais. Em 1938, nova lei determinava que as barragens
devessem ter mecanismos que permitissem a preservacdo da ictiofauna, pela constru¢do de
escada de peixes ou estacdo de piscicultura. Dados os resultados insatisfatorios das escadas, as
concessiondrias hidrelétricas passam a construir essas estagdes e a contratar pessoal efetivo a
piscicultura.

Em 1967, o Decreto-Lei n°. 221 (28/02/1967) delegou a Superintendéncia
para o Desenvolvimento da Pesca (SUDEPE) a tarefa de determinar o melhor mecanismo para
a protecdo da fauna aquatica. A SUDEPE, que tinha por principal finalidade o
desenvolvimento da agqiiicultura, tornou obrigatoria, por intermédio da Resolucdo 46
(27/01/1971), a construcdo de uma estagdo de piscicultura em cada sub-bacia, onde
reservatorios fossem construidos (ALZUGUIR, 1994). Em 1977, foi determinado pela antiga
Superintendéncia do Desenvolvimento da Pesca (hoje incorporada pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) que, qualquer entidade envolvida na
construcdo de barragens deve adotar sistemas ou métodos de prote¢do e conservagdo dos
recursos biologicos aquaticos: “todos quantos, para qualquer fim, represarem as dguas dos
rios, ribeirdes e corregos, sdo obrigados a construir escadas que permitam a livre subida dos
peixes”. Ao se generalizar a obrigatoriedade de uma obra, cujo funcionamento resulta de
interagdes entre suas caracteristicas técnicas (tipo, declividade, vazao, posi¢do em relacdo ao
eixo da barragem, etc.) e a natureza da ictiofauna presente, sem o necessario conhecimento
técnico- cientifico do empreendimento ou dos peixes, incorreu-se no risco de insucesso e
desperdicio de recursos, esfor¢os e oportunidades. A partir da criagdo do Conselho Nacional
de Meio Ambiente (CONAMA - Lei 6.938/81) e da instituigdo da obrigatoriedade do
Relatorio de Impactos Ambientais, em 1983 - que deveria incluir levantamentos da érea,
descri¢dao das ag¢des propostas e alternativas, identificacdo, andlise e predi¢do dos principais

impactos positivos e negativos, a decisdo em relagdo as agdes de mitigagdo de impactos
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passou a ser prevista nesse documento (HILSDORF; PETRERE, 2002; AGOSTINHO et al.,
2002).

Os estudos referentes as escadas de transposi¢do informam sobre a
eficiéncia na transposicdo de barragens, ou a capacidade de ascensdo das escadas, porém, nao
tratam da importancia e efetividade dessa transposi¢do para a preservacao dos estoques na
bacia. Embora ndo haja divida quanto a habilidade de muitas espécies migradoras em
ascenderem as escadas, mesmo com alturas de 20 metros ou mais e alcancarem o reservatorio
(BORGHETTI et al., 1994; AGOSTINHO; GOMES, 1997, AGOSTINHO et al., 2002;
AGOSTINHO; GOMES, 2005), a seletividade das escadas a transposicdo da barragem ¢
consenso nos estudos realizados. Alguns indicadores mostram que essas obras teriam
eficiéncia duvidosa na preservacdo ou conservagao dos estoques em um cendrio de barragens
em série, como o da bacia do rio Parana.

De acordo com Agostinho ¢ Gomes (2005), outra questdo fundamental
refere-se ao recrutamento dos estoques de peixes a jusante, pois, mesmo que escadas ou
elevadores possibilitem a transposi¢do da barragem pelos reprodutores de varias espécies de
peixes, parece pouco provavel que a prole fara o movimento oposto. Embora faltem dados
precisos sobre esse assunto, ¢ esperado que as escadas subtraiam do estoque a jusante um
grande nimero de reprodutores; ndo promovam a reposicdo pelo recrutamento e tenham
beneficios duvidosos quanto a manutengdo dos estoques do trecho a montante, especialmente
quando inexistem dareas relevantes de varzeas. Segundo Levin e Schiewe (2001), esta
subtracdo de reprodutores no estoque a jusante, exerceria uma pressdo de selecdo sobre a
variabilidade ou diversidade genética desse estoque, e por outro lado exerceria uma forga
seletiva em favos de espécies ndo migradoras.

Segundo Pelicice e Agostinho (2007), na América do Sul o real papel dos
mecanismos de transposi¢do para peixes (principalmente as escadas), ndo estd claro no
manejo da pesca e biodiversidade de peixes, e o resultado de alguns estudos sugerem que as
escadas sdo problemdticas na conservacdo de peixes. Esses autores examinaram as
caracteristicas e os aspectos negativos das passagens para peixes dentro de um grande
contexto e consideraram que essas facilidades sdo armadilhas ecologicas em algumas

hidroelétricas brasileiras.
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1.1.5 Rio Paranapanema e Complexo Canoas

O rio Paranapanema ¢ um importante afluente da margem esquerda do rio
Parana, sendo sua nascente na vertente ocidental da Serra da Paranapiacaba, no municipio de
Capao Bonito-SP, e estd inserido na bacia do Alto Parana. Estende-se por mais de 600 Km,
com orientacao leste-oeste, da nascente até sua foz com o rio Parana nas divisas de Rosana/SP
e Marilena/PR, dos quais cerca de 330 Km formam a divisa natural entre os Estados de Sao
Paulo e Parand. Por causa de seu desnivel de aproximadamente 500m ao longo de sua
extensdo, este rio ¢ amplamente explorado para geracdo de energia hidrelétrica (DUKE
ENERGY, 2003). Atualmente sdo 10 usinas hidroelétricas com seus respectivos reservatorios,
que comecaram a ser instaladas a partir da década de 1950. O Paranapanema ¢ considerado
um rio de aguas pouco poluidas (CESP, 1998). No entanto dados recentes mostram que
condigdes mesotroficas e até mesmo eutrdficas sdao detectadas principalmente nos
reservatorios do médio curso do rio em fung@o do uso intensivo do solo para fins agricolas na
regido (NOGUEIRA et al., 2005).

Na bacia do rio Paranapanema ha um regime sazonal de precipitagdes com a
concentragdo das chuvas no periodo de verdo, quando os valores mensais podem atingir cerca
de 300 mm. Os reservatorios do rio Paranapanema, considerados de ambiente semilotico,
apresentam grandes diferengas entre si quanto ao tamanho, tanto em termos de area como de
volume, bem como quanto a relagdo perimetro/area (NOGUEIRA et al., 2005).

E neste contexto que em seu curso médio esta situado o Complexo Canoas
(Figura 1), um sistema de duas usinas hidroelétricas (UHE Canoas I e UHE Canoas II)
inauguradas em 1999 e construidas pelo Consoércio Canoas, formado pela CESP — Companhia
Energética de Sao Paulo, cujas usinas do rio Paranapanema compuseram a Companhia de
Geragao de Energia Elétrica Paranapanema, e pela CBA — Companhia Brasileira de Aluminio
(DIAS, 2003). A jusante da UHE Canoas I encontra-se a foz do rio das Cinzas com o rio
Paranapanema e compde a porcdo inicial do reservatorio de Capivara, caracterizada por um
ambiente lotico, com profundidades de até seis metros (HOFFMAN, 2003). A montante
encontra-se o reservatorio da UHE Canoas I, localizado entre os municipios de Candido Mota
(SP) e Itambaraca (PR), com é4guas lénticas, area de 30, 85 Km2, suas margens compostas
principalmente por pastagens e remanescentes de vegetagdo ciliar, apresentando auséncia de
lagoas marginais. J& o reservatério da UHE Canoas II estd localizado a montante do

reservatorio de Canoas I, entre os municipios de Palmital (SP) e Andira (PR), com aguas
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lénticas, possui area de 22,5 Kmz, suas margens também sdao ocupadas por pastagens, com
escassos remanescentes de vegetagao ciliar e auséncias de lagoa marginais (DIAS, 2003;

DUKE ENERGY, 2003)



Figura 1 — Mapa mostrando a drenagem do rio Paranapanema, da nascente a foz, destacando o Complexo Canoas em sua por¢éo
média. A = UHE Canoas | e B = UHE Canoas II.

28
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Atendendo as disposi¢des legais, foram construidas escadas para
transposi¢ao de peixes nas duas usinas hidrelétricas do Complexo Canoas que foram abertas
pela primeira vez em novembro de 2000. Impostas como medida mitigadora, a implantacao
das escadas visava garantir a migragdo dos peixes ao longo do médio Paranapanema, entre os
reservatorios de Capivara (a jusante) e Salto Grande (a montante), na hipotese de garantir
condigdes favoraveis a manutengdo das populagdes de espécies migradoras nesse trecho da
bacia (BRITTO; SIROL, 2005).

Segundo Britto e Sirol (2005) o monitoramento realizado nos anos
subseqiientes a implementacao dessas escadas de transposi¢cdo demonstraram também que as
escadas nao funcionaram efetivamente como mecanismos para descida dos peixes, ndo
favorecendo os fenomenos de “rodada” rio abaixo (sensu GODOY, 1975), na mesma
propor¢do da migracdo ascendente. Hipotetiza-se que essa constatacdo decorra provavelmente
da amortizagdo do fluxo hidraulico descendente, normalmente observado em rios livres.
Mesmo que as escadas ou elevadores possibilitem a transposicdo da barragem pelos
reprodutores de varias espécies de peixes, parece pouco provavel que a prole fara o

movimento oposto.

1.1.6 Consideracdes sobre Leporinus Friderici

Pertencente a ordem Characiformes, familia Anostomidae, subfamilia
Anostominae, Leporinus friderici (BLOCH, 1794) (Figura 2), comumente conhecido como
aracu, piava ou piau trés pintas, € um peixe migrador e apresenta uma ampla distribui¢ao na
América do Sul, ocorrendo no Suriname, Bacia Amazonica, rios do Nordeste, bacias do rio

Parana, Paraguai e da Prata (GODOY, 1987).
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Figura 2 — Exemplar de Leporinus friderici, capturado no Complexo Canoas — rio Paranapanema.

A ordem Characiformes, juntamente com a de Siluriformes, representam
mais de 85% da ictiofauna dos rios Neotropicais, havendo leve predominio dos Characiformes
(LOWE- McCONNELL, 1987). De acordo com Nelson (1994), esta ordem ¢ representada por
10 familias, 237 géneros e 1343 espécies, sendo que a familia Anostomidae compreende 12
géneros e cerca de 140 espécies ja descritas (GARAVELLO; BRITSKI, 2003).

Os anostomideos podem ser de pequeno, médio ou grande porte, tendo
grande importancia para a pesca comercial e esportiva, além de serem espécies potenciais
para o desenvolvimento da piscicultura (DUKE ENERGY, 2003).

Goulding (1980) relata que os peixes desta familia tém habitos alimentares
generalistas e o tipo de alimento ingerido depende da disponibilidade destes no habitat. Esta
estratégia alimentar favorece espécies amplamente distribuidas, pois permite a ocupaciao de
habitats ecologicamente distintos (LOWE-McCONNELL, 1999). Embora os peixes da familia
Anostomidae demonstrem alta plasticidade alimentar e ampla distribui¢do, a estreita relacao
entre seu alimento e as regides marginais dos ambientes aquaticos pode estar colocando em
risco o futuro deste grupo.

As espécies do género Leporinus (piaus, piavas e piaparas), sdo muito
importantes na bacia do rio Paranapanema, seja para a pesca artesanal ou para a piscicultura
(DUKE ENERGY, 2003).

Como caracteristicas morfologicas principais descritas por varios

pesquisadores, Leporinus friderici possui corpo alongado, fusiforme, apresentando trés
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maculas escuras de forma arredondada e ovalada sobre o corpo, ao nivel da linha lateral
(GARAVELLO, 1979). E de médio porte e vive em meio a rochas e¢ vegetagdo submersa.
Trata-se de uma espécie onivora, porém se alimenta preferencialmente de sementes ao longo
do ano. Além disso, Garavello (1979) observou que L. friderici partilha outros recursos, ja
que as populagdes analisadas se distribuem preferencialmente na por¢do inferior da coluna
d’agua e tém atividades noturnas. Segundo Godoy (1975), essa espécie realiza grandes
migragdes para a desova, onde a migracao reprodutiva tem inicio aproximadamente no més de
setembro subindo até a parte mais alta do rio, para desovar no periodo de dezembro a janeiro,
sendo a migracdo ascendente reprodutiva e a descendente tréfica. Uma caracteristica peculiar
apontada por este autor € que, os machos desta espécie atingem maturidade sexual a partir do
segundo ano de vida enquanto que as fémeas somente se reproduzem a partir do terceiro ano.
O tamanho no qual os individuos de L. friderici comegam a sua atividade reprodutiva nos
reservatorios varia de ano para ano, porém, costumam manter uma similaridade para ambos os
sexos (GODOY, 1975).

Estudos a respeito da relagdo de fecundidade e comprimento em L. friderici,
como na maioria das espécies de peixes, mostram que o aumento da taxa de crescimento ¢é
traduzido em uma maior producao de ovos, desde que a fecundidade aumente com o tamanho
do corpo do animal. O periodo de postura pode ser marcado por um aumento da fecundidade
das espécies, ocorrendo preferencialmente para L. friderici no periodo de primavera e verdo,
tendo uma desova total e desenvolvimento assincronico acumulativo (ORSI, 2005). Os
lugares escolhidos para desova para L. friderici sdo similares nos reservatorios,

correspondendo ao ambiente mais 16tico (BRUSCHI, 2005).
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2 OBJETIVOS

As atividades de manejo dos recursos aquaticos nos reservatorios brasileiros
sd0 ocasionais e, em geral, carentes de fundamentacdo técnica—cientifica. Sdo exercidos
basicamente através do controle da pesca e do repovoamento, ambos com eficicia reduzida.
Além dessas acdes, outras mais foram implementadas, como a constru¢do de facilidades para
transposicao de peixes pelas barragens (escadas para transposicao de peixes), visando mitigar
os impactos desses obstaculos a migragdo dos peixes.

O objetivo geral do presente estudo ¢ de averiguar a variabilidade e a
estrutura genética de grupos de Leporinus friderici que migram através das escadas para
transposi¢do de peixes do Complexo Canoas - rio Paranapanema em diferentes piracemas,
através da utilizagdo de marcadores moleculares de RAPD e microssatélites.

Os objetivos especificos sao:

1. Quantificar a variabilidade genética dos grupos de L. friderici capturados
nas escadas de transposi¢do (Canoas I e II) durante a piracema dos anos
de 2003, 2004 e 2005.

2. Estimar parametros de diversidade genética para os grupos de L. friderici
coletados na escada para transposi¢ao de peixes da UHE de Canoas I
durante as diferentes piracemas, bem como entre os da escada de
transposi¢do de Canoas II, para verificar a possivel existéncia de
cardumes com estrutura genética diferente.

3. Realizar analise comparativa, através de diferentes parametros de
diversidade genética, entre os grupos coletados na escada de transposi¢ao
de Canoas I com aqueles provenientes de Canoas II, com a finalidade de
observar se os grupos amostrados pertencem a uma unica populacao ou se

sdo oriundos de populacdes geneticamente diferenciadas.

A obtengdo desses dados sobre a estrutura populacional de L. friderici sera
importante para o desenvolvimento de programas de manejo, aqiiicultura e conservagdo dos

estoques naturais dessa espécie nessa regiao do rio Paranapanema.
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RESUMO

As barragens construidas ao longo de sistemas hidricos interrompem a dispersdo e a migragao
dos organismos aquaticos, afetando principalmente a abundancia das espécies de peixes
migradores. Mecanismos para transposicdo foram construidos em barragens visando
minimizar esses impactos. Poucas sdo as informacgdes disponiveis sobre o efeito da construgao
de barragens na estrutura genética populacional da fauna Neotropical de peixes migradores. A
conservagao da diversidade genética ¢ de fundamental importancia para sobrevivéncia de uma
espécie a longo tempo, pois a manutengdo de um pool génico com variabilidade suficiente
faz-se necessario para a adaptacdo da espécie a alteragdes ambientais. Nesse contexto,
marcadores moleculares RAPD e microssatélites, foram utilizados para avaliar a diversidade e
estrutura genética da espécie migradora Leporinus friderici no Complexo Canoas — rio
Paranapanema — Brasil. Sete grupos foram amostrados nas escadas para transposicdo de
peixes das UHEs Canoas 1 e Canoas Il durante o periodo reprodutivo em trés anos
consecutivos. Ambos os marcadores evidenciaram uma alta diversidade genética para esses
grupos. Os marcadores microssatélites mostraram uma perda de heterozigosidade e uma
consideravel taxa de endocruzamento para a espécie. A diferenciacdo genética encontrada
entre os grupos, com ambos os marcadores utilizados, pode ser considerada de baixa a
moderada. Os dados obtidos com os parametros de diversidade genética (distancia e
identidade genética, Fst ¢ AMOVA) permitiram concluir que os grupos de L. friderici do
Complexo Canoas estdo estruturados como uma unica populagdo. Os dados obtidos sobre a
diversidade genética e estrutura populacional de L. friderici sdo de grande importancia para o
desenvolvimento de programas de manejo e conservagdo da espécie no Complexo Canoas,
podendo também ser utilizados em programas de aqiiicultura.
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Introducéo

Os peixes se apresentam como os vertebrados mais diversificados e os de maior
variagdo genética conhecida. Existem aproximadamente 20.000 espécies de peixes descritas
sendo que a maior parte habita 4guas quentes dos oceanos tropicais, perfazendo um total de
40%. Os peixes de agua doce sdo responsaveis por 20 a 25% da biodiversidade dos
vertebrados e ha indicios de que somente na América do Sul ocorram mais de 8.000 espécies,
tendo em vista apenas duas ordens descritas (Characiformes e Siluriformes) (LOWE-
McCONNEL, 1999; TORRES et al., 2004).

Essa diversidade contém um numero elevado de estoques naturais, os quais vém
sofrendo sensiveis redugdes nos cursos d’agua, como resultado da exploragdo desordenada
dos recursos, pela captura de individuos jovens, pela pesca predatoria, falta de fiscalizagdo e
medidas protecionistas e, principalmente, pela crescente fragmentacdo dos rios devido a
construcdo de empreendimentos hidrelétricos, que modificam as areas de desova coletivas e
interrompem o trajeto de algumas espécies. Desta maneira, torna-se fundamental o
conhecimento da biologia e da dindmica populacional destes animais para a tomada de
medidas racionais na preserva¢ao dos estoques (AGOSTINHO et al., 2002; HILSDOREF;
PETRERE, 2002; CAROLSFELD et al., 2003).

A legislacdo ambiental vigente no pais exige do empreendedor responsavel pela
barragem a proposi¢cdo de um programa de conservagdo de organismos aquéticos de modo a
minimizar o impacto destes represamentos (CESP, 2000). De acordo com Agostinho et al.
(1992), em fungdo das leis implementadas no pais, escadas para transposi¢do de peixes tem
sido construidas em barragens com a finalidade de facilitar as rotas migratérias e a
manuten¢do dos estoques naturais da ictiofauna. Varios estudos mostram que as espécies de
peixes migradoras utilizam as escadas para transposi¢do da barragem e atingem o

reservatdrio, no entanto, existem duvidas na eficiéncia desse mecanismo na preservacao ou
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conservagao dos estoques em um cendrio de hidroelétricas em série (AGOSTINHO et al.,
2002; AGOSTINHO; GOMES, 2005).

O rio Paranapanema, um importante afluente da bacia do rio Parand, nos tltimos 50
anos tem sofrido forte interven¢do humana com a constru¢do de 10 usinas hidroelétricas
formando um sistema de reservatorios em cascata. O Complexo Canoas, localizado no médio
rio Paranapanema, situado a montante do reservatorio Capivara (UHE Escola Engenharia
Mackenzie) e a jusante do reservatorio de Salto Grande (UHE Lucas Nogueira Garcez), foi
construido em 1999 e ¢ constituido por duas usinas hidroelétricas com seus respectivos
reservatorios, UHE de Canoas I e de Canoas II, as quais foram as unicas a receber escadas
para transposi¢do de peixes que comegaram a operar em novembro de 2000 (DUKE
ENERGY 2003; BRITTO; SIROL 2005).

Pertencente a ordem Characiformes, familia Anostomidae, subfamilia Anostominae,
Leporinus friderici (BLOCH, 1974), comumente conhecido como aracu, piava ou piau trés
pintas, ¢ um peixe migrador e apresenta uma ampla distribuicdo na América do Sul,
ocorrendo no Suriname, bacia Amazdnica, rios do Nordeste, bacias do rio Parana, Paraguai e
do Prata (GODOY, 1987). Esta espécie assim como outras do género Leporinus (piaus, piavas
e piaparas), sdo muito importantes na bacia do rio Paranapanema, seja para a pesca comercial,
artesanal ou para a piscicultura (DUKE ENERGY, 2003). Segundo Godoy (1975) L. friderici
realiza grandes migracdes para a desova, onde a migracdo reprodutiva tem inicio
aproximadamente no més de setembro subindo até a parte mais alta do rio, para desovar no
periodo de dezembro a janeiro, sendo a migragdo ascendente reprodutiva e a descendente
trofica. Os lugares escolhidos para desova por L. friderici sdo similares nos reservatorios,
correspondendo ao ambiente mais l6tico (BRUSCHI, 2005).

De acordo com Hilsdorf e Petrere (2002), o conhecimento prévio da distribuicdo da

diversidade genética dentro e entre populacdes de uma espécie, € uma etapa inicial importante
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para o desenvolvimento do manejo ¢ conservagdo in situ e de repovoamento. Para isso, deve-
se levar em conta se uma espécie estd distribuida como apenas uma populagdo, ou como
populacdes geneticamente diferentes e qual o grau de interacdo entre elas. No caso de peixes
de agua doce, suas populagdes em geral se distribuem por locais isolados, o que pode
minimizar as trocas génicas entre elas, o que leva a processos de diferenciagdo genética.
Portanto, avaliagdes da estrutura genética de populagdes tornam-se necessarias, pois permitem
extrair importantes informacgdes a respeito das populagdes naturais e para a elaboragdo de
planos de manejo (cf. LOPES et al., 2007). Técnicas moleculares como isoenzimas, RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), microssatélites (SSR —Simple Sequence Repeats), entre outras, t€ém sido amplamente
utilizadas para estudos da diversidade e estrutura genética de peixes neotropicais, ndo somente
para fins econdmicos, mas também para preservagdo e manuten¢do da biodiversidade
(TORRES et al., 2004; PAIVA et al., 2006; AFFONSO; GALETTI, 2007).

Considerando o exposto acima, os marcadores moleculares RAPD e microssatélites
foram utilizados para investigar a diversidade genética dentro e entre sete grupos de
espécimes de Leporinus friderici, amostrados nas escadas para transposi¢do de peixes do
Complexo Canoas em diferentes periodos reprodutivos. Com os dados obtidos neste estudo,
espera-se contribuir para a elaboracdo de projetos de manejo que visem a conservacao de L.
friderici nesta regido do rio Paranapanema, visto que, compreender a diversidade genética
existente, assim como sua distribuicdo dentro de populacdes de uma determinada espécie,

seria um passo inicial importantissimo na elaboracdo de projetos de conservagao.
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Material e Métodos

Coleta de amostras

Os exemplares de Leporinus friderici (BLOCH,1794) foram capturados nas escadas
para transposi¢cdo de peixes das Usinas Hidroelétricas de Canoas I (50° 31°’W e 22° 56°) ¢
Canoas II (50° 15°W e 22° 56°), situadas no médio rio Paranapanema (Figura 1). As coletas
foram realizadas nos periodos de piracema, de setembro a margo, durante os anos de 2003 a
2005, formando assim, grupos de diferentes piracemas que foram analisados
comparativamente.

Para a captura dos individuos desta espécie foram utilizadas redes de arrasto de
diferentes malhas e tarrafas. Apds a captura destes exemplares, foram retiradas amostras de
tecido muscular e, da maioria, a nadadeira adiposa, que foram conservadas em alcool ou
mantidas em temperatura de -20°C, para posterior uso nas andlises a serem realizadas. A
maioria dos exemplares foi liberada no mesmo local de coleta e alguns foram catalogados e
depositados no Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina. Na Tabela 1 estdo
relacionados os grupos coletados bem como o nimero de espécimes analisado para cada um

dos marcadores moleculares.

Tabela 1: Grupos de Leporinus friderici coletados nas escadas para transposi¢ao
de peixes das UHEs de Canoas I e Canoas II e nimero de exemplares analisados
para os marcadores de RAPD e microssatélites.

Canoas I Canoas IT
Grupos Marcadores Marcadores
microssatélites RAPD microssatélites EAPD

Inicic 2003 18 12 - Grupe 2 -—- -—
Final 2003 22 12 - Grupeo 1 22 16 - Grupe 7
Inicio 2004 - --- 19 16 - Grupe 5
Final 2004 —- - -—- -—
Inicio 20035 22 24-Grupos 3 e 4 22 16 - Grupo 6
Final 2003 22 - - -—

Total 84 48 63 48
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Figura 1: Visao parcial do Rio Paranapanema e seus principais afluentes (rios Tibagi e das Cinzas). Em destaque,
os dois locais de coleta: UHE Canoas I e UHE Canoas II.
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Extracéo e quantificacdo do DNA

A extragdo do DNA seguiu o protocolo descrito por Almeida et al. (2001). A
quantificagdo do DNA foi realizada utilizando um fluorimetro DyNA Quant 200 (Hoefer),
seguindo os procedimentos estabelecidos pelo fabricante. O DNA das amostras foi ajustado a

uma concentracao de 5 ng/ul para uso nas reagdes de amplificacao.

Amplificacdo do DNA

Marcadores RAPD

Os sete primers (OPA1, OPAC10, OPW2, OPW6, OPW16, OPX15, OPX18)
utilizados foram selecionados, com base na qualidade e quantidade de bandas geradas, a partir
de quatro kits (OPA, OPAC, OPW ¢ OPX) de oligonucleotideos da Operon Technologies.

Cada reagdo de amplificacdo continha 3,3 pl de 4gua bidestilada; 1,5 pl de tampao de
rea¢ao 10x; 1,5 pl de ANTPs (250 uM); 5 ul de MgCl2 (3,3 mM); 2 ul de primer (0,33 uM) ¢
0,2 ul de Taqg DNA Polimerase (1 U), somando 13,5 pl de solugdo, mais 1,5 UL de DNA de
cada amostra (0,5 ng/ulL). A amplificagdo das amostras de DNA foi realizada utilizando-se
um termociclador (PTC-100, MJ Research) e seguiu um programa composto de uma
desnaturagdo inicial a 92°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos, cada um contendo as
seguintes fases: 40 segundos a 92°C (desnaturagdo), 1 minuto ¢ 30 segundos a 40°C

(pareamento) e 2 minutos a 72°C (extensdo), com uma extensao final de 5 minutos a 72°C.

Marcadores microssatélites
Morelli et al. (2007) isolaram e caracterizaram oito locos de microssatélites para a
espécie Leporinus macrocephalus, para os quais foram construidos pares de primers (Lmac

02, 03, 04, 05, 06, 07, 08 e 09) e que testados tiveram resultados satisfatorios para a
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amplificagdo desses locos em Leporinus friderici. Para a selegdo dos pares de primers a serem
utilizados no presente trabalho, foram realizadas otimizagdes em todo o processo de
amplificagdo de DNA com os oito pares de primers acima citados, em L. friderici coletados
no Complexo Canoas, sendo selecionados aqueles para os locos Lmac 02, Lmac 05, Lmac 06
e Lmac 07.

Cada reagao de amplificacdo continha 9,45 pul de 4gua bidestilada; 2,5 pl de Tampao
10x; 1,6 ul de dNTPs (200 uM); 3,75 ul de MgCl2 (1,87 mM); 0,5 ul de cada primer
(Forward = F e Reverse =R) (200 uM) e 0,2 pul de Tag DNA Polimerase (1 U), somando 18,5
ul de solugdo, mais 1,5 pL de DNA de cada amostra. A amplificacdo das amostras de DNA
foi realizada utilizando-se um termociclador (PTC-100, MJ Research) e utilizando um
programa composto de desnaturagdo inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de 30 ciclos, cada
um contendo as seguintes fases: 15 segundos a 92°C (desnaturagao), 15 segundos a 56°C
(anelamento) e 15 segundos a 72°C (extensdo), com uma extensao final de 5 minutos a 72°C.

Na Tabela 2 sdo apresentados os pares de primers utilizados por loco, bem como as

seqliéncias de repeticao desses locos.

Tabela 2: Seqiiéncia de nucleotideos das repeti¢des motifs ¢ dos primers
flanqueadores para os locos de microssatélite analisados para Leporinus
friderici das escadas de transposi¢do para peixes do Complexo Canoas.

Locos Repeticiio morif Segiiéncia dos Primers (5'—37)
Lmac 02 (TGze(AGHD FACTTCCCTCCCTAATCTGTG
R:AGGGTGTAAGATGTATGAAG
Lmac 05 (CTha F:CGIGTGCTTCTGITTGTGTG
R:GGCTGAAGTATGAGAGGTAAG
Lmac 06 (CAN7 F:CTCTACTTCACTTTTACAGCAG
R:CCCGAGCCGUGTCACACTTC
Lmac 07 (TChs F:GTGGGAACATTTGGGATTAT

R:CAGAAGAGAGGGCGAGAGGG
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Andlise Eletroforética

Marcadores RAPD

Ao DNA amplificado foi acrescido tampao de amostra (Ficoll e azul de bromofenol)
e submetido ao processo eletroforético em géis de agarose 1,4% preparados com tampao TEB
0,5x, diluido da solugdo 10x (Tris 0,89 M; Acido Borico 0,89 M e EDTA 0,01M pH 8,3), em
cubas apropriadas contendo o mesmo tampao. Como marcador de peso molecular foi utilizado
DNA de 100 bp (Amersham Biosciences). Foi mantido entre os eletrodos 3V/cm e a migragao
do material estendeu-se por mais ou menos 10 cm do gel (4 horas, aproximadamente). Os géis
entdo foram corados com brometo de etidio (5 pL/mL) e fotografados em transiluminador
ultravioleta no sistema de foto-documentagado digital Kodak EDAS 290. A partir dessas fotos
foram analisados os perfis eletroforéticos de RAPD para a obtengdo dos dados necessarios as

analises genéticas.

Marcadores microssatélites

Da mesma forma para os marcadores microssatélites, foi adicionado tampao de
amostra (Ficoll e azul de bromofenol) ao DNA amplificado, sendo este entdo submetido ao
processo eletroforético. A eletroforese foi realizada em géis de poliacrilamida 8% (13,5 mL
de agua destilada; 4 mL de poliacrilamida 40% [38 g de acrilamida; 2 g de bis-acrilamida;
agua ultra-pura até completar o volume de 100 mL]; 2 mL de TEB 10x; 500 pL de persulfato
de potassio [1 g de persulfato de potassio; 9 mL de agua destilada]; 26 uL. de TEMED) em
cubas apropriadas com tampao TEB 1,0x. O DNA de 10 bp (Invitrogen) foi utilizado como
marcador de peso molecular. Foi mantido entre os eletrodos em torno de 21 V/cm e a
migracdo eletroforética estendeu-se por mais ou menos 2 horas. Os géis entdo foram corados
com nitrato de prata (2 g/10 ml) e fotografados no sistema de foto-documentacdo digital

Kodak EDAS 290.
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Anélise Genética

As analises genéticas dos resultados obtidos com ambos os marcadores utilizados foi
realizada em dois momentos: (1) estimativa de pardmetros genéticos em nivel intra-
populacional (avaliagdo do indice de variabilidade existente dentro de cada grupo amostrado)
e (2) estimativa de parametros diversidade genética em nivel inter-populacional (diversidade e
estrutura genética).

Para a realizagdo das andlises genéticas intra-populacionais, foram considerados os
grupos de L. friderici conforme Tabela 1.

Quando realizadas as andlises genéticas inter-populacionais, foram realizados dois
tipos de analise: 1) anlise inter-populacional I, onde os quatro grupos de L. friderici de
Canoas I foram comparados entre si, 0 mesmo ocorrendo para os grupos de Canoas II; 2)
analise inter-populacional II onde os espécimes coletados nas escadas para transposi¢do do
Complexo Canoas foram considerados como uma uUnica populagdo composta por sete

subpopulagdes (grupos).

Marcadores RAPD

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

Na andlise intrapopulacional, a variabilidade genética dos diferentes grupos de L.

friderici foi estimada pela proporg¢do dos sitios polimoérficos (Ps) e diversidade génica para
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todos os locos () através do software ARLEQUIN 3.0 (EXCOFFIER et al., 2005).

Para analise inter-populacional o software TFPGA 1.3 (MILLER, 1997) foi utilizado
para o calculo da distancia (D) e identidade (I) genética ndo tendenciosa de Nei (1978).

Ainda para a andlise inter-populacional, o software ARLEQUIN 3.0 (EXCOFFIER
et al., 2005) foi utilizado para a realizagdo da AMOVA (Anélise de Variancia Molecular), a
qual forneceu estimativas dos componentes de variancia e estatisticas analogas as F de Wright
(1951). A significancia dos componentes de variancia e estatisticas-F foi testada usando
métodos de permutacdo, eliminando a hipotese de normalidade que € convencional para
analises de variancia, mas inapropriado para dados moleculares (EXCOFFIER et al., 1992).

Wright (1978) sugeriu que os valores de Fst podem ser interpretados
qualitativamente em termos de diferenciagdo genética como: valores de 0 a 0,05 indicam
baixa diferenciacdo genética; 0,05 a 0,15 moderada; 0,15 a 0,25 alta e acima de 0,25
diferencia¢do genética muito alta. Essa escala foi adotada como referéncia na interpretagao

dos valores de Fstobtidos no presente estudo.

Marcadores microssatélites

A partir do software ARLEQUIN 3.0 (EXCOFFIER et al., 2005), considerando o
primeiro nivel de analise proposto (andlise inter-populacional I), foram utilizados os seguintes
indices de diversidade molecular: heterozigosidade observada e esperada; e testado o
equilibrio de Hardy-Weinberg para cada loco em cada grupo através do “Teste Exato usando
uma cadeia de Markov” (GUO; THOMPSON, 1992).

O mesmo software citado acima foi utilizado para realizar o teste AMOVA, dentro
dos dois niveis de andlise (andlise inter-populacional I e II). Esse teste foi capaz de fornecer
estimativas dos componentes de varidncia e estatisticas analogas as F de Wright (1951). Foi
obtido também o Fst por par de grupos (anélise inter-populacional I) amostrados através do

método de distancia por nimero de alelos diferentes.
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Resultados
Marcadores RAPD

Nas analises de L. friderici com os marcadores de RAPD, foram utilizados quatro
grupos (1, 2, 3 e 4) com 12 espécimes cada um coletados na escada de transposi¢ao de Canoas
Ietrés (5, 6 ¢ 7) com 16 espécimes cada, provenientes de Canoas II, conforme apresentado na
Tabela 1. Os sete primers utilizados produziram um total de 137 locos, sendo que o numero
de fragmentos produzidos por primer variou de 16 a 24.

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores de variabilidade genética, estimados pela
proporcao de sitios polimoérficos (Ps) onde pode ser observado que os diferentes grupos
apresentaram valores de Ps superiores a 40%, e de diversidade génica média para todos os
locos (7n) com valores superiores a 0,184.

Tabela 3: Diversidade genética intra-populacional utilizando marcadores

RAPD para os grupos de Leporinus friderici das escadas para transposi¢ao de
peixes das UHEs Canoas I e Canoas II — rio Paranapanema.

GRUPOS Ps -

1- CI - INICIO 2003 0.403 0.187
3. CT-FINAL 2003 0.418 0,196

3- CI- INICIO 2005 0,440 0,194
4- CI- FINAL 2005 0.418 0.187
5. CII - FINAL 2003 0.455 0,189
6- CII - INICTO 2004 0.448 0,192
7- CII - INICTO 2005 0.455 0,184

P, =0.434

Py proporgdo de sitios polimedoficos; Ps: proporgio media de sittos polmorficos:
T dversidade génica media para todes o locos.

Considerando a andlise inter-populacional I, onde os espécimes coletados em cada
uma das escadas para transposi¢do foram considerados uma populacdo composta por
subpopulagdes (grupos), os valores estimados de distancia e identidade genética obtidos nessa
analise sdo apresentados na Tabela 4. Na comparagdo entre os grupos de L. friderici de
Canoas I foi observado que a menor distancia genética (0,0109) foi entre o grupo 3 x grupo 4,
e a maior (0,0250) entre o grupo 1 x grupo 4. Entre os grupos de Canoas II estes valores

foram de 0,0058 (grupo 6 x grupo 7) e 0,0083 (grupo 5 x grupo 7), respectivamente.
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Tabela 4: Distancia genética (diagonal abaixo) e identidade genética (diagonal
acima) utilizando marcadores RAPD entre os grupos de Leporinus friderici das
escadas para transposicdo de peixes das UHEs Canoas I (1 — 4 em azul) e
Canoas II (5 — 7 em vermelho) — rio Paranapanema

1 2 1 4 7

1 o 09833 0.9779 0.0753 09578
2 0,0169 o 00826 0.9754 09607
3 0,0224 00176 e 09892 09618
4 0,0250 0,0249 00100 BEEE 0,9563
3 0,0425 0,0323 00414 0.0500 09017
& 00444 00424 00416 0.0452 0,9042
7 0,0431 0,0401 0.0390 0.0446 wEE

A andlise de varidncia molecular (AMOVA), para o nivel de andlise inter-
populacional I encontra-se na Tabela 5. Os resultados obtidos indicaram tanto para L. friderici
de Canoas I como de Canoas II, que a maior fonte de variagdo estd dentro dos grupos
amostrados para cada localidade e nao entre eles. Os valores de Fst foram estatisticamente

significativos indicando a existéncia de diferenciagdo genética.

Tabela 5: Analise da varidncia molecular (AMOVA) e Fsrt, utilizando
marcadores RAPD entre os grupos de Leporinus friderici das escadas para
transposicdo de peixes das UHEs de Canoas I e Canoas II — rio Paranapanema.

Populacic  Fonte de varmaciie gl Soma dos Compensntes %o de Fy
guadrados de vanagio variacdo

Ente o5 grupos 3 61,229 183342 471 0,047+
Canoas I Dentro de grupos = 363,583 12,80871 93,29

Total 47 624812

Enire o5 gripos 2 34,167 0,27995 217 0,022+
CanoasII  Dentro de grupos 47 367,188 1260417 07.23

Total 47 601,354

* valores sigmficatives a 5% de probabilidade comn 1000 permutagdes. gl = sraus de liberdade

For= Indice de Fixagdo de Alelos

Para a analise inter-populacional II, onde os espécimes coletados nas escadas para
transposi¢do do Complexo Canoas foram considerados como uma unica populagcdo composta
por sete subpopulagdes (grupos), os valores de distancia genética (Tabela 4) foram menores
nas comparagdes entre os grupos de Canoas I e aqueles de Canoas II, do que nas comparagdes

entre os grupos de Canoas I e os grupos de Canoas II, sendo também concordantes com os
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dados de identidade genética (valores destacados em verde na tabela).
Na Tabela 6 sdo apresentados os dados estimados da AMOVA, que mostram também
que a maior fonte de variagdo (90,97%) esta dentro dos grupos e nao entre estes. O valor de

Fst(0,090) estimado € estatisticamente significativo.

Tabela 6: Analise da variancia molecular (AMOVA) e Fsr, utilizando
marcadores RAPD para a populagdo de Leporinus friderici das escadas
para transposicao de peixes das UHEs de Canoas I e Canoas II — rio

Paranapanema.
Fonte de gl Somado: Componentes Ve de Fer
Populacio vanacao guadrados de vaniacio variagio
Entre o3 grupos 6 179 667 1.26140 03 0.0%0*
Complexo  Dentro de grupes 89 1130771 1270529 90,97
Canoas
total a3 1310438 1396660

* yalores sigmficatives a 5% de probabihdade com 1000 permutagdes. g1 = graws de hiberdade

Far= Indice de Fixacdo de Alelos

Os valores de Fsr par a par, apresentados na Tabela 7, sdo maiores e estatisticamente

significativos quando sdo comparados os grupos de Canoas I com os de Canoas II.

Tabela 7: Fsr par a par, obtidos utilizando marcadores RAPD, entre os
grupos de Leporinus friderici das escadas de transposicao para peixes das
UHEs Canoas I (1 —4) e Canoas II (5 —7) — rio Paranapanema.

1 2 1 4 5 L] 7
0.00000
0.06990% | 000000
0.06577* | 0.02654 | 0,00000
0.05032* | 0.05931* | 0.00300 | 000000
0.13267* | 0.10771* | 0.11729* | 0.12961* | 000000
0.15603* | 0.13815* [ 0.10913* | 0.11861* | 0.02075 | 0.00000
0.13672* | 0,14131* | 0.11151* | 0,10605* | 0.03520* | 0,00898 | 0.00000

valor estatsheamente mpmificative ao mvel de 5%,

| o [ | | e e =t

Marcadores Microssatélites

Nas analises de L. friderici com os marcadores de microssatélites, foram utilizados

quatro grupos para CI e trés para CII conforme a Tabela 1. Para os quatro locos de
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microssatélites analisados, Lmac 2, Lmac 5, Lmac 6 e Lmac 7, foram obtidos,
respectivamente, cinco, seis, cinco e quatro alelos.
Nas Figuras 2, 3, 4 e 5 sdo apresentadas as distribui¢des das freqiiéncias dos alelos de

cada loco analisado para cada grupo de L. friderici amostrado.

Frag. abslloa

0.&

05

04 -

U

02 4

LU

o4
qrupo 1 qrupo 2 arupo 3 qrupos 4 arupoc 3 arupo 6 grupc 7

Figura 2: Freqiiéncias alélicas para o loco Lmac02 para os grupos de
Leporinus friderici coletados nas escadas para transposi¢do de peixes das
UHESs Canoas I e Canoas II- rio Paranapanema.

Fra-:|1 Alelica

03 ]
08 41—

07 |
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grupo 1 grupo 2 grupo 3 grupa 4 grupo 3 grupo & grupas 7

Figura 3: Freqiiéncias alélicas para o loco Lmac05 para os grupos de
Leporinus friderici coletados nas escadas para transposigdo de peixes das
UHESs Canoas I e Canoas II- rio Paranapanema.
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Figura 4: Freqiiéncias alélicas para o loco Lmac06 para os grupos de
Leporinus friderici coletados nas escadas para transposigdo de peixes das
UHEs Canoas I e Canoas II- rio Paranapanema.

Fraq. &leiica
0,9

0.8
0.7 Alalo
0,6 m1
0.5 o2
0.4 ml
0.3 md
0,2
01
o4 _ _ _ _ _

grupo 1 grupo 2 grupo 3 grupo 4 grupo & grupo & grupo 7

Figura 5: Freqiiéncias alélicas para o loco Lmac07 para os grupos de
Leporinus friderici coletados nas escadas para transposi¢do de peixes
das UHEs Canoas I e Canoas II- rio Paranapanema.

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores de heterozigosidade observada e esperada
intraloco nos diferentes grupos de L. friderici analisados, bem como a probabilidade do teste
do equilibrio de Hardy-Weinberg nos diferentes grupos. Notamos que os valores de
heterozigosidade observada sdo menores do que os esperados, na maioria dos grupos, e
considerando os valores de significancia ao nivel de 5%, constatamos que na maioria dos
grupos a distribui¢@o das freqiiéncias dos alelos dos locos encontra-se dentro do esperado pelo

equilibrio genético.
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Tabela 8: Heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) intraloco ¢ probabilidade para o
Teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg (PHW) para os quatro locos microssatélite nos grupos
de Leporinus friderici das escadas de transposigao para peixes das UHEs Canoas I (1 -4) e
Canoas II (5 - 7) — rio Paranapanema.

1- €I INICIO 2003 5. CI1 - FINAL 2003
Locos | H, He PHW | H, He PHW

Lmac06 | 0.22222 | 0.35238 | 0.02369* | 045455 | 0.41860 | 1.00000
Lmac07 | 0.44444 | 046667 | 0.04374* | 0.40000 | 0.38372 | 1.00000
Lmac02 | 0.83333 | 0.64762 | 0.00201* | 0.72727 | 0.61205 | 0.17977
Lmac05 | 0.33333 | 0.35079 | 1.00000 | 0.04545 | 0.32347 | 0.00031°
2 CI- FINAL 2003 6- CII - INICIO 2004

H, H, PHW | H, H, PHW

Lmac06 | 0.31818 | 0.40381 [ 0.22506 | 0.36842 | 0.41110 | 1.00000
Lmac07 | 0.31818 | 0.45772 | 0.30779 | 0.31579 | 0.27312 | 1.00000
Lmac02 | 0,54545 | 0.62156 | 0.33148 | 0,68421 | 050033 | 055180
Lmac05 | 0.40900 | 0.34778 | 1.00000 | 0.15780 | 0.24467 | 0.15975
3 CI- INICIO 2005 7- CILINICIO 200
H, He. PHW | H, He. PHW

Lmac06 | 031818 | 0.42495 | 0.23791 | 0.22727 | 0.33087 | 0.10583
Lmac07 | 0.18182 | 0.34884 | 0.10526 | 0.45455 | 0.45032 | 1.00000
Lmac02 | 0.54545 | 0.70930 | 0.01688* | 0.59091 | 0.57294 | 0.92254
Lmac05 | 0.31818 | 0.49154 | 0.02260* | 0.50000 | 0.53700 | 013881
4 CI-FINAL 2003
H, H, PHW

Lmac06 | 0.40909 | 0.35729 | 1.00000
Lmac07 | 0.36364 | 0.45032 | 0.62081
Lmac02 | 0.50000 | 0.60571 | 014491
Lmac05 | 0.27273 | 0.28013 | 1.00000

L

* valor estatsficamente significants ao nivel de 5%,

As estimativas de diversidade genética intrapopulacional podem ser observadas na
Tabela 9, onde o nimero médio de alelos variou de 3,00 a 4,50; heterozigosidade média
observada de 0,341 a 0,458; heterozigosidade média esperada de 0,379 a 0,493 e diversidade

génica para todos os locos superior a 0,349.
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Tabela 9: Indices de diversidade genética intrapopulacional obtidos com
marcadores microssatélites para os grupos de Leporinus friderici das escadas
para transposicdo de peixes das UHEs Canoas I e Canoas I — rio

Paranapanema.

GRUPOS N, H, H. Ty Fis

1- €T - INICTO 2003 4,23 0.45833 043436 0.43095 -0,06553
I CI- FINAL 1003 3.00 |0.39773 045771 044107 0.10037

3 CI-INICIO 2005 4,00 0,34091 049365 047252 0,28328

4- CI-FINAL 2005 3,00 038636 042336 0.40248 0,04007

£- CTI - FINAL 2003 3,25 040009 043446 0.41395 001691

6- CTI - INICTO 2004 2,75 038138 0,37980 0,34993 -0, 09319
T- CII - INICIO 2005 4.5 044318 047278 044794 0,01087

H=0,40245 | h= 044516 0,033

N.: mumero médio de alelos por loco; Ha- heterozizosidade media observada; H: heterozigosidade média

asperada; H: heterozigosidade média total observada; b: heterozigosidade média total esperada; . diversidade

génica para todos oz locos; Fiy= Indice de Fixagio Intrapopulacional

A andlise de variancia molecular (AMOVA), para o nivel de analise

interpopulacional I encontra-se na Tabela 10. Os resultados obtidos indicaram, tanto para L.
friderici de Canoas I como de Canoas II, que a maior fonte de variagao esta dentro dos grupos
amostrados para cada localidade e nao entre eles. Os valores de Fst foram estatisticamente
significativos indicando a existéncia de diferenciagdo genética entre os grupos. Considerando
a andlise inter-populacional I onde os espécimes coletados em cada uma das escadas para
transposi¢do foram considerados uma populacdo composta por subpopulacdes (grupos), a
analise da AMOVA (Tabela 10) revela que a maior fonte de variagdo estd presente entre os
individuos (91,53%) que ¢ menor dentro dos grupos (6,64%) e entre os grupos (1,83%). Os
valores estimados de Fst (0,01834) e Fis (0,06762) para esta andlise mostram uma baixa

tendéncia a diferenciagdo dos grupos o que corrobora com a afirmativa de que a maior fonte

de variagdo encontra-se entre os individuos.



Tabela 10: Analise da variancia molecular (AMOVA), Fsrt ¢ Fis, utilizando
marcadores microssatélite entre os grupos de Leporinus friderici das
escadas para transposi¢do de peixes das UHEs de Canoas I e Canoas II — rio

Paranapanema.
Populacio  Fonte de vanaco gl Somados Compenentes %6 de Far Fis
quadrades  de vanagio . .
vanagio

Entre os grupos 3 4485 001260 142

Canoas]  Enfre individuos 80 77,348 0,09057 10,19 0014 0.104*
dentro dos grupos
Dentro de 84 66,000 078571 B39
mdividnos
Total 167 147833
Entre os grupos 2 2,746 001360 154

CanoasII Enre  individuos 60 48,190 -0,01111 1.34 0016 -0,014
dentro dos grupos
Dentro de 43 52,000 082540 9970
mdividnos
Total 125 102937
Entre oz grupos 1 3,236 001600 1,83

CIxCI Enme  individues 145 133278 0,05822 664  0,018* 0,068%
dentro dos grupos
Dentro de 147 118,000 0.80272 91,53
mdividuos
Total 203 23514

¥ valores mgmficativos a 5% de probabilidade com 1000 permutagdes. 2.1 = zrans de liberdade. I = Canoas [,

CII = Camoas II; Far = Indice de Fixagio de Alslos; Fiz= Indice de Fixagio Intrapopulacional.
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No segundo nivel de andlise inter-populacional (analise inter-populacional II), onde

os sete grupos foram considerados subpopulagdes de uma unica populacio, os valores de Fst

par a par (Tabela 11) variaram de 0,0000 a 0,09307. Vale ressaltar que valores de estatistica F

negativos, segundo Excoffier et at. (1992), devem ser considerados como nulos, portanto zero.

Tabela 11: Fst par a par, obtidos com marcadores microssatélites, entre os
grupos de Leporinus friderici das escadas de transposi¢do para peixes das

UHESs Canoas I (1 — 4) e Canoas II ( 5 — 7) — rio Paranapanema.

1 2 3 4 3 & 7
1 000000
2 0,03398* | 0,00000
3 001444 | 001383 | 0,00000
4 001207 | -0.00561 | 0.03145*% | 0.00000
5 -0.01431 | 0,04780* | 0,02765* | 0.02462* | 0.00000
6 0.01564 | 0,00307* | 0,06392* [ 0.05995* | -0.00544 | 0.00000
7 000726 | 0,02200 | 0,03493* [ 000398 | 002020 | 0.05268* | 0.00000

¥ yalor estatisticamente sigmficante ao nivel de 5%.
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A AMOVA para este segundo nivel de andlise foi realizada e seus resultados sao
apresentados na Tabela 12. Novamente a maior fonte de variacdo estd presente entre os
individuos (92,06%), sendo dentro dos grupos de 5,39% e entre os grupos de 2,55%. Os
valores de Fst e Fis, estatisticamente significativos para esta analise, foram de 0,025 e 0,055,

respectivamente.

Tabela 12: Analise da variancia molecular (AMOVA), Fst ¢ Fis, utilizando
marcadores microssatélite para a populagdo de Leporinus friderici das
escadas para transposicao de peixes das UHEs de Canoas I e Canoas II —rio

Paranapanema.
Populacdo  Fonte de wvanaciio gl Somades Compenentes %o de Fer Fig
guadrades  de variagio variacio
Entre os grupos L] 10,975 002322 2,55
Complexo  Entre individuos 140 123539 004650 5,39 0,025* 0035*
Canoas dentro dos grupes
Dentro de 147 118,000 080272 a2.0a
individuos
Total 203 234514

* valores siznificativos a 3% de probabilidzde com 1000 permntagtes. g, = graus de liberdade; Fer = Indice de
Fixagdo de Alelos; Fiz= Indice da Fragio Infrapopulacional
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DISCUSSAO

Segundo Torres et al. (2004), inumeros trabalhos foram realizados com marcadores
moleculares nos ultimos anos, devido ao surgimento de técnicas de resolucdo de
polimorfismos de DNA. De acordo com esses autores, no que diz respeito aos peixes de agua
doce, a regido neotropical ¢ caracterizada como a mais diversificada em numero de espécies e
densidade populacional, e a biologia molecular disponibiliza ferramentas capazes de acessar a
variagdo molecular existente nesses grupos e relaciona-las a fatores ambientais e antropicos.
Com base nisso, marcadores moleculares hiper-varidveis como RAPD e microssatélites sao
uteis nos estudos que visam estimar a variabilidade e a estrutura genética de uma espécie.

De acordo Oliveira et al. (2006), estudos populacionais utilizando marcadores
microssatélites tem sido cada vez mais utilizados, visto as caracteristicas codominantes destes
marcadores e sua alta taxa evolutiva. Porém, os custos para obtengdo destes marcadores ainda
sdo relativamente alto, o que se torna um fator limitante para muitas pesquisas. Neste
panorama, uma medida alternativa pode ser adotada, fazendo uso de primers ja isolados de
locos microssatélites para espécies filogeneticamente proximas. Este processo ¢ denominado
de transferabilidade, sendo que os primers utilizados sao ditos heter6logos.

Morelli et al. (2007) isolaram oito locos (Lmac 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08 ¢ 09) de
microssatélites para Leporinus macrocephalus, para os quais desenvolveram os pares de
primers, além disso testaram o seu potencial de transferabilidade para outras oito espécies de
peixes da familia Anostomidae para tanto utilizaram cinco individuos de cada espécie. Dentre
as espécies testadas, L. friderici teve sete locos amplificados, sendo seis polimoérficos (Lmac
03, 05, 06, 07, 08 e 09) ¢ um monomorfico (Lmac 04). Apenas com o loco Lmac02 os autores
citados ndo obtiveram sucesso no processo de transferéncia. No presente trabalho, foram

testados os oito locos de L. macrocephalus em L. friderici coletados nas escadas para
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transposi¢ao de peixes no Complexo Canoas, com um numero amostral maior (Tabela 1) e
com modificagdes na reagdo e no programa de amplificagdo do DNA. No preparo da reagdo
de amplificagdo as modificagdes realizadas foram nas concentragdes dos reagentes com a
finalidade de obten¢do de uma melhor qualidade das bandas durante o processo de
eletroforese. No programa de amplificacio as adequagdes incluiram a diminuicdo da
temperatura de anelamento dos primers para a reducdo da estringéncia, concomitante com a
modificacdo do programa de ciclagem das amostras em termociclador. Com estas alteragdes,
todos os locos apresentaram potencial para serem utilizados, inclusive o loco Lmac 02. Os
quatro locos utilizados no atual estudo foram aqueles cujos primers apresentaram melhor
eficiéncia de amplificagdo e permitiram a deteccdo de polimorfismo nos grupos de L.
friderici.

A falta de parametros qualitativos para classificacdo da variabilidade genética de
populacdes dificulta o monitoramento destes indices, portanto torna-se necessario que haja
um prévio detalhamento da representatividade dos valores a eles atribuidos. Como a utilizagao
das técnicas de RAPD e microsatélites permite gerar uma grande quantidade de polimorfismo
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998), para o presente estudo foi estabelecido que valores
de variabilidade genética compreendidos: entre zero e 19% seriam considerados como
variabilidade genética baixa, entre 20% e 39% moderada, entre 40% e 59% como alta ¢ acima
de 60% como variabilidade genética muito alta.

De acordo com os critérios de andlise adotados, a analise intrapopulacional de L.
friderici proporcionou estimativas de valores para variabilidade e diversidade genética
considerados de moderados tendendo a alto para populacdes naturais, sendo que com o
marcador RAPD, os valores da proporcdo de sitios polimorficos LIPs foram acima de 40% e a
diversidade génica média para todos os locos (7n) com valores maiores que 0,18 (Tabela 3).

Com os marcadores microssatélite foram estimados para os diferentes grupos de L.
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friderici valores acima de 0,341, 038 ¢ 0,35 para heterozigosidade média observada, esperada
e diversidade génica para todos os locos, respectivamente, sendo a heterozigosidade média
total observada (H) e a heterozigosidade média total esperada (h) de 0,40245 e 0,44516,
respectivamente (Tabela 9).

Em populagdes naturais DeWoody e Avise (2000) observaram que os niveis médios

de variagao genética dados pela Ho em locos microssatélites para peixes de agua doce (0,54 +
0,25) foram similares aqueles encontrados nos outros grupos de animais (0,60 + 0,16).
Observaram ainda que peixes marinhos apresentaram niveis significativamente mais altos de
variagdo genética (0,77 £ 0,19); populacdes analisadas de peixes anddromos (ex: salmdo)
geralmente apresentaram valores intermediarios entre populacdes de espécies marinhas e de
agua doce. Desta forma, o valor estimado de heterozigosidade média total observada (H) de
0,403 (Tabela 9) para L. friderici, uma espécie migradora e potamodroma (vive e faz
migragdes reprodutivas em agua doce) esta de acordo com o valor estimado por DeWoody e
Avise (2000) para as espécies de peixes de dgua doce.

Os possiveis motivos pelos quais populagdes naturais apresentam uma alta taxa de
diversidade genética, segundo Nei (1987), ¢ que estas possuem um grande tamanho
populacional, heterogeneidade ambiental e caracteristicas intrinsecas a historia de vida da
espécie que favorecem o rapido crescimento populacional. Segundo DeWoody e Avise (2000)
a tendéncia de peixes marinhos apresentarem uma taxa de variagdo genética maior que peixes
de agua doce provavelmente esta associado aos tamanhos populacionais efetivos, em média
maiores daquelas espécies, os quais podem estar relacionados a natureza maior e mais
continua dos ambientes marinhos. Populagdes de peixes de agua doce sdao limitadas a
drenagens particulares por tempos evolutivos curtos a moderados, € entdo, devem ser menores
em tamanho que muitas populagdes marinhas as quais sao abertas para potenciais trocas

genéticas em areas muito maiores. Uma possibilidade sugerida ¢ que, ao longo de séculos ou
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milénios, o mar freqiientemente seria um ambiente menos hostil que lagos e rios, significando
que suas populacdes em geral poderiam ser menos suscetiveis a reducdes drasticas de
populagdes (DeWOODY; AVISE, 2000).

Alguns trabalhos realizados com espécies de peixes migradoras coletadas nas
escadas de transposicdo do Complexo Canoas, utilizando marcadores RAPD, revelaram
valores de variabilidade genética, estimada pela propor¢ao de locos polimorficos, semelhante
ou maiores aos estimados para L. friderici: 42% para Salminus brasiliensis (LOPES et al.,
2007), 74% para Prochilodus lineatus (PAULA, 2006), 70% para Leporinus elongatus
(RAMOS, 2007) e 60 % para Schizodon nasutus (TSUCHIY A, 2006). Chiari e Sodré (2001)
realizaram um estudo baseado em analises de RAPD de oito espécies da familia Anostomidae,
coletados no rio Tibagi, nas proximidades do Complexo Canoas. Dentre as espécies
analisadas, L. friderici apresentou uma estimativa da propor¢do de locos polimorficos de
46,3%, num total de 149 locos analisados, o que mostra uma concordancia deste valor ao
encontrado neste presente estudo com 137 locos (LIPs = 43,4%, Tabela 3).

Paula (2006) e Ramos (2007) realizaram também analises com marcadores
microsatélites, sendo que os valores estimados de heterozigosidades média esperada de 0,91 e
0,89, respectivamente, sdo considerados muito altos e maiores que o estimado para L. friderici
(0,44, Tabela 9).

No presente estudo, as estimativas de variabilidade genética tanto com os marcadores
de RAPD (Tabela 3) como de microssatélites (Tabela 9) mostraram-se compativeis, ou seja,
com ambas as metodologias observou-se que os grupos analisados apresentam indices de
variabilidade considerados bons, como ja discutido anteriormente, bem como os indices
médios (Tabelas 3 e 9) obtidos para a espécie nessa regido do rio Paranapanema.

Estudos da diversidade genética de diversas espécies de peixes tém sido realizados

com diferentes classes de marcadores moleculares. Os diferentes niveis de variabilidade entre
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as classes de marcadores refletem um equilibrio entre as taxas de mutagdo e deriva genética.

As taxas de mutagdo para marcadores microssatélites sdo estimadas entre 10-3 ¢ 10-4
por loco por geracao, enquanto para marcadores RAPD essas taxas tém valores de 10-6a 10-9
por loco por geracdo (LOUGHEED et al., 2000).

Os marcadores microssatélite sdo considerados mais informativos (deteccdo de
heterozigotos), porém os locos utilizados podem ndo ter detectado toda a possivel
diferenciag¢do existente entre os grupos amostrados. Segundo Selkoe e Toonen (2006), cada
loco microssatélite pode ser considerado uma amostra do genoma. Devido a recombinacao,
selecdo e deriva genética, genes e regides diferentes do genoma tém historias genealdgicas
ligeiramente diferentes. O uso de um tunico loco (ou poucos) para estimar caracteristicas
populacionais a partir de dados genéticos cria uma alta taxa de erro de amostragem. Assim, a
analise de multiplas amostras do genoma, pela combinagdo dos resultados de muitos locos,
fornece uma maneira mais precisa e estatisticamente mais poderosa de comparar populagoes e
individuos. Outro fator a ser considerado € sobre a dominancia dos marcadores moleculares,
pois marcadores dominantes, como no caso do RAPD, deve-se partir da premissa que as
populacdes naturais estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg para se estimar os parametros
genéticos de diversidade, variabilidade e estrutura populacional. Além do nimero de locos
analisados, o tamanho amostral ¢ um fator a ser ponderado, sendo que quanto maior é o
numero de individuos analisados, mais precisa ¢ a estimativa dos parametros.

Quando considerada a analise inter-populacional I os resultados obtidos com a
AMOVA, mostram-se muito semelhantes. Os dados com RAPD mostram que entre os grupos
de L. friderici de Canoas I (Tabela 5) a maior fonte de variagdo ¢ dentro dos grupos (95,29 %)
e nao entre eles (4,71 %) sendo o Fst = 0,047; para os grupos de Canoas II esses valores
foram 97,83%, 2,17% e 0,022, respectivamente. Com os marcadores microssatélites (Tabela

10) os resultados da AMOVA também mostram que a maior fonte de variagdo esta dentro dos
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grupos € ndo entre os mesmos tanto para os grupos de Canoas I como Canoas II, sendo que
para os grupos de L. friderici de Canoas I o Fst= 0,014 ¢ para aqueles de Canoas Il o Fst=
0,016. Os valores de Fst com ambos os marcadores, mesmo que significativos, indicam que a
diferencia¢do genética existente entre os grupos de L. friderici de Canoas I e entre aqueles de
Canoas II ¢ considerada baixa (< 0,05) de acordo com os critérios adotados, baseados em
Wright (1978).

Na analise inter-populacional 11, onde os grupos de L. friderici de Canoas I e Canoas
IT foram considerados como uma tnica populagdo constituida de sete subpopulacdes, os dados
da AMOVA obtidos através dos marcadores de RAPD (Tabela 6), revela que a maior fonte de
variagdo esta presente dentro dos grupos (90,97%) e ndo entre os grupos (9,03%). O valor
estimado para Fst (0,09) ¢ significativo e segundo os critérios adotados indica uma
diferencia¢do moderada entre os grupos de L. friderici. Esse dado é concordante com aqueles
de distancia genética (Tabela 4) e de Fst par a par (Tabela 7) onde os maiores valores
estimados para estes pardmetros sdo aqueles das comparagdes entre os grupos de Canoas I e
Canoas II.

Nessa analise utilizando os marcadores de microssatélites pode ser observado que os
maiores valores de Fst par a par (Tabela 11) estdo entre as comparagdes dos grupos de L.
friderici provenientes de Canoas I com aqueles de Canoas II. Isto pode ser devido que apesar
de alguns alelos apresentarem certa uniformidade na sua freqiiéncia dentro dos grupos, a
presenga de alelos pouco freqiientes ou até mesmo ausentes em alguns grupos sdo fatores que
podem influenciar os resultados dos testes estatisticos. Por exemplo, na distribuicdo das
freqliéncias alélicas do loco Lmac 02 (Figura 3) nota-se que o alelo 5 esta ausente dos grupos

de Canoas I, assim como o alelo 4 estd ausente no grupo 6, fato que pode ser
observado para os outros locos analisados. A AMOVA (Tabela 12) mostrou também que a

maior porcentagem de variag@o esta dentro e ndo entre os grupos, mas o valor estimado de Fst
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(0,025) indica diferentemente daquele obtido com RAPD, uma baixa diferenciagdo genética
entre os grupos de L. friderici.

Resultados semelhantes de baixa diferenciagdo genética foram estimados para P.
lineatus, Fst = 0,0017, (Paula, 2006) e Fst= 0,026 para L. elongatus (RAMOS, 2007). Em
ambos os estudos também foram mostrados que a maior porcentagem de variagdo esta contida
dentro dos grupos e ndo entre os grupos.

O valor estimado de Fis (0,055) (Tabela 12) indica que o endocruzamento também ¢
baixo entre os grupos de L. friderici. Devemos considerar o fato que populagdes naturais em
equilibrio possuem tamanho populacional grande, de forma que nao haja endocruzamento
entre espécimes e com variabilidade genética suficiente para sua manutencdo no meio
ambiente. O indice de diferenciacdo genética moderada obtido com os marcadores RAPD
pode ser devido ao tamanho amostral menor (Tabela 1) e pelo fato de ser um marcador
dominante onde para realizar a estimativas dos parametros genéticos deve-se partir da
premissa que os grupos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, como ja mencionado
anteriormente. Por outro lado, os dados obtidos com microssatélites, marcador codominante e
que permite a identificagdo de heterozigotos, e para o qual foi analisado um maior nimero de
individuos (Tabela 1), foi possivel observar que os quatros locos analisados na maioria dos
sete grupos L. friderici encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 8). Além
disso, o alelo mais freqiiente desses locos tem o mesmo comportamento nos diferentes grupos.
Esses fatos contribuiram para obtencao de um indice de diferenciagdo genética mais preciso e
de menor valor (Fst = 0,025). Esses resultados sugerem fortemente que os grupos de L.
friderici coletados nas escadas para transposi¢do de peixes do Complexo Canoas constituem
uma unica populagdo formada por sete subpopulagdes.

Ap6s a construgdo da UHE e Escola Mackenzie e formagao do reservatorio Capivara

em 1975 (Figura 1), por vinte e trés anos existiu um trecho de fluxo livre no médio rio
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Paranapanema compreendido entre esta barragem e a de Salto Grande, o qual era em grande
parte de aguas loticas (SAMPAIO, 1944; PELICICE; AGOSTINHO 2007). Segundo estes
autores, a barragem da usina de Salto Grande provavelmente ndo impedia o recrutamento
anual das populacdes de grandes peixes migradores, visto que anterior a construgdo desta
barragem, em 1956, as espécies de peixes ndo transpunham este trecho pela presenga de uma
queda d’agua (Salto Grande) que impedia esta migragdo a montante. Com isso, a reposi¢ao de
estoques de peixes, era feita pelos afluentes que desembocam no trecho do reservatorio
Capivara. Como importantes tributarios do reservatorio de Capivara, estdo os rios Tibagi, das
Cinzas, Congonhas, Capivara e¢ Laranjinha, os quais preservam condigdes loticas que
favorecem espécies migratorias, provavelmente atuando como locais para a reprodugdo. Apos
a constru¢do das UHEs do Complexo Canoas em 1999 (DUKE ENERGY, 2003) os cerca de
50 km, entre a barragem de Canoas I e a de Salto Grande (Figura 1), passaram a configurar
um cenario de dois novos reservatorios seqiienciais caracterizados por cobrir dreas sem a
presenca de grandes rios afluentes, por¢des 16ticas extremamente curtas, margens ocupadas
por pastagens, com escassos remanescentes de vegetagao ciliar e com auséncia total de lagoas
marginais (BRITTO; SIROL, 2005; LOPES et al., 2007; PELICICE; AGOSTINHO, 2008),
criando condic¢des desfavoraveis para a manutengdo de espécies de peixes migradores.
Segundo Suzuki (1999) o sucesso de ocupagdo e permanéncia das espécies num dado
ecossistema estd amplamente associado a um processo de reprodu¢do bem sucedido. O
sucesso reprodutivo dos grandes peixes migradores Neotropicais depende basicamente da
realizacdo de migragdes anuais por longos trechos de rios a procura de locais propicios a
desova e desenvolvimento da prole. As escadas para transposicdo de peixes seriam
mecanismos facilitadores do processo migratério, tornando trechos barrados permeaveis,
contudo, em muitos casos tém se mostrado um fator de impacto adicional as espécies

migradoras (SUZUKI, 1999).
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De acordo com Pelicice e Agostinho (2008), as condicdes criadas pela formacao de
reservatorios, como qualidade ruim das dguas e auséncia de locais para reproducdo nas areas a
jusante, fluxo unidirecional das dguas e turbilhamento causado pela agua nas escadas de
transposi¢do, sdo atrativos para a transposi¢cdo dos peixes, fazendo com que os peixes
localizados a jusante da barragem migrem para area a montante. Considerando que as areas a
montante, reservatorios de Canoas I e Canoas II, ndo apresentam condigdes favoraveis para a
consolidacdo do processo reprodutivo, pela observagdo de auséncia de ovos, larvas e juvenis,
conforme estudo realizado por Britto e Sirol (2005), torna-se nitido o fato de que peixes
localizados a jusante das barragens sdo incentivados a migrarem para areas acima, porém a
nao consolidacdo da reprodugdo, leva a confirmar a hipotese que a longo prazo, os
mecanismos de transposi¢do instalados nas barragens, constituem verdadeiras armadilhas
ecoldgicas, acentuando a redu¢do dos estoques de peixes nas area a jusante (PELICICE;
AGOSTINHO, 2008).

E fato também, que na presenca de ambientes desfavoraveis para a desova, peixes
migradores procuram rotas alternativas para a realizacdo deste processo, conforme
observaram Antonio et al. (2007) no rio Parana.

Embora os espécimes de L. friderici tenham sido coletados em dois locais distintos
(escadas para transposi¢do de peixes das UHEs Canoas I ¢ Canoas II), a origem desta espécie
a jusante ¢ comum, sendo ela o Reservatorio de Capivara, que tem como principais afluentes
os rios das Cinzas e Tibagi. A auséncia de afluentes importantes nos reservatorios de Canoas |
e Canoas II e a ndo consolidagdo do processo reprodutivo nesses reservatorios, vém reforgar a
idéia de que a fonte de novos espécimes seja realmente a populagdao do Reservatorio Capivara
localizado a jusante do Complexo Canoas. Com essa informagdo, ¢ de se esperar que os dados
apontem uma baixa tendéncia a estruturagdo genética dos grupos, visto que um mesmo local

mantém-se como fonte da populagdo desta espécie.
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Os valores estimados de variabilidade genética para a populagdo de L. friderici para
essa regido do médio Paranapanema, sdo considerados bons. Porém, a migracao unidirecional
dos reprodutores, auséncia de prole, a pratica da pesca predatoria neste local, assim como o
repovoamento com espécimes cultivados em aqiiiculturas com caracteristicas genéticas
diferentes a da populacdo natural e/ou com baixa variabilidade genética sdo fatores que a
médio e longo prazo deverdo alterar a estrutura genética dessa populagdo, podendo acarretar
na deplecdo dos estoques naturais a jusante (reservatorio Capivara).

Com isso, ressalta-se a importancia da conservagdo dos principais afluentes, rios
Tibagi ¢ das Cinzas, neste trecho do rio Paranapanema, para que assim, as espécies
migradoras possam encontrar ambientes favoraveis para procriagao ao invés de transporem as
escadas do Complexo Canoas, as quais deveriam permanecer fechadas no periodo
reprodutivo.

A manuten¢do dos estoques de L. friderici nos reservatorios de Canoas I e Canoas 11
devem ser realizadas pela abertura das escadas para transposi¢ao de peixes fora do periodo
reprodutivo ou pelo repovoamento com juvenis produzidos com matrizes provenientes do
reservatorio Capivara. A reproducdo assistida podera garantir um estoque repovoador com as
caracteristicas genéticas identificadas neste trabalho para a populac¢do natural de L. friderici

pertencente a esta regido do rio Paranapanema.
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