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Variabilidade genética de Prochilodus lineatus (Characiformes, Prochilodontidae) na
bacia do rio Parana evidenciadas por marcadores metulares

RESUMO
A sobrepesca, a poluicdo e a construcdo de basagenimpactado importantes espécies de
peixes migradores na Bacia do Rio ParaRaochilodus lineatusé uma espécie
economicamente importante e endémica na BacianRlatim decréscimo na quantidade
desembarcada desta espécie tem sido observado @ssiona necessidade de seu manejo e
conservacao. Este estudo teve como objetivo igaesé variabilidade genética desta espécie
através das técnicas de RAPD e sequenciamentoNde itocondrial. Os individuos
analisados foram coletados nos rios Parana, Baiaymba e Miranda. Um total de 1815
pares de bases de doze individuos foi sequenciata pete fragmentos de genes
mitocondriais codificadores de proteina. As estivaat de porcentagem de divergéncia na
sequéncia de nucleotideos variaram de 0,00 a \8Blum padrao de distribuicdo geografica
dos haplotipos de DNA foi observado. O estudo coPR incluiu 86 fragmentos de 58
individuos e revelou um alto polimorfismo. O testeato de Fisher para verificar se as
divergéncias genéticas eram significativas foicagulo para os dados totais e entre populacdes
geograficamente mais proximas. Os resultados absdgerem quBrochilodus lineatusmao
esta subdividida, embora tenham sido detectada&sgdimcias significativas nas frequéncias
de alguns locos. Estas informacfes sao Uteis pplanejamento de programas de estocagem
e manejo d®. lineatus

Palavras-chave RAPD. DNA mitocondrialProchilodus linetausVariabilidade genética.



Genetic variability of Prochilodus lineatus (Characiformes, Prochilodontidae) in the
Parana River basin revealed by molecular markers

ABSTRACT
Overfishing, pollution and construction of dams éampacted migratory fishes of Parana
River basin.Prochilodus lineatuss an economically important endemic migratorycspe
from Platina basin. Decrease i lineatuslandings have been observed as the need of
management and conservation. This study aimedvesiigate the genetic variability of this
species through Random Amplified Polymorphic DNAAED) and mtDNA sequencing
techniques. The analyzed individuals were colledtedhe Parana, Bahia, Corumba and
Miranda Rivers. A total of 1815 base pairs fromridividuals were sequenced to seven PCR-
Amplified fragments representing five protein-caglimitochondrial genes. Estimates of
percent nucleotide sequence divergence ranged@rBfhto 0.95 and any geographic pattern
to mtDNA haplotype distribution was observed. THEP® study included 86 markers and 58
individuals and revealed a high level of polymogohi Fisher's exact test was computed to
verify whether the genetic differences were sigaifit for the total data and between
geographically proximate population samples. Tiselte suggest th&rochilodus lineatuss
not genetically subdivided, although significanvedgence in frequencies of some RAPD
fragments was found. This information may have wisébr stocking and management
programs plannings . lineatus

Keywords: RAPD. Mitochondrial DNAProchiloduslineatus.Genetic variability.
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1 INTRODUCAO GERAL

O rio Parana é formado pela confluéncia dos rign@ e Paranaiba na regido centro-
sul do Brasil, destacando-se como o décimo madaem comprimento no mundo (4695 km),
drenando a maior parte da regido centro sul da ikendo Sul, incluindo areas da Argentina,
Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai (BONETTO, 1988)MES, 1999). A bacia do rio Parana
destaca-se também pelo elevado numero de reséogatonstruidos para geracao de energia
elétrica, sendo que no alto rio Parana e seusijpaisdributarios (Grande, Paranaiba, TIETE
e Paranapanema), trecho compreendido entre a éonifudos rios Paranaiba e Grande e a
barragem de Itaipu, ha cerca de 130 reservatooimslmrragens com alturas superiores a 10
metros (GOMES, 1999). No canal principal do riodPa;, estdo localizadas as barragens das
hidrelétricas de Ilha Solteira que comecou a opamarl 966, Jupia que comecou a operar em
1973, Porto Primavera que teve suas comportas dasham 1998, Itaipu que comecou a
operar em 1982 e Yacireta que comecou a operai98rh No rio Paranaiba, a hidrelétrica de
S&o Siméo iniciou sua operacdao em 1978. As barsagertaipu, llha Solteira e Sdo Simao
representam obstaculos intransponiveis para espéuigratorias por ndo apresentarem
mecanismos de transporte como escada, elevadorclasae As hidrelétricas de Porto
Primavera e Jupia dispdem de eclusas e Yacirgiaelide elevador.

A sucessao de represas ao longo dos rios resultlesaparecimento de ambientes
I6ticos e substituicBo de espécies migratoriasngeitancia comercial por espécies menos
dependentes do ciclo de seca e cheia (AGOSTIN#H@L, 1992).0 desaparecimento de
grandes espécies migratérias no alto rio Paran&éadsociado com a interrupcdo da rota
migratoria, imposta pela construcdo das barraggresJeva ao isolamento dos ambientes de
desenvolvimento inicial, desova e crescimento. Mes® barragens que possuem escadas
podem ser consideradas obstaculos uma vez que avwedem o fluxo descendente
(AGOSTINHO et al, 2002), podendo ainda retardar ou encurtar asagigs de algumas
espécies alterando o ciclo reprodutivo, uma vez guaterrupcdo do ciclo normal de
migracdo pode desencadear estresse levando a maEl@gticas que poderiam ser usadas
para reproducdo (WOOTON, 1990). Estudos realizadssplanicies de inundacdo dos rios
Parana (VAZZOLERet al, 1997) e do Paraguai (RESENPBEal, 1996) demonstraram que a
preservacdo da heterogeneidade dos habitats dakigdade inundacdo é vital para a
manutencdo da diversidade biologica das espécEsjosque o controle do fluxo,

principalmente em periodos de secas prolongadds, gfetar o recrutamento de espécies que
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utilizam a planicie de inundacdo como area de refégalimentacdo com@rochilodus
lineatus.

O curimba,P. lineatus € um caraciforme iliofago, endémico da baciaifdatue
apresenta alta capacidade migratoria e estrafificagianto a distribuicdo de classes de
comprimento e grau de maturacdo, ou seja, 0s jopemsanecem nas lagoas da planicie de
inundacado até atingirem a idade adulta, por vag2lanos, quando se juntam aos cardumes
migrantes no periodo de reproducdo que compreesdenases de setembro a marcgo
(TOLEDO-FILHO, 1983; GOMES; AGOSTINHO, 1997; SVERI#t al., 1993). Quando as
migracdes ndo sdo capazes de compensar a perdeeddddde genética e recursos genéticos
adaptados localmente a producdo pesqueira podawdinfCARVALHO; HAUSER, 1995).

A diminuicdo nos desembarquesRldineatusobservada na ultima década (AGOSTINEIO

al., 1999) tem despertado o interesse por um moniEmmmais efetivo, incluindo o
conhecimento da estrutura genética da espécieddasaruma adequacao dos processos de
estocagem e a manutencao da variabilidade genética.

As técnicas de transferéncia de estoque e introddedspécies tém sido usadas para
restauracdo, manutencdo e criacdo de novas peascaisando evitar a erosédo gmwol
genético e a extincdo de espécies. Para 0 sucesgaragramas de estocagem, 0s estoques
fundadores devem ser formados a partir de est&gleggens da mesma bacia, uma vez que
apresentam baixos niveis de endocruzamento e atem@al bioldgico para se adaptar as
condi¢cdes dos reservatérios (TOLEDO-FILH®D al, 1992). Estudos comparativos entre
espécies naturais e cultivadas tém demonstrado eppeécies com altos valores de
heterozigosidade apresentam valores altos de caigenética adicional nas caracteristicas
quantitativas como taxa de crescimento, sucessmdefivo ou resisténcia a doencas
(ALLENDORF; RYMAN, 1987; LEBERG, 1990; SKAALAet al, 1990; HINDARet al,
1991; REINAet al, 1994; FERGUSON, 1996). As Centrais Elétricassde Paulo (CESP),
durante o periodo de 1979 a 1995, estocou 129.B6Geb de peixes representantes de 22
espécies, incluindo 52584 milh6es de curimbas, reesrvatérios dos rios Tieté, Grande,
Paranad e Paranapanema (CESP, 1996). Porém, etiaagess foram realizadas sem o
conhecimento prévio da variabilidade genética euesth populacional das espécies, assim
como sem avaliacdo posterior da efetividade.

O objetivo comum do manejo da pesca é garantirstestabilidade do recurso e ao
mesmo tempo maximizar o retorno econdmico para raunaade. Para alcancar este

objetivo, um vasto conjunto de informacfes cietddi econdmicas e sociais, incluindo
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informacdes sobre a estrutura populacional deveassiderado (CARVALHO; HAUSER,
1995). Allendorf e Utter (1979) e Allendoet al, (1987) alertaram que o manejo da pesca
requer conhecimento da estrutura populacionaluimdb a possibilidade da existéncia de
populacdes geneticamente diferentes, a qual paodecessada por eletroforese de enzimas e
DNA. Estas técnicas incluem analise de fragmenéosedtricdo e/ou seqlenciamento direto
do DNA mitocondrial, assim como uso do PCR paraldicgdo de sequéncias nucleares
mais variaveis como minisatélites, microsatélit€A®D. Uma boa descricdo destes métodos

pode ser observada nos livros editados por AvBe4 & Hilliset al, 1996.
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse estudo é quantificar a varialdkdgenética das populacdes Rle
lineatus coletadas na bacia do rio Parana através dasascde RAPD e seqglenciamento
direto de fragmentos do DNA mitocondri@®@omparando a variabilidade &e lineatusnos
diferentes ambientes amostrados, pretendemos raeakxisténcia ou ndo de estruturacao
populacional com o intuito de detectar os possie&#os das barragens sobre a estrutura
genética desta espécie, assim como estabelecaspmtoleta para estoques fundadores em

projetos de piscicultura que visem a estocagem.
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3 VARIACAO NA SEQUENCIA DO DNAmt ENTRE POPULACOES D E Prochilodus
lineatus DA BACIA DO RIO PARANA, BRASIL

RESUMO

A técnica de sequenciamento génico do DNA mitodahdoi usada para investigar a
estrutura genética derochilodus lineatusrepresentada por quatro populagbes coletadas nos
rios Miranda, Parana, Baia e Corumba. Um total &l Jpares de bases de doze individuos
foi sequienciado a partir de sete fragmentos aro@atibs por pcr representando cinco genes
mitocondriais codificadores de proteina (ND2, Cl®Q4, ND4L E CYTB). onze haplotipos

de DNA mitocondrial foram observados entre os domtividuos. As estimativas de
porcentagem de divergéncia na sequéncia de nuidestivariaram de 0 a 0,95. As
similaridades genéticas e a falta de um padraoisiebadiicdo geogréfica dos haploétipos do
DNA mitocondrial permitem inferir que a restricdo dhovimento de migracdo devido a
construcdo das barragens nao alterou substanci@me&omposicdo do DNA mitocondrial de

P. lineatus
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ABSTRACT

DNA sequencing technique was used to investigategnetic structure oRrochilodus
lineatus We studied four populations from the Miranda,dPa; Baia, and Corumba Rivers.
A total of 1815 base pairs from 12 individuals weegjuenced from seven PCR-Amplified
fragments representing five protein-coding mitoah@a genes (ND2, COI, ND4, ND4L e
CYT B). A total of eleven mtDNA haplotypes were obseraadong the twelve individuals.
Estimates of percent nucleotide sequence divergerged from 0,00 to 0.95. The genetic
similarities and the absence of geographic pattemtDNA haplotype distribution permit the
inference that the restriction of migratory moveméune to construction of the dams has not

altered substantially the mtDNA compositionRoflineatus.
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3.1 INTRODUCAO

O curimba ou curimbataProchilodus lineatus(VALENCIENNES,1836) ¢ uma
espécie de alta capacidade migratoria, endémicabalda Platina que se destaca
economicamente nos rios Parana e Paraguai (AGOSTJIétHal, 1994; RESENDEet al.
1996). Os desembarques pesqueirofddéineatusna bacia do rio Parana tém diminuido
significativamente na ultima década (AGOSTINIdOal, 1999); enquanto os desembarques
no rio Paraguai tém permanecido constantes (CATEIAIBUQUERQUE, 2000). Além da
presenca do Salto de Sete Quedas que constituibame#ra geografica natural no rio Parana
antes da construcdo da barragem da hidrelétrideige, a principal diferenga entre os dois
rios reside na presenca de numerosas usinas hid@séno rio Parana e auséncia das mesmas
no rio Paraguai.

No Brasil varias espécies, entre diladineatus tém sido introduzidas e estocadas em
reservatorios com o objetivo de minimizar o dedrdeaos desembarques pesqueiros, porém
sem o conhecimento prévio da estrutura genéticpolaslacées e sem consideracdes sobre
avaliagdo e monitoramento genético. Durante o gerde 1979 a 1995, mais de 50 milhdes
deP. lineatusjovens foram estocados em reservatorios da BaciadParana (CESP, 1996).
O manejo pesqueiro deveria incluir estratégias pam@mizar os efeitos negativos das
interacbes genéticas entre peixes cultivados egehs (FERGUSON, 1994), assim como
deveria ser conhecida a estrutura populacional @aulpcdo selvagem (ALLENDOREF;
UTTER, 1979; ALLENDORF; RYMAN, 1987).

Vérias técnicas de genética molecular estdo digpmnpara estudos populacionais de
alta resolucdo (PARKERt al, 1998). Estas técnicas incluem analise de fratpeede
restricdo e/ou sequenciamento direto do DNA mitddah assim como uso do PCR para
amplificacdo de sequUéncias nucleares mais vari&@so minisatélites, microsatélites e
RAPD (AVISE, 1994; WRIGHT; BENTZEN, 1994). Até retemente, a técnica de alta
resolucdo mais empregada era a analise de DNA onitioial (AVISE, 1994). O DNA
mitocondrial apresenta caracteristicas atrativaa patudos populacionais como haploidia,
heranca materna, auséncia de seqiéncias nao addifxs, com excecao da regi&doop.

Neste estudo, empregamos a técnica de sequenciadiegtb do DNA mitocondrial
para avaliar a distribuicdo dos genotipos mitocanglr(haplotipos) dos individuos de.

lineatuscoletados nos rios Parana, Baia, Corumbéa e Mirgilleente do rio Paraguai).
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Coleta

Exemplares adultos d& lineatusforam coletados nas seguintes localidaBés:Baia
(BA) — este ponto de coleta ndo pode ser obsermadmapa devido a escala utilizada,
portanto foi indicado pelo simbole™, Rio Parana, a jusante da barragem de ltaipu (Bi)p
Corumba (CO)-, afluente do Rio ParanaibaR® Miranda (MI)—, afluente do Rio Paraguai.
As localidades podem ser visualizadas na Figurslamostras de tecido muscular foram

retiradas logo apés a captura e armazenadas eot 8584.

America do sul
207
207
0 200 400km
—_—my
60 07

Figura 1 - Local de coleta das amostras delfilodus lineatusia bacia do rio Parana. Jl corresponde ao ponto
de coleta a jusante da hidrelétrica de Itaipu
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3.2.2 Processamento das amostras

Foram analisados 4 individuos do Rio Miranda (MIMI-2, MI-4 E MI-5), 2
individuos da regido a jusante da barragem deult@ipl E JI-2), 2 individuos do Rio Baia
(BA-1 E BA-2) e 4 individuos do Rio Corumba (CO€IQ-2, CO-3 E CO-4).

O DNA gendmico foi isolado como descrito em GolRhardson (1991), com
algumas modificagbes. Aproximadamente 120 mg dddgareservado no etanol 95% foram
colocados em 400 ul de tampéo TE (0,1 m NACL, 50riS, 1mm EDTA; pH 7,5). As
células foram rompidas pela adicdo dgl&le proteinase K (solucdo 10 mg/ml) e @0de
SDS 20% $odium Dodecyl Sulfatailuido em &gua. As amostras foram incubadas2gor
horas a temperatura de®32Z. A mistura foi agitada vigorosamente e, em seguidbmetida a
duas extragcbes com igual volume da solucdo de fnddformio:Alcool Isoamilico
(25:24:1) e centrifugadas por 4 minutos a 14000 domante cada extracdo para facilitar a
separacdo das fases. O sobrenadante foi extraids dezes com solucdo de
Cloroférmio:Alcool Isoamilico (24:10) e centrifugasl como descrito anteriormente. O DNA
foi precipitado pela adicdo da solugcdo de NACL 2M.Q) e de etanol absoluto gelado (2:1).
As amostras foram submetidas a temperatura d® G28or, aproximadamente, 16 horas. O
DNA foi recuperado através de centrifugacdo a 8p0por 10 minutos a°€ e, em seguida,
dissolvido em agua.

Nas reagOes de amplificacéo foram utilizados osistgsprimers(Tabela 1): ND2B-

L e ND2E-H Para o gene NADH desidrogenase subuaidadgND2) (Broughton e Gold,
2000); COI LB e COI HB para o gene Citocromo Oxedds(COIl) (PALUMBI, 1994);
ARGB-L e NAP2 (BIELAWSKI; GOLD, 1996) para o GeneANH DESIDROGENASE
subunidade 4 (ND4), e para o0 Gene NADH DESIDROGEBRAS8bunidade 4L (ND4-L); e
CYT LA, CYT HA, CYT LB e CYT HB (Schmidtet al, 1998) para o Gene CitocroniB
(CYT B). As sequéncias foram depositadas no GENBANK sebn@meros de acesso:
AY115366.1-AY11537.1 AND AY115354-AY115365.1 (ND;2AY115307.1-AY115318.1
(ND-4);  AY115378.1-AY115389.1  (ND-4L); AY115319.1¥815330.1  (COI);
AY115343.1-AY115353.1 AND AY115335.1-AY115342.1 (T\B).

As reacgbes de amplificacdo foram feitas em um veld® 50ul contendo 1 XTaq
buffer, 200mM dNTP, 2mM MgG] 0,5 uM de cada primer, aproximadamente 100 ng de
DNA e 0,25 unidades d&ag As etapas de amplificacdo compreenderam 25 cidéos

desnaturagdo (60 sec,°d5), anelamento (90 sec, 4Z) e extensdo (120 sec, 7Z). Os
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excessos derimers nucleotideos e polimerases foram removidos atitip-se os produtos
do kit Prep-A-Gene® DNA (BioRad). Os produtos de ammif@o foram sequenciados
utilizando-se it “Promegafmol DNA sequencing system”, utilizando-se primers rados
radioativamente corffP. O programa de seqiienciamento consistiu de Umdsc93 C (120
sec), 65 C (30 sec), e 72C (30 sec), seguido por 30 ciclos dé @560 sec), 65C (30 sec)

e 72° C (30 sec). Os produtos foram submetidos a eters€ em géis de poliacrilamida 6% e

posteriormente autoradiografados.

3.2.3 Analise dos dados

As sequéncias de DNA foram lidas manualmente, atlak utilizando-se o programa
Gene Tool 1.0 (Bio Tools Inc.) e, posteriormenteprsetidas a pesquisa no site
www.nchi.nim.nih.gov para confirmar a amplificagdm gene esperado com comparagao com
a sequéncia deéyprinus carpioCHANG et al, 1994).

Estimativas da divergéncia encontrada entre indogdoram computadas utilizando-
se 0 modelodos dois parametros de Kimura (1988)jmura 2- parameter A matriz de
distancia resultante foi utilizada para construin dendrograma baseado na andlise de
agrupamento de vizinhosdighbor-joining treg utilizando-se o programa MEGA (KUMAR
et al 1993). A robustez (reproducibilidade) dos da ervgerada foi acessada via
bootstrappingcom 500 replicacdes (FELSENSTEIN, 1985). A analisenaxima parcimonia
das sequéncias de DNA mitocondrial foi realizadah gorograma PAUP Rhylogenetic
Analysis Using Parsimonyle Swofford (1991).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 1815 pares de base do DNA mitocondmiatequenciado, incluindo as
sequéncias parciais dos genes ND2, COIl, ND4, ND&-Cyt b. Os genes parcialmente
sequenciados, os primers e suas sequéncias d ddqgtares de bases obtidos estéo listados
na Tabela 1. Foram sequenciados dois fragment@Nédepara o gene ND2 totalizando 542
pares de bases. Os fragmentos de DNA gerados pefosrs COI HB, NAP2 e Cyt HA
incluem 11 pares de bases do tRRIAL2 pares de bases do tRNfe 14 pares de bases do
tRNA"®, respectivamente.

N&o foi possivel incluir na andlise a sequénciadabpara o individuo BA-1 com o

primer Cyt HA, pois as bandas ficaram muito fracas n&mpmdo uma leitura confiavel.
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Tabela 1 - Genes, primers, seqiiéncias de basewidwss e total de pares de bases sequenciados de
DNA mitocondrial par@rochilodus lineatusla bacia do rio Parana

Genes Primers Sequéncia dos primers Nimero p.b
ND2 ND2B-L* 5’-aagctttcgggcccataccc-3’ 277

ND2E-H* 5'-ttctacttaaagctttgaaggce-3’ 265
COl COl LB 5’-gcattcccacgaataaata-3’

COI HB* 5’-agttatgtggctggcttgaaa-3’ 293
ND4-L ArgB-L* 5’-caagacccttgatttcggctca-3’ 302

Nap2 5’-tggagcttctacgtggcttt-3’
ND4 ArgB-L 5’-caagacccttgatttcggctca-3’

Nap2* 5’-tggagcttctacgtggcttt-3’ 288
Cytb Cyt LC* 5’-atacatgccaacggagcatc-3’

Cyt HB 5’-agttatgtggctggcttgaaa-3’ 110
Cytb Cyt LA 5’-gtgacttgaaaaaccaccgttg-3’

Cyt HA* 5’-caacgatctccggtttacaagac-3’ 280
Total 1815

* Indica o primer utililizado na reagéo de seqliam@nto

As sequéncias formadas pelas bases varidveis dwsiddividuos analisados estédo
apresentadas na Tabela 2. Trinta e uma posicoes/eiar foram identificadas: ND2 (oito
posi¢des variaveis), COIl (uma posicao variavel)ANNDA4L (16 posi¢des variaveis) e CBI
(seis posicOes variaveis). Todas as diferencasegigncias dos individuos foram transicoes,
nenhuma insercéo ou delecéo foi observada.

Onze gendtipos do DNA mitocondrial (Haplotipos)aior observados entre os doze
individuos, um individuo do rio Parana (JI-1) e dm Rio Corumba (CO-4) apresentaram

sequéncias idénticas (Tabela 2).

Tabela 2 - Trinta e uma posic¢des variaveis do DN#yeondrial dos doze individuos &eochilodus lineatusinalisados.
Os nucleotideos de cada posicdo variavel é dade @andividuo BA-1. Para os demais individuos, sdmers
nucleotideos que diferem do individuo BA-1 serdotradss. As seqiiéncias do DNA mitocondrial dos iftlios JI-1 e
CO-4 séo idénticos. O sinal “ ? ” indica que aiéegia ndo foi analisada

GENES
IND. ND2 COl ND4/ND4L

5
BA-1 A C A C T T A C A A G G T T
BA-2 . . . . . . . . . . . . . C .
JI-1 . T . . . . . . . . . . . C G
JI-2 G . . . . . . . . G C
COo-1 . . . . . . . C
CO-2 G . . . C . G . . C
CO-3 . . . . . . . . G
CO-4 . T . . . . . . . . . .
MI-1 . . G . . . . . . . . A . . .
MI-2 . . . T . C . T . . . . . . . T
MI-3 . . . . C . G . . . . . . C . .
MI-4 . T . . . C . . . . A . C . . T
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[Tabela 2. Continuacao]
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As estimativas da divergéncia entre as sequénciakotidicas (KIMURA, 1980)
variaram de 0 a 0,95% (Tabela 3). A maior divergeri0,95%) foi observada entre um
individuo do rio Corumba (CO-2) e um individuo do Miranda (MI-2). Como o rio
Corumba representa o local de amostragem mais de do sistema rio Parana e o rio
Miranda esta localizado ao norte do sistema riadran, este dado sugeriria divergéncia
genética entre as duas localidades de amostragaissextremas. Contudo, como pode ser
observado na Tabela 3, depois dos individuos JGD€}, que possuem haplotipos idénticos,
as maiores similaridades podem ser observadasaninglividuos CO-2 e MI-3 (divergéncia
de 0,06%), e entre os individuos CO-1 e MI-1, C@-MI-3, CO-1 e CO-4, JI-1 e CO-4
(divergéncia de 0,17%). Os valores de divergénbgeados entre dois individuos do rio
Miranda (MI-2 e MI-4) e os demais individuos dadrasi localidades sdo mais acentuadas
(Tabela 3). Isto sugere que a populagéo do rio riMaapode ter uma maior variabilidade
genética na composicdo do DNA mitocondrial que emais populacbes ou, ainda, a
variabilidade genética nao ter sido detectada destdmenor numero de individuos coletados

nestes locais.

Tabela 3 - Porcentagem de divergéncia génica estr&2 individuos estimada pelo modelo dos 2 parasete
Kimura (1980) para os dados de sequenciamentoatesdND2, COIl, ND4, ND4L e CtdeProchilodus lineatusia

bacia do rio Parana

BA-2 Ji-1 JI-2 C0-1 CQC-2 CC-3 CC-4 Ml-1 MI-2 MI-3 Ml-4
BA-1 0,39 0,52 0,59 0,46 0,59 0,07 0,52 0,52 0,86 ,520 0,92
BA-2 0,28 0,39 0,22 0,33 0,33 0,28 0,28 0,83 0,280,89
JI-1 0,33 0,17 0,28 0,39 0,00 0,22 0,78 0,22 0,72
JI-2 0,28 0,28 0,50 0,33 0,33 0,89 0,33 0,83
COo-1 0,22 0,33 0,17 0,17 0,83 0,17 0,78
CO-2 0,44 0,28 0,28 0,95 0,06 0,89
CO-3 0,39 0,39 0,83 0,39 0,89
CO-4 0,22 0,78 0,22 0,72
MI-1 0,89 0,22 0,83
MI-2 0,89 0,28
MI-3 0,83
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A auséncia de um padrédo coeso de divisdo geogrdfisahaplotipos do DNA
mitocondrial também foi revelado pela analise deupamento de vizinhoINEIGHBOR-
JOINING) da matriz de divergéncia de sequéncia (Figura apalise de parcimdnia. Pela
analise de parcimbnia foram geradas sete arvorés paacimoniosas, cada uma com 23
passos e um valor de IC (indice de Consisténci@)&26. A arvore gerad&@% MAJORITY-
RULE CONSENSUS TREHEevelou uma grande politomia (Figura ndo apreseEntno
trabalho). Os clados identificados na analise deimeparcimonia MI-2 com MI-4; CO-3
com BA-1; CO-2 com MI-3; e JI-1 com CO-4 foram oesmos que foram apoiados por um

valor debootstrapde pelo menos 75% na analise de agrupamento idbasz(Figura 2).

75 —C2
M3

J2

J1
100 — s

—B1
94 C3

100 M2
M4

Figura 2 - Dendrograma gerado pela analise de agrepto de vizinhos utilizando a matriz de diverggrmbtida pelo
modelo dos 2 parametros de Kimura (1980) para nssggenes ND2, COIl, ND4, ND4L e Qytle Prochilodus lineatusla
bacia do rio Parana.. Os valores indicados correigra aos resultados da anabsetstrap

As similaridades genéticas nos haplotipos de DNAocondrial, assim como a
auséncia de um padrdo geografico na distribuic&tedehaplotipos permitem sugerir a
existéncia de um consideravel fluxo génico ou peémos a existéncia deste em um passado
recente entr®. Lineatusdos trechos superiores do rio Parana e ParagualiaAapacidade
migratoria desta espécie e expressivo tamanho acpuokl parece manter a diversidade da
espécie neste amplo espaco amostrado. Resultaditerss foram verificados por Sivasundar
et al (2001) em seu estudo sobre variagdo geograficaéngenes mitocondriais (D-LOOP,
ATPASE 6 e ATPASE 8) entre amostrasRld.ineatusdo rio Parana e por Revaldawetsal.
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(1997) em seu estudo de divergéncia alozimatia® érés populacdes d& lineatusno alto
rio Parana. Em conjunto, estes dados sugerem guestacdo do movimento devido a
construcdo das barragens nao alterou substancigme&omposicdo do DNA mitocondrial da

espécie.
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4 ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA DE Prochilodus lineatus DA BACIA
DO RIO PARANA, BRASIL, ACESSADAS POR RAPD

RESUMO

A técnica de RAPD foi usada para investigar a béitlade genética e estrutura genética de
Prochilodus lineatusrepresentada por cinco populacdes coletadas c¢ia ta rio Parana.
Este estudo incluiu seterimers que amplificaram 86 locos. O teste exato de Fisbier
aplicado para os dados totais e entre populacdegrafeeamente mais préoximas. Os
resultados sugerem querochilodus lineatusndo estd subdividida, embora tenha sido
detectada divergéncia nas frequiéncias de alguos keatre as populacbes amostradas. Este
estudo fornece informacgdes Uteis para o planejamdmtprogramas de estocagem e manejo

deP. lineatus
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ABSTRACT

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) techniquasvused to investigate the genetic
variability and genetic structure dProchilodus lineatusWe studied five populations from
the Parana River Basin. The RAPD study includedn&kers and 58 individuals. The
Fisher's exact test was computed for the total @ac between geographically proximate
populations samples. The results suggest fhaichilodus lineatusis not genetically
subdivided, although significant divergence in freqcies of some rapd fragments was found.
This study may have useful information for stockargl management programs plannings of

P. lineatus
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4.1 INTRODUCAO

No alto rio Parana e em seus principais tributaficss Grande, Paranaiba, Tieté e
Paranapanema) ha 130 barragens com alturas sa@seaidi0 metros, sendo que quatro delas,
llha Solteira, Jupia, Porto Primavera e ltaipud@dbcalizadas no canal principal do rio
Parana (GOMES, 1999). Abaixo de Itaipu, no médioRarana, localiza-se a barragem da
hidrelétrica de Yacireta. A construcdo de reseri@(ara geracdo de energia elétrica pode
modificar o padrédo de distribuicdo de varias eg®aonigradoras seja pela eliminagdo de
barreiras geograficas naturais como o Saltos de Qeiedas que foi inundado com a
construcdo da hidrelétrica de Itaipu (AGOSTINIOal, 1992) ou pela imposicdo de uma
barreira artificial que pode levar a extincdo deéeges menos aptas ou a perdas na
variabilidade genética (GODINHO; GODINHO, 1994).pfoducdo pesqueira pode diminuir
caso as migracfes ndo sejam capazes de compeesdaala diversidade genética e recursos
genéticos adaptados localmente (CARVALHO; HAUSE®QS).

Diante do decréscimo dos desembarques pesqueir@spieies migradoras como
Prochilodus lineatusno rio Parana na Uultima década (AGOSTINH® al, 1999), a
preocupacdo com o conhecimento da estrutura popodaestas espécies tem aumentado
visando o uso sustentavel dos estoques e a maaatetw; diversidade genética. No rio
Paraguai, importante afluente do rio Parana, osndlearques dB. lineatustém permanecido
constantes (CATELLA; ALBUQUERQUE, 2000). A princlpdiferenca entre os dois rios
reside na presenca de numerosas usinas hidredétiocao Parand, e auséncia das mesmas no
rio Paraguai.

Muitas espécies tém sido introduzidas e estocadaggervatorios com o objetivo de
minimizar o decréscimo dos desembarques pesqué&oante o periodo de 1979 a 1995,
mais de 50 milhdes de. lineatusjovens foram estocados em reservatorios da baciéod
Parana (CESP, 1996), porém sem o conhecimentooplévestrutura da populacdo dentro da
bacia do rio Parana e sem consideracdes sobragi@ke monitoramento genético. De acordo
com Agostinhoet al. (1994), os programas de estocagem e outras técdieamanejo
aplicadas para preservar 0s recursos pesqueiBssd tém falhado em grande parte, devido
a falta de monitoramento e avaliacdo. O manejo yssy deveria incluir estratégias para
minimizar os efeitos negativos das interacfes gm@®eentre peixes cultivados e selvagens
(FERGUSON, 1994), e no minimo, deveria ser conle@destrutura populacional da
populacado selvagem (ALLENDORF; UTTER, 1979; ALLENRB, RYMAN, 1987).
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Recentemente, varias técnicas de genética moletéumatornado-se disponiveis para
estudos populacionais (PARKER al, 1998). Estas técnicas incluem sequienciamengtodir
do DNA mitocondrial (APOSTOLIDISet al, 1997; DOUPEet al, 1999; GLEESONet al
1999), a andlise do polimorfismo de DNA mitoconkdeigendmico clivados com enzimas de
restricdo (HARTLEY, 1995; BRYKO\&t al, 1996; MORANet al, 1996; SAITOH, 1998;
GOLD et al, 1999), analise de polimorfismo de mini e mictébes (TAYLORet al, 1994,
BEACHAM et al, 1996; MILLERet al, 1996); e polimorfismo de fragmentos amplificados
ao acasoRAPD (NILSSON; SCHMITZ, 1995; BIELAWSKI; PUMO, 199TCACCONEet
al., 1997; DERGANet al, 1998; SAITOH, 1998; KUUSIPALO, 1999; SEKINE, 2000

A técnica de RAPD (WILLIANSet al, 1990) foi escolhida para este estudo por ser
eficiente, economica, usar quantidades limitadadDN& e acessar regibes anbnimas do
genoma (HADRY et al, 1992). No Brasil, ainda sdo poucos os estudbsamdo a técnica
de RAPD em peixes de agua doce como os estudosida (1999); Dergaret al. (1998);
Sekine (2000); Wasko (2000); Hatanaka (2000); Atlaet al. (2001) e Prioli (2001).

Neste trabalho, empregamos a técnica RAPD parsaawals a diversidade genética
deP. lineatuscoletados na bacia do rio Parana. Os resultadoparmitiram fazer inferéncias

sobre 0 manejo desta espécie visando manutenddodizersidade.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Coleta

Exemplares d®. lineatusforam coletados nas seguintes localidades (eatenfeses
esta a abreviacdo usada para designar cada lgcaagelo nimero de individuos analisados
e meses de coletaRio Miranda (Ml = 12, junho de 1999)Rio Parana - a jusante da
barragem de ltaipu (JI = 12, janeiro de 1999) esante da barragem de Yacireta (JY = 12,
novembro de 1999Rio Baia (BA = 10, maio de 1999) - este ponto de coleta pdae ser
observado no mapa devido a escala utilizada, gorfanindicado pelo simbolte”- e rio
Corumbé (CO = 12, outubro e novembro de 1999)- afluenteé@®aranaiba. As localidades
podem ser visualizadas na Figura 1. As amostraeal@o muscular e nadadeiras adiposas
foram retiradas logo ap0s a captura e armazenanaganol 95%. As amostras de Yacireta

foram obtidas apos o término das analises do DNAaointrial na Texas A&M University.
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Figura 1 - Local de coleta das amostra$dechilodus lineatusla bacia do rio Parana. JY e JlI correspondem ao
ponto de coleta a jusante da hidrelétrica de Yagwdtaipu, respectivamente

4.2.2 Processamento das amostras

O DNA gendmico foi extraido de acordo com a metogial proposta por Whitmowet
al. (1992), com algumas modificagdes. Fragmentos dedeah adiposa ou tecido muscular
de aproximadamente 50 mg preservados em etanomfaralocados em tubos de
microcentrifuga contendo 5QQ. de tampéao (100 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTAL1®%,
SDS, 50 mM ditiotreitol e 5Qig proteinase K) e deixados por aproximadamenteofdshem
banho-maria a 42C. Em seguida, o DNA foi purificado com uma extmc¢édm 50QL de
fenol/Tris pH 8,0 e duas extracdes com [@0@e cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). O
DNA obtido foi precipitado 1 ml de etanol 100% ssaspendido em aproximadamentquBO
de tampéo 1/10 TE (10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTApt&NAse (2Qug/mL). A suspenséo

foi entdo incubada em banho-maria a 37 °C por 4 para a digestdo do RNA.



31

A estimativa da quantidade de DNA presente em catastra foi feita pela
comparagao com DNA do fagg de concentracdo conhecida, por meio de eletisdaem gel
de agarose 0,8 %, diluida em tampao TBE (89 mMbage; 89 mM acido bdérico; 2 mM
EDTA pH 8,0) em uma cuba contendo o mesmo tampam ase nestas estimativas, as
amostras foram diluidas para a concentracdo d@ib egjuantificadas novamente.

A mistura de reacéo para amplificacéo foi prepaa um volume total de 18,
contendo 10 ng DNA, 0,46M de cadaprimer, 1 U Taq-DNA polimerase (Gibco BRL), 200
UM de cada ANTP, 2 mM Mggk tampéo (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM KCI).

O programa de amplificacdo consistiu de uma etamsai de 4 minutos a 92 °C,
seguidos de 40 ciclos de 1 minuto a 92 °C, 1 mieu@0 segundos a 40 °C e 2 minutos a 72
°C, e uma etapa final de 5 minutos a 72°C (Almetlal, 2001). Os oligonucleotideos
utilizados neste trabalho foram selecionados #ids OPA, OPX e OPW (Operon
Technologies Inc., Alameda, CA, EUA). Para a saeai@sprimers foram testados os DNAs
de dois individuos. Apdés a amplificacdo, foram #sdos os oligonucleotideos que
produziram maior quantidade de bandas e melhotibdmide comparando-se o resultado de
duas reacOes de PCR. Devido a problemas com cordeaa na etapa inicial do trabalho, os
testes de repetibilidade foram realizados apenasosprimersque nao apresentaram bandas
no controle negativo. Portanto, a escolha plimers usados neste estudo n&o indica que os
demais primers dddts testados ndo sejam adequados para ude. émeatus

As amostras amplificadas para a comparagéo dadagdes foram aplicadas em gel
de agarose 1,4 % diluido em tampéao TBE, contendméto de etideo (0,02 %) em cuba
contendo 0 mesmo tamp&o. O géis foram submetidos @mpo elétrico de 3 V cfne apds
uma corrida de aproximadamente 10 cm, foram fofados para andlise posterior. Os
tamanhos dos fragmentos de DNA amplificados forastimados visualmente por

comparacao com o padrdo DNLadder100 pb (Gibco BRL)
4.2.3 Analise dos dados
Os padrbes eletroforéticos de cada individuo focamparados de acordo com a

presenca e auséncia de bandas, as quais foram tealapucom valores de 1 e O,

respectivamente.
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Para testar as diferencas nas frequéncias dosdonaesgbandas) para cada populacéo
e para a populacéo total (dados agrupados) f@adib o teste de Fisher (Raymond e Rousset,

1995) usando o aplicativo TFPGA (Tools for Popolaizenetic Analysis).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os padrdes eletroforéticos de RAPD gerados pgelioserspodem ser visualizados na

Figura 2.

QFPA4-16 o OFP4-18 S QOFL-19 o e QPW-02 e Qp-10 S CPE-15 AT QOFPE-20

Figura 2 -PadrGes eletroforéticos de RAPD obtidos a partardplificagcdo com os sefgimersutilizados pard.

lineatusda bacia do rio Paran®s nimeros a esquerda indicam o tamanho dos fragsnda DNALadder 100
p.b., (Gibco BR). As amostras representam quatreichdds diferentes tomados ao acaso. As designagoparte
superior da figura correspondem aognersanalisados

Os 86 locos gerados pelpsimers OPW-09, OPA-16, OPA-18, OPA-19, OPX-10,
OPX-15 e OPX-20, que foram selecionados com bas®inmero, nitidez e repetibilidade de
bandas, encontram-se listados na Tabela 1.

O numero de locos gerados pelos primers variou delg e o tamanho aproximado
dos fragmentos variou de 250 a 2200 p.b. O tamdonbdragmentos em pares de bases esta
indicado por numeros subscritos a direita das lmlistadas na Tabela 1.

Dezesseis locos ndo foram detectados em pelo me&masdas cinco populagdes
(Tabela 1). Com excec¢éo do loco OPX20-09, nenhumo @presentou resultado significativo
para o teste exato de Fisher, tendo sido obsena&ddsaixa frequiéncia nas populagdes onde
foram detectados. Os locos OPA18-15 e OPX10-19vfarbservados na populacdo coletada

a jusante da hidrelétrica de Yacireta.
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Tabela 1. Probabilidades do teste exato de Fisdrargopulacdo total d& lineatus
da bacia do rio Parana para todos os locos obpdes RAPD, com o tamanho
aproximado em pares de base subscrito a direitdedignacdo de cada loco.
indica as bandas que ndo foram detectadas em petfmsmuma das cinco

populagdes
Bandas P Bandas(cont.) P

OPW9-011750 1,0000 OPX10-051390 0,5304
OPW9-021700 0,5451 OPX10-061300 0,2855
OPW9-03750 0,5721 OPX10-071250 0,1535
OPW9-0471¢ 0,0370* *«OPX10-081150 0,1896
OPA16-011220 0,1344 OPX10-091100 1,0000
*OPA16-021190 0,2485 *OPX10-1010s0 0,7123
*OPA16-031150 0,4594 *OPX10-1143 0,0677
OPA16-041090 0,7081 *OPX10-12500 0,0836
OPA16-051020 0,0252* . OPX10-13750 110000
OPA16-061000 0,4734 OPX10-147¢0 1,0000
OPA16-07500 1,0000 OPX10-15s00 0,7163
*OPA16-0877¢ 0,3081 OPX10-16600 1,0000
OPA16-09750 0,7071 OPX10-17s50 0,9325
OPA16-10710 0,4047 OPX10-18300 1,0000
OPA18-011400 0,4982 *OPX10-1950 1,0000
OPA18-021350 1,0000 OPX15-011410 1,0000
OPA18-031300 0,7972 OPX15-021340 0,3446
OPA18-041200 0,8809 OPX15-031200 0,8800
OPA18-05g00 0,9061 OPX15-041260 0,1952
OPA18-06779 0,0450* OPX15-05g00 0,0614
OPA18-07750 0,1263 OPX15-06g10 0,0078**
OPA18-08700 0,0136* OPX15-07720 1,0000
OPA18-09s0 0,7169 OPX15-08700 1,0000
OPA18-10¢60 0,4082 OPX15-09600 0,7600
OPA18-11400 0,1355 *OPX15-10ss0 0,7652
OPA18-12549 0,4776 OPX20-012200 0,8307
*OPA18-13s509 0,2590 OPX20-025150 0,6831
OPA18-1449 1,0000 OPX20-032100 0,3426
*OPA18-1539 0,7903 OPX20-042070 0,3583
OPA19-015150 0,3386 *OPX20-051900 0,3035
OPA19-02;450 1,0000 OPX20-061500 0,0137*
OPA19-031910 0,7851 OPX20-071400 0,9678
OPA19-041500 0,6710 OPX20-081300 1,0000
*OPA19-051400 0,6899 «OPX20-091250 0,0311*
OPA19-061090 0,2272 OPX20-101020 0,2185
OPA19-07990 0,7590 OPX20-11gs0 0,5091
OPA19-08929 0,1779 OPX20-12929 0,4567
*OPA19-09sg0 0,7307 OPX20-13900 0,9546
OPA19-10610 1,0000 OPX20-14710 0,0195*
OPX10-012100 0,5261 OPX20-15¢s50 0,5465
OPX10-02;7s0 1,0000 OPX20-16600 0,6648
OPX10-031500 1,0000 OPX20-17ss50 0,7764
OPX10-041430 0,4469 OPX20-18,90 0,9090
Pop. Total 163,3782

p =0,6689 Df =172

valores significativos 0,05 *, valores significativos$0,01 **

Os dados obtidos pelo teste exato Fisher para alggdm total (Tabela 1) e para as
comparagoes entre pares de populagdes (dadoshadadias) sugerem que a populagéo nao se
encontra estruturada considerando o conjunto deslanalisado, porém alguns locos

apresentam heterogeneidade na frequéncia nas cgiparentre duas populagdes (Tabela 5).
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As comparacOes entre os pares JY x Jl e JI x COapéesentaram locos com resultados

significativos para o teste exato de Fisher.

Tabela 5 - Probabilidades resultantes do teste ed@atFisher que detectaram heterogeneidade nas
freqiiéncias dos locos entre as popula¢cddrdehilodus lineatusia Bacia do rio Parana

MIxJY MIxJI MIXBA MIXCO JYxBA JyxCO BAXJI BAXCO
OPA16.05 0,0291 0,0164
OPA18.07 0,0345
OPA18.08 0,0234 0,0026
OPX10.11 0,0287
OPX10-12 0,0095
OPX15.05 10,0108 0,0401 0,0390
OPX20.06 0,0389 0,0370
OPX20.09 0,0245
OPX20.14 0,0152 0,0089

A similaridade genética encontrada permite infgde havia um intenso fluxo em um
passado recente ente lineatusdos trechos superiores do rio Parana e trech@sistgs do
rio Paraguai, corroborando com a hipétese de Agustet al. (1997), na qual algumas
espécies migradoras, entre efaslineatus seriam capazes de transpor a barreira geografica
formada pelos Saltos de Sete Quedas. O fato désshkdws rios Parana, Paraguai e Uruguai
terem constituido uma grande e Unica bacia (MAAC3G8), anterior ao surgimento da Serra
do Maracaju, no Plioceno médio, que veio a constitulivisor das bacias do rio Parana e
Paraguai (FULFARO; SUGUIO, 1994), assim como a @i@acidade migratéria da espécie e
0 elevado tamanho da populagédo parecem contrilaw&d grande homogeneidade verificada
entre as populacdes. Resultados similares foramradidos por Sivasundat al (2001) no
seu estudo de seqlienciamento de genes mitoconéisaiglos citogenéticos também indicam
que espécies migradoras tendem a apresentar ogyis# cromossémicas mais estaveis
(OLIVEIRA et al, 1988).

As divergéncias genéticas entre as populacdes tampbdem ter sido causadas por uma
ndo padronizacdo do periodo de coleta, uma veaqateta nos rios Miranda e Baia foram
realizadas fora do periodo de migracao reproduspeixes das demais localidades foram
coletados durante o periodo reprodutivo e podergmtar representando uma mistura de
populacdes.

Em LATES STAPPERSbram observadadivergéncias nas frequéncias de locos e
consideradas resultantes de coleta em estacOesluéipas diferentes (KUUSIPALO, 1999)
indicando que a presenca de individuos migrantde ptterar a estrutura genética local. As
divergéncias observadas entre as populacdes @ai@oe Paraguai sugeririam a existéncia de

um fluxo preferencial dentro das bacias dos rigam¥ae Paraguai uma vez que foi observada
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em experimentos de marcacdo e recaptura, a possii&Encia de migrantes ativos e
passivos (BONETT@t al, 1981).

Estas divergéncias também poderiam ser causadato devilopatria como descrita
para outras espécies de peixes migradores (TALLMABRALEY, 1994; HARTNEY, 1996;
HODGSONet al, 1998), porém estas consideracfes nao séo adeqoeste estudo devido
ao pequeno numero de populacbes amostradas, aadéanjzacdo do periodo de coleta e a
falta de repeticdo em outro ano para verificar autencédo do mesmo padrao de distribuicao
dos locos.

Divergéncias nas frequéncias das bandas analisaolasRAPD também foram
observadas em outras populagbes de peixes migsadomeoBrycon lundii(WASKO, 2000)

e Prochilodus marggravilHATANAKA, 2000) coletadas a montante e a jusatd@éarragem
de Trés Marias, no rio Sao Francisco e fentorruscangSEKINE, 2000) coletada no rio
Parana.

Uma analise criteriosa deve ser considerada pagauqu Unico loco caracterize a
estruturacdo de uma espécie e este dado sejacmadoum padrao restritivo para utilizacéo
de reprodutores, uma vez que nao se conhece oaddptativo oferecido pela presencga ou
auséncia de determinada loco.

Pela inexisténcia de dados genéticos para o peréoderior a construcdo das
barragens, ndo podemos afirmar se estas divergémiginadas possivelmente por deriva
genética, entre as localidades amostradas a merggnsante da barragem de Itaipu tenham
se desenvolvido pela presenca das barragens deetéagiltaipu ou pela presenca dos Saltos
de Sete Quedas que poderiam exercer uma barreicealpgpelo menos para parte da
populacdo. O mesmo poderia ser dito para as divei@g observadas entre as populacoes
coletadas nos rios Baia e rio Corumba, jA que esdtas duas localidades existem as
barragens das hidrelétricas de Porto Primavergi&,Joo rio Parana, e S&o Simao, no rio
Paranaiba, além da barragem da hidrelétrica den@@runo rio Corumbéa. Os resultados do
presente estudo também sugerem que a restricdoodomanto devido a construcdo das
barragens né&o alterou, ainda, substancialmentenpasicao do DNA nuclear d& lineatus
embora tenha sido observado o desenvolvimento \dergdincia nas freqiéncias de alguns
locos.

Sendo esta uma espécie migratoria que dependeatssaagadas das planicies para
manter o recrutamento, podemos esperar que a ¢éguitp fluxo das aguas do rio Parané e

tributarios, principalmente nos periodos de secalopgada, podera alterar a futura
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composicdo genética da espécie - caso 0s progrden@&stocagem e monitoramento néo
sejam adotados.

6 CONCLUSAO

As cinco populacdes de. lineatusanalisadas diferem significativamente quanto a
diversidade genética de alguns locos, porém asanésitatistica de Fisher para o conjunto de
locos indica que esta espécie ndo esta estrutgeatticamente, portanto podemos sugerir
gue as estocagens feitas anteriormente ao perimdoldta para este estudo, assim como a
presenca das barragens nao alterou significativiereenliversidade genética da espécie no
trecho estudado.

Investigacdes adicionais na regidao dos trechosrianés do rio Parana séo
recomendadas, uma vez que foram detectados daois @ populagdo coletada a jusante da

barragem de Yacireta que néo foram detectadosemagisl populacoes.

A manutencdo da integridade das planicies de imgd@d@ indispensavel para a
preservacdo da biodiversidade genética desta espgais 0S peixes jovens estocados
necessitardo deste ambiente como local de reflgibmeentacdo para atingirem a idade
adulta e garantirem os recrutamentos futuros. Bsstbavel que os peixes jovens cultivados
em piscicultura sejam liberados na regido de pkardade encontrardo condigbes mais

favoraveis a sobrevivéncia e futura reproducéao.
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