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RESUMO

A piraputanga (Brycon hilarii) é uma espécie pertencente a familia Characidae,
endémica da Bacia Hidrografica do Alto Paraguai. E uma espécie importante tanto
para pesca artesanal como para pesca esportiva da regido. A manutengcdo dos
estoques de piraputanga em um nivel de uso sustentivel depende dentre outras da
conservacdo da variabilidade genética intra e interpopulacional. Para isso, é
necessario o conhecimento do grau de diferenciacdo genética das populacdes de
piraputanga. Para o desenvolvimento de programas de manejo e conservagao desta
espécie, este estudo objetivou a avaliacdo da variabilidade genética dentro e entre
as populacdes da piraputanga, a partir do uso de marcadores microssatélites. O
DNA total de tecidos da nadadeira caudal de espécimes de piraputanga foi extraido
e entdo loci microssatélites foram amplificados com o uso de primers especificos e
ndo especificos para a espécie. Os alelos foram genotipados e andlises estatisticas
foram conduzidas. A analise AMOVA mostrou que mais de 98% do total da variacéo
genética encontra-se dentro dos individuos dentro das popula¢des, indicando que
ndo existe diferenca genética entre estas. Este dado foi corroborado pelos valores
calculados de Rst e Fst (P>0,05) que sugerem uma total pan-mixia entre as
populacdes. A analise bayesiana também indicou que o mais provavel nimero de
populacdes existente seria um (K=1). O numero de migrantes encontrado foi de 5,68
individuos, mostrando um alto fluxo génico entre os rios. O valor médio de Fs ficou
entre 0,034 e 0,205, indicando um déficit de heterozigotos e a presenca de
endogamia. Entretanto, neste caso, este valor pode ser explicado pela presenca de
alelos nulos nas andlises de alguns loci. De acordo com esses resultados, ndo ha
sobrepesca dos estoques e para fins conservacionais, as populacées devem ser
manejadas como uma metapopulacgéo.

Palavras-chave: Piraputanga, Brycon hilarii, microssatélites, conservacao.



ABSTRACT

Piraputanga (Brycon hilarii) is a Characidae species, endemic to Alto Paraguai
Hydrographic Basin. It is an important species for region’s commercial and sports
fishing. Maintenance of piraputanga stocks in a sustainable level depends on the
conservation of the genetic variability both within and among populations. Therefore,
knowledge on the genetic differentiation degree in piraputanga’s populations is
needed. In order to develop effective strategies for this species conservation, this
study aimed to determine levels of genetic variation within and among populations of
piraputanga, based in microsatellite markers. Extraction of total DNA from tail fin
tissues was performed, followed by the amplification of microsatellite loci with the use
of specific and non-specific primers. Genotyping of alleles took place and statistical
analyses were conducted. AMOVA analysis shows that more than 98% of genetic
variation is within individuals within populations, indicating there’s no genetic
difference between the studied populations. This data matches Rst and Fsr
(P>0.05) calculated values, which suggest panmitic populations. The Bayesian
analysis also shows that the most probable number of populations would be one
(K=1). The number of migrants found was 5.68 individuals, suggesting high gene flow
amongst rivers. F;s average value ranges between 0.034 e 0.205, which indicates
heterozigotes deficit and the occurrence of imbreeding. However, in this case, this
positive Fis value can be explained by the occurrence of null alleles in some loci.
According to these results, there’s no stock overfishing happening, and for
conservational means, these piraputanga populations must be managed as a
metapopulation.

Keywords: Piraputanga, Brycon hilarii, microsatellites, conservation.
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1 INTRODUCAO

1.1 BIODIVERSIDADE AQUATICA

O Brasil abriga aproximadamente 14% das espécies existentes no mundo, a
biota mais diversa entre os 17 paises megadiversos do planeta (LEWINSOHN;
PRADO, 2002). Os peixes de agua doce sdo responsaveis por 20 a 25% da
biodiversidade de vertebrados e ha indicios de que somente na Ameérica do Sul
ocorram mais de 8.000 espécies, considerando-se apenas duas das diversas ordens
descritas, Characiformes e Siluriformes (LOWE-MCCONNELL, 1999). O Brasil é o
lider em peixes de agua doce, com 2.122 espécies catalogadas, aproximadamente
21% da lista mundial (BUCKUP; MENEZES 2003).

Os peixes neotropicais (de &gua doce e salgada) contribuem com
aproximadamente 13% de toda a biodiversidade de vertebrados. Provavelmente 30
a 40% da fauna de peixes de agua doce neotropicais continuam nao descritas e o
total pode chegar a 6.000 espécies (REIS et al. 2003), sendo 5.000 o numero
estimado somente para a América do Sul (SCHAEFER, 1998). O numero preciso de
espécies de agua doce é desconhecido e dificil de ser estimado devido a diversos
fatores restritivos, como esforco amostral insuficiente ou até mesmo inexistente
(AGOSTINHO et al., 2005). Aproximadamente 400 espécies novas de peixes de
agua doce sao descritas a cada década, e Vari e Malabarba (1998) imaginam um
aumento eventual de 50% na riqueza mundial de peixes (aproximadamente 33 mil),
com 0s peixes neotropicais (8 mil) contribuindo para 24% do total.

Os peixes se apresentam como os vertebrados mais diversificados e os de
maior variacao genética conhecida (TORRES et al., 2004) e sdo bons indicadores de
tendéncias da biodiversidade pois sua enorme variedade reflete uma grande gama
de condi¢Bes ambientais (MOYLE; LEIDY, 1992).

Em uma defini¢éo, a biodiversidade seria como uma estrutura de variabilidade
entre organismos vivos com cinco niveis de complexidade (1 - ecossistemas inteiros;

2 - nichos ecoldgicos; 3 - espécies; 4 - populacbes dentro de espécies; 5 - genes
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dentro de populacdes) distribuida bioespacialmente e hierarquicamente
(GROOMBRIDGE, 1992). Seguindo esta definicho, mudangas em quaisquer dos
componentes podem resultar em reducdes na biodiversidade total. Enquanto que os
riscos para a biodiversidade terrestre tendem a ser ressaltados, os riscos a
diversidade aquatica s&o bem menos expostos e talvez nunca sejam considerados
(BEARDMORE et al., 1997).

Moyle e Leidy (1992) concluiram que 20% das espécies de peixes de agua
doce ja foram extintas ou estdo em vias de extincdo, e que as espécies mais
provaveis de serem ameacadas de extincdo sdo ou adaptadas para a vida em
grandes rios ou espécies endémicas com pequena distribuicdo. Ambientes de agua
doce sdo particularmente sensiveis a perda de biodiversidade induzida pelo homem,
por causa dos altos niveis de endemismo e pela demanda global por agua e
servicos hidraulicos (BEARDMORE et al., 1997), mas de modo geral, infelizmente
predomina o pensamento de que rios e mares sdo fontes inesgotaveis de recursos e
gque sao estes ambientes pouco afetados pelas interferéncias humanas
(GREENWOOD, 1992).

Os ecossistemas aquaticos sdo pouco estudados, comparado com
ecossistemas terrestres, embora ocupem quase trés quartos da superficie terrestre e
contenham a maior parte da diversidade biolégica, particularmente em relacdo ao
namero de espécies (BEARDMORE et al., 1997).

1.2 O PANTANAL

O Pantanal € um dos maiores ecossistemas de areas Umidas do mundo
(BUCHER et al., 1994). Esté localizado em uma depressdo ampla e rasa no centro
da América do Sul. Est4 posicionada na Bacia do Alto Paraguai, ao sul da Bacia
Amazoénica e a leste dos Andes. Anualmente, o Alto Rio Paraguai e seus tributarios
transbordam e inundam regularmente mais de 150.000 km? de terras (SILVA;
GIRARD, 2004).

O Alto Paraguai drena uma area de 500.000 km?, dos quais dois tercos estéo
nos Estados brasileiros do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. Baseado na
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elevacao, a bacia do Pantanal pode ser subdividida em 3 unidades fisiograficas. A
primeira, o Planalto ou platd (250-750m acima do nivel do mar) é a regido de
cabeceiras. Sua cobertura vegetal € caracterizada pelo cerrado, usado
predominantemente para a agricultura e criacdo de gado. A segunda € a depressao,
a qual ocorre a altitudes entre 180 e 250m. E uma regido pequena com declives
verticais cobertos por uma floresta densa, o cerraddo. A Ultima unidade € o
Pantanal, entre 150 a 180m, uma planicie de liberacdo baixa, aproximadamente
metade do tamanho do platd, com um gradiente hidraulico que ndo excede 15cm por
quildmetro (SILVA; GIRARD, 2004).

O principal fator ecolégico que determina os padrdes e processos no Pantanal
€ o0 pulso de cheias (JUNK; SILVA, 1999), o qual segue um ciclo anual e mono-
modal, com amplitudes de 2 a 5m e uma duracao de trés a seis meses. Existe um
atraso de aproximadamente quatro meses antes que o pico de nivel da 4gua passe
através do Pantanal Norte (Mato Grosso) para o Pantanal Sul (Mato Grosso do Sul).
A estacao seca ja esta acontecendo no norte do Pantanal quando o nivel de agua
alcanca o pico no sul. Os niveis da dgua em qualquer estacdo no norte sao
extremamente variaveis, subindo e descendo em resposta a chuva. Ja os niveis da
agua no sul sobem e descem mais calmamente durante o ano porque a retencéo de
inundacdo natural diminui as flutuacdes causadas por grandes tempestades
(HECKMAN, 1999). O Pantanal também esta sujeito a uma variacdo pluri-anual da
intensidade de inundacdo, com alternacdo de anos apresentando grandes
inundacBes com anos significantemente secos (MOURAO et al., 2000).

Essas cheias e vazantes periddicas cumprem um papel fundamental e
complexo de manutencdo e auto-reconstituicdo da biodiversidade local, além de
regular o fluxo das aguas oriundas do Mato Grosso (BUCHER et al., 1994).

A supresséo de habitats naturais no Cerrado circundante levou a uma erosao
severa, causando deposicdo de sedimentos nas terras baixas do Pantanal e
alterando os padrdes de fluxo de agua e regimes hidrolégicos. Nos ultimos 30 anos,
por exemplo, o Rio Taquari vem tendo inundagbes excessivas e permanentes em
areas extensas que previamente inundavam apenas temporalmente (HARRIS et al.,
2005).

Grandes projetos de infraestrutura também ameacam o Pantanal. A represa
hidroelétrica Manso, concluida em 2000, é a maior de nove reservatorios na area, e

alterou os padrdes hidrolégicos naturais ao longo da bacia do Rio Cuiaba (HARRIS
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et al., 2005). Sedimentacédo, os padrées de fluxo e a diminuicdo dos cardumes de
peixes sdo trés problemas enfrentados pelo rio, apontados, por muitos, como
gerados pela represa (SAFFORD, 2001).

De acordo com a avaliacdo de conservacédo da World Wildlife Fund (WWF) e
do Programa de Suporte a Biodiversidade (1995), o Pantanal é globalmente incrivel
(nivel 1 em uma escala até 4 — nao singular) em termos de individualidade biol6gica,
€ vulneravel (nivel 3 em uma escala até 5 — pouco vulneravel) em termos de
conservacao e tem alta prioridade (nivel 1 em uma escala até 4 — baixa prioridade)
para acdes de conservagao (SILVA; GIRARD, 2004).

N&o se conhece toda a riqgueza da biodiversidade pantaneira, podendo-se
apenas estima-la pela grande extensdo do territério e pelo nimero de espécies ai
encontradas (ODALIA-RIMOLI et al., 2000). Britski et al. (1999) identificou 263
espécies de peixes para o Pantanal, as quais certamente ocorrem nessa bacia, dada
a sua dimensao e a falta de barreiras que impecam a livre dispersao. As espécies de
importancia econémica sdo as mesmas da bacia como um todo, como o pacu, 0
pintado, a cachara, o dourado, o jal, o piavucu, a piraputanga, o barbado e o

curimbata.

1.3 AS ESPECIES DO GENERO Brycon E SUA IMPORTANCIA

A ordem Characiformes é o grupo dominante entre os peixes de dgua doce da
América do Sul, sendo a familia Characidae a maior e mais complexa desta ordem
(BRITSKI et al., 1999). Nela estéo peixes de habitos alimentares muito diversificados
(herbivoros, onivoros, carnivoros) e que exploram uma grande variedade de habitats
(BRITSKI et al., 1988). O tamanho das espécies varia desde 2 centimetros até mais
de um metro (BRITSKI, 1972).

Calcagnotto et al. (2005) sequenciando genes nucleares e mitocondriais
revisou a taxonomia da familia Characidae e géneros antes creditados como
caracideos foram revisados em outras familias. O género Brycon, pertencente a
subfamilia Bryconinae, mantém-se parte da familia Characidae (CALCAGNOTTO et

al., 2005), e pode ser considerado como o segundo grupo de peixes de maior
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ocorréncia ha América Neotropical, depois do género Astyanax. Foram descritas 74
espécies do género Brycon, dentre as quais, 42 sédo reconhecidas (LIMA, 2003).

No Brasil, espécies deste género podem ser encontradas em diversas bacias
hidrograficas e de acordo com Mendonca e Melo (1994 apud ZUNTINI et al., 2004)
vém despertando o interesse das instituicbes de pesquisa nos ultimos anos, devido
a excelente qualidade da carne, ao habito alimentar onivoro, ao rapido crescimento
e ganho de peso, caracteristicas as quais constituem o6timos indicadores para a
selecéo desses peixes como alternativa para o desenvolvimento da piscicultura.

Na Bacia Hidrogréafica do Rio Paraiba do Sul, pertencente as bacias do Leste
do Brasil, também ha espécies do género Brycon. Dados de captura no Paraiba do
Sul mostraram que no inicio da década de 50 havia uma pesca comercial na regiao,
e que, a piabanha (Brycon insignis) era o segundo peixe em volume de captura, com
rendimento de 23 ton/ano, aproximadamente (MACHADO; ABREU, 1952).

Os peixes de agua doce do género Brycon séo tipicamente cinza-prateados,
de tamanho médio a grande, e normalmente importantes para pesca comercial, de
subsisténcia e para a aquicultura (GOMIERO; BRAGA, 2007).

A reproducdo dos Brycon € tipica dos peixes que formam cardumes,
migrando rio acima para se reproduzir (piracema), sempre para areas favoraveis
para o desenvolvimento de larvas e alevinos (KRAMER, 1978).

De acordo com a classificacao de Vazzoler (1996) o tipo de desova do Brycon
opalinus é total e sincrénica em dois grupos, na qual, em cada periodo reprodutivo,
existem dois lotes de odcitos em diferentes estados de maturacdo dentro dos
ovarios: um estoque reserva de o00citos e o00citos que irdo amadurecer
sincronicamente e serdo postos no periodo reprodutivo, uma vez ao ano. A desova
total é frequente em representantes do género Brycon. Em Brycon hilarii a desova

também ocorre desta forma.

1.4 A PIRAPUTANGA (Brycon hilarii)

A Piraputanga (Brycon hilarii) (Figura 1) € um representante do género Brycon

anteriormente  nominado de Brycon microlepis (VALENCIENNES, 1850) e
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recentemente modificado para Brycon hilarii (LIMA, 2003). A Piraputanga é
importante tanto para pesca comercial do Pantanal, sendo um dos principais pratos
da cozinha pantaneira, como para o turismo ecolégico. Alcancam cerca de 50 cm de
comprimento total e 2,5 kg; individuos acima desse peso sao raros. SA0 espécies
onivoras, alimentam-se de peixes, frutos e sementes. Vivem em locais de
corredeiras e nos remansos, embaixo de &rvores frutiferas e préximos as plantas
aquéticas. E uma espécie conhecida por realizar a piracema, ou seja, migrar rio

acima para desovar e assim, se reproduzir.

Figura 1. Piraputanga (Brycon hilarii). Foto de Alexandre
W. S. Hilsdorf.

Devido a apreciagdo do seu sabor, o consumo de piraputanga tem
aumentado e a sua comercializacdo vem crescendo em restaurantes ao redor de
Cuiabéa, embora dados basicos sobre a biologia desta espécie sejam insuficientes e
faltem informacdes sobre a situacéo atual de seu estoque (MATEUS; ESTUPINAN,
2002).

Para o Pantanal Mato-grossense, onde pesqueiros possuem uma forte
importancia econdmica, pouco se conhece sobre o atual nivel de explotacdo dos
estoques pesqueiros. Entretanto, para outras espécies comercialmente importantes,
como o0 pacu, a cachara e a piraputanga, entre outras, ndo existe nenhum dado
disponivel do rendimento maximo sustentavel (MATEUS; ESTUPINAN, 2002).

Felizmente, a piraputanga foi considerada como uma das espécies de peixes
de agua doce prioritarias para compor 0S novos projetos de pesquisa em aquicultura
do Sistema Nacional de Pesquisa Agropecuaria — SNPA (QUEIROZ et al., 2002).
Segundo o Plano de Conservacao da Bacia do Alto Paraguai (PCPAB, 1997) em
1995 esta espécie encontrava-se como a sexta espécie mais coletada (28,3

toneladas) na pesca comercial do Estado do Mato Grosso, mas segundo Mateus e
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Estupifian (2002) esta figura pode ter sido subestimada, j& que n&o existe nenhum
acompanhamento sistemético dos descarregamentos pesqueiros neste Estado.

1.5 CONSERVACAO DE ESPECIES

Peixes brasileiros sdo de grande interesse conservacional, ja que a fauna de
peixes de 4gua doce no Brasil € particularmente diversa e muitas espécies ndo sao
encontradas naturalmente fora da América do Sul. Esta diversidade sustenta um
grande numero de comunidades locais, através de pesqueiros e pesca esportiva.
Muitas das espécies dependem da inundacdo sazonal para a migracao reprodutiva,
assim como para acessar as lagoas sazonais para criar as larvas e jovens. Elas sao
particularmente sensiveis aos efeitos negativos de represas hidroelétricas,
urbanizacao, agricultura e espécies introduzidas (CAROLSFELD et al., 2003).

Diversas metodologias tém sido desenvolvidas com o objetivo de acessar o
status de conservacdo de espécies vegetais e animais (NATURE CONSERVANCY
COUNCIL, 1990). O sistema de classificacdo mais conhecido e amplo para acessar
o status de ameaca das espécies de peixes € aquele adotado e desenvolvido pela
Unido Internacional para a Conservacédo da Natureza e Recursos Naturais (IUCN —
International Union for the Conservation of Nature and Natural Resources) (IUCN,
1990). A Uunica espécie do género Brycon presente na lista da IUCN é o Brycon
acuminatus (IUCN, 2008). Ja em outra publicacdo de espécies ameacadas de
extingao, o livro vermelho da fauna brasileira ameagada de extingdo (ROSA; LIMA,
2008), encontra-se 6 espécies do género Brycon (B. devillei, B. insignis, B. nattereri,
B. opalinus, B. orbignyanus, e B. vermelha).

Esforcos estdo em progresso para mostrar os efeitos da poluicdo e destruicdo
do habitat ripério. Pelos ultimos 20 anos muitas companhias hidroelétricas fizeram
programas de reproducdo em cativeiro como uma tentativa para mitigar os efeitos
negativos das suas represas, mas a efetividade desta abordagem ndo é bem
conhecida (GODINHO; FERREIRA, 1998). Os peixes usados nestes programas sao
normalmente bastante férteis e o Ne (tamanho efetivo populacional) é geralmente

bem baixo (SATO et al.,, 2000). Como resultado, a diversidade genética e as
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adaptacdes genéticas locais sdo comprometidas, fatores esses acreditados como
centrais para o fracasso a longo termo de muitos programas de reabilitacéo,
incluindo o de salmonideos (WAPLES; DO, 1994).

1.6 CONHECIMENTO DA VARIACAO GENETICA

Estimativas confiaveis da biodiversidade em todos os niveis de complexidade
sdo extremamente dificeis de conseguir. Para fazer isso efetivamente é necessaria
uma abordagem na qual informac¢des do habitat e diversidade de espécies sejam
integradas com informacfes em sistematica e genética de populacdes. O mais
fundamental dos componentes de diversidade é a variagdo genética. Esta variacao é
examinada pela metodologia de genética de populacdo, na qual niveis de variacao
genética podem ser quantificados e comparados entre e dentro dos taxons.
(BEARDMORE et al., 1997).

A diversidade genética, definida aqui como qualquer medida que quantifica a
magnitude da variabilidade genética dentro de uma populacdo, € mais
frequentemente caracterizada usando dados que ilustram a variacdo ou em estados
alélicos discretos ou em caracteres continuamente distribuidos. A variagdo em
estados alélicos ou tragos fenotipicos podem ser neutros ou ndo, quando se trata de
consequéncias adaptativas. Os marcadores moleculares do tipo microssatélites,
representam tipicos estados alélicos discretos, assumidos neutros (HUGHES et al.,
2008). Com estados alélicos discretos, a medida da diversidade genética ou reflete o
namero de alelos ou haplétipos dentro de uma populacdo, e/ou a uniformidade das
frequéncias alélicas ou haplotipicas (FRANKHAM et al., 2002).

A diversidade genética fornece a matéria prima para a evolucéo pela selecao
natural (FISHER, 1930). A biologia da conservacdo e a relacionada genética da
conservacgao levantaram alertas dos potenciais efeitos ecolégicos em curto prazo da
diminuicdo da diversidade genética, particularmente em populacbes pequenas ou
em perigo (FRANKHAM et al., 2002). Estudos mostram que a deriva genética e
endogamia podem alterar a diversidade genética fixando individuos homozigotos,

com consequéncias ecologicas, como reduzir a habilidade de uma populacéo de
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persistir em ambientes estressantes ou em transformacdo (FRANKHAM et al.,
2002). A endogamia, resultante de um Ne baixo, produz uma homozigosidade média
maior e geralmente deletéria, tanto para populagdes naturais quanto artificiais
(BEARDMORE et al., 1997).

A heterozigosidade € importante para o bem estar de populacdes naturais e
artificiais por duas razfes. Primeiro, permite através do processo normal de
recombinacdo e segregacdo, a producdo de uma gama de genotipos, que podem
explorar os recursos disponiveis em diferentes maneiras, disponiveis como um
espectro de diferentes tipos que levam a respostas adaptativas para condigbes
alteradas. Segundo, existem varias evidéncias indicando que, normalmente,
individuos heterozigotos séo superiores a individuos homozigotos em caracteristicas

como crescimento, fertilidade e resisténcia a doengas (BEARDMORE et al., 1997).

1.7 MICROSSATELITES

Inferéncias sobre fluxo génico e variabilidade genética em populacbes
naturais podem ser feitas através de diversas técnicas disponiveis para a deteccéo
de polimorfismos, onde sdo utilizados marcadores moleculares para acessar 0
genoma de uma ou mais espécies, quantificar a variabilidade e determinar a
estrutura genética das populacdes (PRIOLI et al., 2001).

Os genomas de eucariotos sdo densamente povoados por diferentes classes
de sequéncias repetidas, umas mais complexas, como 0s minissatélites e outras
mais simples (HAMADA et al., 1982). Sequéncias simples repetidas (“SSR — Simple
Sequence Repeats”), denominadas também de microssatélites (LITT; LUTY, 1989),
consistem de pequenas sequéncias com 1 a 6 nucleotideos de comprimento,
repetidas em “tandem” (JACOB et al., 1991).

Os microssatélites sdo abundantemente distribuidos pelos genomas e
possuem altos niveis de polimorfismo alélico (WEBER; MAY, 1989; TAUTZ,
SCHLOTTERER, 1994), com altas taxas de mutacdes, de 10 a 10 (LAI; SUN,
2003). Esse polimorfismo & baseado nas diferencas de tamanho devido as variagbes
no numero de unidades de repeticdo em um dado locus (LIU; CORDES, 2004).
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Os polimorfismos seriam gerados por um pareamento desigual meidtico
(JEFFREYS et al., 1985) ou um “deslize” (slippage) da DNA polimerase durante a
replicacdo (KORNBERG, 1980 apud LITT; LUTY, 1989; TAUTZ; SCHLOTTERER,
1994). Segundo Tautz e Schittterer (1994) a taxa de mutacdo seria controlada
predominantemente pela eficiéncia do sistema de reparo do DNA, mas podendo
aumentar com a quantidade de repeticbes. LAl e SUN (2003) mostraram que
gquando a mutacdo por slippage ocorre, mais frequentemente ela resulta na
expansao das repeticbes em microssatélites curtos, enquanto que em longos, na
diminuicdo das repeticbes. SHINDE et al. (2003) acrescenta que energeticamente,
as expansdes seriam menos favoraveis que as contragfes, ja que para a primeira
ocorrer no minimo 3 bases devem ser dissociadas, contra apenas 2 para a segunda.

Geneticistas de populacfes desenvolveram dois modelos de mutacdo que
estariam por tras da evolucdo dos microssatélites (BALLOUX; LUGON-MOULIN,
2002), o modelo de alelos infinitos (IAM — infinite alleles model) (KIMURA; CROW,
1964) e o modelo de mutagdo passo a passo (SMM — stepwise mutation model)
(KIMURA; OTHA, 1978). No IAM, a probabilidade de qualquer alelo sofrer uma
mutacao para qualquer outro estado alélico € idéntica. JA& no SMM, cada mutacéo
cria um novo alelo ao adicionar ou deletar uma Unica repeticdo microssatélite, ou
seja, alelos de tamanhos muito diferentes sdo mais distantes que alelos de
tamanhos similares (BALLOUX; LUGON-MOULIN, 2002). De acordo com Schlétterer
et al. (1997), o modelo de mutagédo passo a passo se aproximaria bem do processo
mutacional que age nos microssatélites.

Os microssatélites sdo marcadores de heranca mendeliana e codominantes,
ou seja, permitem a distincdo entre individuos homozigotos e heterozigotos
(WEBER; MAY, 1989; QUELLER et al., 1993; SKIBINSKI, 1994), caracteristicas que
juntamente com seu alto polimorfismo e abundancia no genoma facilitaram seu uso
em estudos de inferéncia filogenética, mapeamento gendmico, genética populacional
(SCHLOTTERER et al., 1997), instabilidade gendmica no cancer, ciéncia forense e
biologia da conservacdo (SHINDE et al., 2003). A analise de loci microssatélites é
realizada por meio da técnica de Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR-
Polymerase Chain Reaction) (POWELL et al., 1996), utilizando-se oligonucleotideos
iniciadores (primers) complementares (18 a 25 bases) as regides que os flanqueiam.

Ocorrendo a uma média de 15 kb a 30 kb, a repeticdo dinucleotidica (CA), é

uma das mais abundantes familias de microssatélites nos genomas de vertebrados
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(STALLINGS, 1995). Os microssatélites predominantes em peixes compreendem
repeticdes de duas bases, usualmente (GT/AC)n ou (CT/GA)n (GOFF et al., 1992).

No campo da aquicultura e pesca, 0s microssatélites sdo Uteis para a
caracterizacdo de estoques genéticos, selecdo de reprodutores, construcdo de
mapas de ligacdo, mapeamento de tragcos quantitativos importantes
economicamente, identificacdo dos genes responsaveis por esses tracos e aplicagdo
em programas de reproducéo (CHISTIAKQV et al., 2006).

Dentre as vantagens do uso de microssatélites na analise de variabilidade
genética estda a deteccdo de loci Unicos, utilizando-se condicdes altamente
estringentes (temperaturas de anelamento em torno de 60° C). A alta temperatura
de anelamento proporciona ao pesquisador, a certeza de estar analisando um locus
especifico (HOSHINO et al., 2002).

Outra grande vantagem dos microssatélites é a possibilidade de utilizacdo em
espécies relacionadas de primers desenvolvidos para uma determinada espécie na
deteccdo de loci SSR, processo esse denominado de transferabilidade ou
amplificacdo cruzada, que permite que outra espécie seja avaliada com marcadores
potentes, sem a necessidade de gastos com o desenvolvimento de primers
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996; HOSHINO et al., 2002).

1.8 ESTUDOS EM GENETICA POPULACIONAL DE PEIXES
NEOTROPICAIS

Estudos sobre a avaliacdo e estruturacdo populacional genética de peixes de
agua doce neotropicais tem sido focados em espécies pertencentes as ordens
Characiformes e Siluriformes (OLIVEIRA et al.,, 2009), sendo utilizado diversos
marcadores moleculares para tal.

Peres et al. (2005) avaliaram populacbes de Astyanax altiparanae
(Characiformes) utilizando a técnica de eletroforese de aloenzimas, encontrando
valores de diversidade génica considerados altos para a técnica (He = 0,1518 +

0,0493) e alta diferenciagéo génica entre as populacoes.
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Sofia et al. (2008) com o marcador molecular RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA - polimorfismo de DNA amplificado ao acaso), estudaram
populacdes do siluriforme Hypostomus ancistroides que se encontravam em
moderada diferenciacdo genética com diversidades génica de 0,1230 a 0,1526. O
RAPD foi bastante utilizado para estudar diferentes espécies do género Brycon.
Populacdes de Brycon lundii foram analisadas com este mesmo marcador (WASKO;
GALETTI, 2002), sendo encontrada estruturagéo entre estas. Wasko et al. (2004)
comparou estoques naturais e de cativeiro de Brycon cephalus, evidenciando uma
menor variabilidade genética nos estoques de cativeiro. Sanches e Galetti (2007),
com o RAPD, encontraram estruturacdo entre populacdes de Brycon hilarii
provenientes da sub-bacia do Rio Miranda, assim como Santis et al. (2007)
encontrou estruturacdo entre populacdes de Brycon henni, na Coldombia. Lopera-
Barreto et al. (2008) mostraram moderada estruturacdo genética entre estoques de
Brycon orbignyanus.

Wasko e Galetti (2003) utilizaram a DAMD (Direct Amplification of
Minisatellite-region DNA — Amplificacdo direta de regides de minissatélite do DNA)
para acessar a informacdo genética de trés espécies de Brycon (Brycon
orbignyanus, B. microlepis e B. lundii), encontrando, mais uma vez, diferenciacéo
entre as amostragens de B. lundii.

O DNA mitocondrial (DNAmt) também ¢é utilizado como ferramenta para
estudos populacionais com peixes neotropicais de agua doce. Hilsdorf et al. (2002),
atravées da ferramenta RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism —
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo) estudou populacdes de
Brycon opalinus, constatando alta diversidade haplotipica e a existéncia de
diferenciacédo genética entre as populagoes.

Santos et al. (2007) sequenciou a regido controle do DNAmMt de populacdes
de Colossoma macropomum, observando alta variabilidade em todas as populacdes
amostradas e detectando a auséncia de diferenciacdo génica entre estas. lervolino
(2008) encontrou resultados semelhantes (alta variabilidade génica e pan-mixia das
populac6es) ao estudar populacdes de Piaractus mesopotamicus, também utilizando
a ferramenta de sequenciamento da regido controle do DNAmt.

Populacdes selvagens e de cativeiro de Brycon opalinus foram analisadas por
Barroso et al. (2005) usando microssatélites, 0 mesmo marcador molecular utilizado

no presente estudo, e encontraram alta variabilidade genética (H=85,6%) em todas
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as populacdes, que estariam estruturadas, sendo consideradas como diferentes
unidades de manejo.

Suganuma et al. (2008), também utilizando microssatélites, ndo encontraram
estruturacdo genética entre populacbes de Piaractus mesopotamicus. Pineda et al.
(2006), com esses mesmos primers desenhados para P. mesopotamicus, avaliaram
a variabilidade genética de P. brachypomus, encontrando 0,468 de variabilidade
genética para as populacoes.

Morelli et al. (2007) analisou popula¢gdes de Prochilodus lineatus com o uso
combinado de microssatélites e de DNAmt, encontrando alta variabilidade genética e
baixa estruturacdo genética entre as populacdes. Ja Carvalho-Costa et al. (2008)
usando apenas microssatélites, ndo encontraram estruturacdo alguma estudando
populac6es de uma espécie do mesmo género, Prochilodus costatus.

Populacdes de Arapaima gigas foram analisadas combinando microssatélites
com DNAmt (HRBEK et al.,, 2007), sendo encontrado um pequeno efeito de
isolamento por distancia nos dados de microssatélites, mas ndo através dos dados
de DNAmt. Outro trabalho com a mesma espécie (HAMOQY et al., 2008) desenvolveu
um painel de genotipagem multiplex para a espécie.

Benites (2008) e Pereira et al. (2008) avaliaram populacbes de
Pseudoplatystoma corruscans utilizando primers microssatélites, encontrando
estruturacdo altamente significativa entre as amostragens da Bacia do Parana-
Paraguai. Pereira et al. (2008) ainda indica um comportamento de homing para a

espécie.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

» Avaliacdo da diversidade genética intra e interpopulacional da espécie Brycon

hilarii para o estabelecimento de estratégias de manejo sustentado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Testar a hipétese nula de pan-mixia entre amostragens provenientes de trés sub-
bacias (Rio Cuiaba, Rio Taquari e Rio Miranda) e o Rio Paraguai na Bacia do
Alto Paraguai;

» ldentificacdo de unidades de manejo para conservacao;

» Propor estratégias de conservacédo das populacdes selvagens de acordo com 0s
resultados obtidos pelo presente estudo.
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3 METODO

3.1 LOCAIS E DATAS DE COLETA

A obtenc&o de material dos individuos foi feita a partir do trabalho conjunto
entre o Laboratério de Genética de Organismos Aquaticos e Aquicultura/ Nucleo
Integrado de Biotecnologia/ UMC e a EMPRAPA Pantanal.

Foram coletados 204 animais de trés Sub-bacias e do Rio Paraguai da Bacia
do Alto Paraguai (Tabela 1, Figura 2), em diferentes datas entre 2000 e 2004. A

sUmula das coletas realizadas encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1. Informaces sobre as coletas de piraputangas.

Bacia Local de Numero de
. . Animais Data da coleta Coordenadas
Hidrografica coleta
Coletados
Rio Cuiaba - 40 Mar/jun/nov de 16°42'41,50"S
Porto Cercado 2002 56°28'11,10"O
Sub-Bacia do
Rio Cuiaba Rio Cuiaba -
17°51'37,13"S
Par_que 14 Jun/set de 2001 57°23'21.31"0
Nacional
. . . . 18°57'44,40"S
Rio Paraguai Rio Paraguai 30 Set de 2004 57°25'54.10"0
Rio Taquari - 40 Out/nov de 2000; 18°31'26,86"S
Palmeiras Nov/dez de 2001 54°42'35,80"0O
Sub-Bacia do
Rio Taquar oo Taquari - 2 Ag;éf/‘.‘utn%lzggo; 18°16'20,00"S
Caronal Jun/j 55°30'56,85"0
2001
Rio FOrmoso 33 Out de 2000; 21°18'17,41"S
. Nov/dez de 2001 56°22'51,44"0
Sub-Bacia do
Rio Miranda ot "
Rio Miranda 14 200022002  21°593,00°S

56°13'53,00"0
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Figura 2. Mapa com as amostragens de piraputanga na bacia do Alto
Paraguai. Legenda: R — Rio Cuiab& (Porto Cercado), N — Parque Nacional, G —
Rio Paraguai, P- Rio Taquari (Palmeiras), C — Rio Taquari (Caronal), F — Rio
Formoso, M — Rio Miranda. A figura menor mostra a posi¢do do Pantanal na
América do Sul. Fonte: Emiko K. Resende (comunica¢éo pessoal).
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3.2 PROCEDIMENTOS DE COLETA DE TECIDOS

A coleta de material bioldgico para a extracdo de DNA total foi realizada sem
o sacrificio dos animais, segundo o protocolo descrito por Hilsdorf et al. (1999).
Amostras de nadadeira caudal dos individuos foram cortadas e conservadas em

alcool 95% a -20° para evitar a degradacéo do DNA.

3.3 EXTRACAO DE DNA TOTAL

A extracdo de DNA total foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Taggart et al. (1992), modificado pelo uso de tampéo STE (0,1M NacCl, 0,05 M Tris-
HCI e 0,01 M EDTA dissodico, pH 8,0). Neste tampdo a concentracdo de EDTA
(Acido etilenodiaminotetracético) foi diminuida, visto que este pode reagir com o
MgCl, (Cloreto de Magnésio) e reduzir a eficiéncia das amplificacées por PCR.

O tecido das nadadeiras conservado em etanol 95% foi picotado e hidratado
em tampéo TE (10,0 mM de Tris-HCI, 1,0 mM de EDTA, pH 7,5) durante 1h, com a
troca do tampéo a cada 20 minutos e as amostras foram agitadas durante esse
tempo. Ao final deste tempo, todo o TE foi substituido por 500 ul de tampéo STE
(0,05 M Tris-HCI, 0,01M EDTA e 0,1M NaCl, pH 8,0) 30 pl de SDS (Dodecil Sulfato
de Saodio) a 10% e 10 pl de proteinase K (Invitrogen Life Technologies) a 20 mg/ml.
O material foi agitado vigorosamente, incubado a 65°C por 1h e agitado a cada 15
minutos. Apos a incubacao foi adicionado 5 pl de RNAse A (USB) a 10 mg/ml as
amostras, que foram incubadas a 37°C por mais 1h e novamente agitadas a cada 15
minutos.

O processo de separacdo do DNA total, dos restos celulares, foi feito com a
adicéo de 400 pl de fenol equilibrado e 200 pl de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1)
e posterior centrifugacao a 14.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado
e transferido para novos microtubos de 1,5 ml e uma segunda purificacdo foi feita,
acrescentando a mesma quantidade de cloroférmio/alcool isoamilico que a coletada

do sobrenadante e entdo uma nova centrifugacéo a 14.000 rpm por 10 minutos foi
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realizada. O sobrenadante novamente foi transferido para novos microtubos de 1,5
ml. A precipitacdo do DNA foi feita com a adi¢cdo de etanol 100% a -20°C (etanol
100% 2:1 sobrenadante coletado) e 30 ul de acetato de sodio a 3,0 M (pH 5,2) ao
sobrenadante.

As amostras foram armazenadas por 16 horas a -20°C e entédo centrifugadas
a 4°C por 30 minutos, a 14.000 rpm, para a obtencdo do DNA precipitado. A fase
liquida foi desprezada e 500 ul de etanol 70% a -20°C foi acrescentado para
lavagem das amostras, que foram entdo centrifugadas por um minuto a 14.000 rpm.
Novamente, descartou-se o liquido, e o precipitado, apds a sua secagem total, foi
hidratado com 50ul de tampédo TE, e armazenado a 4°C por 48 horas para a
completa ressuspensdo do DNA.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 0,8% e
coradas com brometo de etideo para a verificacdo da qualidade do material extraido.
A gquantificacdo do material extraido foi verificada no espectrofotdmetro de espectro
completo Nanodrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).

3.4 AVALIACAO DO POLIMORFISMO DO MATERIAL GENETICO
DOS ESTOQUES

Para avaliar o material genético das amostras, foram testados marcadores
microssatélites (Tabela 2) desenhados para Brycon hilarii (SANCHES; GALETTI,
2006) e para Brycon opalinus e Brycon cephalus (BARROSO et al., 2003).
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Tabela 2. Primers testados, desenhados para as espécies Brycon hilarii, Brycon opalinus e Brycon

cephalus.
Espécie Loci Sequéncia dos Primers .Repeti(;ﬁo. Tamanho
Microssatélite total (pb)
Bho6 Ee_ 5 5’G/S<SATGT§TC§TTCGJ/SCT:ZA32E ¢¢ 2 (GT)1a 160
Brycon Bho8 g E;CT?\F TA(?:(; ?Aﬁ gg? giﬁ (AB?(TB gTT ::33 (GAT)s 127
s LIMCMTTOSCMEISY e o
s [ SO NTIIONS TS v
B8 SaceAcTTAGCOAGCCACCCTE (AR 130
BoM1 T Tacccaamacacccc s CAs17
ooz SCISSOSCOIMGISS  ome 2
s BMT oo s A 208
iz ICSIOMOMOST  one @
BoM13 T CooacTraacetcacac s D 198
cephalus BC48-10 F-5 GTTCCACCTATTGCTGACAC 3’ (CA)10 76

R - 5 GAAAATACTACTCTACGGGGAC &

3.4.1 Genotipagem manual por gel de poliacrilamida

Os primers liofilizados (Invitrogen™ Life Technologies) foram ressuspendidos

em agua dideionizada estéril a uma concentracdo de 1,0 pug/ ul para a solucéo de

estoque. A solucdo de uso dos primers foi feita adicionando-se 20 ul do primer

forward e 20 pl do reverse a 200 pl de agua dideionizada estéril.
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As amplificagBes dos microssatélites pela reacdo de polimerase em cadeia
(Tabela 3) foram realizadas nos termocicladores PTC-100 e PTC-200 (MJ Research
e Bio Rad). Testes de gradiente de temperatura entre 45°C e 65°C foram realizados
para encontrar a temperatura de anelamento ideal para os primers. Testes de
concentragcédo de MgCl, entre 1,5mM e 3,0mM também foram feitos. Ambos os testes

foram feitos com apenas uma amostra.

Tabela 3. Condi¢6es de amplificacdo dos microssatélites.

Etapas Temperatura Tempo
Denaturacao Inicial 94°C 3 minutos
Denaturacao 94°C 1 minuto
Anelamento Variavel 45 segundos
Extenséo 72°C 1 minuto e 30 segundos
Recomecar ciclo desde a - 34 vezes
denaturacéo

Extenséo final 72°C 5 minutos

A visualizacdo dos fragmentos amplificados foi feita através de eletroforese
em gel de poliacrilamida entre 7,5 e 10% (para 10%: 18,5 ml de H20 MilliQ; 10 ml de
poliacrilamida 30% [Acrilamida e Metilenobisacrilamida 29:1]; 1,5 ml de TBE 10 X,
pH 8,3; 300 ul de Persulfato de Aménio a 10% e 30 pl de TEMED) dependendo do
locus estudado, corado em nitrato de prata (AgNO3) (Synth) a 2g/L e revelado com
solugao de hidréxido de sédio (NaOH) (12g/L com 800uL de formaldeido). O tempo
de corrida variou dependendo do tamanho do fragmento estudado. O tamanho dos
fragmentos, em pares de base (pb), foi estimado por comparacdo com o marcador
10pb (Invitrogen) e com o marcador 100pb (Fermentas) utilizando o programa “Alpha
Index 6.5” (Alphamager™: Alpha Inotech Corporation).
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3.4.2 Genotipagem automatica

Apés a confirmacdo da amplificacdo dos loci em poliacrilamida, primers
forward para a genotipagem automatica dos loci microssatélites foram construidos
seguindo metodologia de Schuelke (2000), acrescentando uma sequéncia de 18
nucleotideos correspondentes ao primer universal M-13 (5 — TGT AAA ACG ACG
GCC AGT - 3) antes da sequéncia do primer forward. Além desses, um primer
universal M-13 marcado com uma fluorescéncia Cy5 também foi construido, para
permitir a leitura dos fragmentos pelo sequenciador automatico Alf Express Il (GE
Healthcare) utilizado.

Os primers foram diluidos segundo Schuelke (2000). O primer forward foi
diluido a 0,04 pmol/ul, e os primers reverse e universal a 0,16 pmol/ul. As
amplificacbes dos microssatélites foram conduzidas no termociclador PTC-100
(BioRad) e as condi¢cbes modificadas para a incluséo do primer universal com
fluorescéncia (Tabela 4). As reac¢des possuiam um volume final de 3 pl, corridas com
3ul de corante préprio para sequenciadores automéaticos (formamida 2:1 dextran
blue) e 1ul de marcador interno 300pb (5 fmol/ul). A corrida foi realizada segundo

recomendacdes do fabricante.

Tabela 4. Condigdes de amplificacéo para o sequenciador automatico

Etapas Temperatura Tempo
Denaturacéo Inicial 94°C 5 minutos
Denaturacao 94°C 30 segundos
Anelamento Variavel 45 segundos
Extensao 72°C 45 segundos
Recomecar ciclo desde a denaturacao - 30 vezes
Denaturacao 94°C 30 segundos
Anelamento 53°C 45 segundos
Extensao 72°C 45 segundos
Recomecar ciclo desde a denaturacao - 8 vezes

Extensao final 72°C 10 minutos
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O tamanho dos fragmentos em pares de base foi estimado pelo programa
AlleleLocator v.1.03 (Amersham Pharmacia Biotech), por comparagdo com o
marcador externo 50-500pb (5 fmol/ul) que gera uma escala entre 50 e 500 pb de 50
em 50pb.

3.5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

3.5.1 Diversidade genética intrapopulacional

A diversidade genética dentro das populacdes foi caracterizada pelo nimero
de alelos por locus (A), riqueza alélica (Ar), heterozigosidade observada (H,),
diversidade génica esperada segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg (He) e
frequéncias alélicas, estimativas obtidas pelos programas ARLEQUIN v. 3.01
(EXCOFFIER et al., 2006), GENEPOP SOFTWARE (RAYMOND; ROUSSET, 1995)
e FSTAT 1.2 (GOUDET, 1995).

O déficit de heterozigosidade intrapopulacional (F;s) foi calculado para
avaliacdo do grau de endogamia em cada uma das populacbes, através do
programa GENEPOP SOFTWARE (RAYMOND; ROUSSET, 1995). Também com o

auxilio deste programa, foi obtido o valor de F1, que corresponde a endogamia total.

3.5.2 Diversidade genética entre populacfes

A distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro das populacdes foi
caracterizada pelas estatisticas F de WRIGHT (COCKERHAM; WEIR, 1993),
segundo a metodologia de NEI (1977). Esta estatistica admite que todos os desvios
de pan-mixia sejam exclusivamente devido aos efeitos da deriva genética e do

sistema reprodutivo.
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A estrutura genética de populacdes foi investigada pela Andlise de Variancia
Molecular (AMOVA — Analysis of Molecular VAriance) (EXCOFFIER et al., 1992),
gue leva em consideracdo a variancia das frequéncias génicas entre as diferentes
localidades amostradas (WRIGHT, 1978). Portanto, o Fsr corresponde ao grau de
subdivisdo genética intraespecifica (EXCOFFIER et al., 1992).

A Analise de Variancia Molecular e, as estimativas dos valores de Fsr
(WRIGHT, 1965, segundo a metodologia de NEI, 1977), baseados no numero de
diferentes alelos entre pares de populacbes (WEIR; COCKERHAM, 1984;
MICHALAKIS; EXCOFFIER, 1996) foram calculados pelo programa ARLEQUIN v.
2001 (SCHNEIDER et al., 2001).

Uma estimativa analoga ao Fst, 0 Rst (SLATKIN, 1995) também foi calculada
a partir do programa ARLEQUIN v. 2001 (SCHNEIDER et al., 1997). Enquanto que
os valores de Fst derivam da variancia das frequéncias alélicas e seguem o modelo
mutacional de alelos infinitos, os valores de Rst levam em consideragéo a variancia
dos tamanhos dos alelos, segundo o modelo mutacional stepwise (BALLOUX;
LUGON-MOULIN, 2002).

Um valor de Fst global com uma probabilidade associada exata foi calculado
pelo programa estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2004), utilizando o
pacote HIERFSTAT (GOUDET, 2005) que implementa o algoritimo de Yang (YANG,
1998) e computa estimativas das estatisticas F de qualgquer nimero de niveis
hierarquicos.

O programa estatistico Structure v.2.2 (PRITCHARD et al., 2000) implementa
um método bayesiano de agrupamento para inferir a estruturacdo populacional
usando somente os dados genotipicos das amostras. Um modelo com um namero K
de populacdes (onde o K pode ser desconhecido) € assumido e cada uma das
populacdes é caracterizada por um conjunto de frequéncias alélicas de cada locus.
Entdo individuos da amostragem sao designados probabilisticamente as
populacdes, ou mutuamente para duas ou mais populacdes se seus genotipos
indicarem que eles estdo misturados. Assim sendo, o programa foi utilizado para
identificar quantas populagbes existiiam na amostragem realizada, ao designar
individuos semelhantes genotipicamente a um numero K de populacodes.

O Nm (estimativa do fluxo génico de acordo com WRIGHT, 1969) foi
calculado pelo programa ARLEQUIN v. 2001 (SCHNEIDER et al., 2001).
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Também foi verificada a presenca ou auséncia de alelos nulos, com o
programa Micro-Checker (OOSTERHOUT, 2004).
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4 RESULTADOS

4.1 EXTRACAO DE DNA TOTAL DE TECIDO DE NADADEIRA
CAUDAL

O DNA total obtido das extracGes estava integro, com alto peso molecular,
para a maior parte das amostragens (Figura 4), exceto para alguns individuos da
amostragem Cuiab& (Figura 5), cujo DNA mostrou certo grau de degradagédo, com
um arraste indicando quebra do DNA e baixo peso molecular.

23130 pb ¢——

9416 pb ¢——
6557 pb  ——

4361ph <——

2322pb €——
2027pb 4

Figura 3. Gel de agarose da extracdo de DNA total de individuos da
amostragem Paraguai. A seta branca indica o marcador A Hind Ill. Em
destaque estdo as amostras com alto peso molecular.

1517 pb €——

1000 pb 4—
500 pp *——

Figura 4. Gel de agarose da extracdo de DNA total de individuos da
amostragem Cuiaba. A seta branca indica o marcador 100pb. Em destaque
estdo amostras com degradacdo do DNA.
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A concentracdo de DNA total obtida foi adequada, entre 114,7 e 3124,9 ng/uL,
com bons niveis de pureza, mostrados pelas razbées entre os comprimentos de onda
de 260/280 e 260/230 proximos a e/ou acima de 2,0; indicados pelo fabricante do

espectrofotometro como bons indices de pureza da amostra.

4.2 OTIMIZACAO DA AMPLIFICACAO DOS MICROSSATELITES

Os loci Bh05, Bh08, Bh15, Bh16, BoM1 e BC48-10 foram escolhidos para as
analises por apresentarem melhores resultados de amplificacdo, com bandas
nitidas, na faixa esperada de tamanho e pouco stutter (bandas extras causadas por
erros de amplificacdo da enzima Taq polimerase). O DNA foi diluido para atingir
melhores resultados, como bandas mais finas, mais faceis e confidveis para
genotipar. As condicdes de amplificacdo dos microssatélites foram determinadas em
géis de poliacrilamida. As melhores temperaturas de anelamento para os primers
variaram de 56°C a 60°C e a concentracdo 6tima de MgCl, variou de 1,5mM a
2,5mM (Tabela 5). As mesmas condi¢bes foram utilizadas nas analises com o

sequenciador automatico.

Tabela 5. Condicdes de amplificagcéo para os loci

. Temperatura de Concentracao de

Loci
anelamento MgCl,
BhO5 60°C 1,5mM
BhO8 58°C 2,5mM
Bh15 56°C 2,5mM
Bh16 58°C 2,0mM
BoM1 60°C 2,0mM
BC48-10 60°C 2,0mM

As amplificacdes dos loci BoM 1 e Bh16 foram visualizadas em poliacrilamida.
Porém, a visualizagdo em poliacrilamida das amplificacdes do locus Bh15,
apresentou stutters que poderiam atrapalhar a genotipagem manual (Figura 6),

entdo procedeu-se a analise deste locus no sequenciador automatico para uma
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melhor investigagcdo de quais seriam as verdadeiras bandas correspondentes aos
alelos dos microssatélites.

K

ﬂ ﬁ — — -7. [— / po—
e e e

—

v

Figura 5. Fragmentos amplificados do locus Bh15. A seta mostra exemplos de
bandas stutter a serem investigadas. Em destaque est4d o marcador 10pb, a
banda inferior possui 100 pares de base.

B
Uaa |
—f
—
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A andlise do locus Bh15 no sequenciador automatico mostrou picos nitidos e
distintos para as amostras duvidosas, revelando quais as bandas que deveriam ser
consideradas na genotipagem como um alelo verdadeiro. Outro problema ocorreu na
visualizacdo em poliacrilamida do locus Bh8. Os alelos da maioria das amostras
possuiam diferenca de até 30pb, impossibilitando a visualizacdo destes em uma
mesma corrida, ocasionando a genotipagem errbnea de diversas amostras
heterozigotas, como homozigotas.

Assim sendo, ap0s verificar que os resultados entre as duas metodologias,
nos diferentes loci usados, corroboravam um ao outro, as analises restantes foram

realizadas utilizando-se somente o sequenciador automatico.

4.2.1 Genotipagem de todos os individuos para as quatro

amostragens

A genotipagem dos individuos de todas as amostragens encontra-se no

Apéndice A.
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4.3 DIVERSIDADE GENETICA INTRAPOPULACIONAL

A partir da genotipagem dos géis de poliacrilamida foram encontrados 14
alelos para o locus BoM 1 (Tabela 6), 4 para o locus Bh16 (Tabela 7); a partir da
genotipagem dos géis de poliacrilamida e genotipagem automatica, 4 alelos para o
locus Bh15 (Tabela 8); e a partir da genotipagem automética, 15 alelos para o locus
BhO5 (Tabela 9), 21 alelos para o locus BC48-10 (Tabela 10), 17 alelos para o locus
Bh0O8 (Tabela 11).

Tabela 6. Estimativa do tamanho de alelos encontrados e respectivo nimero de
repeti¢cdes para o locus BoM 1

Alelos Tamanho total (pb) N° de repeticbes (CA)

01 165 11
02 167 12
03 169 13
04 171 14
05 173 15
06 175 16
07 177 17
08 179 18
09 181 19
10 183 20
11 185 21
12 187 22
13 189 23
14 191 24

Tabela 7. Estimativa do tamanho de alelos encontrados e respectivo nimero de
repeticbes para o locus Bh16

Alelos Tamanho total (pb) N° de repeticbes (TAA)

01 136 7
02 139 8
03 142 9

04 148 11




Tabela 8. Estimativa do tamanho de alelos encontrados e respectivo nimero de
repeticdes para o locus Bh15

Alelos Tamanho total (pb) N°de repeticbes (ATTT)

01 125 4
02 129 5
03 137 7
04 141 8

Tabela 9. Estimativa do tamanho de alelos encontrados e respectivo nimero de
repeticdes para o locus Bh05

Alelos  Tamanho total (pb) N° de repeticbes (AC)

01 208 06
02 210 07
03 212 08
04 214 09
05 216 10
06 218 11
07 220 12
08 222 13
09 224 14
10 226 15
11 228 16
12 230 17
13 232 18
14 234 19
15 236 20

*nimero de repeti¢cdes ajustado da genotipagem automética



Tabela 10. Estimativa do tamanho de alelos encontrados e respectivo niimero de
repeticdes para o locus BC48-10

Alelos  Tamanho total (pb) N° de repeticdes (CA)

01 54 01
02 56 02
03 58 03
04 60 04
05 62 05
06 64 06
07 66 07
08 68 08
09 72 10
10 74 11
11 76 12
12 78 13
13 80 14
14 82 15
15 84 16
16 86 17
17 88 18
18 90 19
19 92 20
20 94 21
21 96 22

*numero de repeti¢cdes ajustado da genotipagem automética
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Tabela 11. Estimativa do tamanho de alelos encontrados e
respectivo nimero de repeti¢cdes para o locus Bh08

Alelos Tamanho total (pb)  N° de repeticdes

(GAT)
01 138 03
02 141 04
03 144 05
04 147 06
05 150 07
06 153 08
07 156 09
08 159 10
09 162 11
10 195 22
11 198 23
12 201 24
13 204 25
14 207 26
15 210 27
16 213 28
17 216 29

*numero de repeti¢cbes ajustado da genotipagem automatica

4.3.1 Diversidade alélica

Os seis loci microssatélites utilizados para a piraputanga foram polimorficos,
sendo encontrados 75 alelos diferentes, contabilizando todas as amostragens
avaliadas. O numero total de alelos por locus (A) variou de 4 (Bh15 e Bh16) a 21
(BC48-10). Os valores de riqueza alélica, que corrige 0 namero total de alelos
considerando o tamanho amostral, foi de 2 (Bh15) a 14 (BC48-10). As médias de
heterozigosidade observada (Ho) foram de 0,56 a 0,69 e as médias de
heterozigosidade esperada (He) variaram entre 0,70 e 0,73. As médias do déficit de
heterozigosidade intrapopulacional (F;s), ou coeficiente de endogamia, foram

positivas em todas as sub-bacias, com valores entre 0,034 e 0,205 (Tabela 12).
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Tabela 12. Estatisticas para a diversidade genética: Niumero de alelos (A), riqueza alélica (Ag),
heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (Hg), coeficiente de endogamia (F;s)

Amostragem Loci A Ar Ho He P-value Fis
Bh05 12 10,15 0,83 0,86 0,04 0,026
Bh08 11 9,02 0,74 0,72 0,15 -0,035
Bh15 3 2,52 0,52 0,50 1,00 -0,035
Sub-bacia do Bh16 3 3,00 0,51 0,47 0,62 -0,085
Rio Cuiaba BoM 1 8 7,91 0,98 0,84 0,00 -0,174
BC48-10 12 11,45 0,54 0,89 0,00 0,394
Todos loci 8,17 7,34 0,69 0,71 0,034
(DP) (4,26) (3,74) (0,19) (0,19
Bh05 10 9,90 0,59 0,82 0,01 0,292
Bh08 12 11,60 0,70 0,81 0,00 0,133
Bh15 3 2,93 0,57 0,51 0,44 -0,105
i i Bh16 3 3,00 0,27 0,35 0,07 0,231
Rio Paraguai
BoM 1 9 9,00 0,86 0,82 0,00 -0,056
BC48-10 11 10,93 0,35 0,86 0,00 0,605
Todos loci 8,00 7,89 0,56 0,70 0.205
(DP) (4,000 (3,92) (0,22) (0,21)
BhO5 13 10,32 0,68 0,85 0,00 0,194
Bh08 14 11,34 0,75 0,83 0,00 0,097
Bh15 4 3,26 0,49 0,48 0,96 -0,005
Sub-bacia do Bh16 4 3,63 0,40 0,41 0,28 0,023
Rio Taquari BoM 1 13 11,80 0,91 0,89 0,00 -0,019
BC48-10 16 12,95 0,70 0,90 0,00 0,225
Todos loci 10,67 8,88 0,66 0,73 0,100
(DP) (5,28) (4,30) (0,18) (0,22
Bh05 9 8,29 0,77 0,83 0,00 0,073
Bh08 12 9,95 0,64 0,85 0,00 0,250
Bh15 2 2,00 0,47 0,48 1,00 0,020
Sub-bacia do Bh16 3 3,00 0,51 0,45 0,21 -0,134
Rio Miranda BoM 1 10 9,39 0,88 0,86 0,00 -0,022
BC48-10 14 14,00 0,63 0,91 0,00 0,334
Todos loci 8,33 7,77 0,65 0,73 0,116

(DP) (4,84) (4,53) (0,15) (0,21)
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Apos a estimativa do tamanho dos alelos para cada locus, foi obtido 0 niumero
de alelos totais e exclusivos para cada amostragem (Tabela 13). Dentre as
amostragens, a de Taquari apresentou o0 maior numero de alelos totais (64) e
também o maior nimero de alelos exclusivos, sendo esta a amostragem com maior

numero de animais analisados.

Tabela 13. Numero de alelos encontrados para cada amostragem

Amostragens Amostragem Numero Total de Alelos exclusivos
Total (204) Alelos encontrados
Cuiaba 54 49 4
Paraguai 30 48 2
Taquari 73 64 10
Miranda 47 50 2

4.3.2 Estimativas das frequéncias alélicas para os seis loci

microssatélites

As frequéncias alélicas calculadas para os 6 loci microssatélites e para todas
as amostragens avaliadas, estdo descritas nas Tabelas 14 a 22. A maior frequéncia
alélica encontrada foi de 0,800, para o locus Bh16. As frequéncias alélicas para os
alelos exclusivos variou de 0,007 (locus Bh08) a 0,067 (locus BC 48-10).



Tabela 14. Estimativas das frequéncias alélicas encontradas para o locus
BhO5 para todas as amostragens. As frequéncias para os alelos privativos
estdo sublinhadas.

Alelos L Amostragens . .
Cuiaba Paraguai Taquari Miranda
01 0,011 0,000 0,000 0,000
02 0,011 0,034 0,009 0,000
03 0,011 0,000 0,009 0,000
04 0,000 0,017 0,018 0,000
05 0,032 0,000 0,009 0,000
06 0,213 0,207 0,193 0,174
07 0,191 0,103 0,202 0,209
08 0,053 0,017 0,061 0,023
09 0,011 0,000 0,018 0,023
10 0,021 0,000 0,000 0,012
11 0,170 0,207 0,096 0,105
12 0,181 0,293 0,228 0,256
13 0,096 0,069 0,123 0,174
14 0,000 0,034 0,026 0,023

Tabela 15. Estimativas das frequéncias alélicas encontradas para o locus
BhO08 para todas as amostragens. As frequéncias para os alelos privativos
estéo sublinhadas.

Alelos : Amostragens .
Cuiaba Paraguai Taquari Miranda
01 0,000 0,000 0,007 0,000
02 0,000 0,000 0,007 0,000
03 0,000 0,017 0,000 0,011
04 0,009 0,000 0,028 0,128
05 0,009 0,017 0,014 0,011
06 0,481 0,350 0,282 0,245
07 0,046 0,033 0,049 0,085
08 0,037 0,017 0,035 0,011
09 0,019 0,000 0,014 0,011
10 0,009 0,017 0,021 0,000
11 0,000 0,017 0,000 0,000
12 0,000 0,017 0,000 0,000
13 0,019 0,117 0,049 0,043
14 0,111 0,100 0,169 0,191
15 0,065 0,067 0,056 0,074
16 0,194 0,233 0,246 0,181

17 0,000 0,000 0,021 0,011




Tabela 16. Estimativas das frequéncias alélicas encontradas para o locus
Bh15 para todas as amostragens. As frequéncias para os alelos privativos
estdo sublinhadas.

Alelos L Amostragens . .
Cuiaba Paraguai Taquari Miranda
01 0,000 0,000 0,014 0,000
02 0,417 0,417 0,333 0,383
03 0,574 0,567 0,639 0,617
04 0,009 0,017 0,014 0,000

Tabela 17. Estimativas das frequéncias alélicas encontradas para o locus
Bh16 para todas as amostragens. As frequéncias para os alelos privativos
estdo sublinhadas.

Alelos : Amostragens .
Cuiaba Paraguai Taquari Miranda
01 0,123 0,083 0,118 0,081
02 0,698 0,800 0,750 0,709
03 0,179 0,117 0,118 0,209
04 0,000 0,000 0,014 0,000

Tabela 18. Estimativas das frequéncias alélicas encontradas para o l6cus
BoM1 para todas as amostragens. As frequéncias para os alelos privativos
estdo sublinhadas.

Alelos : Amogtragens : .
Cuiaba Paraguai Taquari Miranda
01 0,000 0,034 0,007 0,000
02 0,000 0,000 0,045 0,000
03 0,085 0,103 0,119 0,075
04 0,213 0,328 0,157 0,225
05 0,128 0,138 0,142 0,163
06 0,277 0,224 0,164 0,213
07 0,128 0,034 0,090 0,125
08 0,096 0,069 0,097 0,075
09 0,032 0,034 0,060 0,050
10 0,043 0,034 0,037 0,050
11 0,000 0,000 0,037 0,013
12 0,000 0,000 0,030 0,000
13 0,000 0,000 0,015 0,000

14 0,000 0,000 0,000 0,013
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Tabela 19. Estimativas das frequéncias alélicas encontradas para locus
BC48-10 para todas as amostragens. As frequéncias para os alelos
privativos estao sublinhadas.

Alelos : Amostragens : .
Cuiaba Paraguai Taquari Miranda
01 0,019 0,000 0,000 0,000
02 0,029 0,000 0,000 0,000
03 0,000 0,069 0,008 0,107
04 0,038 0,017 0,195 0,054
05 0,000 0,000 0,102 0,071
06 0,000 0,000 0,042 0,018
07 0,000 0,000 0,051 0,000
08 0,000 0,000 0,017 0,000
09 0,000 0,000 0,008 0,000
10 0,000 0,103 0,008 0,071
11 0,029 0,190 0,000 0,036
12 0,154 0,086 0,008 0,000
13 0,183 0,276 0,093 0,161
14 0,096 0,086 0,119 0,196
15 0,029 0,034 0,034 0,036
16 0,067 0,000 0,000 0,000
17 0,135 0,052 0,051 0,018
18 0,163 0,069 0,110 0,107
19 0,058 0,017 0,144 0,054
20 0,000 0,000 0,008 0,054
21 0,000 0,000 0,000 0,018

4.3.3 Médias das diversidades génicas dentro de cada amostragem

Na Tabela 20 sdo apresentadas as médias das diversidades génicas para
todas as amostragens. Estas medidas equivalem a heterozigosidade esperada para
dados dipléides e sdo definidas como a probabilidade de que dois haplotipos

escolhidos ao acaso sejam diferentes na amostragem (NEI, 1987).

Tabela 20. Médias das diversidades génicas dentro de cada amostragem

Amostragens Médias da Diversidade Génica
Cuiaba 0,622620 +/- 0,375011
Paraguai 0,667232 +/- 0,375094
Taquari 0,550811 +/- 0,361117

Miranda 0,664150 +/- 0,461774
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4.3.4 Anélise de alelos nulos

Segundo andlises realizadas com o programa Microchecker, alelos nulos
podem estar presentes em quase todas as amostragens do locus BC48-10, exceto
para a amostragem do Rio Taquari — Caronal e também nas amostragens do

Paraguai e do Rio Taquari — Caronal para o locus Bh5.

4.4 DIFERENCIACAO GENETICA ENTRE AS AMOSTRAGENS

4.4.1 Analise de Variancia Molecular (AMOVA)

A avaliacdo da estrutura genética dentro e entre as amostragens da
piraputanga foi estimada pela Analise de Variancia Molecular (AMOVA — Analysis of
MOlecular VAriance). Duas hierarquizacfes foram realizadas, uma considerando as
sete amostragens como cada uma sendo uma populacdo (Tabela 21) e outra
considerando cada Sub-bacia com suas respectivas amostragens como sendo uma
populacdo (Tabela 22). Em ambas, a maior parte da variancia encontra-se dentro
dos individuos, indicando que existe pouca variancia entre as populacdes ou entre

as sub-bacias.

Tabela 21. AMOVA considerando todas as amostragens em um mesmo grupo.

Causas da Grausde Somados Componentes Porcentagem

variacdo Liberdade Quadrados de Variancia de Variancia P-value

popEuT;r(;eﬁes 6 8,258 0,00922 1,10 Oéz,gfi;’; -
Entre

gﬁ:;’r‘c‘)"‘é‘; 197 167,381 0,01796 2,14 062,3325 ;

populagbes

[i)nedri‘\t/rl,g:c?: 204 166,000 0,81373 96,77 oé%gggg; ;

Total 407 341,640 0,84091 100
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Tabela 22. AMOVA considerando quatro grupos de sub-bacias com suas respectivas populagdes.

Causas da Grausde Somados Componentes Porcentagem

variacdo Liberdade Quadrados de Variancia de Variancia P-value
0,36852+-
Entre grupos 3 4,066 -0,00174 -0,21 0.01663
Entre
populagcbes 0,03617+-
dentro dos 8 4,192 0,01073 1,28 0,00603
grupos
Entre
individuos 0,24340+-
dentro das 197 167,381 0,01796 2,14 0,01292
populacbes
Dentro dos 0,17009+-
dividuos 204 166,000 0,81373 96,79 001214
Total 407 180,429 0,84068 100

4.4.2 Valores de diferenciacdo genética Fst e Rst

Os valores de Fst gerados pelo pacote estatistico Hierfstat (Tabela 23) foram
considerados significativamente ndo diferentes de zero, com um valor P associado
exato de 0,227.

Tabela 23. Valores de Fgy

Nivel de hierarquizacao Fst
F pop/tot 0,027
F Ind/tot 0,201
F Ind/pop 0,179

Os valores de ®st baseados no método de distancia pelo nimero de alelos
diferentes encontram-se na tabela 24.
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Tabela 24. Diferenciacdo genética entre pares de populacdes utilizando o indice ®sr. Acima da
diagonal encontram-se os valores de P e abaixo os valores de ®sy

Rio Cuiaba Rio Paraguai Rio Taquari Rio Miranda
Rio Cuiaba - 0,31532+-0,0455 0,03604+-0,0201 0,03604+-0,0201
Rio Paraguai 0,00153 - 0,54955+-0,0478 0,16216+-0,0326
Rio Taquari 0,01192 -0,00167 - 0,34234+-0,0264
Rio Miranda 0,01387 0,00747 0,00068 -

Os valores de Rst entre as populacdes, calculados a partir da média dos
componentes de variancia, podem ser observados na Tabela 25. Enquanto que as
estimativas de Fst utilizam as frequéncias alélicas como dados de entrada, as
medidas de Rst (SLATKIN, 1995) levam em consideragdo ambos as frequéncias

alélicas e o numero de repeticdes em cada alelo.

Tabela 25. Diferenciacéo genética entre pares de populagbes utilizando o indice Rst. Acima diagonal
encontram-se os valores de P e abaixo os valores de Rst

Rio Cuiaba Rio Paraguai Rio Taquari Rio Miranda
Rio Cuiaba - 0,01802+-0,0121 0,00000+-0,0000 0,19820+-0,0402
Rio Paraguai 0,02941 - 0,81982+-0,0214  0,45045+-0,0489
Rio Taquari 0,03905 -0,01148 - 0,38739+-0,0526
Rio Miranda 0,00347 -0,00597 0,00039 -

4.4.3 Andlise de estruturacdo populacional

O numero de populacdes mais provavel encontrado para as amostragens foi
um (K=1) (Figura 7), o K com menor desvio padrdo dentre os K assumidos pela
analise (entre 1 e 14). A representacao grafica da estrutura populacional resultante
da analise bayesiana (Figura 8) mostra que ndo houve a divisdo das populacdes,
ilustrado pela auséncia de divisdo vertical das cores, que representaria os diferentes
K assumidos pela analise.
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K (nimero de populagdes)

Figura 6. Valores de K para o conjunto de dados das sete amostragens. A seta
indica o valor de K com o menor desvio padréo.

1.00
0.80
0.60
0.40

0.20
0.00

Figura 7. Estrutura bar plot representando a atribuicdo dos genétipos para
cada populagéo, representada por cada cor.

O valor de AK foi também calculado para indicar com melhor precisdo o
namero de populagdes certo para as amostragens (Figura 9), como indica Evanno et
al. (2005), reconfirmando que o valor de K mais provavel para os dados do presente
estudo realmente é 1, ou seja, que as amostragens de Brycon hilarii ndo possuem

nenhum grau de estruturacdo genética.



54

4000 -
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AK [LnP(D)]
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K (nimero de populagées)

Figura 8. Valores de AK para o conjunto de dados das sete amostragens. A
seta indica o valor de K com o maior AK calculado.

O bar plot resultante da segunda analise, com o K pré-determinado como 1,
para confirmar a andlise anterior, mostra todas os individuos alocados em uma Unica

populacao (Figura 10).

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

Figura 9. Estrutura bar plot representando a atribuicdo dos genoétipos para uma
Unica populagao.

4.4.4 Valores de Nm entre as amostragens

O valor de numero de migrantes (Nm), calculado utilizando-se as frequéncias

alélicas dos alelos exclusivos, ap0s a correcdo do numero amostral, foi de 5,68.
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5 DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO DE DNA TOTAL DE TECIDO DE NADADEIRA
CAUDAL

O DNA total obtido foi satisfatorio para a amplificacdo dos loci microssatélites.
Apesar de algumas amostras possuirem certo grau de degradacdo, a amplificacédo
destas amostras foi possivel, provavelmente pelo fato do marcador possuir um baixo
peso molecular, o qual ndo ultrapassa poucas centenas de pares de bases
(BECKMANN; WEBER, 1992).

A concentracdo de DNA foi um fator importante para a amplificacdo dos
alelos. Concentracbes entre 5 e 10 ng/uL de reacdo apresentaram melhores
resultados. Outros trabalhos com peixes neotropicais de &gua doce utilizaram
concentracfes de DNA com valores proximos ou iguais (BARROSO et al., 2003;
SANCHES; GALETTI, 2006; PINEDA et al., 2006).

5.2 TESTES DE OTIMIZACAO DOS PRIMERS E ELETROFORESE

O padrao de corrida em microssatélites com repeticées dinucleotidicas é de
dificil analise, mesmo em géis de consideravel resolucdo, como os de poliacrilamida.
Uma caracteristica bastante comum observada nestes géis, € a presenca de bandas
extras ou sombras (NAISH; SKIBINSKI, 1998). Dos 13 loci testados, apenas 6 foram
considerados para a analise, ja que 0s loci que possuiam muitas bandas extras
foram descartados. Os alelos validos para a analise foram identificados pela maior
intensidade da banda no gel (TAUTZ, 1989), como confirmou a genotipagem

automatica, onde apenas picos estreitos e altos foram considerados como alelos



56

validos (FERNANDO et al., 2003), e estes eram correspondentes em tamanho a

bandas com maior intensidade.

5.3 DIVERSIDADE GENETICA INTRAPOPULACIONAL

Um total de 75 alelos diferentes foram encontrados na avaliagcdo dos 6 loci
microssatélites. A amostragem de Taquari apresentou o maior niumero de alelos
encontrados (64), enquanto que as amostragens de Cuiaba, Paraguai e Miranda
apresentaram um numero parecido de alelos (entre 48 e 50). O média do numero de
alelos encontrado para cada populacdo variou entre 8 e 10.67 com respectivos
desvios padrédo de 4 a 5,28. Os valores de riqueza alélica ndo variaram em relacao
ao numero de alelos, tendo médias entre 7,34 e 8,88 e desvios padrdes de 3,74 a
4,30 respectivamente.

Considerando que o0s microssatélites sdo uma classe de marcadores
moleculares com uma excepcional alta taxa de mutacdo (JEFFREYS et al., 1988),
amostragens maiores revelariam a variacdo de alelos que realmente correspondem
aguela presente na populacdo, assim como amostragens pequenas podem nao
mostrar toda a variabilidade alélica presente na populacdo natural (BEAUMONT;
HOARE, 1988; FERGUSON; DANZMANN, 1998; HILSDORF et al., 2006). Para
trabalhos com marcadores microssatélites, um tamanho amostral ideal ndo deveria
ser menor do que 50 individuos (FERGUSON; DANZMANN, 1998) o que explicaria
0s menores numeros de alelos encontrados para as amostragens com ndamero
amostral menor ou proximo a 50.

A média do numero de alelos encontrados por locus foi 12,5, acima do
observado para peixes de agua doce (DEWOODY; AVISE, 2000). Matsumoto (2005)
encontrou uma media de 7,6 alelos por locus para Brycon insignis, utilizando 2 loci
também presentes neste trabalho (BoM1 e BC48-10). Barroso et al. (2005)
encontrou 23,1 alelos por locus para Brycon opalinus, utilizando o locus BoM1,
também usado neste trabalho, para o qual encontrou 18 alelos, 4 a mais que no
presente trabalho. Calcagnotto et al. (2001) encontrou uma média de 6,5 alelos para

Piaractus mesopotamicus, Wilson et al. (2004) encontrou uma média de 5,1 alelos
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para Salvelinus fontinalis e para Mystus nemurus, Usmani (2003) encontrou uma
meédia de 6,3 alelos por locus. Benites (2008) encontrou uma média de 17 alelos
para Pseudoplatystoma corruscans, préximo ao encontrado para a mesma espécie
(15,3) por Pereira et al. (2008).

O locus dinucleotideo BC48-10 foi o que apresentou o maior numero de alelos
(21), enquanto que os loci Bhl5 (tetranucleotidico) e Bh16 (trinucleotidico)
apresentaram o menor numero de alelos, apenas 4. Microssatélites com mais
repeticbes tendem a ser mais polimorficos, assim como microssatélites puros e di-
ou trinucleotidicos. Microssatélites tetranucleotidicos também s&o considerados
altamente polimorficos, mas menos que os di- ou trinucleotidicos puros (JARNE;
LAGODA, 1996). Isso explicaria o porqué da maior diversidade alélica encontrada
para os loci Bh05, Bh06, BhO8 e BC48-10 em relag&o aos loci Bh15 e Bh16. Apesar
de este ultimo ser também trinucleotidico, ele possui um tamanho menor que o locus
trinucleotidico Bh08, explicando a diferenca na diversidade alélica encontrada.

A heterozigosidade observada variou de 0,27 para o locus Bhl16, na
amostragem do Rio Paraguai, a 0,98 para o locus BoM1, na amostragem do Rio
Cuiaba. Os valores de heterozigosidade observada n&do desviam significantemente
dos valores de heterozigosidade esperada segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg
somente para os loci Bh1l5 e Bh16 em todas as amostragens e para o locus Bh08 na
amostragem do Rio Cuiaba.

Os valores de Fis representam uma medida do desvio das frequéncias
genotipicas em relacdo as frequéncias pan-miticas, expressas em termos de
deficiéncia ou excesso de heterozigotos, e que também podem ser interpretados
como coeficiente de endogamia (f) (BALLOUX; LUGON-MOULIN, 2002; KELLER;
WALLER, 2002). Exceto para os loci Bh15, Bhl6 e BoM1, o Fis encontrado foi
positivo, indicando uma deficiéncia de heterozigotos. Normalmente, este valor seria
um indicativo de que a endogamia nas populagbes estudadas ocorre com mais
frequéncia do que o esperado ao acaso, mas a alta riqueza alélica encontrada
justamente nos loci com o coeficiente de endogamia positivo contradiz isso.

Valores baixos de heterozigosidade observada podem ser oriundos de
diversas causas, como selecdo, endogamia, migracéo ou alelos nulos (BEAUMONT;
HOARE, 1988). Considerando que microssatélites séo regides ndo codificadoras do
DNA, a causa selecdo pode ser excluida, ja que esta ocorre sobre genes expressos.

A migracdo causa um excesso de homozigotos para todos os loci estudados
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(BEAUMONT; HOARE, 1988), 0 que nao é o caso do estudo em questdo. Uma das
explicacBes para o déficit de heterozigotos pode ser dada pela presenca de alelos
nulos (BALL et al., 1998; XU et al., 2001). Estes alelos ndo séo detectaveis em loci
microssatélites, e podem ser causados por polimorfismos no sitio de ligacdo com o
primer (O’REILLY; WRIGHT, 1995) resultando na ndo amplificacdo do produto de
PCR, acarretando na leitura de um individuo heterozigoto como um homozigoto
(BEAUMONT; HOARE, 1988).

Uma analise realizada pelo programa Microchecker (OOSTERHOUT et al.,
2004) indicou que alelos nulos podem estar presentes no locus BC48-10 para todas
as amostragens, exceto para a amostragem do Rio Taquari — Caronal e no locus
Bh5 para as amostragens do Paraguai e do Rio Taquari — Caronal.

A distribuicdo dos alelos nas amostragens nao foi uniforme, com a presenca
de alelos exclusivos em todos os loci e para todas as amostragens. O locus BC48-
10 apresentou 7 alelos exclusivos, os loci Bh08 e BoM1 apresentaram 4, enquanto
que os loci Bh05, Bh15 e Bh16 apresentaram apenas 1 alelo Unico. A amostragem
Taquari foi a que mais apresentou alelos unicos (10) e a que menos apresentou foi
Miranda e Paraguai, com apenas 2 alelos. Alelos Unicos reforgam a caracteristica de
dispersdo restrita em espécies de agua doce (SALGUEIRO et al.,, 2003), mas
também séo reflexo do tamanho amostral, amostragens maiores teriam mais alelos
privativos que amostragens pequenas (KALINOWSKI, 2004) e justamente na
amostragem maior foi encontrado o maior nimero de alelos unicos.

O maior valor de diversidade génica (He=0,91) foi encontrado no locus BC48-
10, locus que também apresentou o maior nimero de alelos e riqueza alélica. Altos
niveis de diversidade genética parecem ser comumente observados em peixes
migratorios com grandes populacdes pan-miticas. Isto porque o grande tamanho
efetivo da populacdo e o alto padrédo de migracdo minimizam o efeito de deriva
génica como uma for¢ca que reduziria a diversidade genética intrapopulacional
(SANTOS et al., 2007).

Os valores de diversidade génica, ou seja, a probabilidade de que dois
genotipos escolhidos ao acaso sejam diferentes numa determinada populagéo (NEI,
1987), ficaram entre 0,55 e 0,67, apesar dos valores de heterozigosidade esperada
chegarem a 0,91, provavelmente devido ao He dos loci Bh15 e Bh16 serem baixos,

devido ao numero baixo de alelos encontrados e segundo Xu et al. (2001), nem
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sempre altos valores de heterozigosidade representam altos valores de diversidade
genética entre as populacgdes.

Segundo Frankham et al. (2008), a diversidade genética pode ser descrita
usando polimorfismo, heterozigosidade média e diversidade alélica. Enquanto que a
perda da variabilidade genética tem sido associada a reducdo na heterozigosidade
(ALLENDORF; PHELPS, 1980; VUORINEN, 1984), outros estudos salientam que a
diversidade alélica e a presenca de alelos de baixa frequéncia (RYMAN et al., 1995)
podem representar uma medida mais sensivel da saude da populagdo (WAPLES et
al., 1990; TESSIER et al., 1997).

Segundo Santos et al. (2007) altos niveis de diversidade genética séo
comumente observados em peixes migradores com grandes populacbes pan-
miticas. Isto ocorreria porque o grande tamanho efetivo da populacéo e altas taxas
de migracdo minimizam o efeito da deriva genética como uma for¢ca que diminui a

diversidade genética intrapopulacional.

5.4 DIVERSIDADE GENETICA INTERPOPULACIONAL

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) demonstrou que a variabilidade
genética encontra-se totalmente dentro dos individuos na andlise considerando um
grupo com 7 populagcdes. Para a andlise considerando as quatro Sub-bacias como 4
grupos e as amostragens dentro de cada bacia como populagbes, 98,93% da
variabilidade encontra-se dentro das populacdes e 1,28 % entre as populacoes
dentro de cada bacia. Para qualquer uma das amostragens, ndo existe variagao
significativa entre os maiores agrupamentos, indicando que néo existe diferenciacéo
genética entre as amostragens.

A variabilidade genética entre diferentes populacdes e também entre os
individuos de uma mesma populacdo € essencial para adaptacdo as mudancas
ambientais. A maior parte das popula¢cées naturais € caracterizada por elevados
niveis de variagéo genética (SOLE-CAVA, 2001).

De acordo com Avise et al. (1988) uma populacdo € pan-mitica quando o

nivel de diversidade genética € proporcional ao tamanho efetivo da populacdo e a
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taxa de mutagdo, assumindo uma constancia dos dois ao longo do tempo. O
tamanho efetivo de uma populacéo é o tamanho de uma populacado idealizada que
perderia diversidade genética na mesma taxa da populacdo atual (FRANKHAM et
al., 2002).

Os indices de fixagdo (dPst) foram todos néo significativamente diferentes de
zero (P=0,227), indicando, de acordo com Wright (1978), que as amostragens
encontram-se em pan-mixia. Isto é, a analise dos seis loci mostrou que néo existe
qualquer estruturacdo genética entre as populacdes estudadas. Os valores par a par
entre as populacdes ficaram entre -0,00167 e 0,01387, sendo significativamente
diferentes de zero (P<0,05) apenas a amostragem do Rio Cuiaba em relacdo ao Rio
Miranda e Rio Taquari, com valores menores que 0,05, indicativos de uma pequena
estruturacdo populacional.

A auséncia de estruturacdo pode ser explicada pela caracteristica migradora
da espécie, embora Sanches (2002), com o uso de RAPD como marcador
molecular, tenha encontrado populacdes estruturadas de piraputanga na regido da
sub-bacia do Rio Miranda.

O Rst € um valor analogo ao ®st mas utiliza como base para o célculo o
namero de repeticbes entre os alelos, pelo modelo de SMM (stepwise mutation
model), onde se considera mais préximos evolutivamente alelos de tamanhos
parecidos (BALLOUX; LUGON-MOULIN, 2002). Os valores de Rst ficaram entre -
0,01148 e 0,03905 sendo significativamente diferentes de zero (P<0,05) apenas a
amostragem do Rio Cuiabd em relacédo ao Rio Miranda e Rio Paraguai, com valores
menores que 0,05, indicativos de uma pequena estruturagcdo populacional, apesar
do Fsr global encontrado pelo programa Hierfstat ser significativamente nao
diferente de zero.

Por ndo necessitar de informacdes prévias sobre a estruturacdo populacional
ao utilizar um método Bayesiano de andlise, o programa Structure € uma ferramenta
gue funciona muito bem para inferir o nimero de populacdes quando existe a
ocorréncia de pequenas estruturacdes (Fst < 0.03; LATCH et al., 2006), como as
que poderiam estar ocorrendo com as populacdes analisadas.

A analise testou a existéncia de 1 a 14 populagdes e indicou que todos os
individuos estariam designados a apenas uma populagéo, ja que o K=1 foi o que
apresentou o Ln(PD) menor (-3845,88) e com menor desvio padréo (0,38), além do

AK ter tido o maior valor (3803,84). Ou seja, as amostragens nao diferem entre si,
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dado que corroboraria o encontrado com a analise AMOVA e o Fst global. Outros
autores utilizaram a mesma ferramenta para estudar a estrutura populacional de
outros peixes do Pantanal, como Suganuma (2008), que encontrou 0 mesmo
resultado (K=1) ao estudar popula¢des de pacu e Benites (2008), que por outro lado,
encontrou uma alta estruturacao (K=11) para populacdes de pintado. Populacdes de
salmonideos também foram analisadas pelo software Structure, sendo encontrada
estruturacdo para amostragens de Salmo salar (K=3) da Suécia (NILSSON et al.,
2008) e da Franca (K= 5) (GRANDJEAN et al., 2009) e de Salmo trutta (K= 2)
(NILSSON et al., 2008).

Um dos problemas na analise da estrutura populacional € a estimativa da
guantidade de fluxo génico, que é o determinante mais importante da estrutura
populacional. Se um fluxo génico entre as populacdes vizinhas é baixo, cada
populacao evolui de forma quase independente. Assim, a alta diferenciacao entre as
populacdes € esperada quando ha um fluxo génico baixo (Nm < 1), enquanto um
fluxo génico alto (Nm > 1) é o suficiente para impedir uma diferenciacdo substancial
devido a deriva e selecdo natural (SLATKIN, 1985). Segundo Kimura e Maruyama
(1971) quando a estimativa de Nm assumir valores maiores que 4 as populacfes
pan-miticas podem ser consideradas como uma Unica unidade populacional, quando
Nm for menor que 1 as populacdes podem ser consideradas diferenciadas.

O valor de Nm encontrado foi 5,68, indicando mais uma vez que as
populacdes de piraputanga podem ser consideradas como uma Unica unidade
populacional. lervolino (2008) encontrou resultados similares (Nm>5,8) com

populacdes de pacu da Bacia do Alto Pantanal.

55 AUSENCIA DE ESTRUTURACAO DA PIRAPUTANGA
RELACIONADA A HIDROGRAFIA PANTANEIRA E REPRODUCAO
DA ESPECIE

A avaliacdo da estrutura genética de uma espécie distribuida em uma bacia
pode determinar a intensidade com que o fluxo génico vem ocorrendo entre suas

populagbes. Um fluxo génico limitado, aliado a pesca predatéria, limita a
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recuperacdo genética da populagédo por migracao, ocorrendo o colapso da pesca no
local (HILSDORF et al., 2006). Para a piraputanga, foi observada a ocorréncia de
fluxo génico entre as populacdes, de acordo com os dados de ®st, Fst, Rst Nm e AK
gue mostram pouca ou nenhuma estruturacdo genética entre as populacoes,
embora os ecossistemas de agua doce, como € 0 caso, sejam mais propicios as
formacdes geoldgicas que impecam o fluxo génico (WAPLES, 1998; HILSDORF et
al., 2006).

Sao muitos os relatos de estruturacdo ou diferenciacdo populacional dentro
de um Unico sistema hidrografico relacionadas com fatores ambientais, biolégicos,
ou antropogénicos (HASSANIEN et al., 2004). Provavelmente isso ndo ocorra com
as populacdes da piraputanga devido ao ecossistema onde estdo inseridas, cuja
hidrografia propicia o fluxo génico.

A caracteristica mais proeminente do Pantanal € o regime anual de inundacgéo
(PONCE, 1995). A inundacao anual é causada pela falta de um gradiente preciso
entre os rios e a planicie inundavel. Quando o fluxo dos rios aumenta na estacao
chuvosa, os rios na planicie inundavel sdo incapazes de transmitir o volume
aumentado de &gua, transbordando a planicie e inundando por¢cbes extensas da
bacia do Pantanal (CARVALHO, 1986), formando uma rede de lagoas, baias e
baixadas alagadas interligadas por cursos d’agua perenes (corixos) ou efémeros
(vazantes; POR et al., 1997).

O comportamento reprodutivo constitui um fator decisivo para a subdivisdo
populacional da espécie (HASSANIEN et al., 2004). A mobilidade constitui um fator
importante quando se tratando da estrutura genético-populacional, jA que espécies
gue apresentam grande mobilidade, como peixes migradores e aves, exibem niveis
de estruturacdo populacional menos complexos (WARD et al.,, 1992). Um grande
percentual das espécies de peixes pantaneiros é considerado como sendo de
piracema. Apds um periodo de seca, 0s peixes migram para 0s corpos de agua
maiores; iniciam assim varios deslocamentos, primeiro das areas alagadas para 0s
rios e depois rio acima (AGOSTINHO et al.,, 2003). Bittencourt e Cox-fernandes
(1990) afirmaram que a migracdo € uma adaptacdo dos peixes as condicdes
adversas decorrentes do pulso de inundacdo da agua, aproveitando a abundante
fonte de alimentos disponivel sazonalmente em diferentes locais. Os peixes
migradores usam diferentes habitats para alimentacao, abrigo e para reprodu¢ao. No

Alto Paraguai, os habitats usados para alimentacdo sao as areas alagadas, canais
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temporarios, lagoas marginais, ao longo do rio Paraguai, o canal principal do rio &
usado para migracdo e as cabeceiras para reproducdo (RESENDE, 2003). A
piraputanga € um exemplo de peixe migrador. Apds um periodo de seca, 0s peixes
migram para 0s corpos de agua maiores; iniciam assim varios deslocamentos,
primeiro das areas alagadas para os rios e depois rio acima (AGOSTINHO et al.,
2003).

Perto do Céaceres ao norte do Pantanal o pico de inundagdo ocorre
normalmente em fevereiro e marco, concomitantemente com o pico de chuvas. Em
Ladario, mais ao sul, ao longo do Rio Paraguai, a inundacéo ocorre de maio a julho.
Mais ao sul, em Porto Murtinho, o pico de inundagéo esta distribuido por 4 meses,
de maio a agosto (PONCE, 1995). Nos meses de novembro e dezembro as
piraputangas se deslocam para reproducdo. Em dezembro e janeiro, auge da
piracema, grupos de Brycon hilarii sexualmente maduros, fazem a desova (SABINO;
ANDRADE, 2003). Em fevereiro ocorre o término da estacao reprodutiva dos peixes
migradores (RESENDE; SANTOS, 2002), com os cardumes de peixe deixando o
curso do rio para procurar por comida nas areas inundadas adjacentes. Em abril, os
peixes dispersam das é&reas inundadas para o curso do rio ou para lagoas
permanentes em um movimento conhecido como lufada (PRODEAGRO, 1997 apud
ALHO, 2008). O crescimento da piraputanga € concomitante com o aumento do
nivel da agua, provavelmente devido ao aumento da disponibilidade de alimento
(LOWE-MCCONNEL, 1999).

O encontro de individuos de diversos rios nestes periodos de cheia, aliado
com o habito migratério da espécie, permite inferir o porqué da nao existéncia de
estruturacdo genética entre as amostragens de diferentes sub-bacias.

Padrées como o observado neste estudo, com falta de estruturacdo e alto
fluxo génico entre as populacdes de diferentes rios sdo comuns em grandes
migradores que habitam locais sem barreiras geograficas. Em Santos et al. (2007)
resultados semelhantes foram observados com Colossoma macropomum na bacia
Amazobnica, localizada em uma regido topograficamente semelhante ao Pantanal.
Outra espécie neotropical, Prochilodus lineatus, constitui uma Unica populacdo pan-
mitica na regido da bacia do Parana, com uma alta variabilidade nos estoques
selvagens (SIVASUNDAR et al., 2001). lervolino (2008) mostrou, com o
sequenciamento do D-loop do DNAmt de pacu (Piaractus mesopotamicus), que suas

populacdes do Pantanal encontram-se ndo estruturadas, assim como Suganuma
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(2008), que utilizou microssatélites como ferramenta molecular, confirmando os
dados de Calcagnotto (1998), que estudou a espécie com a ferramenta RFLP.
Entretanto, Benites (2008) e Pereira et al., (2008) encontraram estruturagao
genética para populacdes de pintado (Pseudoplatystoma corruscans), um grande
migrador do Pantanal. Segundo Resende (comunicagdo pessoal) uma explicacao
para isso seria a natureza bentdnica da espécie. Por serem espécies pelagicas, a
piraputanga e 0 pacu teriam seus ovos e larvas, produzidos nas cabeceiras,
carreados rio abaixo para areas inundadas, onde encontrariam alimento e
cresceriam, assim como os adultos, que apds a piracema realizam a lufada,
encontrando alimento nestas mesmas areas inundadas. Em anos de grandes cheias
estas areas se interligam, permitindo uma grande mistura de larvas e adultos de
diferentes rios, explicando assim, a pan-mixia encontrada para as espécies. Por ser
uma espécie bentdnica, o pintado ndo possuiria essa mesma mobilidade mesmo em
tempos de cheia, ndo existindo assim o encontro de individuos de diferentes rios.
Santos et al. (2007) também sugere como hipétese para a pan-mixia
encontrada para o tambaqui na Bacia Amazobnica, a migracdo dos adultos para
areas inundadas em busca de alimento e o transporte passivo de larvas e ovos para

estas areas.

5.6 IMPORTANCIA DA CONSERVACAO E MANEJO SUSTENTADO
DA ESPECIE

A rapida expanséo da aquicultura e a sobreexplotacdo da industria pesqueira
criou condicdes onde 0 uso irresponsavel dos recursos naturais pode resultar em
impactos ambientais e sociais adversos e insustentabilidade (FAO, 2007). De acordo
com Vida (1994), o futuro da biodiversidade estd na diversidade genética das
espécies.

Em geral, quanto mais alta a diversidade genética mantida, mais alta é a
capacidade de adaptacao, e consequentemente a probabilidade de sobrevivéncia da
espécie. Ou seja, a informacao sobre a variabilidade genética das espécies a serem

conservadas é essencial para programas de conservacdo (VIDA, 1994). A
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fragmentacdo de populacdes causa diferenciagdo genética entre elas, reduzindo a
diversidade genética nas populacdes pequenas, que geralmente esta associada com
a endogamia e reducao geral na reproducdo e sobrevivéncia (FRANKHAM et al.,
2008).

Sendo assim, o conhecimento da estrutura genética das populacdes de uma
espécie de peixe economicamente importante € necessario para a criagdo de acoes
de manejo, auxiliando ndo sO6 na conservacdo da espécie, mas também na
maximizacdo de uma captura sustentavel, evitando o colapso de uma pesca
comercial ou esportiva (HILSDORF et al., 2006), 0 que seria poderia ocorrer com a
piraputanga, uma importante espécie de valor econémico para o Mato Grosso do Sul
(RESENDE; SANTOS, 2002) e de interesse turistico da regido (SABINO;
ANDRADE, 2002).

Segundo uma andlise do rendimento por recruta e taxa de explotacéo feita
por Mateus e Estupifian (2002), o rendimento maximo sustentavel ndo foi alcancado,
portanto o estoque da piraputanga ainda ndo esta sobreexplotado. Entretanto,
individuos abaixo do tamanho limite legal para pesca estdo sendo explotados,
indicando uma tendéncia para pesca de jovens pela inddstria pesqueira, o que
poderia acarretar na diminuicdo do numero efetivo de populacdo, causando em
longo prazo uma diminuicdo no tamanho total da espécie, o que por enquanto
parece nao ocorrer. Segundo Catella e Albuquergque (1996), a pesca da piraputanga
mostrou crescimento expressivo na pesca profissional, passando de 0,33 t (2002)
para 3 t em 2003. O mesmo nao foi observado na pesca esportiva, que vem
mostrando reducéo desde 2000.

Uma andlise de Sabino e Andrade (2002) mostrou que o rendimento
econdbmico de apenas um exemplar de piraputanga no Aquario Natural Baia Bonita,
proveniente de gastos de turistas que vao ao local para observar os cardumes,
chega a pouco mais de trés mil reais por ano e quase 16 mil ao longo da sua vida,
ressaltando a importancia da conservacéo da espécie para a economia local.

Além disso, a piraputanga possui importancia ecolégica, sendo um dos
principais peixes de habitos frugivoros do Rio Formoso, atuando tanto como
predadora quanto dispersora de sementes (SABINO et al., 2005) e segundo Reys
(2002) é um dos principais dispersores de sementes das florestas riparias ao longo
do Rio Formoso. Na area do Pantanal Passo da Lontra, proximo ao Rio Miranda,

também foi verificada a ictiocoria (dispersdo de sementes por peixes) como
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contribuicdo para manter a dindmica das formagfes vegetais existentes no local,
realizada por endozoocoria (dispersédo atraves da ingestdo e posterior liberagdo da
semente) pelos peixes pacu, curimatd, pacu-peva e jaraqui (PAULA et al., 1995).
Outra forma interessante de dispersdo de sementes realizada por peixes do
Pantanal foi observada por Bertazzoni (2008), que encontrou espécimes de pacu
(Piaractus mesopotamicus) com frutos de arroz-do-campo (Oryza latifolia) presos as
suas escamas.

A dispersdo de sementes realizada pelos peixes na vegetacdo riparia €
sempre ocasional, porém pode ser importante no processo de dispersdo de
diasporas a longas distancias, notadamente rio acima (SABINO et al., 2005), como €&
0 caso da piraputanga, que carrega as sementes durante a piracema, sendo um dos
maiores fatores influenciadores da distribuicdo vegetal ao longo da floresta.

Durante o periodo de inundacdo do Pantanal, quando a agua sobe de 3-4m,
que a pesca é a atividade mais comum (SILVA; GIRARD, 2004). Infelizmente, € na
época das cheias que a piraputanga tem seu periodo reprodutivo, e segundo
Resende (2005), durante a piracema, 0 apelo para perpetuacdo da espécie é tao
intenso que os peixes se descuidam de suas estratégias de protecdo, tornando-se
presa facil. A viagem de centenas de quildmetros os deixa extenuados, e muitos
pescadores aproveitam-se dessa fragilidade para capturd-los facilmente e em
grandes quantidades. Agindo desse modo, interferem em todo o processo de
perpetuacdo da espécie e renovacao dos estoques, que sera sentido na diminuicao
do tamanho dos peixes e na quantidade disponivel para a pesca nos anos
subsequentes, por essa razdo sendo importante proteger os peixes na época de
piracema. O defeso da Piracema € determinado pela Lei n° 7.679, de 23 de
novembro de 1988, e estabelecido anualmente pelo IBAMA, com a colaboragéo de
orgdos, instituicbes e associacdes envolvidas com a pesca em cada bacia
hidrografica (RESENDE, 2005).

Outro problema que pode ocorrer com a falta de manejo sustentado em
populagcbes naturais € a diminuicdo do tamanho populacional, que pode acarretar
em um processo de deriva genética, consequente endogamia e perda de
heterozigose (AVISE, 1994).

A avaliacdo da estrutura genética da piraputanga da Bacia do Alto Paraguai
nao mostrou estruturacdo entre os rios, o que indica que as piraputangas do

pantanal devem ser manejadas como uma metapopulacdo. Segundo Haig (1998), se
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a populacdo da espécie € homogénea ao longo da area de ocorréncia, ou seja, nao
existe estruturacdo populacional alguma, entdo é viavel concentrar a protecdo da
espécie em apenas uma area, usando individuos dessa area para a recolonizacéo
de outras quando necessario, como por exemplo, para recolonizar populacbes
esgotadas e manejar reintroducdes de individuos provenientes de areas com alta
diversidade genética (Hrbek et al.,, 2005), uma técnica batizada de source-sink
(PULLIAM, 1988). Entretanto, Hrbek et al. (2005) alerta que variacdo genética
adaptativa é diferente de variacdo genética neutra, entdo apesar de existir
interconexdes geneéticas entre as areas, as reintrodugfes ndo devem ser realizadas

sem pesquisas adicionais e monitoramento cuidadoso.
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6 CONCLUSOES E SUGESTOES

Foi possivel avaliar a diversidade genética da espécie Brycon hilarii por meio
do marcador microssatélite.

A alta variabilidade genética encontrada indica que ndo esta havendo
sobrepesca da espécie, mas tendo em vista a sua importancia econémica e
ecoldgica é necessario que continue sendo respeitado o defeso da piracema, e que
a pesca da espécie seja suspensa durante o periodo de reproducéo desta.

O presente estudo mostrou que as populacées de piraputanga da Bacia do
Alto Paraguai formam uma grande populacdo pan-mitica, ou seja, existe um amplo
fluxo génico entre os individuos dos diferentes rios amostrados, provavelmente
devido a dois fatores. O primeiro seria a caracteristica de inundacao da bacia onde a
espécie se encontra e o segundo € a caracteristica migradora da espécie em
periodos reprodutivos, que juntamente com a inundacdo peridédica da bacia,
possibilita a troca de genes entre individuos de populacdes, jA que permite o
encontro de individuos de diferentes rios.

Assim sendo, propde-se para fins conservacionistas que a piraputanga seja
tratada como uma metapopulacao, e esforcos de conservacdo sejam concentrados
em uma area com alta variabilidade genética, possivelmente a do Rio Taquari, onde
foi encontrada a maior riqueza alélica, para que individuos desta populacdo possam
ser utilizados para repovoamento em outras areas da bacia, se assim necessario,
conservando uma grande parte da variabilidade e permitindo a adaptacdo destes

individuos ao local seguindo o modelo source-sink de manejo.
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APENDICE A - Genotipagem com nimero de repeticdes de todos os

individuos para as sete amostragens



Genotipagem dos individuos da amostragem do Rio Cuiaba — Porto Cercado

Ind. Gendtipos
01 05-05;08-08;28-28;10-17;14-14;13-19;
02 07-07;07-07;08-08;16-16;14-16;19-19;
03 07-07;08-09;10-28;11-17;14-16;15-20;
04 07-07;00-00;08-26;11-18;14-16;15-20;
05 05-07;08-08;08-27;11-18;14-16;14-20;
06 07-07;08-09;08-08;07-12;14-16;14-20;
07 05-05;07-08;08-08;10-15;00-00;01-01;
08 05-07;07-08;08-27;00-00;16-18;13-19;
09 05-07;08-08;08-26;11-17;14-16;15-15;
10 05-07;08-08;08-26;13-16;18-20;17-19;
11 07-07;08-09;08-28;11-17;16-18;14-19;
12 05-07;08-08;06-28;00-00;16-18;14-18;
13 07-07;08-08;12-28;13-17;13-16,14-20;
14 07-07;08-09;08-10;17-17;16-18;14-14;
15 05-07;08-09;12-28;12-17;18-20;19-19;
16 05-07;07-08;08-08;11-17;17-19;14-19;
17 05-07;07-08;15-27;11-17;15-17;13-13;
18 07-07;08-08;10-28;14-16;14-17,;13-18;
19 07-07;08-09;08-26;11-17;15-17;13-18;
20 07-07;07-08;08-26;00-00;15-17;13-18;
21 05-07;08-08;08-28;15-18;14-16;13-20;
22 05-07;07-08;08-26;11-16;15-17;14-19;
23 05-07;08-09;27-27;11-16;17-19;02-02;
24 05-07;08-09;08-26;13-16;15-17;14-14;
25 07-07;08-08;08-10;11-17;14-16,;14-18;
26 05-07;08-08;08-08;06-11;15-17;02-04;
27 05-05;08-08;08-28;00-00;13-15;14-14;
28 05-05;08-08;12-12;00-00;13-15;19-19;
29 05-07;07-08;08-28;00-00;13-15;13-13;
30 05-05;08-09;07-08;00-00;15-17;13-18;
31 07-07;08-08;25-28;08-11;13-16;19-19;
32 05-05;08-09;08-08;16-18;13-16;13-13;
33 07-08;09-09;08-28;11-12;15-17;13-18;
34 05-07:;08-09;08-25:;12-18;13-15;15-17;
35 07-07;08-08;08-28;11-16;17-19;13-18;
36 05-07;08-09;08-26;13-16;16-18;13-18;
37 07-07;08-08;08-28;12-18;14-16;18-18;
38 05-07;07-09;08-28:;11-18;14-16;17-17;
39 05-07;07-08;08-27;12-18;00-00;14-14;
40 05-07;08-08;08-28;12-17;18-20;15-15.




Genotipagem dos individuos da amostragem do Rio Cuiaba — Parque Nacional

Ind. Gendtipos

01 05-07;08-08;08-08;10-12;16-20;16-16;
02 05-07,08-08;,08-08;12-12;,00-00;04-15;
03 05-05;08-08;08-28;11-11,16-18;17-17,
04 05-05;08-09;,08-08;16-16;14-16;15-15;
05 05-05;08-08;08-08;12-16,00-00;04-17;
06 05-07;08-08;12-26;12-16;14-16,18-18;
07 05-07;08-08;08-08;11-11;14-16;14-14,;
08 05-07;08-09;26-28;12-12;14-16,18-19;
09 05-07;07-08;15-26;16-16;14-16,19-19;
10 05-07,08-08;08-28;12-17,00-00;00-00;
11 07-07,07-08,08-28,12-18,13-14,04-16,;
12 07-07,08-08,08-22,13-17,00-00;00-00;
13 07-07,08-09,08-26,12-17,00-00;12-14,
14 05-07;08-09;08-27;12-17;14-16,; 12 -12.




Genotipagem dos individuos da amostragem do Rio Paraguai

Ind. Gendtipos

01 05-05;08-08;08-25;17-17;11-14;12-12;
02 05-07;07-08;08-26;00-00;11-14;11-15;
03 07-07;07-08;26-28;16-16;14-16;11-11;
04 07-07;08-08;12-12;17-17;14-16;12-16;
05 05-07;08-08;08-08;18-18;18-20;12-12;
06 07-07;08-08;08-28;17-17;16-18;12-12;
07 07-07;08-08;08-08;09-17;14-16;12-12;
08 05-07;08-08;26-28;17-11;15-15;14-14,;
09 05-07;08-08;05-22;11-17;14-16;11-11;
10 07-07;08-08;10-28;17-18;14-16;12-12;
11 05-07;09-09;08-28;16-16;13-15;13-13;
12 05-05;07-08;28-28;07-12;14-16;13-13;
13 05-07;08-08;08-08;17-20;17-19;00-00;
14 05-07;08-08;26-28;11-11;13-15;14-18;
15 05-07;08-09;08-23;19-19;14-16;14-14;
16 05-07;08-08;25-27;17-17;15-18;14-16;
17 07-07;09-09;08-27;16-17;13-15;14-14;
18 05-07;08-08;08-26;16-12;17-19;15-15;
19 05-07;08-08;07-25;11-17;14-14;14-14;
20 05-07;08-08;27-27;07-12;13-15;14-14;
21 05-07,08-08;08-28;11-16;13-15,15-15;
22 05-07;07-08;24-26;12-16;18-20;14-14;
23 05-07;08-08;08-28;12-18;13-16;13-18;
24 05-07;08-08;08-28;11-11;14-16;18-19;
25 07-07;08-08;08-28;11-16;14-16;11-04;
26 07-07;08-08;25-25;12-17;14-16;19-03;
27 05-05;07-08;08-08;11-16;14-14;03-03;
28 05-05;08-09;08-28;11-11;14-16;03-19;
29 07-07;08-08;25-25;16-16;14-14;14-14;
30 05-08;08-09;08-28;13-17;00-00; 19 - 20.




Genotipagem dos individuos da amostragem do Rio Taquari - Palmeiras

Ind. Gendtipos

01 05-07;08-08;08-28;11-11;14-16;14-19;
02 07-07;07-08;08-08;11-17;16-18,03-04;
03 04-05;08-08;26-28;18-18;12-15;18-19;
04 07-07;08-08;22-25;12-17;12-15;00-00;
05 07-07;08-08;26-28;12-17;16-18,;00-00;
06 07-07;07-09;08-08;11-17;12-15;14-14;
07 07-07;08-08;27-28;13-20;15-15;05-05;
08 05-07;08-08;08-27;16-18;00-00;04-05;
09 05-07;08-08;27-27;12-16;,00-00;04-04;
10 05-07;08-08;08-26;12-17;12-14;04-04;
11 05-05;08-08;10-28;11-11;12-15;19-04;
12 07-07;08-08;08-08;10-11;12-16;04-04;
13 05-05;08-08;08-22;12-18;22-22;18-18;
14 07-07;08-09;06-08;12-18;13-13;14-14;
15 07-07;08-09;08-28;17-17;11-14;04-19;
16 05-07;07-08;08-28;00-00;14-17;00-00;
17 00-00;00-00;12-28;14-17;00-00;00-00;
18 05-07;07-08;08-28;12-16;14-18;19-04;
19 07-07;08-08;10-26;09-11;13-18;14-14;
20 07-07;08-08;06-26;00-00;13-15;18-18;
21 07-07;08-08;28-28;00-00;18-20;14-14;
22 05-07;07-08;08-26;12-18;14-17;20-05;
23 07-07;07-08;08-26;00-00;13-15;19-04;
24 07-07;07-08;08-26;12-18;14-16;05-05;
25 05-05;08-08;08-27;00-00;13-15;18-20;
26 05-07;07-09;08-25;13-17:;13-17;20-05;
27 05-07;07-08;08-25;00-00;13-15;05-07;
28 07-07;07-08;10-29:;11-17:;15-17;20-20;
29 05-05;08-11;28-28:;14-17:;14-16;00-00;
30 05-07;08-08;08-28;13-17;14-17;00-00;
31 05-07;08-08;08-28;12-12;20-22;05-07;
32 07-07;08-08;10-28;13-16;00-00;05-07;
33 07-07;08-08;10-29;00-00;14-14;19-19;
34 05-05;08-08;12-15;16-19;14-16;15-20;
35 07-07;08-09;08-08;12-12;16-18;06-08;
36 05-05;08-08;12-15;11-16:;14-16;15-20;
37 05-07;08-08;27-29;12-17;19-21;15-20;
38 05-07;08-08;12-28;18-18;17-19;15-20;
39 05-07;08-08;26-28;11-16:;15-17;15-15;
40 07-07;08-08;26-26;17-17;17-19;15-20.




Genotipagem dos individuos da amostragem do Rio Taquari - Caronal

Ind. Gendtipos

01 05-05;08-08;06-12;11-11;14-16;16-20;
02 05-05;08-08;26-26;12-18;13-16;16-16;
03 07-08;07-09;12-12;08-12;14-16;00-00;
04 05-07;08-09;25-26;07-11;16-18;05-08;
05 07-08;08-08;08-28;16-16;16-18;15-21;
06 05-07;08-08;25-27;19-17;18-20;15-20;
07 05-07;08-09;04-07;18-16;13-15;20-20;
08 05-07,08-09;03-06,00-00;14-16,05-07;
09 07-07;08-09;08-28;09-11;16-18;15-20;
10 05-07;07-08;08-25;00-00;15-17;07-13;
11 05-07;08-09;08-08;17-19;13-15;04-07;
12 05-07;08-08;08-28;11-17;16-16;06-06;
13 05-07;08-08;07-25;00-00;15-17;06-10;
14 05-07;08-08;08-28;12-12;19-21;04-06;
15 04-07;08-11;26-28;12-12;19-21;04-15;
16 05-07;08-08;08-22;13-13,;18-20;04-19;
17 05-07;08-08;28-28;00-00;14-16;04-19;
18 07-07;07-08;00-00;11-17;14-16;04-19;
19 07-07;07-09;28-28;17-17;14-16;00-00;
20 05-07;08-08;26-26;18-18;13-15;00-00;
21 05-07;09-09;08-26;12-12;13-15;00-00;
22 05-07;07-09;08-26;00-00;14-18;20-04;
23 07-07;08-08;26-28;00-00;13-13;00-00;
24 07-07;08-09;00-00;11-17;14-16;04-20;
25 05-07;08-08;28-28;00-00;13-15;19-19;
26 07-07;08-08;26-28;11-17;21-23;00-00;
27 07-07;08-08;26-26;00-00;19-21;00-00;
28 07-07;07-08;08-26;13-18;22-23;00-00;
29 05-07;08-08;08-28;12-16;00-00; 14 -15;
30 07-07;08-09;08-08;17-17;17-19;15-16;
31 07-07;08-08;08-27;11-17;17-19;04-11;
32 05-07;07-08;08-28;11-11;00-00;04-15;
33 07-07;08-08;28-28;00-00;18-20;04 - 14.




Genotipagem dos individuos da amostragem do Rio Formoso

Ind. Gendtipos

01 07-07;08-08;08-27;12-17;14-14;03-14;
02 07-07;00-00;08-26;17-17;00-00;00-00;
03 07-07;07-09;26-28;12-17;00-00; 14 -16;
04 05-05;07-09;15-26;13-18;00-00;04-14;
05 05-05;08-08;26-27;12-17;14-16;04-15;
06 07-07;08-09;26-26;13-19;15-17;03-14;
07 05-07;08-09;27-28;14-14;15-17;14-18;
08 07-07;08-09;26-28;00-00;14-16;03-03;
09 05-07;08-08;06-28;17-19,;18-20;19-19;
10 05-07;07-08;08-08;12-17;13-15;05-12;
11 07-07;07-08;05-26;16-18;18-20;05-11;
12 07-07;00-00;08-26;15-16;16-18;04-11;
13 07-07;00-00;26-28;12-18;15-15;03-16;
14 07-07;00-00;06-06;17-17;17-19;06-12;
15 05-07,08-08;08-25;,12-17;,00-00;05-11;
16 05-07;08-08;08-08;16-18;14-16;14-14;
17 07-07;08-08;08-25;12-17;14-16;20-20;
18 07-07;08-09;06-06;00-00;14-16;05-11;
19 05-05;08-09;27-28;12-18;14-16;15-15;
20 05-07;07-08;10-28;11-16;13-15;00-00;
21 05-07;08-08;08-25;12-12;16-19;00-00;
22 05-07;08-09;08-26;12-17;00-00;00-00;
23 05-07;07-09;08-08;17-17;17-19;00-00;
24 07-07;08-09;08-25;16-16;14-16;15-15;
25 05-07;08-08;08-28;11-17;14-16;15-15;
26 05-07;08-08;08-26;18-18;15-17;15-15;
27 05-07;08-09;08-08;12-17;16-18;19-19;
28 05-07;08-08;27-28;11-18;15-15;19-21;
29 05-07;08-08;27-27;11-17;14-16;22-20;
30 05-07;08-08;08-08;11-17;14-18;21-21;
31 07-07;08-08;08-26;11-17;14-16;00-00;
32 05-07;08-08;08-08;00-00;13-16;14-19;
33 05-07;08-09;06-06;11-16;15-17;03- 14.




Genotipagem dos individuos da amostragem do Rio Miranda

Ind. Gendtipos

01 05-07;08-08;26-28;18-18;00-00;00-00;
02 05-07,08-08;28-28,11-18;14-16,00-00;
03 05-07,08-08;12-29,00-00;14-14,00-00;
04 07-07,;08-09;12-12;11-16;14-16,00-00;
05 05-05;08-08;28-28,12-18,14-17,00-00;
06 05-05,08-08;12-12;11-16;15-17,00-00;
07 05-05,08-09;12-26,12-17;13-15,00-00;
08 07-07;08-08;12-28;11-11,;15-21,00-00;
09 05-05,08-09,;07-12,12-17;13-13,00-00;
10 05-07,;08-09;26-28,12-18;17-24,00-00;
11 07-07,08-09,06-06,12-18,00-00;00-00;
12 07-07,08-09,06-06,12-17;17-19,00-00;
13 07-07,08-08;26-28,11-18,16-20,00-00;
14 05-07;07-08;06-26;11-11,;18-20; 00 - 00.




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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