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RESUMO

A espécie Prochilodus lineatus, considerada um migrador por
exceléncia, possui intensa ocorréncia durante a migragao reprodutiva. Sao
peixes de elevado valor econdmico e a sua adaptagao em cativeiro os tornam
altamente interessantes para desenvolvimento de programas de piscicultura. O
monitoramento regular das variagbes genéticas nos estoques é importante em
programas de conservagao, evitando o declinio da variabilidade genética,
essencial para a conservacao das espécies. No entanto, os poucos dados
moleculares populacionais para Prochilodus lineatus justificam a presente
proposta. Nesse sentido, tivemos como objetivo caracterizar a variabilidade
genética e estabelecer as relagdes filogeograficas entre 6 populacdes de P.
lineatus das bacias dos rios Paraguai (2 do rio Paraguai e 3 do rio Cuiaba, MT)
e Parana (1 do rio Mogi-Guacgu, SP), num total de 34 individuos. Outros 16
individuos dos rios: da Prata, Uruguai, Parana, Bermejo, Paraguai, Amazonas e
Madeira, cujas sequéncias foram obtidas do National Center for Biotechnology
Information (Genbank), foram analisados, totalizando assim, 50 individuos.
Como grupo externo foi utilizado Salminus brasiliensis. O estudo foi realizado
através das analises das sequéncias do gene mitocondrial ATPase 8/6. O
interesse do uso de um gene mitocondrial esta na vasta literatura que esse
possui em analises filogenéticas e na confianga que existe nos dados gerados
de tais analises. O gene citado foi completamente sequenciado (842pb), as
analises filogenéticas foram conduzidas pelos métodos “Neighbor Joining (NJ)”,
“Minimum Evolution (ME)” e “Maxima Parciménia (MP)”, com 1000 réplicas de
bootstrap no programa MEGA 5.0. Para analises filogeograficas as sequéncias
foram analisadas no programa TCS e no programa Arlequin. Os resultados
auxiliarao em uma melhor compreensdo da histéria evolutiva, migracao,
estrutura genética e estrutura populacional de espécie. Tais conhecimentos
propiciardo melhores medidas de conservagao para a espécie e populacdes da

mesma.
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1 - INTRODUGAO

No planeta em que vivemos, cerca de 70% da superficie é coberta por agua,
seja por mares ou rios. Entre os animais que vivem nesse meio toda a sua vida ou
parte dela, os peixes se destacam, pois correspondem a cerca de 50% dos
vertebrados (NELSON, 1994).

Outros fatores que tornam os peixes tao importantes sao suas
impressionantes  especializagbes morfolégicas, fisiologias, comportamentais
(PURDOM, 1993) e o fato de formarem a maior unidade entre os vertebrados,
apresentando mais de 32.000 espécies reconhecidas (ABE, 2011), sendo que,
aproximadamente, metade dessas espécies é de agua doce (ESCHMEYER et al.,
2010).

O pescado apresenta grande importancia para os seres humanos, por ser a
parte principal da alimentagao de certas populagdes e culturas humanas, ser a forma
de sustento de varias pessoas e comunidades e também por sua grande
participagdo na economia mundial (MACHADO, 2007). Porém, faz anos que se tem
notado uma queda na quantidade de peixes pescados e cardumes encontrados
(FAVERET FILHO & SIQUEIRA, 1997; ALLAN et al., 2005).

Varios estudos apontam diversas razdes para a queda no numero de peixes,
sendo as principais a construgdao de barreiras ou hidrelétricas (AGOSTINHO et al.,
2007), crescimento do turismo irregular, a expansao imobilidria nas costas e
margens, a poluicdo de aguas, o aterro de mangues e a destruicdo de muitos locais
de pesca, além da pesca predatdéria (FAVERET FILHO & SIQUEIRA, 1997;
MACHADO, 2007). Essas atividades acabam por escurecer as aguas, modificar
habitats, obstruir rios, impedir a migragdo de animais aquaticos e isolar populag¢des
de diferentes partes de rios (POZZOBON, 2009).

Animais que perderam suas rotas de migragdo acabam por ter seu ciclo de
vida modificado, incapacitado de chegar a regido de alimentacdo e deixando de

reproduzir de forma correta ou em local apropriado. Muitas vezes, barragens e
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hidrelétricas, escolhem pela construgao das “escadas para peixes”, que funcionam,
como 0 nome ja diz, como uma escada por onde os peixes podem atravessar a
regido bloqueada e seguir sua rota normal de migragcdo. Porém, algumas vezes
essas escadas acabam por causar mais danos do que por ajudar os peixes, pois
esses nao reconhecem prontamente a entrada da escada, podendo permanecer em
suas imediag¢des por tempo prolongado, atrasando a migragdo e comprometendo a
desova, ou mesmo jamais acessa-la (KUSMA & FERREIRA, 2010). Algumas vezes
0s peixes acabam por entrar nas escadas, mas sao incapazes de subir toda a

extensao delas.

Populacdes que foram isoladas fisica e geneticamente acabam por sofrer
com uma queda no numero de espécimes que a compdem e diminuicdo no numero
de intercruzamento e de variabilidade genética, o que pode acabar por gerar a
extincdo de tal populagdo (SHAFFER, 1981; BROOK el al., 2002; MORITA et al.,
2009).

Os fatores citados ndao s6 afetam o numero de individuos, mas a
biodiversidade. Uma queda na biodiversidade mostra que existe uma necessidade

por maiores e melhores projetos de conservagao (TEMPLETON, 1993).

Esses organismos afetados pelos seres humanos acabam por sofrer
grandes estresses e pressdes. Organismo nessas condi¢des acabam por ter suas
fungdes fisioldgicas normais alteradas, o que pode contribuir para a nao ocorréncia
da desova. Ovenden et al. (2009) salienta que é necessario um conhecimento
detalhado de aspectos da biologia e genética desses organismo sobre pressao, pois
as analises genéticas de suas populacbes sdo pontos importantes para a sua

conservagao e exploracio sustentavel.

O estudo da estrutura genética de espécies de peixes, além de ser de
grande importancia para medidas de preservagao e de pesca sustentavel, também é
muito util em criadouros, permitindo que esses consigam criar matrizes saudaveis,
de interesse econdmico e reproduzir com eficacia espécies em cativeiro a longo

prazo.

10
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1.1 — O Género Prochilodus

O género Prochilodus € um dos géneros mais comuns e altamente dispersos
da América do Sul (KOBERSTEIN et al., 2001) presente em todas as bacias
hidrograficas brasileiras (CASTRO, 1991). Atualmente, sdo consideradas para
Prochilodus 13 espécies nominais (TURNER et al., 2004). Grande parte da
abundancia desse grupo pelas aguas da América do Sul se deve a grande

capacidade migratoria de suas espécies (WELCOMME, 1979).

Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), também conhecido como
curimbata, corimba, curimatd e grumatdo € uma espécie relativamente grande,
apresentando individuos com até 75 cm de comprimento e 8,2 Kg de peso (GODOQY,
1975). E considerada a mais comum do Pantanal, apresenta caracteristica reofilica
em sua época de reprodugdo coincidindo com o periodo de chuvas (novembro a

janeiro) na planicie de inundac¢ao do Pantanal (BRITSKI, 1999).

Possuem alta capacidade reprodutiva, crescimento rapido, além de boa
aceitagdo no mercado (ADRIANO et al., 2005) e em fungao da facil reprodugdo em
cativeiro tem sido exploradas comercialmente em pesqueiros (LOWE-MCCONNELL,
1975; BRITSKI, 1972; GODOY, 1975; GOULDING, 1981; VARI, 1983; CASTRO,
1993; OLIVEIRA et al, 1997; GARCEZ et al, 2005)

As populagdes naturais de P. lineatus tém apresentado uma queda nos
ultimos anos. Varios fatores tém contribuido para essa queda, sendo que as
principais sdo a contaminagao dos rios (MONTEIRO et al., 2006), a construgéo de
usinas hidrelétricas (AHO et al., 2006), a sobrepesca (POVH, 2007) e o ecoturismo
mal planejado (METZGER & CASATTI, 2006).

1.2 — Marcadores Moleculares

O advento da genética permitiu novos meios para se realizar estudos

taxonbmicos, além de também permitir desvendar mudangas evolutivas, eventos

11
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ocorridos no passado das espécies e, com isso, hasce uma possibilidade de se
melhor entender as relagbes genéticas entre espécies distintas e dentro das
espécies (PONZETTO, 2010). Uma das ferramentas utilizada para tais estudos sao

os marcadores moleculares.

Um marcador molecular é todo feno6tipo molecular expresso por um gene ou
de um segmento especifico de DNA, que possa ser evidenciado, sendo que um
marcador molecular pode ser de uma regido com capacidade de ser expressa
(gene), ou ndo (SCHLOTTERER, 2004).

Os primeiros marcadores moleculares foram desenvolvidos para se
determinar a presenca de aloenzimas (termo que designa as varias formas protéicas
sintetizadas por alelos distintos de um mesmo loco cromossémico) em Drosophila
(SCHLOTTERER, 2004). Embora os marcadores moleculares de aloenzimas sejam
utilizados até os dias atuais, eles acabam por possuir restricbes muito marcantes ao
seu uso nas analises genéticas, pois sdo muito insensiveis em demonstrar
mudangas nos segmentos de DNA e nao evidenciam tais mudangas diretamente.
Devido a tais limitagdes, novos marcadores foram criados com a fungao de estudos

genéticos.

Em 1960 Arber, Smith e Nathans descobriram e isolaram pela primeira vez
enzimas que eles chamaram de enzimas de restricdo. Tais enzimas seriam
utilizadas futuramente em uma nova técnica para detectar marcadores moleculares,

chamada de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).

Na técnica de RFLP, o DNA de interesse é fragmentado através do uso de
enzimas de restricdo e os fragmentos sao separados e visualizados em gel de
agarose, assim podendo se comparar alelos normais e afetados para cada mutagao
estudada. A técnica se tornou popular, pois as enzimas de restricdo sédo previsiveis,
pouco frequentes e clivam fragmentos sitio-especificos de DNA. Técnicas novas,
baseadas, na RFLP surgiram posteriormente, como a RAPDs (Random Amplified
Polymorphic DNA), os microsatélites e a AFLP (Amplified Fragment Length

Polymorphism).

12
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O desenvolvimento desses novos marcadores moleculares tém permitidos
estudos que melhor expliquem as estruturas genéticas que formam as populagdes e
especies. Marcadores se tornaram tao versateis que podem ser usados em uma
infinidade de estudos e teste, desde reconstrugdes filogenéticas até testes de
paternidades (SCHLOTTERER, 2004).

Existem inumeras técnicas dentro da genética molecular, porém, a que
melhor tem gerado resultados nas analises de estruturacdo de populagbes ou
subdivisdo populacional e identificado as variagbes geograficas entre populagdes,
tem sido o sequenciamento de DNA (HILLIS et al., 1996). Isso se deve ao fato de as
técnicas de extracdo e posteriores sequenciamentos ja se encontrarem bem
descritas na literatura e por que o material genético guarda, como ja citado, a
historia evolutiva da espécie e a relagao existente entre individuos de uma mesma
especie ou nao e o sequenciamento do material genético permite um estudo mais
aprofundado e especifico, possibilitando a visualizagdo da mudanca de varios ou

somente um par de base.

O sequenciamento de DNA permite que se saiba a ordem exata dos
nucleotideos que compdem o genoma, gene ou parte ndo expressa de uma
molécula de DNA. Frederick Sanger desenvolveu a técnica para se sequenciar DNA
mais utilizada até poucos anos, em 1977 na Inglaterra. Novas técnicas e
equipamentos foram desenvolvidos e o método descrito por Sanger tem entrado
cada vez mais em desuso, porém, as novas tecnologias ainda possuem limitagoes e

em alguns casos a técnica de Sanger continua em uso.

Para os estudos filogenéticos, os genes mitocondriais tém se mostrado os
mais confiaveis e uteis, pois esses tém se apresentando extremamente conservados
em animais, variando de 14 a 26 kb (BILLINGTON et al., 1991). Ponzetto (2010)
utilizou marcadores moleculares no género Simpsonichthys (CARAVALHO, 1959)
para testar a hipétese da subdivisdao do género e identificar o padrao filogeografico

histérico de distribuicdo das espécies que compdem esse género, sendo que esta

13
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espécie esta presente desde o sul da Florida até o sul da Patagonia (COSTA, 2006;

NIELSEN, 2008) e assim buscando contribuir com a conservagao do género.

Além do trabalho de Ponzetto, existem varios outros trabalho que utilizaram
genes mitocondriais em estudos filogenéticos (PATERNELLO et al, 2003; COSTA,
2006 ;Abe, 2011), filogeograficos (AVISE, 1987; CASTRO, 1991; SIVASUNDAR,
2001; STRECKER et al, 2004; PELLEGRINO, 2005), taxondmicos (CASTRO, 1993;
POZZOBON, 2009; RODRIGUES, 2010) e para conservagao (BERMINGHAM et al.;
FALK et al., 1998; KOTLIK et al., 2002; PATERNELLO et al., 2003; PERDICES et
al., 2004; STRECKER et al., 2004; WANG et al., 2004; BATISTA et al., 2006;
HUBERT et al., 2007; WILLIS et al., 2007).

Os marcadores moleculares revelam a histéria da divergéncia populacional e
dispersao das espécies e tais conhecimentos sdo muito Uteis para estudos de
manejos de conservagdo e de exploragdo econdmica. Um conhecimento mais
profundo da estruturacdo das espécies € necessario para melhores programas de
conservagao e programas de criacdo em cativeiro tanto para consumo quanto para

repovoamento das reservas naturais.

1.3 - Filogeografia e sistematica molecular de peixes neotropicais

O estudo de haplétipos de DNA mitocondrial permite delimitar localizagbes
geograficas de populagdes diferentes que compdem uma mesma espécie (AVISE et
al., 1987), permitindo a introdu¢cdo de uma dimensao filogenética nas discussdes
sobre a estrutura das populacbes. Tais estudos sdo de grande importancia, pois
permitem criar uma ligagao direta entre as mudangas que ocorrem nos ambientes e
a evolucao das espécies que habitam tais locais, ja que a dispersao das espécies de
peixes esta diretamente relacionada com as interligacbes e morfologias dos rios
(LUNDBERG 1993; BERMINGHAM et al., 1998; WANG et al., 2004). Em 1987, O

termo, criado para para se determinar tais tipos de estudos, ¢é a filogeografia.

14
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A filogeografia € uma associagao da genética populacional, a biogeografia e a
filogenia molecular no estudo dos polimorfismos de genes em populagdes de uma
espécie ou entre espécies proximas (AVISE et al., 1987; AVISE, 1998). A
filogeografia € de vital importéncia para estudos comparativos entre eventos e a

historia evolutiva das espécies com a biodiversidade atual e impactos ambientais.

Na reconstrugao filogenética, o uso do DNA tem se mostrado muito eficaz, por
essa razdo, tais metodologias tém sido amplamente empregadas em varias
abordagens evolutivas, tais como nos estudos de fluxo génico, especiagao,

sistematica e estrutura de populagdes (AVISE, 1994).

Um conhecimento profundo sobre a regido do DNA utilizada na pesquisas
filogenéticas é importante, pois a quantidade e o tipo de polimorfismo no DNA sao
informativos para a histéria de uma populagcdo, além dos mecanismos que

produziram tais diferengas e as mantiveram (LI, 1997).

Os genes mitocondriais sdo amplamente usados em estudos de genética
populacional e filogenia. Variabilidades presentes em genes mitocondriais de
evolugao rapida séo uteis na investigagdo de taxons que divergiram em tempos
geoldgicos mais recentes (AVISE 1994, SIMON et al. 1994, PAGE e HOLMES
1998). O DNA mitocondrial € caracterizado pela heranga uniparental, a auséncia de
recombinagcdo e as altas taxas evolutivas (quando comparado ao DNA nuclear).
Essas caracteristicas sdo o que o torna tao interessante em estudos filogenéticas de
relacbes evolutivas entre individuos, espécies e populagbes (CALCAGNOTTO,
2004), além de ser muito utilizado em estudos designando unidades para
conservagao genética e populacional de espécies (AVISE 2000; CRANDALL et al.
2000; MORITZ 2002).

Os genes ATPase 6 e 8 tem se tornado os marcadores moleculares mais
utilizados, devido a confiabilidade dos resultados e por recuperarem relagcdes
filogenéticas entre espécies relacionadas até niveis genéticos superiores
(RODRIGUES, 2010).
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Em um trabalho envolvendo o género Rhamdia (BLEEKER, 1858) por
Perdices et al. (2002) na América Central, as inferéncias filogenéticas mostraram
que R. nicaraguensis (GUNTHER, 1864) é sindnimo de R. laticauda (KNER, 1858) e
sugeriram dois clados para a América Central, R. guatemalensis e R. laticuada e nao
trés como sugeria Silfvergrip (1996). Os autores ainda restringem a distribuicdo de
Rhamdia quelen (QUOY & GAIMARD, 1824) apenas para a regiao cis-Andina da
América do Sul, diferindo de Silfvergrip (1996) e Bockmann et al. (2003).

Para testar esta hipotese filogeografica de Rhamdia quelen, Alves et al.
(2007; submetido) analisaram populacbes desta espécie ao longo das bacias da
Plata, Amazénica, Orinoco e Essequibo na América do Sul, e além de confirmar a
hipétese de que Rhamdia quelen nao esta presente na América Central e na porgao
trans-Andina da America do Sul, os autores ainda observaram 11 linhagens
mitocondriais na regido cis-Andina da America do Sul distintas geneticamente,
sugerindo a ocorréncia de um complexo de espécies, principalmente nas bacias dos

rios costeiros e do Alto rio Parana.

Embora estudos com enfoque filogeografico tenha crescido nos ultimos anos,
ainda existe uma falta desse tipo de estudo em peixes de agua doce na América do
Sul (SIVASUNDAR et al., 2001) e mesmo os estudos que ja existem sobre o
assunto, varios acabam por focar em um numero pequeno de rios ou em uma area
geografica pequena, quando comparada com a regido onde a espécie estudada
habita.

1.4 - Justificativa

Devido a grande importadncia econdmica e social da espécie P. lineatus
existe a necessidade de melhores estudos da mesma dentro do territério brasileiro.
Devido a atual falta de dados moleculares populacionais para esse grupo e 0s
poucos dados se encontrarem desatualizados, novos estudos e prognosticos

precisos acabam afetados.
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Um entendimento melhor da capacidade migratéria do Prochilodus lineatus
nos permite saber como ocorreu a sua dispersao pela América e também conhecer
melhor as ligacbes entre os rios da América do Sul e assim realizar melhores
previsdes em futuras obras, impactos ambientais e a migragcdo de outras espécies
pelos rios. Dados que facilitardo a preservacao da espécie e de outras parecidas ou
ligadas ao P. lineatus, além de melhor se monitorar a variabilidade genética dessa

espécie nos rios, o que permite se identificar declinios ou divergéncias genéticas.
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Figura 1. Exemplar de Prochilodus lineatus retirado de
vww.conhecaopantanal.com.br/index.php?modulo=RkFVTkFfRkxPUkE=&categoria

=4&id_fauna_flora=13.
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2 - OBJETIVOS

O trabalho considerou a seguinte hipotese e objetivos especificos para a

realizagao do trabalho:
Hipotese:

¢ “Nas bacias dos rios Amazonas, Paraguai, Parana e Uruguai, as populagdes
de Prochilodus lineatus apresentam uma estrutura panmitica, sem restricdes
migratorias e reprodutivas, sendo assim, ocorrem poucas variagdes genéticas

na espécie em toda América Latina”.

Objetivos Especificos:

¢ Obtencao de mais dados moleculares populacionais de Prochilodus lineatus e
atualizados ao longo dos rios Paraguai e Cuiaba, adquirindo assim novos

dados sobre as reservas genéticas dessa espécie.

o Estabelecer relagbes filogenéticas e filogeograficas entre as populagdes
coletadas e as amostras obtidas do National Center for Biotechnology
Information — Genbank e com isso se determinar se a populagéo da espécie

é estruturada ao longo desses rios ou se € panmitica.

e Determinar a possivel origem da espécie e a dispersao da mesma através da

Ameérica do Sul.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — Materiais

As amostras foram coletadas em rios que compdem as sub-bacias dos rios
Paraguai, Cuiaba e Tieté (Figura 2), sendo, um ponto estabelecido no Rio Paraguai,
no municipio de Barra do Bugres, dois no Rio Cuiaba, um em Sao Gongalo que é
uma comunidade tradicional de pescadores proxima a cidade de Cuiaba e um no
municipio de Santo Antdnio do Leverger, além de um ponto no Rio Cuiabazinho,
principal afluente do rio Cuiaba. Na bacia do rio Tieté, uma amostragem foi realizada
no Rio Mogi Mirim. Sequéncias de individuos dos rios, da Prata, Uruguai, Parana,
Bermejo, Paraguai, Amazonas e Madeira foram obtidas através do National Center

for Biotechnology Information — Genbank (Tabela 02).

Tabela 1. Amostras de P. lineatus coletadas.

Rio Sub-Bacia Localidade N° de Amostras
Rio Cuiaba Cuiaba Séao Gongalo 10
Rio Cuiaba Cuiaba Santo Antonio do Leverger 05
Rio Cuiabazinho Cuiaba * 03
Rio Paraguai Paraguai Caceres 02
Rio Paraguai Paraguai Barra do Bugres 04
Rio Mogi-Guacu Tieté * 05
Total de Amostras 29

* As amostras foram coletadas em pontos distantes de areas habitadas, logo ndo possuem

identificacdes de localidades.
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Tabela 2. Sequéncias de P. lineatus e P. nigricans obtidas através do National

Center for Biotechnology Information — GenBank.

Rio Cidade Pais Amostra Identificagao
Rio da Prata Buenos Aires Argentina PRIiIARth1 AF281827
Rio Parana Bella Vista Argentina PRIIBRpr2 AF281828
Rio Parana Bella Vista Argentina PRIIARpr2  AF281830
Rio Parana Bella Vista Argentina PRIiIARpr1 AF281831
Rio Parana Bella Vista Argentina PRIiBRpr1 AF281835
Rio Paraguai Riacho Mercedes  Argentina PRspARpa1l AF281829
Rio Paraguai Riacho Mercedes  Argentina PRspARpa2 AF281838
Rio Paraguai Corumba Brasil PRIiBRcr1 AF281832
Rio Paraguai Corumba Brasil PRIiBRcr2  AF281836
Rio Paraguai Asuncion Paraguai PRIiPAas1 AF281833
Rio Bermejo Embaracacion Argentina PRIIARem1 AF281834
Rio Uruguai Gualeguaychu Argentina PRIIARgu1  AF281837
Rio Uruguai Salto Grande Argentina PRIIARsg1  AF281839
Rio Amazonas Manaus Brasil PRniBRpt1  AF281840
Rio Madeira Manu Peru PRniPEma1 AF281841
Rio Madeira Manu Peru PRniPEma2 AF281842
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VENEZUELA

Ooeano Atlantico

Oceano Pacifico

Figura 2. Mapa dos principais rios das Bacias dos Amazonas, Paraguai, Parana e Uruguai,
destacando os pontos de coleta (Adaptado do mapa elaborado pela Secretaria Executiva do
Ministério dos Transportes http://www.achetudoeregiao.net/ANIMAIS/mapa_rios.htm).
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3.2 - METODOS

3.2.1 - Coleta da amostra

Dos peixes foi retirada uma pequena parte de uma das nadadeiras laterais, o
suficiente para a extracdo do DNA e preservacdo do tecido, mas sem que isso
causasse a morte do animal ou dificuldades do mesmo na sua locomogao pela agua.
Apoés a retirada do tecido, os animais foram devolvidos ao rio. O tecido extraido

entao foi conservado em alcool 70% a -20°C em microtubos de 1,5 mL.

3.2.2 - Extragdo de DNA

O DNA total foi obtido utilizando-se a técnica de Fenol-Cloroférmio-Alcool

isoamilico descrita por Sambrook e Russell (2001) da seguinte forma:

1.Preparacéao da solucao de lise:

SOLUGOES VOLUME/AMOSTRA
TNE 1X 300pL
Tris-HCI 1M (pH 8,0) 30 pL
SDS 10% 20 pL
Proteinase K (20 mg/mL) 25 yL
Volume Final 375 uL

2.As amostras de tecido foram trituradas com a ajuda de um micropistilo e
postas em um microtubo junto com a solugéo de lise previamente. Cada tubo

foi agitado em um vortex por 15 segundos.
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3.As amostras foram deixadas em estufa regulada a 37°C overnight. Apos esse

periodo, foram adicionados 8 uL de RNAse 10 mg/mL.

4.As amostras foram mantidas com a RNAse em estufa regulada a 37°C por 1
hora, agitando os tubos em vértex apdés a adicdo de RNAse e apds 30

minutos.

5.Em uma capela foram adicionados 400 uL de fenol/cloroférmio/alcool

isoamilico (25/24/1) aos tubos contendo o tecido digerido.

6.0s tubos foram agitados em voértex por 30 segundos e, em seguida,

centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos.

7.0s tubos foram retirados da centrifuga com cuidado para nao misturar as
fases e a fase sobrenadante (fase aquosa contendo o DNA) foi transferida,

para um novo tubo, com o auxilio de uma micropipeta.

8.Foram adicionados 60 uL de acetato de sédio 3M (pH 5,3) a cada tubo e cada
tubo foi invertido lentamente para misturar completamente o sal com a

solucido de DNA.

9.Foram adicionados 600 uL de etanol absoluto gelado a cada tubo e cada
tubo foi invertido lentamente para misturar completamente o alcool com a

solucao de DNA.

10. Os tubos foram mantidos a -20°C por 30 minutos. Apds o termino desses 30

minutos, os mesmos foram centrifugados a 14.000 rpm por 30 minutos.

11.Com cuidado para nao desprender o “pellet” (precipitado de DNA) do fundo
do microtubo, o sobrenadante contendo a mistura de etanol + acetato de

sodio foi descartado.

12. Foram adicionados 150 pL de etanol 70% a temperatura ambiente e os

tubos foram novamente centrifugados a 14.000 rpm por 30 minutos.
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13. Com cuidado para nao desprender o “pellet” do fundo do microtubo, o
sobrenadante foi descartado e adiciono novamente 150 L de etanol 70% a
temperatura ambiente e novamente centrifugado a 14.000 rpm por 30

minutos.
14. O sobrenadante cuidadosamente descartado.
15. Os “pellets” foram secos em estufa a 37°C por 30 minutos.

16. O DNA foi ressuspendido em 100 pL de agua Milli-Q autoclavada e agitando
delicadamente o tubo para soltar o “pellet” sem danificar o DNA.

17. O DNA ressuspendido foi mantido em estufa a 37°C por 30 minutos e,

posteriormente, transferidos para a geladeira (4°C) e mantidos overnight.

18. O DNA completamente ressuspendido foi armazenado a -20°C para

conservagao por longo prazo.

As amostras de DNA extraidas foram aplicadas em gel de agarose 1,0%,
corados com 2 uL de SYBER Safe (10.000X, Invitrogen®), em 1 pyL de tampao de
corrida Blue Juice (10X) e visualizados em um transluminador de luz ultravioleta,

verificando a qualidade da extragao.

3.2.3 - Amplificacdo do DNA

Os gene mitocondriail ATP sintetase 6 e 8 (ATPase 6/8) incluindo
sequéncias conservados de tRNA (RNA transportadores) que flanqueiam este
complexo de genes que possuem 842 pares de bases ao todo, foram amplificado
utilizando o conjunto de primers L-8331 (5- AA GCR TYR GCC TTT TAA GC-3’), H-
9236 (5- GTT AGT GGT CAK GGG CTT GGR TC-3’) desenvolvidos por Eldredge

Bermingham  (http://striweb.si.edu/bermingham/research/primers/index.html). A

reacao de PCR foi realizada em um termociclador de marca EPPENDORF®, modelo
MasterCycler EP Gradient.
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A reacao de amplificagao foi a seguinte:

SOLUGOES VOLUME/AMOSTRA
* Mix PCR (Qiagen®) 6,25 uL

Agua Milli-Q 5,25 uL
Primer F 10 uLM 0,5 uL

Primer R 10 yLM 0,5 uL

DNA 1,0 uL
Volume Final 13,5 uL

*Na solugdo de Mix PCR (Qiagen) estdo contidos os reagente Taq DNA Polimerase 5U,
tampao de enzima 10X, MgCI2 1,6mM e dDNTP 200 uM.

O programa utilizado no termociclador para esse gene apresentou o0s

seguintes tempos e temperaturas:

ETAPA TEMPERATURA/TEMPO
12 94°C /2 minutos _J— 1 ciclo
28 94°C / 45 segundos O
32 55°C / 45 segundos > 35 ciclos
42 68°C / 90 segundos __
52 72°C / 5 minutos } 1 ciclo
Tempo Total 112 minutos
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Os segmentos de DNA amplificados nas reagdes de PCR foram visualizados
em gel de agarose, seguindo as mesmas especificacdes utilizadas no gel ja citado
na extragdo de DNA. A quantificagdo do produto génico amplificado foi realizada
utilizando o marcador de peso molecular comparativo Lambda (A\) DNA 30ng e 50ng

em gel de agarose.

3.2.4 - Limpeza do produto de PCR

Para as analises de sequéncias, o DNA amplificado foi purificado pelo

tratamento com a enzima EXOSAP-IT(GE Healthcare) através do protocolo:

1.Limpar 10 yL do produto de PCR, adicionando 2 pL de EXOSAP e 2 uL de

agua Milli-Q autoclavada.

2.Levar os microtubos ao termociclador com o seguinte programa:

ETAPA TEMPERATURA/TEMPO
12 37°C / 60 minutos } 1 ciclo
2 80°C / 15 minutos _}— 1 ciclo
Tempo Total 75 minutos

3. Os tubos foram retirados do termociclador e dois novos microtubos foram
preparados, aliquotando 5 uL do DNA limpo em cada tubo novo e adicionando

2,5 uL de primer foward (F) a um tubo e 2,5 uL de primer reverse (R) ao outro.
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3.2.5 - Sequenciamento das amostras

O DNA purificado foi sequenciado com o kit DYEnamic ET terminator
reagent premix para MEGABACE (Amersham Biociences) e em um sequenciador
automatico de DNA modelo MEGABACE 1000 (GE HealthCare™), pela empresa

MacroGen situada na Coreia do Sul.

3.2.6 Analises das Sequéncias

A obtencao das sequéncias consenso foi dada a partir da visualizagao
simultdnea entre as sequéncias foward (F) e reverse (R) e seus respectivos
eletroferogramas. O alinhamento inicial gerado pelo programa BioEdit 7.0.5.3 (HALL,

2001) foi testado manualmente e as posigdes foram corrigidas quando necessario.

Arvores filogenéticas foram elaboradas através dos métodos de “Neighbor
Joining (NJ)”, “Minimum Evolution (ME)” e “Maxima Parciménia (MP)”, com 1000
réplicas de bootstrap no programa MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2010) O teste de
bootstrap (FELSENSTEIN, 1985), foi utilizado para gerar um maior suporte aos

resultados obtidos pelas analise filogenéticas através dos métodos de NJ, ME e MP.

Para as analises filogeograficas as sequencias foram analisadas no
programa TCS v1.18 (CLEMENT et al., 2000). O programa TCS foi utilizado também
para gerar redes de haplétipos usando parciménia estatistica (TEMPLETON et al.,
1987).

O programa Arlequin 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005) foi utilizado para se
determinar os valores de AMOVA - Analysis of Molecular Variance (EXCOFFIER et
al., 1992) e de Fst (COCKERHAM & WEIR, 1993).

O AMOVA determina quanto das variacbes totais dos materiais genéticos

ocorrem entre as populagdes estudadas e quanto ocorre dentro das populagdes.

Para se determinar a ocorréncia de estruturacbes e para quantifica-las,

Sewall Wright (1943, 1965) desenvolveu calculos estatisticos sobre a correlagao
e
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entre gametas unidos (Fst). Em 1973, Cockerham adaptou os calculos de Wright
para uso de locus multialélicos e, em 1984, Cockerham e Weir adaptaram o uso do
Fst para amostras pequenas e populagcdes pequenas, esse novo tipo de calculo
permitiu melhores pesquisas e inferéncias sobre a estruturacdo de e entre

populacdes.
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4 — Resultados

4.1 - Composicao nucleotidica das sequéncias do gene ATPase 6/8

As sequéncias foward e reverse foram alinhadas e comparadas, junto ao
eletreferograma e suas extremidades foram retiradas.O alinhamento das sequéncias
de P. lineatus ,Prochilodus nigricans (Agassiz, 1829) e de Salminus brasiliensis
(Cuvier, 1816) mostraram um total de 842 pares de base para o gene ATP sintetase
6 e 8 (ATPase 6/8). Os nucleotideos que compdem as sequéncias analisadas
apresentavam a seguinte composicdo média: 28,9% de timina, 30,6% de citosina,
28,5% de adenina e 12,0% de guanina (Tabela 3).

Essa composicao nucleotidica reforga que o gene seqlienciado foi realmente
um gene mitocondrial, pois em vertebrados tais genes possuem uma composi¢ao de
guanina (G) notavelmente inferior as das outras bases nitrogenadas (DESALLE et
al., 1987; KOCHER et al., 1989; ZHANG & HEWITT, 1996; KOTLIK & BERREBI,
2002).

Tabela 3. Frequéncia da composi¢ao nucleotidica do gene ATP sintetase 6 e 8 para
os especimes de P. lineatus, P. nigricans e S. brasiliensis.

Amostra TU) C A G Total
Rio Cuiaba-Sao Goncalo 01 28,7 30,8 286 11,9 842,0
Rio Cuiaba-Sao Goncalo 02 289 306 284 12,1 842,0
Rio Cuiaba-Sao Goncalo 03 289 30,6 286 11,9 842.,0
Rio Cuiaba-Sao Goncalo 04 289 306 284 121 842,0
Rio Cuiaba-Sao Goncalo 05 289 30,6 28,7 11,8 842,0
Rio Cuiaba-Sao Goncalo 06 28,9 30,6 285 12,0 842.0
Rio Cuiaba-Sao Goncalo 07 28,9 30,6 284 121 842.,0
Rio Cuiaba-Sao Goncalo 08 286 30,9 285 12,0 842,0
Rio Cuiaba-Sao Goncalo 09 289 30,6 28,7 11,8 842.,0
Rio Cuiaba-Sao Goncalo 10 28,9 306 286 11,9 842.,0
Rio Paraguai-Caceres 01 28,7 30,8 286 11,9 842,0
Rio Paraguai-Caceres 02 28,7 30,8 286 11,9 842.0
Rio Mogi-Guacu 01 289 30,6 286 11,9 842,0
Rio Mogi-Guacu 02 28,9 306 286 11,9 842,0
Rio Mogi-Guacu 03 289 30,6 28,6 11,9 842,0
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Tabela 3 - Continuagao. Frequéncia da composigao nucleotidica do gene ATP
sintetase 6 e 8 para os espécimes de P. lineatus, P. nigricans e S. brasiliensis.

Rio Mogi-Guacu 04 285 31,0 28,6 11,9 842,0
Rio Mogi-Guacu 05 289 30,6 286 11,9 842,0
Rio Cuiabazinho 01 285 31,0 28,5 12,0 842,0
Rio Cuiabazinho 02 289 30,6 286 11,9 842,0
Rio Cuiabazinho 03 28,7 30,8 28,6 11,9 842,0
Rio Paraguai-Barra do Bugres 01 289 306 286 11,9 842,0
Rio Paraguai-Barra do Bugres 02 28,7 30,8 28,7 11,8 8420
Rio Paraguai-Barra do Bugres 03 289 306 286 11,9 842,0
Rio Paraguai-Barra do Bugres 04 28,9 306 286 11,9 842.0

Rio Cuiaba-St. Antonio do Leverger 01 289 30,6 28,5 12,0 842,0
Rio Cuiaba-St. Antonio do Leverger 02 29,1 304 28,55 12,0 842.,0
Rio Cuiaba-St. Antonio do Leverger 03 29,0 30,5 285 12,0 842,0
Rio Cuiaba-St. Antonio do Leverger 04 289 30,6 285 12,0 8420
Rio Cuiaba-St. Antonio do Leverger 05 29,1 30,4 285 12,0 842.0

Nigricans Rio Madeira 02 29,1 30,3 284 12,2 842.0
Nigricans Rio Madeira 01 29,1 30,3 284 12,2 842,0
Nigricans Rio Amazonas 01 290 304 28,4 12,2 842,0
Rio Uruguai-Salto Grande 01 28,5 30,9 28,6 12,0 842,0
Rio Paraguai-Riacho Mercedes 02 29,1 30,3 28,5 12,1 842,0
Rio Uruguai-Gualeguaychu 29,1 30,3 28,6 12,0 842.0
Rio Paraguai-Corumba 02 289 306 286 11,9 842,0
Rio Parana-Bella Vista 04 289 30,5 28,6 12,0 842,0
Rio Bermejo-Embaracacion 28,9 30,5 28,6 12,0 842,0
Rio Paraguai-Asuncion 28,7 306 285 121 842,0
Rio Paraguai-Corumba 01 28,7 30,6 28,5 12,1 842,0
Rio Parana-Bella Vista03 289 30,5 286 12,0 842,0
Rio Parana-Bella Vista 02 286 30,8 286 12,0 842,0
Rio Paraguai-Riacho Mercedes 01 289 30,5 286 12,0 842,0
Rio Parana-Bella Vista 01 28,7 306 286 12,0 8420
Rio da Prata-Buenos Aires 28,7 30,6 286 12,0 842,0
S.brasiliensis 29,7 299 26,4 14,0 8420
Média 289 30,6 28,5 12,0 842,0

4.2 — Anadlises filogenéticas das populagoes de P. lineatus e P.nigricans

As arvores filogenéticas geradas pelos métodos de “Neighbor Joining” (Figura
3), “Minimum Evolution” (Figura 4) e “Maxima Parciménia” (Figura 5) mostraram que
As populagdes de P. lineatus formam um grupo monofilético, tendo P. nigricans e S.

brasiliensis como grupo irmao.
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Figura 3. Arvore consenso a partir da analise de “Neighbor Joining” para os espécimes de
P. lineatus, P. nigricans e de S. brasiliensis com base na seqliiéncia completa do gene
ATPase 6/8. Os valores dos ramos representam os valores de bootstrap (1.000 réplicas),
que servem de suporte para os clados.
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Figura 4. Arvore consenso a partir da analise de “Minimum Evolution” para os espécimes de
P. lineatus, P. nigricans e de S. brasiliensis com base na sequéncia completa do gene
ATPase 6/8. Os valores dos ramos representam os valores de bootstrap (1.000 réplicas),
que servem de suporte para os clados.
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Figura 5. Arvore consenso a partir da analise de “Maxima Parsiménia” para os espécimes
de P. lineatus, P. nigricans e de S. brasiliensis com base na sequéncia completa do gene
ATPase 6/8. Os valores dos ramos representam os valores de bootstrap (1.000 réplicas),
que servem de suporte para os clados.
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4.3 — Distancias e variagoes genéticas populacionais

A divergéncia genética encontrada entre as 14 populagdes foi baixa,
variando de 0,1 a 1,3 % (média de 0,5%).

Os resultados obtidos das analises filogeograficas indicaram a ocorréncia de
uma rede contendo 27 haplétipos (Figura 6), sendo 20 unicos com divergéncia entre
1 e 3 pares de bases, e 6 compartilhados entre populagcdes dos rios

Paraguai/Cuiaba, Paraguai/Cuiaba/Parana, Bermejo/Paraguai/Parana.

A populagdo do rio Cuiaba (Cuiaba, Mato Grosso - Brasil) foi a que
apresentou o maior numero de haplétipos (11). O haplétipo H1, identificado como
ancestral, agrupou 90% dos individuos do rio Mogi-Guagu (Rio Parana-Brasil), além

de populagdes da bacia do rio Paraguai/Cuiaba (Rio Parana-Brasil).

A partir do haplétipo ancestral foram identificadas 3 linhagens distintas:
Grupo 1 — compreendendo as populagcdes das bacias do rio Parana e Paraguai
(Brasil) com pouca variagao (1-4 mutagdes); Grupo 2 — agrupando populagdes do
rio Paraguai (Argentina e Paraguai) (2-6 mutagbes) e Grupo 3 — incluindo

populagdes do rio Uruguai (Uruguai) (6-10 mutagdes) (Figura 7).

Tabela 4. Relacao de haplétipos e espécime correspondente.

Haplétipo Identificagao Rio Localizagcao
H1* Mogi-Guacu 01 Mogi-Guacu o

H1* Mogi-Guacu 02 Mogi-Guacu **

H1* Mogi-Guacu 03 Mogi-Guacu **

H1* Mogi-Guacu 05 Mogi-Guacu **

H1* Rio Cuiaba-Sao Gongalo 03 Rio Cuiaba Sao Gongalo
H1* Rio Cuiaba-Sao Gongalo 10 Rio Cuiaba Sao Gongalo
H1* Rio Paraguai-Barra do Bugres 02 Rio Paraguai Barra do Bugres
H1* Rio Paraguai-Barra do Bugres 03 Rio Paraguai Barra do Bugres
H1* Rio Cuiabazinho 02 Rio Cuiabazinho **

H2 Rio Cuiaba-Sao Gongalo 08 Rio Cuiaba Sao Gongalo
H3 Rio Cuiaba-St. Ant. do Leverger 03  Rio Cuiaba St. Ant. do Leverger
H4 Rio Cuiaba- Sao Gongalo 02 Rio Cuiaba Sao Gongalo
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Tabela 4 - Continuagao. Relagdo de haplétipos e espécime correspondente.

H4

H4

H5

H5

H5

H6

H7

H8

H9

H10
H11
H12
H12
H13
H14
H15
H15
H16
H16
H16
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H26
H27

Rio Cuiaba- Sao Gongalo 04
Rio Cuiaba- Sao Gongalo 07
Rio Cuiaba- Sao Gongalo 01
Rio Paraguai-Caceres 01

Rio Paraguai-Caceres 02

Rio Paraguai-Barra do Bugres 04
Rio Paraguai-Barra do Bugres 01
Mogi-Guacu 04

Rio Cuiabazinho 01

Rio Cuiaba- Sao Gongalo 05
Rio Cuiabazinho 03

Rio Cuiaba-St. Ant. do Leverger 01

Rio Cuiaba- Sao Gongalo 01

Rio Cuiaba-St. Ant. do Leverger 04

Rio Cuiaba- Sao Gongalo 04

Rio Cuiaba-St. Ant. do Leverger 02
Rio Cuiaba-St. Ant. do Leverger 05

AF281827
AF281829
AF281831
AF281834
AF281828
AF281830
AF281835
AF281836
AF281832
AF281833
AF281839
AF281838
AF281837
AF281841

AF281842
AF281840

Rio Cuiaba
Rio Cuiaba
Rio Cuiaba
Rio Paraguai
Rio Paraguai
Rio Paraguai
Rio Paraguai
Mogi-Guacu

Rio Cuiabazinho

Rio Cuiaba

Rio Cuiabazinho

Rio Cuiaba
Rio Cuiaba
Rio Cuiaba
Rio Cuiaba
Rio Cuiaba
Rio Cuiaba
Rio da Prata
Rio Paraguai
Rio Parana
Rio Bermejo
Rio Parana
Rio Parana
Rio Parana
Rio Paraguai
Rio Paraguai
Rio Paraguai
Rio Uruguai
Rio Paraguai
Rio Uruguai
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Amazonas

Sao Gongalo
Séao Gongalo
Sao Gongalo
Caceres
Caceres

Barra do Bugres
Barra do Bugres

*%
*%

Sao Gongalo

*%

St. Ant. do Leverger
Sao Gongalo

St. Ant. do Leverger
Sao Gongalo

St. Ant. do Leverger
St. Ant. do Leverger
Buenos Aires
Riacho Mercedes
Bella Vista
Embaracacion
Bella Vista

Bella Vista

Bella Vista
Corumba
Corumba
Asuncion

Salto Grande
Riacho Mercedes
Gualeguaychu
Manu

Manu

Manaus

* Haplotipo ancestral.

** Amostras coletadas em pontos distantes de localidades.
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H1 = Hapléfipo ancestral - 4 individuos do Rio Mogi-Guacgu, 2 individuos do Rio Paraguai (Barra do Bugres), 2
individuos Do Rie Cuiabd (Séo Goncalo) e 1 individue do Rie Cuiabazinhe.

H2 = 1 individuo de Sdo Goncalo. H9 - 1 individuo do Cuiabazinhe.

H3 = 1 individuo de Santo Anténio do Leverger. H10 = 1 individuo do Sdo Gongalo.

H4 - 3 individuos de Sao Gongalo. H11 - 1 individuo do Cuiabazinho.

H5 - 2 individuos de Caceres e 1 de Sao Gongalo. H12 = 1 individuo de Santo Anténio do Leverger e 1 [ ]

individuo de S@o Gongalo.
Hé - 1 individuo de Barra do Bugres.

H13- 1 individuo de Sante Antonio do Levreger.
H7 = 1 individuo de Barra do Bugres.

H14 - 1 individuo do Sdo Goncalo.
H8 - 1 individuo do Mogi-Guacu.
H15 =2 individuo de Santo Anténio do Leverger.

H16 = 1 individuo do Rio da Prata (Argentina), 1 H22 = 1 individuo do Rio Paraguai (Paraguai).
individuo do Rio Paraguai (Argentina), 1 individuo do
Rio Parana (Argentina) e 1 individuo do Rio Bermejo H23 - 1 individuo do Rio Uruguai (Salle Grande -

(Argentina). Uruguai).
H17 - 1 indvidue do Rio Parana (Bella Vista - H24 - 1 individuo do Rio Paraguai (Mercedes -
Argenfina). Argentina).
H18 - 1 individuo do Rio Parana (Bella Vista - H25 - 1 individuo do Rio Uruguai (Gualeguaychu -
Argenfina). Argentinal.
H19 - 1 individuo do Rio Parana (Bella Vista - H26 - 2 individuos do Rio Madeira (Peru).
Argenfina).

H27 - 1 individuo de Barra do Bugres (Rio Amazonas
H20 = 1 individuo do Rio Paraguai (Brasil). - Brasil).
H21 = 1 individuo do Rio Paraguai (Brasil). 2

Figura 6. (1) Rede de Hapldtipos evidenciando os haplétipos e as mutagdes; (2) Tabela
contendo o numero de espécimes e origem dos mesmo de cada haplétipo presente na rede
de haplétipos.

As maiores variagbes genéticas se encontram dentro das populagdes,
aproximadamente 80%, enquanto que entre as populagdes, as variagdes genéticas

correspodem apenas a aproximadamente 20% do total. O valor estimado de Fst foi
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de 0,16, indicando que existe uma moderada estruturagcdo genética entre todas as

populagdes analisadas.

Porém, em uma segunda analise Fst realizada, dessa vez com as populagdes
agrupadas de acordo com a rede de haplétipos (Grupo 1, Grupo 2 e Grupo 3), o
valor de Fst se mostrou superior ao anterior, aproximadamente 0,19 e com uma

divergéncia genética entre os trés grupos variando de 0,5 a 1,0 % (média de 0,8%).

/7
W

N

10 Cranp .\

o
4,

Figura 7. Mapa assinalando os grupos formados pela rede de haplétipos e os rios. Grupo 1
(marcagao em vermelho) compreendendo o Rio Paraguai e o Alto Rio Parana. Grupo 2
(marcagédo em verde) compreendendo o Baixo Rio Parana. Grupo 3 (marcagéo em preto)
Rio Uruguai.
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5 - Discussao

Estudos anteriores indicavam que as populagdbes de P. lineatus
apresentavam uma estrutura panmitica (SIVASUNDAR, 2001). Ao se realizar as
analises filogenéticas e filogeograficas utilizando as amostras coletadas nesse
trabalho e as sequéncias obtidas no GenBank, os resultados foram iguais ou muito
parecidos. As arvores filogenéticas indicaram pouca variacdo entre individuos de
rios diferentes. Os dados das divergéncias genéticas, os resultados da AMOVA e do
FST sem os agrupamentos (Grupo 1, Grupo 2 e Grupo3) indicam que o P. lineatus
forma uma grande populagdo panmitica ao longo dos rios e bacias analisadas, sem

restricdes ou barreiras reprodutivas e migratérias.

Porém, o resultado da rede de haplétipos indica a existéncia de uma
estruturagao entre trés grupos geograficos distintos (Figura 8). Quando se considera
a formacéo dos grupos e se repete a analise, s6 que dessa vez assumindo cada
grupo como uma populagéo, o novo valor de FST aumenta consideravelmente o que

fortalece tal hipétese de ocorrencia de trés populagoes.

Também é possivel se inferir, a partir da rede de haplétipos, que o grupo 3 é
derivado do grupo 2 e este derivado do grupo 1. Sendo assim € possivel se sugerir
que a rota de dispersao e colonizagao desta espécie ao longo da Bacia do Prata, se
originou da regido da cabeceira dos rios Paraguai e Cuiaba (Alto Paraguai),
movendo-se para as por¢cdes média e baixa desse mesmo rio. Posteriormente houve
a colonizagdo dos rios da Bacia do Parana (Alto Parana: Mogi Guagu) e do rio

Uruguai a partir do baixo Parana.

Apesar de nao estarem presentes barreiras fisicas que impegam o fluxo
migratorio entre as populagbes dos rios Paraguai/Alto Parana e Baixo Parana e
entre as populacdes dos rios Baixo Parana e Uruguai (Figura 9). As trés populagdes
se apresentam moderadamente estruturadas, mostrando que existe uma barreira
nao-fisica que diminui significantimente ou impede o intercruzamento dessas 3

populagdes.
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"
000

Grupe 1: populacoes das bacias do rio Grupe 2: populacées do rio Paraguai
Parand e Paraguai (Brasil). [Argentina e Paraguai).

Grupo 3: populacdes do rio Uruguai
(Uruguai).

Individuos pertencentes a espécie

Prochilodus nigricans.

Figura 8. Rede de Haplétipos evidenciando os haplétipos, as mutagdes e os grupos que se
formaram e os rios correspondentes.
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6 — CONCLUSAO

Novas informacbes sobre as populagbes nativas apresentam grande
importancia do ponto de vista conservacionista, para estudos ecoldgicos, para
bancos genéticos e para programas de aquicultura.

Um melhor conhecimento das caracteristicas migratérias, reprodutivas e da
estruturagdo genética de suas populagbes, permitem melhores meios e programas
para se garantir a conservagao da espécie. O profundo conhecimento da ecologia de
tal espécie permite um entendimento melhor da mesma, mas também abre a

possibilidade de diferentes visdes para outras espécies de peixes migratorios.

Um conhecimento mais profundo da ecologia do P. lineatus é vital para a
criacdo e manutengdo de bancos genéticos, além da necessidade de tais
conhecimentos para o planejamento de programas de aquicultura, podendo assim

manter a integridade genética normal da espécie em cativeiro.

Como ja citado, existe uma falta de dados filogenéticos e filogeograficos de
peixes de agua doce da América do Sul (SIVASUNDAR, 2001). Essa falta de dados
implica em dificuldades quando se tenta realizar analises filogenéticas comparativas,
dificultando a analise dos dados e limitando a area geografica estudada e de
inferéncia do estudo.

As seguintes conclusdes podem ser inferidas de acordo com os resultados desse
trabalho:

1 — Observou-se a formagao de trés grupos genéticos na populagdo de P. lineatus,
indicando uma estruturacdo na espécie. Essa afirmacio difere da idéia que as

populacdes apresentavam uma estruturacdo panmitica.

2 — Embora nao existam barreiras fisicas evidentes separando os rios estudados, as
populacdes tendem a manter um minimo de intercruzamento, evidenciando o inicio

de uma separacao geografica e isolamento reprodutivo.
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3 — A possivel rota de colonizagdo da espécie comegou no Alto Paraguai se
movendo para as por¢cdes média e baixa desse mesmo rio, colonizando
posteriormente o Alto Parana. Depois houve a colonizagdo dos rios da Bacia do

Parana e do rio Uruguai, este a partir do baixo Parana.

4 — A eficiéncia dos marcadores moleculares foi ressaltada, pois permitiram a
observacado da ocorréncia de uma estruturacdo na espécie e a provavel rota de

dispersao da mesma.
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7 — CONSIDERAGOES FINAIS

O Brasil é o pais com o maior recurso hidrico do mundo, porém é possivel perceber
a falta de estudos dirigidos para a preservagdo e melhor uso dos Nnossos recursos

pesqueiros.

Um dos objetivos do trabalho era a obtengdo de novos dados uteis sobre as

populacdes de P. lineatus e tal objetivo pode ser aucansado.
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