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RESUMO

O género Pseudoplatystoma pode ser encontrado nas principais bacias
hidrograficas da América do Sul e é formado por algumas das espécies de
maior porte da familia Pimelodidae. O “pintado”, Pseuplatystoma.
corruscans, tem uma fungao ecoldgica muito importante em seu habitat,
agindo como predador voraz. E uma espécie que é muito apreciada na
pesca esportiva e atinge alto valor comercial, pela qualidade de sua carne,
o0 que leva ao desenvolvimento de grandes esforgos na elaboragao de
programas de reproducao em cultivo intensivo, e em escala industrial.
Considerando que o0s microssatélites constituem um dos marcadores
moleculares mais importantes e apropriados para o estudo de populacoes
e visando a avaliacdo e preservacao da variabilidade genética da espécie,
o presente trabalho teve como objetivos testar esses marcadores
moleculares e avaliar a estrutura e os niveis de diversidade genética das
populacdes naturais do pintado. Foram coletas nove populagdes de
pintado pertencentes a rios tributarios da Bacia do Paraguai, no Pantanal
Mato-grossense e mais trés populacdes da Bacia do Alto Parana. As
amostras tiveram seu DNA total extraido usando a resina Chelex®. Sete
primers microssatélites desenvolvidos para a espécie foram testados e
utilizados nas analises. Os locos foram amplificados por PCR e submetidos
a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%. Posteriormente foram
corados com nitrato de prata e fotodocumentados. O tamanho dos
fragmentos foi estimado por comparacao com o marcador Ladder de 10 bp
(Invitrogen) através do programa computacional Kodak Digital Science
1D. As analises populacionais foram realizadas através dos programas
PopGen 1.32, Arlequin 3.11, GeneClass2.0 e Structure 2.2. Os locos
microssatélites mostraram-se altamente polimérficos e informativos para
as analises populacionais, tendo sido identificados 119 alelos (média de 17

por loco). A heterosigozidade observada (HO) variou de 0,0370 a 0,9231.
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As populacdes apresentaram significativo desvio do equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) para a maioria dos locos, para a maioria das populagoes,
0 que pode ser devido a presenca de alelos nulos e ou problemas na
amplificacdo dos mesmos. Todos os testes para estruturagao populacional
[Fst, Rst, AMOVA, as anadlises Bayesianas e analise do fluxo génico (Nm)]
mostraram-se altamente significativos (p<0,05), evidenciando
estruturacao populacional para as 11 populagdes analisadas. A AMOVA
mostrou ainda significativa (p<0,05) estruturacao em grupos, confirmada
também pelo dendograma construido e pela analise de fluxo génico (Nm),
separando as populacdes em trés grupos principais[Alto-Baixo Parana
(Paranapanema, Ivinhema e Foz do Iguacu); Tributarios do rio Paraguai
(Taquari 1, Taquari 2, Cuiaba 1, Cuiaba 2 Miranda e Miranda) e Rio
Paraguai (Caceres e Corumba)). As analises revelaram forte estruturacao
populacional para as 11 populagdes analisadas, demonstrando que cada
populacao deve ser considerada como uma unidade independente de
conservagao e manejo.

Palavras-chave: P. corruscans, mcrosatélites, conservagdo, estrutura

genética, pantanal.
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ABSTRACT

The genus Pseudoplatystoma can be found in all major river basins
of South America and is composed by some of the largest species of fish
the family Pimelodidae. The "pintado", P. corruscans, has a very important
ecological role in their habitat acting mainly as a voracious predator. This
species is highly appreciated in sport fishing reaching high commercial
value due the quality of their meat, which leads to the development of
huge efforts in the preparation and development of reproduction programs
in intensive cultivation in industrial scale. Whereas the microsatellites are
one of the most usefull molecular markers the populations studies in order
to evaluate and conserve the genetic variability of the species, this work
aimed to use these molecular markers in evaluating the structure and
levels of genetic diversity of natural populations of the pintado. Nine
sample belonging to tributaries of the Paraguay River Basin in the
Pantanal Region Mato Grosso and three from Parana River Basin were
coleted. Total DNA was extracted using the resin Chelex ®. Seven
microsatellites primers developed for the species were used in the
analyses. The loci were amplified by PCR and submitted to the 6%
polyacrylamide gel electrophoresis. Subsequently the gels were stained
with silver nitrate and fotodocumented. The size of the fragments were
estimated by comparison with the label Ladder of 10 bp (Invitrogen) by
the computer program Kodak Digital Science 1D. The analyses were
performed with softwares PopGen 1.32, Arlequin 3.11, GeneClass2.0 and
Structure 2.2. The microsatellites locis have proved highly polymorphics
with the identification of 119 allels (average of 17 per site). The observed
heterozygosity (HO) ranged from 0.0370 to 0.9231. The populations
showed significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) for
most of the loci , which may be due to the presence of null alleles or even

to problems in allele amplification. All population tests for structuring (Fst,

16



Benites, C

Rst, AMOVA, Bayesian analysis and gene flow (Nm)] showed highly
significant (p <0.05), highlighting the existence of population structure for
the 11 samples studied. The AMOVA showed significant pattern in group in
structuring (p <0.05) confirmed also by dendrogram and by the analysis
of gene flow (Nm), which permitted to separating the samples into three
main groups (Parana Basin (Paranapanema, Ivinhema and Foz do
Iguacu); tributaries of the Paraguay River (Taquari 1, Taquari 2, Cuiaba 1,
Cuiaba 2, Rio Negro and Miranda) and Paraguay River (Caceres and
Corumbad). The analysis revealed strong population structure for the 11
samples tested, demonstrating that each population should be considered
as an independent unit of conservation and management. Which may be
used in the formulation of conservation programs and species
management.

Key word: P.corruscans, microsatellite, conservation, genetic structure,

pantanal.
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1. INTRODUCAO GERAL

A espécie Pseudoplatystoma corruscans, comumente conhecida
como pintado e surubim, tem ampla distribuicao geografica em rios da
Ameérica do Sul, principalmente no Brasil nas Bacias do Alto Paraguai e
Alto Parana, onde é intensivamente pescada devido ao seu grande valor
comercial.

Segundo levantamento feito pelo Plano da Bacia do Alto Paraguai
(PCBAP, 1997), o maior esforco de pesca recai sobre as espécies de maior
porte nos rios tributarios destas bacias. Essas espécies sao consideradas
nobres, pois representam um troféu para os pescadores esportivos e
alcangcam melhores pregos para os pescadores profissionais.

Embora ocorram mais de 263 espécies de peixes na regidao, apenas
nove espécies responderam por mais de 80% de todo o desembarque
pesqueiro oficialmente registrado na BAP (Bacia do Alto Paraguai), no ano
de 1995: Pseudoplatystoma corruscans, (pintado), Pseudoplatystoma
reticulatum (cachara), Paulicéia luetkeni (jau), Salminnus brasiliensis
(dourado), Brycon microlepis (piraputanga), Prochilodus linneatus
(curimba), Leporinus macrocephalus (piavucgu), Pinirampus pinirampu
(barbado) e Pygocentrus nattereri (piranha). No mesmo levantamento,
observou-se que 45,6 % de toda a producao recai sobre as espécies de
habitos carnivoros. Os rios Cuiaba e Paraguai juntos responderam por
67,5% de toda producao pesqueira da Bacia do Alto Paraguai (Kuno,
2003).

Os bagres do género Pseudoplatystoma como o pintado
(Pseudoplatystoma corruscans) e a cachara (Pseudoplatystoma
reticulatum), e bagres como a jurupoca (Hemisorubim platyrhynchos) e o
jurupensen (Sorubin lima) sdo espécies amplamente reproduzidas e

criadas em confinamento na regiao Centro-Oeste. Tal fato decorre das
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caracteristicas de sabor e qualidade que possui a sua carne, isenta de
espinhos intra-musculares conferindo as espécies alto valor de mercado .

Existe grande demanda pelo pescado proveniente de ambiente
natural, contudo a producdao decorrente da pesca nao atende a esta
demanda. Ha ainda a se considerar a existéncia de legislacdo ambiental
que prestigia a pesca turistica, estabelecendo cotas minimas para todo
tipo de pescado extraido da regidao do pantanal. Fato este decisivo para
incrementar o aparecimento de empresarios investindo na aquicultura
dessas espécies selvagens. Os animais provenientes de cultivo intensivo
abastecem o mercado nacional e internacional, com exportacao para
paises europeus como Suécia e Noruega, na forma de filés e cortes
selecionados. Existe, ainda, grande procura, pelos aquariofilistas por
exemplares de primeira alevinagem, dessas espécies.

A conservacgao e uso sustentavel dos recursos pesqueiros dependem
de estudos da biologia, ecologia, reproducdo, genética, estrutura trofica,
etc. Nos ultimos anos tem ocorrido aumento expressivo de interesse por
estudos voltados a esta espécie, nao somente devido a sua importancia
econdmica, mas também pelo declinio acentuado que ela vem sofrendo
nos rios onde anteriormente habitavam com fartura.

Nas Ultimas trés décadas, a regido do Pantanal vem sofrendo
agressdoes pelo homem praticadas principalmente nos planaltos
adjacentes. Atualmente os impactos ambientais e sdcio-econdmicos no
Pantanal sdo bastante evidentes, decorrentes da inexisténcia de
planejamento que garanta a sustentabilidade dos recursos naturais desse
importante bioma. Tal fato pode ser exemplificado pelo ocorrido com o
pintado dos rios tributarios do alto Parana onde seu habitat foi alterado
por acdes antropicos pela construcdo de barragens para geracdo de
energia elétrica, impedindo a sua migracao reprodutiva.

Godinho et al. (2006) afirmam que a construcdao das barragens
previstas para rios das Velhas e Abaeté, tributarios do Sdo Francisco, irao

reduzir muito a abundancia do surubim pela mudanca da qualidade e
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quantidade da agua, perturbando a reproducdo e eventualmente podendo
levar ao desaparecimento das populacdes neste ambiente.

A diversidade dos recursos genéticos aquaticos, que pode ser
entendida pelo conjunto da diversidade de espécies e pela propria
diversidade genética dentro e entre espécies, constitui-se num
componente importante da biodiversidade como um todo.

Apesar de ser uma das bacias mais importantes em termos da pesca
esportiva e comercial, poucos tém sido os estudos sobre o padrdo de
estruturacao genética de populacdes de peixes na bacia do Alto Paraguai.

Diante do decréscimo dos desembarques pesqueiros, um aumento
na conscientizacdo geral sobre a necessidade de conservacao da
diversidade bioldgica tem surgido nas ultimas décadas (Arias et al., 1995
Avise & Hamrick, 1996). Por outro lado, o aumento de areas produtivas
nos ambientes aquaticos com a expansdo da aquicultura, e o futuro das
populacdes selvagens dependem grandemente da variacdo genética das
populacdes naturais (Ryman, 1991).

Entendemos que é de extrema importancia o desenvolvimento de
estudos ndao somente sob a dptica bioldgica, ecoldgica e da variabilidade
genética das populagdes, mais entendermos que toda informacgao
cientifica tem um papel estratégico nao somente no manejo e conservacao
das espécies, como também na sustentabilidade dos ecossistemas
estudados.

A variabilidade genética é de fundamental importancia nos estudos
de biologia basica e aplicada. E na verdade pré-requisito, tanto para o
estudo de sistemas naturais como nos programas de cruzamento em
organismos vegetais e animais. O estudo da variabilidade genética
populacional tém sido possivel devido ao desenvolvimento de varios
marcadores moleculares, principalmente daqueles baseados no
polimorfismo de DNA, que tem permitido o acesso a variabilidade de

qualquer organismo.
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Entre as técnicas modernas que utilizam os polimorfismos da
molécula de DNA para o estudo de individuos e populacdes, a anadlise de
RAPD (polimorfismos de DNA amplificados ao acaso) tem sido utilizada
com grande sucesso no estudo de genética de populacdes de peixes
(Nilsson e Schmitz, 1995; Bielawski e Pumo, 1997; Caccone et al., 1997;
Dergan et al., 1998; Saitoh, 1998; Kuusipalo, 1999; Hatanaka, 2000;
Sekine 2000; Wasko, 2000; Revaldaves, 2001).

Outro tipo de marcador genético molecular sdao os microssatélites
caracterizados como sequéncias curtas de DNA, dispersas pelo genoma
nuclear de organismos procariotos e eucariotos (Tautz & Renz, 1984; Litt
& Luty, 1989; Tautz, 1989). Esses marcadores tém sido amplamente
utilizados em estudos populacionais com peixes (Triantafyllidis et al.,
2002a; Triantafyllidis et al., 2002b; Chirhart et al., 2005; Salgueiro et al.,
2003; Barroso et al., 2005; Memis & Kohlmann, 2006; Makinen et al.,
2006). O uso dos microssatélites tem revelado diferengas significativas
mesmo entre populagdes separadas por pequenas distdncias geograficas
(Koskinen et al., 2002). Diversos estudos vém sendo realizados em
populacbes de peixes naturais e/ou cultivados utilizando essa
metodologia.

Microssatélites sdo seqléncias com até seis pares de bases
repetidas in tandem. Estes marcadores tém sido considerados adequados
em estudos de variabilidade genética aplicados a pesca e piscicultura por
serem abundantes, apresentarem alto grau de polimorfismo, serem
marcadores co-dominantes e por poderem ser analisados via PCR
(Polimerase Chain Reaction) onde quantidades pequenas de DNA sao
necessarias (Wright e Bentzen, 1995).

Considera-se, assim, que a aplicagdo de tal metodologia na
caracterizacao das populagdes do pintado, Pseudoplatystoma corruscans
na regidao de ocorréncia natural, formada por componentes das Bacias

Hidrograficas dos Rios Paraguai e Parand, poderdao resultar em
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informagoes importantes para o estabelecimento de diretrizes de manejo

adequado e conservacao destas espécies.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Areas de estudo

2.1.1. Bacia do Alto Paraguai

O Pantanal é a maior area Umida situada na Bacia do rio Paraguai,
entre os paralelos 15 e 229 Sul e os meridianos 55 e 589 Oeste, possuindo
area no Estado de Mato Grosso do Sul e Mato Grosso. Ocorre a
participacdao de 16 municipios na composicdo da area fisiografica do
Pantanal, sendo sete municipios no Estado de Mato Grosso, ocupando
35,36% da area do Pantanal, e nove municipios no Estado de Mato Grosso
do Sul, ocupando 64,64% da area do Pantanal. Com 350.000 km?2,
aproximadamente 80% de sua extensdo encontra-se no territorio
brasileiro, estando o restante distribuido entre a Bolivia e o Paraguai.
Segundo Silva & Abdon (1998), o Pantanal Mato-grossense € composto
por um cinturdo de planalto no entorno de uma planicie de 140.000 km2 e
subdividido em 11 sub-regidoes. (Figura 1). O clima se caracteriza como
tropical Umido, com uma estacao seca bem definida de maio a setembro e
uma estacao chuvosa de outubro a abril.

O indice pluviométrico anual varia de 1.250 mm no norte do
Pantanal, nas proximidades de Caceres, a 1.089 mm no sul, préximo a
Corumba. A umidade média mensal do ar varia no norte do Pantanal de
84% durante a estagdao chuvosa a menos de 60% em junho e julho
durante o final da estacdo seca, quando a planicie inundavel estd seca
(Tarifa, 1986). A inundacdo maxima ocorre mais cedo ao norte (fevereiro)
e mais tardia no sul (junho), sendo que no Pantanal, o pulso de inundagao

corresponde a um ciclo hidroldgico anual (Junk & Da Silva, 1999).
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FIGURA 1: Bacia Hidrografica do Paraguai, Pantanal Mato-grossense
Fonte: ANA / IMAP -SEMA, PCBAP - Plano de Conservacao da Bacia do
Alto Paraguai, 2003.

Os principais formadores do rio Paraguai sdo os rios Cuiabd, Sao
Lourencgo, Piquiri, Taquari, Miranda e Negro, todos pela margem esquerda.
De modo geral o rio Paraguai e seus tributarios tém drenagem lenta
gquando descem do planalto e encontram a planicie (Alho et al., 2003).

Esses rios, ao entrarem no Pantanal, sofrem drastica reducao de
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velocidade decorrente da brusca mudanca de declividade da linha de
agua. Em associacdo a este fendmeno, ocorrem deposicao de sedimentos,
0 assoreamento no leito e perda de poder erosivo que se traduzem por
menor secao de rio. Em Caceres a vazao média do rio Paraguai & maior
em marco, no final do periodo chuvoso. Em Sao Francisco (montante de
Corumbad) na jusante a vazao média é maior em abril e maio e pequena
nos meses chuvosos. Em Porto Murtinho a vazdao média € maior em junho
e julho, completamente fora do periodo chuvoso. O comportamento de
montante do rio Paraguai em Caceres é também observado nos afluentes
do rio Paraguai, como o rio Cuiabd, sendo, portanto o escoamento através
do Pantanal do rio Paraguai, muito lento, em fungao da sua capacidade de

armazenamento e baixa capacidade de escoamento. (Kawatake 2006).

2.1.2 Bacia do Alto Parana

O Rio Parana juntamente com seus tributarios forma o maior dos
sistemas fluviarios que desaguam no estuario do Rio La Plata. Seu curso
percorre distancia aproximada de 4.000 Km, sendo o terceiro rio em
extensao das Américas, depois do Amazonas e do Mississipi. O Rio Parana
estende-se desde a confluéncia do Rio Grande e Rio Parnaiba até a sua
desembocadura no Rio da Plata. No seu trecho inicial, recebe muitos
tributarios em ambas as margens e destes, os mais importantes sdo o
Tiete, o Paranapanema e o Iguacu, todos pela margem esquerda. Percorre
877.000 Km em territdrio brasileiro e banha as terras dos Estados de Mato
Grosso do Sul, Sao Paulo, Parana, Minas Gerais e Goias ( Almeida, 2002).

O Sistema do Alto Rio Parana (doravante Alto Parana) (Figura 2)
inclui toda a drenagem do Rio Parana a montante do antigo Salto de Sete
Quedas, agora inundado pelo Reservatdrio de Itaipu (Bonetto, 1986;
Britski & Langeani, 1988). Com aproximadamente 900 mil km?2, essa

porcao da bacia faz parte da face sul do Escudo Brasileiro e é
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representada por dominios morfoclimaticos que incluem Florestas
Estacionais Semideciduais, Cerrados, Florestas Ombrofilas Mistas, Campos
Rupestres e Matas de Galeria (Hueck & Seibert, 1981).

\

Figura 2: Bacia do Alto Parana (vermelho) e bacias adjacentes, da regido sudeste Brasil.
Fonte: http:www.biotaneotropica.org.br/v7n3/pt/abstract?article+bn03047032007/2007

Em razao da ocorréncia de rochas cristalinas como base da estrutura
geomorfoldgica atual, o relevo é acidentado na porcao leste e sudeste da
bacia do Alto Parana. Nas demais areas predominam formas tabulares
onduladas, com suave inclinacdo em direcdo ao rio Parand, interrompidas
pelas escarpas da Serra Geral, formando o que é atualmente chamado de
planalto central da bacia do Parand, com altitudes que variam de 500 a
1.000 metros (Souza Filho & Stevaux, 1997).
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2.2 Consideracoes gerais sobre o género Pseudoplatystoma

De acordo com Littmann & Lundberg, (2003) a posicao taxon6mica
de Pseudoplatystoma corruscans é a seguinte:
CLASSE: Osteichthyes
SUBCLASSE: Actinopterygii
INFRACLASSE: Teleostei
DIVISAO: Euteleostei
SUPER ORDEM: Ostariophysii
ORDEM: Siluriformes
FAMILIA:Pimelodidae
ESPECIE: Pseudoplatystoma corruscans

Buitrago (2007) fez uma revisdo nas espécies do género
Pseudoplatystoma anteriormente constituido por apenas trés espécies, P.
fasciatum (Linnaeus), P. corruscans (Spix & Agassix), e P. tigrinum
(Valenciencies) passando atualmente para oito espécies que incluem as
trés anteriormente ja citadas: Pseudoplatystoma punctifer (Castelnau),
Pseudoplatystoma reticulatum (Eigenmann & Eigenmann)
Pseudoplatystoma orinocense n. sp, Pseudoplatystoma magdaleniatum n.
sp e Pseudoplatystoma metaense n. sp. As oito espécies formam um
grupo monofilético com dois clados e foram confirmados através de sua
anatomia esquelética e estudos dos musculos.

O clado (P. tigrinum e P. metaense) esta restrito as Bacias do
Orinoco e Amazonas. As demais seis espécies sdao encontradas nas
Guianas, Orinoco, Amazonas e Parana, sendo que P. metaense e P.
orinocense ocorrem na bacia do Orinoco, P. corruscans e P. reticulatum
sao simpatricas na Bacia do Parana; P. madalenium ocorre na Bacia do
Madalena e P. fasciatum na Bacia das Guianas. No Brasil exemplares
desta espécie, pintado, podem ser encontrados nas Bacias Amazo0nica, do

Parana-Paraguai e Sao Francisco.
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2.3 Caracteristicas Gerais sobre a espécie

A principal caracteristica morfolégica externa das espécies
pertencentes a familia Pimelodidae é a auséncia de escamas, tendo seu
corpo revestido por uma pele espessa (peixes de couro). As nadadeiras
dorsal e peitoral sao bem desenvolvidas, possuindo de cinco a sete raios,
sendo o primeiro em forma de aculeo; a nadadeira adiposa esta sempre
presente. Possuem trés pares de barbilhdes, sendo um par maxilar e dois

pares mandibulares (Santos et al.,1984) (Figura 3).

Figura 3: Exemplar de pintado (Pseudoplatystoma corruscans).
Desenho retirado de Britski et al. (2007).

Esses bagres raiados alimentam-se geralmente de peixes e migram
entre o planalto e as planicies de inundacao. Na estacdao da seca os peixes
adultos migram para os rios do planalto durante o processo de
reproducao. A agua carrega os ovos, larvas e adultos fluem para as areas
rio abaixo e 13 eles forrageiam em cada corpo de dagua que esta ligada ao
rio, em regioes das lagoas marginais. Se o nivel da agua diminui depois
da estacdo Umida, os individuos ja@ com certo tamanho voltam ao rio e
nadam contra a correnteza rio acima até o planalto. Por isso é
extremamente importante a conexao entre habitats inundados e o canal

do rio.
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A hipotese desenvolvida para explicar as inter-relagdes entre o
ambiente dos rios subtropicais e tropicais naturais do Brasil e as
populacdes de peixes é o conceito de pulso de inundagdao. O pulsar da
descarga do rio que se estende deste para a planicie aluvionar é a forca
principal que controla a biota nos rios com planicies de inundagao. Tal
fendmeno ocorre de forma direta, facilitando a migracao dos animais ou
indireta aumentando a produgdao primaria na planicie de inundacdo e
através da estruturacao de habitats (Kuno, 2003)

Em dreas alagaveis, a intensidade e duracdao das inundacodes
refletem em modificagdes nos processos limnoldgicos, que irdo afetar a
dinamica das populagdes de peixes (BARCO et al., 1994). Junk (1980)
enfatizou que as mudancas hidroldgicas afetam ndo apenas a quantidade,
mas também a qualidade dos alimentos para os peixes. Resende et
al.(1995) caracterizaram a biologia de trés espécies de peixes do rio
Miranda, Pantanal-MS, e concluiram que o ciclo de vida foi condicionado
pelo regime hidroldgico e que as espécies apresentaram diferencas na
distribuicdo espacial associadas as necessidades nutricionais. Angelini &
Agostinho (2005) encontraram diferencas no valor de K para espécies
sedentarias que habitam a planicie de inundacao do Alto Rio Parana e que
o regime de agua irregular provavelmente afeta as populacdes destas
espécies, in (Kawatake, 2006).

Entre os peixes desovadores totais de rios tropicais, o inicio da
estacdao de cheia é o principal periodo de desova, permitindo as larvas se
alimentarem nas planicies de inundacdo. A estratégia de realizar
migracoes entre os locais de alimentacdao e desova é bastante comum em
desovadores totais brasileiros (Goulding, 1980; Ribeiro, 1983; Zaniboni-
Filho, 1985), permitindo que algumas espécies de peixes maximizem o
aproveitamento do ecossistema, buscando os melhores locais para cada
uma das etapas do ciclo de vida (Cyrino J.E.P., 2004).

Em um estudo recente, Godinho et al. (2006) sugerem o modelo

conceitual de desova e migracdes de fémeas de surubins no Rio Sao

11
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Francisco. Estes organismos sao migrantes dualistas, reproduzindo-se a
partir de multiplas desovas que ocorrem de novembro a margo. Migracao
no estagio de pré-desova ocorre a partir de finais de setembro a
dezembro e migracdoes de pds-desova ocorrem no periodo de janeiro a
marco. Migracao curta e rapida é utilizada tanto para migracdes no
periodo de pré e pds-desova. De modo geral as desovas ocorrem na calha
principal apenas a jusante das grandes corredeiras e para isso um
afluente é selecionado entre todos os afluentes. Na época nao
reprodutiva, as fémeas de surubins tendem a utilizar deslocamentos para

rios menores, sendo assim, amplamente distribuidas.

2.4 Genética molecular de peixes

2.4.1 A importancia da variabilidade genética

A variabilidade genética é uma condicdo necessaria para a
ocorréncia das mudancas evolutivas. Novas variagdes sdo introduzidas nas
populacdes pela ocorréncia de mutacdes, ou como resultado do fluxo
génico determinado pelo cruzamento entre individuos nativos ou
imigrantes geneticamente distintos. A presenca da variabilidade genética
herdavel em caracteristicas adaptativas fornece flexibilidade fenotipica a
novas mudangas ambientais, tais como introducao de um predador ou
repentina contaminacao com patégeno ou poluente.(ALMEIDA, 2002)

A adaptacdo de um individuo em um ambiente pode ser um
prognodstico da adaptacdo em um outro ambiente. Entdo, torna-se
importante a conservacao dos componentes herdaveis da variabilidade,
responsaveis pela resposta fenotipica as mudancas ambientais,
maximizando deste modo as oportunidades de sobrevivéncia de
variedades particulares (Carvalho, 1993).

A variabilidade pode ser observada tanto pela identificacdao da

diversidade alélica quanto pela heterozigose existente. Em populacdes

12
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pequenas isoladas a variabilidade genética pode ser substancialmente
reduzida pelos efeitos da deriva genética e endocruzamento, resultando
na perda de alelos e declinio da heterozigose. Tais redugdoes podem
resultar em um decréscimo da capacidade adaptativa (Ferguson et al.,
1995).

As espécies nao sao geneticamente homogéneas, mas estruturadas
em grupos de individuos geneticamente mais semelhantes, estando o
grau de isolamento diretamente relacionado a dispersao de individuos
entre estes grupos (Balloux & Lugon-Moulin, 2002; Laikre et al., 2005).
Este padrao de distribuicdo da variacdo genética dentro e entre

|II

populagdes é referido como “estrutura genética populacional” de uma
espécie (Laikre et al., 2005).

A identificagdao da estrutura genética de uma populagao é possivel
mediante a utilizacdo de marcadores moleculares. Técnicas de genética
molecular tém sido amplamente aplicadas em estudos da distribuicdo da
variacao genética dentro e entre populagcdes naturais de peixes, os quais
tém revelado a existéncia de populagoes significativamente diferenciadas
mesmo para aquelas espécies que apresentam grande vagilidade,
habitando sistemas continuos, ndao fragmentados (Wirth & Bernartchez,
2001; Ovenden et al., 2004; Narun et al., 2006; Hatanaka et al., 2006,
in Sanches (2007).

Muito conhecimento tem sido acumulado sobre a estrutura genética
populacional de espécies marinhas de grande interesse comercial, como
os salmonideos (Danielsdottir et al., 1997; Narum et al., 2006). No
Brasil, apesar desta abordagem ainda ser relativamente nova, ja existem
relatos sobre a existéncia de estruturacao populacional de peixes que
habitam nossas diferentes bacias hidrograficas (Sivasundar et al., 2001;
Batista & Alves-Gomes, 2006; Sanches 2007).

Os avancos tecnoldgicos observados nas ultimas décadas, na area
da biologia molecular, tém possibilitado o desenvolvimento de

metodologias para avaliacdo do DNA de forma eficiente, rapida e cada
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vez menos dispendiosa. Os sistemas de deteccao das diferencas nas
seqliéncias de DNA por meio de seqlienciamento automatico do DNA e de
outras técnicas mais simples tém possibilitado a geracdao de dados
importantes sobre a origem e o grau de variagcdo genética nos seres
vivos. Este nivel de detalhamento tem sido relevante para discutir
questdes importantes sobre a conservacdo e o manejo genético de
diversas espécies de peixes alvos ou ndo da pesca.( Hilsdorf et.al, 2006)

Estudos genéticos em populacdes de peixes tém sido realizados
utilizando-se marcadores bioquimicos e moleculares tais como:
aloenzimas/isoenzimas, RAPD (“"Randomly Amplified Polymorphic DNA" -
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso), SPAR ("Single Primer
Amplification Reaction” — reacao de amplificacdo com primer Unico), RFLP
(“Restriction  Fragment Lenght Polimorphism” polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricao), AFLP (“Amplified Fragment
Length Polymorphism’- polimorfismo de comprimento de fragmentos
amplificados), VNTR (“Variable Number Of Tandem Repeats” -numero
variavel de repeticoes em tandem - minissatélites) e STR (“Short

Tandem Repeats - repeticoes curtas em tandem”) (Marques, 2002).

2.4.2 Marcadores Microssatélites

Microssatélites ou Sequéncias Simples Repetidas (SSRs) sdo as
Unicas sequéncias gendmicas repetidas em tandem, os quais sao
amplamente distribuidos no genoma ou segmentos especificos de DNA
gue podem ou ndo representar um gene, demonstrando elevado nivel de
polimorfismo em seus alelos. Sao marcadores relativamente de tamanho
pequeno e facilmente amplificado por PCR (Chistiakov, 2006). Geralmente
sao marcadores genéticos co-dominantes, promovendo maior quantidade
de informagao genética por loco. Sao neutros em relacdo a efeitos

fenotipicos, com minimo ou nulo efeito epistatico ou pleiotrépico; sao
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utilizados para caracterizar o gendétipo de um individuo a partir de
pequenas amostras ou tecidos (Ferreira & Grattapaglia 1995).

Quanto a sua estrutura molecular, os microssatélites podem ser:
perfeitos ou puros, quando ndo apresentam interrupgao em sua seqiéncia
de repeticdo (ex.: CACACACACACACACA); interrompidos, quando
possuem um par de bases ou uma pequena seqliéncia interrompendo a
série de repeticdo (ex.:CACA CACACACATGCTCACACA); compostos,
quando apresentam duas seqliéncias de repeticdes distintas lado a lado
(ex.: CACACACACACACAGAGAGAGA) (Farro, 2006).

Varios microssatélites tém sido isolados e caracterizados a partir de
DNA de algumas espécies de peixes, principalmente em salmonideos
(Estoup et al., 1993; Pfeiffer et al., 1997; Banks et al., 1999; Ostberg e
Thorgaard, 1999). E atualmente em diferentes espécies de peixes
(Chistiakov et al.2006, Poteaux et al.1999) utilizaram este marcador
molecular para investigar o impacto genético da estocagem de truta
marrom no mediterraneo (Salmo truta).

A abundancia dos microssatélites nos animais tende a apresentar
correlagao positiva com o tamanho do genoma, o que parece nao ocorrer
com as plantas. Essa contrastante distribuicao das repeticoes de
microssatélites nos diferentes genomas indica que deve existir variagao
interespecifica nos mecanismos de mutacdao ou reparo destas repeticoes
especificas (Ellegren, 2004).

O uso dos microssatélites se deu gragas a reacao da polimerase em
cadeia (PCR - Polymerase Chain Reaction), desenvolvida por Saiki et al.
(1985) e Mullis & Faloona (1987), que abriu caminho para Bechmann &
Soller (1990) desenvolverem a técnica que envolve estes marcadores.
Nesta técnica, as regidoes contendo seqliéncias simples repetidas sdo
amplificadas individualmente por meio da PCR, utilizando-se um par de
primer especificos (de 20 a 30 bases) complementares as sequéncias

unicas que flanqueiam o microssatélite.
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Segundo O'Relly e Wright (1995) e em revisao feita por Chistiakov
et al., (2006) os microssatélites exibem caracteristicas que os tornam
particularmente adequados como marcadores genéticos para varias
aplicagdes em aquiicultura e pesca.

A grande aplicabilidade de microssatélites em peixes pode ser
evidenciada primeiramente pela quantidade de artigos disponiveis na
literatura referentes ao isolamento e caracterizagcao desses marcadores
nesse grupo (Coulborne et al, 1996; O’connell et al, 1998; Oke et. al,
1999; Watts et al.,1999; Iyengar et al, 1999; Englbrecht et al., 1999;
Krieg et al, 1999; Wirt et al., 1999; Malloy et al., 1999; Leclerc et al.,
1999; Pardini et al., 2000; Ambali et al., 2000; Taylor, 2002; Kamonrat et
al., 2002; Palri et al., 2002; Strecker et al., 2003). Apesar da grande
quantidade de trabalhos que sao publicados referentes ao isolamento e
caracterizacao de seqiéncias microssatélites, frente a enorme diversidade
de espécies de peixes de agua doce brasileiras, o nimero de registros
disponiveis ainda é pequeno, dada a diversidade e grande numero de
espécies que compdem a iciofauna desta regidao, (Calcagnotto et al.,
2001; Barroso et al., 2003; Beheregaray et al., 2004a e 2004b;
Beheregaray et al., 2006, Moysés et al., 2005; Revaldaves et al., 2005;
Hatanaka et al., 2002 e 2006; Barbosa et al., 2006; Carvalho-Costa et al.,
2006; Morelli et al., 2007; Pereira, L.H.G, 2007).

Chistiakov et. al. (2006) resalta que, no dominio da aquicultura,
microssatélites s3ao marcadores fortes, Uteis para a caracterizacao
genética de populacdes, selecdo de geracdo, construcdo de mapas com
densa vinculagdo, mapeamento de caracteristicas quantitativas
economicamente importantes (QTLs), identificando genes responsaveis
por estas caracteristicas e aplicacdo de programas de criagao assistido por
marcadores Uma metodologia adequada que pode ser escolhida para a
andlise dos dados de genotipagem reconstrucdo da estrutura de

ascendéncia e de parentesco em populagoes selvagens
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Martins et al. (2006) afirma que varios estudos vem sendo
desenvolvidos voltados a aqiicultura e ao cultivo, buscando a
caracterizacdo de populacdes e hibridos, determinacao de estruturas
populacionais, identificacao de linhagens, determinacao de variagao
genética em populacdes selvagens e cultivadas, avaliacdo do impacto
genético pela introducao de peixes cultivados em populagdes naturais,
determinacao de estratégias para fins de criacao e repovoamento e (QTLS)
localizacao de marcadores ligados a genes envolvidos com caracteres de

interesse econdmico
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3. OBJETIVOS

Este projeto teve por finalidade caracterizar genética e populacional
mente o pintado, Pseudoplatystoma corruscans, espécie de peixe de alto
interesse econdmico, capturado e explorado nos rios das Bacias do Alto
Paraguai e do Parana. A partir destas informagdes pretende-se identificar
bancos genéticos selvagens e avaliar diferengas entre as populagdes das
diferentes localidades.

O uso das técnicas moleculares na pesquisa pesqueira tem
aumentado dramaticamente nos ultimos anos devido ao desenvolvimento
das técnicas e também a conscientizagdo do valor dos dados genéticos.
Nesse sentido a utilizacao de marcadores moleculares tem permitido
avangos no conhecimento da estrutura de estoques naturais e cultivados
de peixes e a preservacao dos recursos genéticos das espécies sera
possivel por meio do desenvolvimento de programas voltados
especificamente com este objetivo, favorecendo subsidios para a
elaboracao de agbes a serem implementadas nas pisciculturas que criam
esta espécie, as quais poderiam interromper a degeneragao do patrimoénio
genético existente.

Assim, sao objetivos especificos do trabalho:
—> Analisar a distribuicdo da diversidade genética dentro e entre

amostras selvagens de Pseudoplatystoma corruscans, provenientes dos

componentes Bacias Hidrograficas do Alto Paraguai e Alto e Baixo Parana.
—> Acessar a variacdo genética da espécie com a utilizagdo de
marcadores moleculares do tipo microssatélites.
—> Sugerir o estabelecimento de delimitacdes de freqliiéncias

genotipicas para a espécie nestas bacias, proporcionando subsidios para a
implantacao de programas de manejo, conservacao e utilizacao destes

recursos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material

No periodo entre os anos de 1998 a 2005 foram coletados
fragmentos de nadadeira caudal de 270 espécimes de Pseudoplatystoma
corruscans, compreendendo oito localidades da regiao do Pantanal Mato-
grossense: Rio Paraguai (Corumbd e Caceres N=80), Negro (N=40),
Cuiaba (N=35), Sao Lourenco (N=30), Taquari 1 e Taquari 2 (N=60), Rio
Negro (N= 40) e Miranda (N=30), cujos rios sdo tributarios da Bacia do
Alto Paraguai (Figura 5). Amostras de tecidos foram retiradas também de
114 espécimes de pintado em trés outras localidades da Bacia do Baixo e
Alto Parana, com o seguinte niumero de amostras: Paranapanema (N=53),
Ivinhema (N=20), rios pertencentes a Bacia do Alto Parana e Foz do
Iguacu (N=41), pertencente ao trecho do Baixo Parana (Tabela 1 e Figura
4). A ictiofauna da Bacia do Alto Parana era anteriormente isolada da
fauna de peixes da porcao do médio e baixo Parana e Paraguai pelo Salto
de Sete Quedas (Agostinho et al., 1995; Bonetto, 1998), hoje submersos
pela represa da usina de Itaipu, construida em 1987. Com a construgao do
reservatorio de Itaipu essa barreira foi deslocada aproximadamente 150
Km a jusante.

Apds as coletas, os tecidos foram preservados em etanol 95% e
encaminhados ao laboratéorio de Biologia e Genética de peixes, do

Instituto de Biociéncias da UNESP para as devidas analises.
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Tabela 1 Localidades de coleta e nimero amostral de Pseudoplatystoma
corruscans com representantes das Bacias Hidrograficas do Rio Paraguai,
Alto e Baixo- Parana.

Local de Bacia N
Populacao amostragem | Hidrografica | Municipio | Amostral
Cuiaba 1 (C1) Rio Cuiaba BAP Poconé MT 35
Cuiaba 2 (C2) Rio S. Lourenco BAP Cuiaba MT 30
Taquari 1 (T1) Rio Taquari BAP Coxim MS 30
Taquari 2 (T2) Rio Taquari BAP Corumba MS 30
Rio Negro (RN) Rio Negro BAP R. Negro MS 40
Corumba (Co) Rio Paraguai BAP Corumba MS 40
Caceres (Ca) Rio Paraguai BAP Caceres MT 40
Miranda (MR) Rio Miranda BAP Miranda MS 30
Paranapanema (PP) | Rio .Paranapane Salto Grande
ma BABP SP 53
Ivinhema (1V) Rio Ivinhema BABP Ivinhema MS 20
Foz do Iguacu (FI) Rio Iguacu BABP F.Iguacu PR 41
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Figura 4: Mapa hidrografico do continente Sul Americano Bacia Parand-Paraguai.Fonte:,
http://silurus.acnatsci.org/ACSl/library/maps/sa_elev_and_rivers_color.jpg, Modificado: Mahmoud Mohanna 2008
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Figura 5: Localizagao dos pontos de coleta de P.corruscans
nas Bacias Hidrograficas dos rios Parana e Paraguai. Fonte: ADReis 2008

4.2 Métodos

4.2.1.Extracao de DNA

Para obtencao do DNA total das amostras de pintado foi utilizada a
técnica de extracdo com resina Chelex (Chelex® 100 (SIGMA) (Walsh et
al., 1991 ) de acordo com o protocolo a seguir:

1- Cortar aproximadamente 0,1 mg da amostra;
2- Acrescentar 200 ul de resina 5%;

3- Incubar em banho-maria a 65°C Overnight;
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4- Incubar em termociclador a 95°C por 15 minutos para inativar a
resina;

5- Centrifugar a 14000 RPM por 1 minuto;

6- Transferir o sobrenadante para novo tubo.
Desta forma, o DNA ficou pronto para o uso e foi mantido congelado

em geladeira e freezer a 4°C.
4.2.2. Amplificacdao dos microssatélites

Reacdes em cadeia de polimerase (PCR) foram realizadas para
amplificacdo do DNA com os seguintes reagentes: Tampao (10 X), 1,25
ul; dNTP (8 mMol), 0,3 ul; Primer Forward (10 uM), 0,3 ul; Primer Reverse
(10 uM), 0,3ul; MgCl2 (50 mM), 0,3 ul; Taq Polimerase (5 U/ul,
INVITROGEN), 0,05 ul; DNA (10-30 ng/ul), 1,0 ul; Agua Milli-Q
Autoclavada 9,0 ul, para um volume final de 12,5 pl.

Foram utilizados sete primers de microssatélites especificos para o
pintado, P.corruscans, dos quais cinco foram descritos por Revaldaves et
al. (2005) (Pcor01, Pcor02, Pcor05, Pcorl0, Pcor21) e dois desenvolvidos
no Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes - IBB — UNESP - Botucatu
(Pcor23 e Pcor28) (dados ainda nao publicados). Os primers sintetizados
foram diluidos em agua Milli-Q autoclavada, primeiramente para
concentracao 100 pM para obtencao de uma solugao estoque. A partir
desta solucao estoque nova diluicao foi realizada para concentracao final
para o trabalho de 10 pM.

Os fragmentos de DNA dos microssatélites foram amplificados
utilizando um Termociclador (MJ Research / Modelo PTC 100™). O
programa de amplificagdao para os quais as reagdes com os diferentes
primers apresentaram melhor resultado é mostrado a seguir: para os
primers Pcor01, Pcor02, PcorQ05, Pcor21, Pcor23 e Pcor28 o programa que
apresentou melhor resultado consiste em um passo inicial a 95°C por dois

minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por cinco segundos, 55°C por dez
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segundos, 72°C por dez segundos e um passo final a 72°C por dez
minutos.

Para o primer Pcorl0 o programa que apresentou melhor resultado
consiste em um passo inicial a 95°C por cinco minutos, seguido de 30
ciclos de 959C por trinta segundos, 49°C por trinta segundos, 72°C por
trinta segundos e um passo final a 72°C por cinco minutos.

Posteriormente, 5 ul do produto foram aplicados em gel de
poliacrilamida 6% com mais 5 ul tampao de carregamento (TC). As
corridas foram realizadas em cuba para eletroforese com 35 pocinhos
(Wells) usando um tampao TBE 1X.

Para a plena visualizacdao da amplificacdo o gel foi submetido a
coloracao com nitrato de prata e processado como segue:

1 - Misturar as solucdes fixadoras e de nitrato de prata e deixar o gel
mergulhado nessa solugao por 20 minutos;
2 - Descartar a solucdo anterior e lavar levemente o gel em agua
destilada para retirar o excesso de solugao;
3 - Acrescentar a solucdo reveladora sobre o gel e observar o mesmo até
chegar a coloracdo desejada;
4 - Descartar o revelador e lavar o gel com agua destilada;
5 - Prosseguir com a fotodocumentacao do gel.
Solucao Fixadora
e 15 ml de alcool etilico absoluto;
e 1 ml de acido acético 100%:;
e Completar com agua destilada para 150 ml.
Solucao de Nitrato de Prata
e 0,3 g de Nitrato de Prata;
e Dissolver em 150 ml de agua destilada.
Solucao Reveladora
e 10 ml de NaOH 30%;
e 2 ml de formaldeido 100%;

e Completar com dgua destilada para 150 ml.
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Os produtos de amplificacdo, apds coloracdo com nitrato de prata
foram visualizados em um transiluminador e fotografados. O tamanho dos
alelos foi determinado por meio da comparagao com um marcador de peso
molecular conhecido (10pb DNA Ladder - Invitrogen) utilizando o
programa computacional Kodak Digital Science 1D versao 3.5.4. Exemplos

das amplificagdes dos locos microssatélites sdao mostrados na Figura 6.

4.3 Analises estatisticas

4.3.1.Analise intrapopulacional

Foram calculados o numero de alelos por loco, a freqiéncia de cada
alelo por loco em todas as populagdes (Anexo 1), a heterozigosidade
esperada e observada, o equilibrio de Hardy-Weinberg, o indice de
endogamia (Fis) e o fluxo génico (Nm = 0,25/(1-Fs)/Fs) utilizando-se o
programa PopGen 1.32 (Yeh et al., 1997). As freqléncias de alelos nulos
para os locos que apresentaram desequilibrio de Hardy-Weinberg foram
calculadas utilizando-se o programa MICRO-CHECKER 2.2.1 (Van
Oosterhout et al., 2004).

4.3.2.Analise Interpopulacional

Para verificar a estruturacdo genética das populacdes de P.
corruscans foram calculados os indices Fs, (Weir & Cockerham, 1984),
que assume o modelo de mutacgao de alelos infinitos (IAM) e R, (Slatikin,
1995) que assume o modelo de mutacdao stepwise (SMM) para todos os
locos para todos os pares de populagdes utilizando-se o programa
Arlequim 3.01 (Excoffier et al., 2005). Sua significancia foi testada por
1000 permutacdes. Andlises de variancia molecular (AMOVA) (Excooffier

et al., 1992), incorporadas ao programa Arlequim 3.01 (Excoffier et al.,
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2005), foram utilizadas para checar a existéncia de grupos naturais de
populacdes e a particao da variagcao molecular entre os grupos, entre as
populacdes e dentro das populagdes. Para isso, as 11 populagdes foram
analisadas e agrupadas de trés maneiras: todas em um unico grupo e
separadas em dois e trés grupos. Na divisdio em dois grupos, as
populacdes foram agrupadas em Grupo I: Cuiabal, Cuiaba2, Taquaril,
Taquari2, Rio Negro, Corumba, Caceres e Miranda, pertencentes a bacia
do Alto Paraguai; Grupo II: Paranapanema, Ivinhema e Foz do Iguacgu
pertencentes a Alto e Médio Parand. Na divisdo em trés grupos, as
populacdes foram agrupadas em: Grupo 1: Cuiabal, Cuiabd2, Taquari 1,
Taquari2, Rio Negro e Miranda, tributarios do rio Paraguai; Grupo 2:
Caceres e Corumba, ambas pertencentes a calha principal do rio Paraguai;
Grupo 3: Paranapanema, Ivinhema e Foz do Iguagu pertencentes a Alto e
Baixo Parana.

A andlise bayesiana também foi utilizada para avaliar a relagao
parental entre as populagdes e seu fluxo génico, utilizando o programa
STRUCTURE 2.2 (Pritchard et al., 2002). O numero de populacdes (K) foi
estimado usando o modelo de ancestralidade nao misturada (“no
admixture”) com os alelos correlacionados, para permitir uma resolucao
maxima na separacdo das populagdes com K variando de trés a 15. Cinco
corridas independentes com 500.000 simulacdoes em Cadeias de Monte
Carlo Markov (MCMC) e 100.000 geragoes “burn-in” foram usadas para
cada valor de K. O numero exato de populacdes é esperado ser o valor K
maximo estimado pelo modelo log-likelihood, log (P(X/K)), (Falush et al.,
2003).

Adicionalmente, foi calculada a distancia corda (Cavalli-Sforza &
Edwards 1967) corrigida para o tamanho das amostras utilizando o
programa GENECLASS2 (Piry et al.,2004). Os valores obtidos foram
usados para construir uma arvore de Neighbor-Joining (Saitou & Nei
1987) usando o programa NEIGHBOUR no pacote PHILYP (Felsenstein,
2004).
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5. RESULTADOS

5.1. Analise Intrapopulacional e Variacao dos Microssatélites

Os microssatélites analisados apresentaram elevado polimorfismo. O
numero de alelos variou de seis (Pcor28) a 35 (Pcorl0). Para todas as
amostras foi obtido um total de 119 alelos (média de 17 alelos/loco).
Quando analisadas as populacdes separadamente o numero de alelos
variou de 2 (Pcor28 - pop. Corumbd e Caceres) a 18 (Pcorl0 - pop
Taquari 1 e Corumba). Considerando todos os locos microssatélites para
cada populagcao, o numero de alelos variou de 38 (pop. Ivinhema) a 61
(pop. Rio Negro e Corumba) por populagdao (média de 48,63 alelos/pop)
(Tabela 2).

Tabela 2: NUmeros de alelos por loco por populagao de P.corruscans
Andlise de populacdes de componentes das Bacias Hidrograficas do Rio
Paraguai e do Parana. C1=Cuiaba 1, C2=Cuiaba 2, T1=Taquari 1, T2=
Taquari 2,RN= Rio Negro, CO=Corumba, CA=Céaceres, MR=Miranda,
PP=Paranapanema, IV=Ivinhema e FI=Rio Iguacu.

Ci1 C2 T1 T2 RN CO CA MR PP 1V FI

Pcor01 4 3 3 4 6 4 4 7 4 3
Pcor02 11 7 4 7 8 5 8 5 10 7
Pcor05 7 7 8 7 9 8 9 7 9 6
Pcorl0 16 16 18 14 12 18 13 7 8 7 17
Pcor21 8 10 8 7 13 9 11 5
Pcor23 8 6 8 8 10 6 10 6
Pcor28 3 4 5 3 3 4 6 4

Total 57 47 52 43 61 61 54 45 60 38 59
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A heterosigozidade esperada (Hg) variou de 0,0370 (Pcor28 - pop.
Caceres) a 0,9304 (Pcorl0 - pop. Corumbd) e a heterosigozidade
observada (Hp) variou de 0,0370 (Pcor28 - pop. Caceres) a 0,9231
(Pcor10 - pop. Taquari 1) (Tabela 3). As populagdes se apresentaram em
desequilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para a maioria dos locos em todas
as populacdes (Tabela II). O indice de endogamia Fjs sugere a existéncia
de déficit de heterozigotos para a maioria dos locos nas 11 populacdes
analisadas (Tabela 3).

Paralelamente, foram calculadas as possiveis freqliéncias de alelos
nulos para os locos que se apresentaram em desequilibrio de Hardy-
Weinberg para cada populagao. As freqiéncias variaram de 8,30%
(Pcor05 - pop. Corumba) a 34,75% (Pcor02 - pop. Cuiaba 1) (Tabela 3).
A presenca de alelos nulos é uma das possiveis causas da deficiéncia de
heterozigotos na populagcao que leva ao desequilibrio de Hardy-Weinberg.
Considera-se como uma das possiveis causas da ocorréncia de alelos
nulos a baixa eficiéncia de hibridacao do primer utilizado para amplificar o
loco microssatélite devido a variacao na seqiéncia de nucleotideos (como
mutacdes de ponto) em um ou em ambos os sitios de ligacao desse
primer (Callen et al., 1993; Dakin & Avise, 2004). Outra possivel causa da
ocorréncia de alelos nulos seria a amplificacdo diferencial dos alelos de
tamanhos diferentes (Wattier et al., 1998), pois, devido a competicao nas
reacoes de PCR, alelos de tamanhos menores apresentam maior eficiéncia
de amplificacao do que os maiores, de modo que somente o alelo menor
seria detectado no heterozigoto. Por fim, uma terceira causa da presenca
de alelos nulos poderia ser atribuida a baixa qualidade do DNA molde ou
guantidade insuficiente de DNA na reacgao.

Os resultados das analises intrapopulacionais realizadas com as onze
populacdoes de P. corruscans, que foram utilizados nas analises

interpopulacionais sao apresentados na Tabela 3 para fins comparativos.

28



(652€°0) x  (91E1'0) ux (#601°0) xx (9661'0) xx  (1621°0) sx (8260w  (166L0)sx  (0B00) x (-) « () SN (G691'0) x»  ©)AMH
600.0 £50€0 00S€0 0870 £068°0 £1€£°0 ovEr'0 pr6L0 G980 8040 L£9€°0 s
£688°0 18220 86510 12980 G998'0 0€6°0 £598°0 9€88°0 0806°0 61160 9688°0 oH
£652°0 £9250 GG62°0 900 68150 /8090 00870 00020 1£26°0 0008°0 95650 OH

L) L 8 L o 8} 4! vl 8l ot 4 v
12 6} by Ll 12 €2 7 (3 92 08 L2 N
01102d

(96110) xx () SN (+) ux (SN) . (G2€10) . (0£80°0) SN (+) wx () SN (-) « (-) SN (-) SN (/) IMH
6¥92'0 0420°0- 6€2H0 /800 erie0 G1ez'0 69100 £950'0- Lyel’0 0¢70°0- 96%0'0- S
pre8'0 91£9'0 86120 ¥0€L0 04620 96090 12v20 8020 L0 80820 68920 oH
£509°0 91£9'0 1£29°0 22590 ££€5°0 L99%0 L0¥2°0 98620 19990 0008°0 1£62°0 OH

6 9 6 L 6 8 6 L 8 L L v
8e 6} 4 eg 0¢ 0g 12 62 08 08 62 N
G0109d

(-) s (-) SN () SN (LVG1'0) s (81120 s (6810w (B7IC0) sx  (09810) x (-) s (1922°0) s (GZVE'0) o ©) IMH
IGLLO 9650'0- 6GLL0 G06€°0 GeLi'0 LEVE0 £e67'0 9/.%'0 11000 00050 6810 s
L£180 96920 01780 1£29°0 £,28°0 17890 6820 91690 /990 12¥8°0 80280 oH
S0LL0 G68.L0 £989'0 000%°0 98210 00740 €16£0 £e£e0 86590 8E17'0 9810 OH
6 L ot g 8 g 8 L ¥ L L v
8e 6} 1S 02 82 G2 4 ve T4 62 82 N
€0103d

(¥S810) x () SN () SN (L122'0) s (89L1°0) s (-) s (621200 x»  (8¥FL0)SN  (S202°0) »x  (8G2ED) s (-) s () IMH
¥69.0 62010 28220 12670 8150 £081°0 26850 0v05°0 95590 /€60 erreo s
£12e'0 16850 98610 8/£8'0 6250 987€'0 60990 pLLY0 GGSY'0 81750 016£0 oH
28100 68,50 1180 L91%°0 00520 00820 £062°0 0002°0 88510 £6€0°0 00520 OH

b ) ¥ L ¥ b 9 b g g b v

Ly 61 £g Ve 82 G2 1g G2 92 0¢ 02 N
101004

NdvNO1Z0O4 VWIHNIAL  VW3NVAYNVHYd VANVHIN  S3HIOVD  VENNHOD OHODIANOIH ZIHYNOVL L1HVAOVL Zvavind  Lyavind  Sod07

'000] Jod so|nu so|9|e
9p epugnbaly 45 (10°0>d) oAlRIYIUBIS ‘% ‘(S0°0>d) 0AIRIIUBGIS ‘4 ‘OAl3RDIIUBIS OBU ‘SN ‘(IMH) Biaquispm-ApleH ap olq)|inba

ON ‘elwebopua ap 921pul ‘si4 ‘epeltadss spepisobizoialay ‘34 fepeAlasqo spepisobizolalay ‘O !sol9je ap osswnu ‘v ‘sawidadse

9p oJawnu ‘U ‘sueasnilod ‘4 W S3]I|93esso.dlw odiy op saJopedlew eded sojs|e ap epugnbad) ap |euoldendodeujul Ssijeuy g ejeqel



(-) SN (-) ax (-) SN () SN (-) SN () « (¥6110) o (85210) an  (¥9810) xs () « () SN (/) IMH
5020 £182'0 62510 89110 6810°0- 2LI70 L01%'0 eLEV'0 £667'0 1802°0 25HLO- Sl
L01€0 L1090 62€€0 GLGE0 0,€0°0 2050 89170 eeLy'0 26190 LGP%'0 96120 H
65720 2P0 008€'0 €01£'0 0,€0°0 00020 1720 €220 LL0€0 2970 00720 OH
b ¥ 9 b Z Z g € g ¥ ¢ v
by 6} 05 62 12 52 62 4 92 92 G2 N
82109d

(-) xx (€£21'0) « (+) s (@L1'0) wx (+) sx (6821°0) SN QP (¥001°0) « (-) xx (99%1°0) xx (-) « (/) IMH
16600 £182'0 1100 6vE€0 86£0'0- 6070 /8000 05220 £660'0- £L0%'0 0LL10 Sl
8580 01920 269.0 61080 86180 926.0 £0.8°0 96280 v/180 0850 GE6.L0 oH
19620 £925°0 12020 L1250 £€8°0 €860 2980 05290 06/8'0 £eee'0 00790 OH
6 9 0t 9 6 L 0k 8 8 9 8 v
Ly 6} Ly €2 08 2 92 2 2 12 e N
£2103d

(£680°0) « (-) s (-) (-) s (02€1'0) ««  (S801°0) SN (-) s (€861°0) ««  (00L1'0) « (-) « (812'0) x« ) IMH
18610 95610 GLELO- 81600 12120 8120 62700 61570 Gv6E0 L¥00°0- 25050 Sl
v1£8°0 18920 92280 0058°0 eve8°0 9260 26880 196.°0 08420 G280 65LL°0 oH
68590 91£9'0 91260 985620 86650 £685°0 £2£8'0 98270 €850 1280 05.€0 OH
L S L 6 L L ol L 8 0t 8 v

Ly 6} IS 62 8 2 2 8z 2 82 2 N
12109d

NdvNOIZ0d VWIHNIAL  VIWINVAVNYHYd  VANVHIN  S3HIOYD  VAWNHOO OHHANOI ZIHYNOVL LI1HVNOVL 2vavind  Lvavin)  S0207

on3Ivnuyuo;)



Benites, C.

5.2 Analise Interpopulacional

O indice Fs& que assume o modelo de mutacdao de alelos nulos para
as comparacoes de populagdes, apresentou valores variando de 0,01387
na comparacdao das populacdbes Miranda e Cuiaba2, a 0,25994 na
comparacao das populacdes Paranapanema e Corumba, estatisticamente
significativos (p<0,05) (Tabela 4), revelando estruturacao genética nas 11
populacdes de P. corruscans analisadas. O indice R4+ que assume o
modelo stepwise para todos os locos dos pares de populagoes
consideradas, apresentou valores variando de -0,00635 a 0,29808, os
quais foram estatisticamente significativos (p<0,05) para 23 das 55

comparagoes realizadas (Tabela 5).
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A andlise Bayesiana realizada para avaliar os niveis de relacao entre
populacdes e a ocorréncia de fluxo génico entre elas também confirma a
existéncia de estruturacdo populacional nas 11 populacdes de P.

corruscans analisadas, como mostra a Figura 6.

Figura 6: Estrutura “bar plot” representando a atribuicdo dos genétipos
para cada populacdao. As cores representam as atribuicbes assumindo 11
populagdes. 1 - Cuiaba 1; 2 - Cuiaba 2; 3 - Taquari 1; 4 - Taquari 2; 5-
Rio Negro; 6 - Corumbd; 7 - Caceres; 8 — Miranda; 9 - Paranapanema; 10-
Ivinhema; 11 - Foz do Iguacu.

A anadlise da estrutura populacional obtida com o parametro
“admixture”, implementado no programa Structure 2.2 (Pritchard et al.,
2002) também mostrou que as 11 populagdes sdo distintas, com K=11

populagdes estimado pelo modelo de log-likelihood (Figura 8).
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Figura 7 - Resultados da analise com Structure 2.2 da estimativa do
log likelihhod para o modelo log (P(X/K)) vs. O numero de populacoes,
K. Os pontos sdo as medias de trés corridas independentes com
100.000 geracodes de “burn-in” seguidas por 500.000 geracoes MCMC.

Os gendtipos multilocos de cada individuo foram utilizados em teste
de atribuicdo, onde era calculada a probabilidade de cada individuo
pertencer a sua populagao de origem (Tabela 6). Os valores de atribuicao
correta variaram de 92,4% (pop. Rio Negro) a 99,0% (pop. Corumba)
(Tabela 6).

Tabela 6: - Proporgao de atribuicao correta de cada local amostrado para cada

um dos clusters (K=11 populacdes de ) usando o programa Structure 2.2.

Populacoes Clusters inferidos N
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 - Cuiaba 1 0.940 0.004 0.004 0.003 0.001 0.001 0.001 0.037 0.000 0.001 0.008 29
2 - Cuiaba 2 0.002 0.981 0.003 0.003 0.001 0.001 0.001 0.004 0.000 0.001 0.003 30
3 - Taquari 1 0.002 0.006 0.982 0.001 0.002 0.001 0.001 0.001 0.000 0.002 0.002 30
4 - Taquari 2 0.001 0.018 0.001 0.969 0.001 0.001 0.003 0.001 0.001 0.001 0.002 30
5 — Rio Negro 0.017 0.020 0.006 0.004 0.924 0.001 0.002 0.022 0.001 0.001 0.002 31
6 — Corumba 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.990 0.002 0.002 0.000 0.001 0.001 30
7 — Caceres 0.001 0.001 0.006 0.003 0.002 0.001 0.978 0.001 0.001 0.003 0.002 31
8 — Miranda 0.001 0.004 0.003 0.001 0.002 0.000 0.001 0.983 0.001 0.002 0.001 29
9 - Paranapanema 0.001 0.002 0.001 0.001 0.011 0.001 0.001 0.013 0.965 0.002 0.003 53
10 — Ivinhema 0.001 0.003 0.003 0.002 0.003 0.001 0.001 0.001 0.019 0.949 0.016 19
11 - Foz do Iguacu 0.002 0.009 0.004 0.004 0.001 0.009 0.011 0.008 0.005 0.003 0.944 41
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O dendograma construido a partir da distancia corda (Cavalli-Sforza
& Edwards, 1967) mostra forte evidéncia da existéncia de grupos de
populacdes, dentro dos quais as populacdes sao geneticamente mais
relacionadas (Figura 9). Assim, pode-se observar a subdivisao dos grupos
Paranapanema, Ivinhema, Foz do Iguacu (Bacia do Alto e Baixo Parand) e
Corumbad, Caceres, Taquari 1, Taquari 2, Cuiabad 1, Cuiaba 2, Rio Negro,
Miranda na analise dos componentes da Bacia do rio Paraguai. Dentro
deste Ultimo ainda é possivel verificar uma subdivisao em Corumba ,
Caceres , considerado como Grupo Rio Paraguai e Taquari 1, Taquari 2,
Cuiaba 1, Cuiaba 2, Rio Negro , Miranda considerados como Grupo
Tributdrios do rio do Paraguai. Como Grupo Alto-Baixo Parana, foram
agrupados os dados das populacdes Paranapanema, Ivinhema e Foz do

Iguacu.

Figura 9: Arvore de neighbor-joining mostrando as relacdes entre as 11
populacdes de Pseudoplatystoma corruscans, com base na distancia corda
(Cavalli-Sforza & Edwards, 1967). Os grupos de populagdes sao
identificados.
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A analise estatistica para caracterizar grupos naturais de populacdes
bem como a distribuicdo da variacao molecular entre os grupos de
populacdes, entre populacdbes e dentro das populagdes. Foram
consideradas todas as populacdes em um mesmo grupo e a subdivisao em
dois e trés grupos, de acordo com o evidenciado no dendograma. Quando
consideradas todas as populagcdes em um Unico grupo, a AMOVA revelou
gue a maior parte da variabilidade se encontra dentro das populagoes F
= 89,24% e Rst = 93,24% (Tabelas 7 e 8, respectivamente). Os valores
de variabilidade entre as populacdes foram Fs = 10.76% € Rst = 6,76%
(Tabelas 7 e 8, respectivamente). Esses valores foram altamente
significativos (p<0,0001), mostrando uma forte estruturacao genética nas
populacdes de P. corruscans. Quando considerada a existéncia de dois
grupos (Bacia do Alto-Baixo Parana e Bacia do Paraguai), novamente a
maior parte da variabilidade observada na AMOVA encontra-se dentro das
populacdes, Fs+=87,57% (p<0,0001) e Rs+=88,55% (p<0,0001) (Tabelas
9 e 10). A variabilidade observada entre as populagdes dentro de cada
grupo foi de F4=8,82% (p<0,0001) e Ry =de 1,75% (p<0,0001),
revelando forte estruturacdo genética nas populacbes. A variabilidade
entre os grupos foi de F:+ = 3,61 (p>0,05) e R+ = 9,71% (p<0,01)
(Tabela 9 e 10). Esses valores mostram que além da estruturacao
populacional encontrada nas analises realizadas existe forte estruturacao
em grupos nas populagcbes de P. corruscans analisadas. Quando
considerada a existéncia de trés grupos (Bacia do Alto-Baixo Parana; Rio
Paraguai e Tributarios do rio Paraguai) mais uma vez a maior parte da
variabilidade genética se encontra dentro das populagdoes, com valores de
Fst = 87,52% (p<0,01) e Rt = 90,74% (p<0,01) (Tabelas 11 e 12).

Entre as populacdes dentro de cada grupo os valores obtidos foram
Fst = 6,54% (p<0,01) e Rt = 0,99% (p<0,01) (Tabelas 11 e 12), mais
uma vez altamente significativos, confirmando a estruturacgao
populacional. Os valores de AMOVA obtidos entre os grupos foram de
Fst=5,94% (p<0,001) e R+=8,28% (p<0,05) (Tabelas 11 e 12). Esses
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valores confirmam a estruturacao das populacdes de P. corruscans em

trés grupos distintos, como evidenciado pelo dendograma (Figura 9).

Tabela.7: Andlise AMOVA considerando todas as populagbes de
Pseudoplatystoma corruscans em um mesmo grupo utilizando o indice Fat.

Fonte da variacao Grau de Soma dos Componentes ~ Porcentagem
Liberdade quadrados de variacdo de variacdo

Entre populacdes 10 169,369 0,23505 Va 10,76 *

Dentro das populacdes 695 1354,631 1,94911 Vb 89,24

Total 705 1524,000 2,18414

Indice de Fixacdo Fsy=0,10761
* significa p<0,0001. Baseado em 1023 permutacoes.

Tabela 8: Anadlise AMOVA considerando todas as populagbes de
Pseudoplatystoma corruscans em um mesmo grupo utilizando o indice Rst.

Fonte da variacao Grau de Soma dos Componentes Porcentagem de

Liberdade quadrados de variagcdo variagao
Entre populagdes 10 14608,701 18,83700 Va 6,76 *
Dentro das populacdes 695 180446,426 259,63515 Vb 93,24
Total 705 195055,127 278,47215

Indice de R, = 0,06764
* significa p<0,0001. Baseado em 1023 permutacgdes.
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Tabela 9: Andlise AMOVA considerando dois grupos de populagdes de
Pseudoplatystoma corruscans, utilizando o indice Fs:: Grupo 1: Cuiabal,
Cuiabd2, Taquaril, Taquari2, Rio Negro, Corumbda, Caceres e Miranda
(Bacia do Paraguai); Grupo 2: Paranapanema, Ivinhema e Foz Iguacu
(Bacia do Alto-Baixo Parana).

Fonte da variacao Grau de Soma dos Componentes Porcentagem
Liberdade quadrados de variacdo de variagcao

Entre grupos 1 41,336 0,08027 Va 3,61 **

Entre populagdes

dentro de grupos 9 127,517 0,19635 Vb 8,82 *

Dentro das

populagdes 695 1354,631 1,94911 Vc 87,57 *

Total 705 1524,000 2,22573

Indice de Fixagdo Fsr = 0,12428

*significa p<0,0001; ** significa p<0,05.

Tabela 10: Andlise AMOVA considerando dois grupos de populagdes
de Pseudoplatystoma corruscans, utilizando o indice Rst: Grupo 1:
Cuiabdal, Cuiaba2, Taquaril, Taquari2, Rio Negro, Corumba, Caceres e
Miranda (Bacia do Paraguai); Grupo 2: Paranapanema, Ivinhema e
Foz Iguacu (Bacia do Alto-Baixo Parana).

Fonte da variacao Grau de Soma dos Componentes Porcentagem
Liberdade quadrados de variacdo de variacdo

Entre grupos 1 9402,382 28,45745 Va 9,71 *

Entre populagdes

dentro de grupos 9 5206,319 5,12330 Vb 1,75

Dentro

Das populagdes 695 180446,426 259,63515 Vc 88,55 *

Total 705 195055,127 293,21584

Indice de Fixacdo Rgr=0,11453

* significa p<0,01.

- 38 -



Benites, C.

Tabela 11: Andlise AMOVA considerando trés grupos de populacdes
de Pseudoplatystoma corruscans, utilizando o indice Fs: Grupo 1:
Cuiabdl, Cuiaba2, Taquaril, Taquari2, Rio Negro e Miranda
(Tributdrios do Rio Paraguai); Grupo 2: Corumba e Caceres (Rio
Paraguai); Grupo 3: Paranapanema, Ivinhema e Foz Iguacu (Alto-
Baixo Parana).

Fonte da variacao Grau de Soma dos Componentes Porcentagem
Liberdade quadrados de variacao de variacdo

Entre grupos 2 81,049 0,13227 Va 5,94 *

Entre populagdes

dentro de grupos 8 88,320 0,14562 Vb 6,54 *

Dentro das

populagoes 695 1354,631 1,94911 Vc 87,52 *

Total 705 1524,000 2,22700

Indice de Fixagdo Fsr = 0,12478

* significa p<0,01.

Tabela 12: Andlise AMOVA considerando trés grupos de populagdes de
Pseudoplatystoma corruscans, utilizando o indice Rst: Grupo 1: Cuiabal,
Cuiaba2, Taquaril, Taquari2, Rio Negro e Miranda (Tributarios do Rio
Paraguai); Grupo 2: Corumba e Caceres (Rio Paraguai); Grupo 3:
Paranapanema, Ivinhema e Foz Iguacu (Alto-Médio Parana).

Fonte da variacao Grau de Soma dos Componentes Porcentagem
Liberdade quadrados de variagao de variacao

Entre grupos 2 11117,402 23,67915 Va 8,28 *

Entre populagdes

dentro de grupos 8 3491,300 2,83168 Vb 0,99 *

Dentro das

populaces 695 180446,426 259,63515 Vc 90,74 *

Total 705 195055,127 286,14598

Indice de Fixacao Rgr = 0,09265

* significa p<0,01.
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Os valores de fluxo génico histérico (Nm) foram obtidos a partir do
valor médio de Fst. O fluxo génico médio obtido foi de Nm=1,8719
indicando que alguns alelos estdao distribuidos em todas as populacdes
amostradas. Os valores encontrados nas analises do fluxo génico dentro
de cada grupo (Bacia do Alto e Baixo Parana; Rio Paraguai e Tributarios
do rio Paraguai) foram de Nm=2,6008; Nm=2,7674 e Nm=4,1138,
respectivamente, indicando que o compartilhamento de alelos é maior

dentro de cada area amostrada (Tabela 13).

Tabela 13: Fluxo génico obtido a partir do valor de Fst (0,25(1 - Fst)/Fst)
para 0s grupamentos de populagdes para todas as populagdes de
Pseudoplatystoma corruscans.

Grupamentos Fluxo Génico
Grupo 1: Cuiaba 1, Cuiaba 2, Taquari 1, Taquari 2, Rio 4,1138
Negro e Miranda (Tributarios do Paraguai).
Grupo 2: Corumba e Caceres (Rio Paraguai) 2,7674
Grupo 3: Paranapanema, Ivinhema e Foz do Iguacu 2,6008
(Alto-Médio Paranad).
Total: Para todas as populagoes 1,8719
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6 DISCUSSAO

6.1 Analise Intrapopulacional e Variagao dos Microssatélites

Os locos microssatélites utilizados nas analises das populacoes
naturais de P. corruscans mostraram um alto grau de polimorfismo (média
de alelos = 17) consistente com a média de numero de alelos observados
em outras espécies de peixes (DeWoody & Avise, 2000). O desvio
significativo (p<0,05) do equilibrio de HWE apresentado pela maioria dos
locos nas 11 populagdes de Pseudoplatystoma corruscans analisadas
(Tabela 3) pode ser devido ao déficit de heterozigotos revelados pelo
indice de endogamia Fji, no qual os valores variam de -1 a +1, onde
valores negativos indicam que ha déficit de heterozigotos (Wright’s, 1978)
(Tabela 11). Algumas das possiveis causas do déficit de heterozigotos,
conforme podem ser devido a presenca entre os individuos das
populacdes analisadas e a de alelos nulos. A existéncia de alelos nulos,
parece ser problema comum em locos microssatélites (Callen et al.,1993;
O’Connell & Wright, 1997).

A baixa eficiéncia de hibridacao do primer utilizado para amplificar o
microssatélite pode ser um dos responsaveis pela deteccao desses alelos,
devido a uma mutacdo simples em um ou em ambos os sitios de ligacao
desse primer (Callen et al., 1993; Dakin & Avise, 2004).

Por outra lado, fatores como a amplificacdo da ocorréncia diferencial
dos alelos de tamanhos diferentes, também poderiam ser apontados para
explicar o aparecimento de tais alelos nas analises (Wattier et al., 1998),
pois devido a competicao nas reacdes de PCR, alelos de tamanho menor
apresentam maior eficiéncia de amplificacdo do que os de tamanho maior,
de tal forma, que somente os alelos menores seriam detectados no
heterozigoto. Além disso, a presenca dos alelos nulos também poderia ser
atribuida a baixa qualidade do DNA molde ou a quantidade insuficiente de
DNA na reacao.

As estimativas da presenca de alelos nulos mostraram-se positivas

para a maioria dos casos em que houve desvio do HWE (8,30 a 34,75% -
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Tabela 3). Contudo, para alguns locos que apresentaram desvio do HWE
nao foram detectados, possiveis alelos nulos, indicando que as causas do
déficit de heterozigotos e o conseqliente desvio do HWE poderia ser
determinado por outras varidveis, tais como endogamia ou selegao
positiva atuando sobre alguns alelos dos locos analisados, resultando em
decréscimo na riqueza alélica.

No entanto, esse resultado é apenas uma suposicao das possiveis
causas dos desvios do HWE. A comprovacao da existéncia de alelos nulos
exigiria analise mais detalhada sobre os individuos com suspeitas de

possuirem tais alelos.

6.2 Analises Interpopulacionais

Os marcadores moleculares tipo microssatélites utilizados no
presente estudo revelaram a existéncia de estruturagao genética
significativa nas 11 populagdes analisadas, considerando-se os diferentes
testes utilizados.

Os dados obtidos pelo indice de Fsr (0,01387 a 0,25994) (Tabela 4)
demonstraram estruturacdo genética nas 11 populagdes analisadas.
Segundo Writh (1978) e Hartl & Clark (1997) valores de Fsr entre 0 e 0,05
indicam baixa estruturacao genética; valores entre 0,05 e 0,15 indicam
estruturacao genética moderada, valores entre 0,15 e 0,25 estruturacao
genética alta e valores acima de 0,25 indicam uma forte estruturacao
genética. Assim, esses resultados mostram estruturacdo genética que
varia de baixa a muito alta dentro dos pares de populagdes analisados
(Tabela 4). O indice Rs apresentou valores variando de -0,00635 a
0,29808 (Tabela 5), os quais foram estatisticamente significativos para 23
das 55 comparacodes realizadas.

As diferencas nos resultados dos indices Fsr e Rsr se dao devido aos
diferentes modelos de mutacdo nos quais sdao baseados. Enquanto o indice
Fst baseia-se no Modelo de Alelos Infinitivos (IAM), o indice Rsr baseia-se
no modelo passo a passo SMM (Stepwise Mutation Model), o mais indicado

para comparacgoes utilizando dados de marcadores microssatélites. Assim,

-42 -



Benites, C.

espera-se que os valores de Rsr sob um estrito SMM, sejam maiores que
os valores de Fsr (Slatikin, 1995).

Nos resultados apresentados observa-se que os valores de Fsr
(Tabela 4) em sua maioria sao superiores ou equivalentes aos valores de
Rsr (Tabela 5) e este nao se mostrou significativo para 32 das
comparacoes realizadas. Tal fato pode ser explicado pela improbabilidade
de que todos os locos de microssatélites pudessem ser estrurados
estritamente sob o modelo de mutagao SMM (Balloux & Lugon-Moulin,
2002).

Assim, o padrao de mutacao dos marcadores utilizados poderiam
nao seguir o modelo de mutacao stepwise. Tal observagao pode ser
reforcada pelo fato de trés dos locos testados possuirem repeticoes
imperfeitas (Pcor01 —(TC)9GC(TC)s-; Pcor05 —(TC)sCC(TC)15- e Pcorl0 -
(GTCG)15(GT)9(CC-) e dois apresentarem grandes gaps entre os alelos
(Pcor21, que varia de 2 em 2 (unidade repetitiva) do alelo 113 ao 131 e
também possui os alelos 135, 139, 141, 149, 151, 153, 157, 161. e
Pcor23, que possui o alelo 94, varia de 2 em 2 (unidade repetitiva) do
alelo 100 ao 120 e também possui os alelos 126, 132, 138, 140, 146). Tal
padrdo é ainda mais evidente para o loco Pcor10, que apresentou a maior
riqueza alélica e o maior indice de alelos nulos (Tabela 3).

O loco apresenta-se altamente complexo com repeticoes do tipo
tetra e dinucleotidica. Este loco provavelmente ndo obedece ao modelo de
mutacao do tipo stepwise, justificando o alto percentual de alelos nulos
estimado. Tais fatos levam o indice Ry a apresentar fraco desempenho
para detectar estruturacao populacional em relagao ao indice Fe:.

Muitas pesquisas descrevem diferenciacdes genéticas significativas
entre populagdes de peixes, porém com baixos valores de Fsr (Wirth &
Bernatchez, 2001; Hatanaka et al., 2006;). Geralmente, esta “fraca”
diferenciacao é detectada para espécies de peixes potencialmente vageis,
gue apresentam grande abundancia, com ampla distribuicao e que nao

possuem barreiras visiveis ao fluxo génico (Jorgensen et al., 2006), como
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ocorreu em Brycon hilarii da Sub-Bacia do Miranda , encontrado por
Sanches, (2007)

Ultimamente, tem-se discutido muito sobre qual seria a magnitude
de Fs que deveria refletir uma diferenciacao significativa entre populagcoes
(Laikre et al., 2005; Jorgensen et al., 2005). Neste contexto, Laikre et al.
(2005) alertam que, sob o contexto da conservacao, € mais aconselhavel
considerar a existéncia de subdivisdes populacionais do que tratar uma
série de populagdes distintas como uma Unica populacdo panmitica, o que
poderia resultar em deplecao da variagao genética.

O dendograma construido a partir da distancia corda (Cavalli-Sforza
& Edwards, 1967) (Figura 9), revela forte evidéncia da existéncia de
grupos de populagdes, dentro dos quais as populagdes sdao geneticamente
mais relacionadas. Esse dado permite realizar a subdivisdo em trés
grupos: Bacia do Alto-Baixo Parand, Rio Paraguai e Tributarios do rio
Paraguai.

Para verificar a existéncia desses grupos de populacdes, a analise
hierarquica de variacdo molecular (AMOVA, Excoffier et al., 1992) foi
realizada considerando todas as populacdes em um mesmo grupo e
subdividida em dois e trés grupos, de acordo com o evidenciado no
dendograma (Figura 9).

A analise hierarquica de variagcdao molecular (AMOVA, Excoffier et al.,
1992) mostrou diferenciacao significativa entre as populacdoes de P.
corruscans quando utilizados ambos os indices (Fs- IAM e Rst SMM ) e
ambos o testes com agrupamentos (um unico grupo, dois e trés grupos de
populacdoes (Tabelas 7 a 12), demonstrando e confirmando a forte
estruturacdo genética nas 11 populagdes analisadas. Como dito
anteriormente, a AMOVA revelou a estruturacdo das populagdes em trés
grupos distintos, com valores de 5,94% (Fst) e 8,28% (Rst) (Tabelas 11 e
12, respectivamente).

Assim, torna-se evidente que o grupo constituido pelas populacoes
Paranapanema, Ivinhema (Bacia do Alto Parand) e Foz do Iguacu (Bacia

do Baixo Parand) diferenciam-se fortemente das populacdes da Bacia do
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rio Paraguai, como ja evidenciado pelo dendograma (Figura 9) reforcado
pelos indices Fs: € Rst (Tabelas 4 e 5).

No periodo Terciario, entre o Mioceno e o Plioceno, os rios Parana,
Paraguai e Uruguai formavam uma grande bacia; no Plioceno médio
ocorreu a separacao entre as bacias do Parana/Paraguai e a do Parang,
pela formagao da Serra de Maracaju. Esse evento resultou na formagao de
um terceiro dominio hidrografico a Bacia do Alto Parana (Fulfaro & Suguio,
1974).

No extremo sul da Bacia do Alto Parand encontrava-se, até
recentemente, o salto de Sete Quedas, que isolava a ictiofauna do Alto
Parana e do Baixo Parana. Esta barreira geografica foi eliminada com o
enchimento do reservatério da barragem de Itaipu, em 1982, permitindo a
partir de entdo a miscigenacdo das faunas do baixo e médio Parana para o
alto Parana e vice-versa.

Segundo Agostinho et al. (1994) apds a inundagao deste trecho do
rio Parana, pela formacao do lago de Itaipu, essa barreira foi deslocada
150 Km a jusante. Além disso, algumas espécies encontradas somente no
Baixo e médio Parana (abaixo do Salto de Sete Quedas), sao agora
também encontradas no Alto Parana (Agostinho et al., 2003) desde a
construcao de uma passagem artificial de peixes junto a Represa de Itaipu
(canal de piracema).

A populacao de Pseudoplatystoma corruscans estudada em Foz do
Iguacu (Rio Parand), representa amostra de individuos coletados logo
abaixo da barreira da Usina Hidrelétrica de Itaipu (Baixo Parana), estando
assim por esta separada das populacdes pertencentes a Bacia do Alto
Parana (Paranapanema e Ivinhema). As analises realizadas mostram uma
relacdao de alta proximidade genética entre essas populagdes (Figura 9,
Tabelas 4 e 5).

A relacao entre populagbes de P. corruscans localizadas acima e
abaixo do reservatério de Itaipu foi demonstrada anteriormente em um
trabalho realizado por Sekine et al., (2002) por meio do uso de

marcadores RAPD, onde nao foi verificada diferenciacao entre tais
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populacdes, indicando a possivel existéncia de fluxo génico entre elas.
Como Itaipu constitui uma barreira efetiva para a subida de peixes do
Médio ao Alto Parana, no entanto, como discutido por Sekine et al.
(2002), apontam para a possibilidade da existéncia de fluxo génico
unidirecional entre essas populacdes com movimentacao de individuos do
Alto para o Médio e Baixo Parana, contribuindo assim para o
estabelecimento de similaridade entre elas. Contudo, considera-se que
seria necessaria a realizacdao de estudos mais detalhados, utilizando-se
amostras localizadas logo abaixo do reservatorio de Itaipu e com os locos
microssatélites, para confirmar e estabelecer essas relagbes, como
verificado para os dados com RAPD (Sekine et al., 2002).

Os dados obtidos pelo dendograma (Figura 9) e pala AMOVA (Tabela
11 e 12) permitiram ainda verificar a ocorréncia de uma subdivisao das
populagdes da Bacia do Alto Paraguai, onde as populagdes de Corumba e
Caceres formaram um grupo exclusivo da calha principal do Rio Paraguai e
as populacdes Cuiaba 1 e 2, Taquari 1 e 2, Rio Negro e Miranda formaram
um grupo de rios tributarios do Rio Paraguai, sem a existéncia de
qgualquer barreira fisica que viesse a impedir a movimentacdo dos
individuos ao longo de todo o trecho ocupado pelas aguas dos rios, corixos
e baias do Pantanal Mato-grossense. Esta situacdo € “sui generis” e
passivel de ocorrer, devido a existéncia de pulsos de inundacoes
observados ao longo de décadas (Rezende, 1995)

O fluxo génico médio obtido entre todas as populacdes analisadas
foi de Nm=1,8719, indicando que alguns alelos ocorrem no genoma de
todas as populacdes amostradas. O fluxo génico dentro de cada grupo
(Bacia do Alto-Baixo Parana; Rio Paraguai e Tributarios do rio Paraguai)
medidos pelos valores de Nm foi de 2,6008; 2,7674 e 4,1138,
respectivamente (Tabela 14), indicando que o fluxo génico é maior dentro
de cada area amostrada e confirmando, mais uma vez, a estruturacao
genética das populagdes em grupos.

Considerando que, o P. corruscans realiza grandes migragoes

durante seu ciclo de vida, a ocorréncia de fluxo génico é possivel mesmo
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entre populacdes geograficamente distantes. No entanto, embora sendo
espécie migratéria com grande poder de deslocamento, existe uma
capacidade maxima de migracdo determinada para a espécie, o que pode
fazer com que populacdes provenientes de localidades geograficamente
distantes ndo se encontrem no periodo apropriado a reproducdo. Além
disso, deve-se levar em consideracao que os periodos de migracao das
diferentes populacdes nem sempre coincidem, uma vez que as espécies
necessitam de estimulos ambientais adequados para dar inicio a sua
migracao e tais condigcdes ambientais podem variar no tempo para cada
sub-regiao.

Tal interpretacdao poderia explicar o complexo contexto encontrado
na regiao da Bacia do Paraguai, onde as nove regidoes que constituem o
Pantanal Mato-grossense, identificadas como diferentes pantanais tém
periodos de vazantes e cheias diferentes. Devido a baixa declividade desta
planicie no sentido norte-sul e leste-oeste, a agua que cai nas cabeceiras
do rio Paraguai leva cerca de quatro meses ou mais para atravessar todo
Pantanal (Figura 10).

Assim, fatores especificos regionais podem contribuir para que as
diferentes populacdes de P. corruscans nao tenham periodos coincidentes
de desova, favorecendo a diferenciacao genética entre elas. Tal postulagao
parece confirmada pelos resultados apresentados e que mostram forte
estruturacao genética entre todas as populacdes analisadas. No entanto,
nenhum estudo especifico foi realizado até o momento para determinar o
poder maximo de migracdo que a espécie apresenta nesta regidao o qual

poderia reforcar essa hipotese.
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LDFS

Figura 10: Pantanais Mato-grossense, 1= Corixo Grande-Paraguai, 2=
Cuiaba- Bento Goncalves, 3= Sao Lourenco, 4= Taquari, 5= Miranda-
Aquidauana, 6= Jacadigo-Nabileque, 7= Piquiri-Itiquira, 8= Paraguai-
Paiaguas e 9= Negro. Fonte: ADAMOLI, J Modificado por ADReis (2008).

Além disso, Barthem & Goulding (1997) e Resende (2003) discutem
a existéncia de dois fluxos migratérios ao longo do ano para P. corruscans,
tal como acontece com outros grandes bagres. Adultos de P. corruscans
geralmente sao encontrados no leito principail dos rios de janeiro a
setembro (temporada de alimentagao) e migram rio acima durante a sua
época reprodutiva, geralmente seguindo cardumes de Prochilodus
lineatus, que formam as sua principal fonte alimentos, a partir de outubro
a dezembro (Resende, 2003). Apds a reproducao, os adultos sao
encontrados migrando rio abaixo no canal principal para as areas

alimentacao, enquanto que os juvenis permanecem durante algum tempo
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em lagos e regides marginais alagadas, antes de migrarem (Resende,
2003).

Cordiviola (1966), no entanto, relata que esta espécie migra rio
acima no Médio Parand, a partir de marco, com a migracao dos machos
ocorrendo antes das fémeas, enquanto o movimento rio abaixo ocorreria
na primavera (dezembro).

Antes e depois do periodo reprodutivo, os peixes de uma
determinada populacao local podem ocupar outros territérios, o que nao
tem relevancia para a estrutura genética da populagdo. Porém, o
conhecimento do padrao de distribuicao espacial dos peixes durante a fase
de forrageamento pode ter grande importancia, por fornecer importantes
informagGes para o entendimento da biologia das espécies e para o
desenvolvimento de programas de manejo.

Embora peixes de rios sejam geralmente sedentarios (Rodriguez,
2002), varias espécies apresentam forte fidelidade ao local de origem e
tendem a regressar ao local de seu nascimento apds intervalos de
deslocamento (Crook, 2004). Utilizando recursos de radio telemetria com
marcacao de 24 fémeas de surubins, Godinho et al. (2006) estudaram a
reproducao de P. corruscans no Rio Sao Francisco, observaram que a
migracao nos estagios de pré-desova ocorre durante curtas visitas.
Algumas fémeas encontradas no local de pré-desova repetidamente
regressam ao mesmo local de reproducao enquanto a maioria das fémeas
no periodo de pdés-desova deixa o local e se deslocam para cima ou para
jusante. As multiplas visitas ao sitio de desova sugerem que o surubim
apresenta desovas multiplas aumentando a possibilidade de fluxo génico
entre individuos e populacoes.

Comportamento de “homing” tem sido demonstrado em varias
espécies, principalmente salmonideos (Dittman & Quinn, 1996; Minakawa
& Kraft 2005; Neville et al., 2006). Recentemente, “homing” também tem
sido sugerido para algumas espécies marinhas, como o tubardo blacktip
(Keeney et al., 2005) e de recife cardinalfish (Dgving et al., 2006).

Estudos envolvendo espécies migratdrias na América do Sul sdo
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escassos (Carosfeld et al., 2003), especialmente os que utilizam
ferramentas genéticas como marcadores e identificadores do processo de
movimentacdao dos individuos. Batista e Alves-Gomes (2006), em um
estudo realizado com filogeografia de Brachyplatystoma rousseauxii (uma
das duas espécies de bagres mais importantes da pesca na Amazobnia),
nao encontraram segregacdo genética associada a localizacdo no canal
principal, como seria esperado ocorrer em espécie migradora. No entanto,
segundo os autores, o decréscimo significativo da diversidade genética
encontrada no sentido da parte ocidental da AmazoOnia poderia ser
explicado por escolha ndo aleatéria de afluentes para desovar, o que
sugere a ocorréncia de “homing” para esta espécie.

Sanches (2007) analisando amostras de Brycon hilarii da sub-bacia
do Rio Miranda conclui que os locos de microssatélites isolados produziram
uma consideravel variacdao genética dentro das populacdes e sugere que
a estruturacao genética da piraputanga pode estar sendo mantida por um
fenomeno similar as ondas reprodutivas referidas por Jorgensen et al.
(2005) ou por um comportamento de homing frequentemente observado
em salmonideos (Ryman, 1983).

Considerando os documentados movimentos de longa distancia
realizados pelos grandes bagres durante os periodos de alimentacao e de
reproducao (Barthem & Goulding 1997; Caroslfeld et al., 2003),
principalmente de Pseudoplatystoma corruscans (Agostinho et al., 2003;
Resende, 2003), a magnitude e a escala geografica da diferenciacao
genética encontradas no presente estudo indicam forte tendéncia de que
0os peixes desta espécie utilizam as suas regides “bercarios” para a
reproducgao.

Katawake (2006) estudando o P. corruscans também no Pantanal
Mato-grossense, Bacia do Alto Paraguai (Rio Cuiaba e Rio Paraguai em
Corumba e Caceres) utilizou os parametros de crescimento obtidos por
meio de distribuicdes de freqiéncias de comprimento furcal, usando para
andlise a equacao de Von Bertalanfy onde os resultados obtidos

permitiram inferir que as amostras de Caceres e Cuiaba eram similares e
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gue Corumba apresentava diferencas na curva de crescimento, podendo
representar estoques distintos e sob ameaca de sobrepesca.

O teste de atribuicao (Tabela 6) realizado foi muito positivo, como
demonstrado na literatura para outros grupos de peixes. O presente
estudo, envolvendo a analise genética com o uso de sete locos
microssatélites, demonstrou que 92,40 a 99,0% de todos os individuos
analisados foram corretamente atribuidos as suas respectivas populagoes.

Em estudo realizado com populagdoes de Silurus glanis envolvendo
10 locos microssatélites (Fst total=0,338), os autores obtiveram 98,32%
de atribuicoes corretas (Triantafyllidis et al., 2002).

Cornuet et al. (1999) mostrou por simulagdes que 100% de
atribuicGes corretas podem ser obtidas na aplicacao do método Bayesiano
com o uso de 10 locos microssatélites e 10 individuos de cada populacdo,
guando as populagdes estao suficientemente estruturadas (Fst~0,1).
Esses dados corroboram e estdao comprovados também nos dados obtidos
no presente trabalho com a apresentacao do alto percentual de
atribuicdes corretas para todas as populagoes.

A anadlise Bayesiana também confirma a estruturacdao populacional
nas 11 populacdes de P. corruscans analisadas como mostra a Figura 7,
sendo que na analise da estrutura populacional os valores obtidos para o
parametro “admixture”, implementado no programa Structure 2.2
(Pritchard et al. 2002) também mostrou que as 11 populacdes sao
distintas, com K = 11 populagoes estimado pelo modelo de log-likelihood
(Figura 8).

A capacidade de identificar e definir biologicamente "populacao" é
crucial para a tomada de decisOes relativas a conservacao e de gestdo de
recursos bioldgicos naturais (Waples & Gaggiotti 2006).

Portanto, neste estudo foram utilizados 7 locos de microssatélites
polimérficos de  Pseudoplatystoma  corruscans que  produziram
amplificacdes bastante consistentes, podendo ser analisados em gel de
poliacrilamida, sem que se necessite de grandes demandas financeiras.

Estas caracteristicas os tornam ferramentas potencialmente Uteis para
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estudos de populagdes naturais ou de cultivo intensivo tanto para a
espécie quanto para outras espécies do género.

Considerando a importadncia ecolégica e econOmica de
Pseudoplatystoma corruscans, os dados apresentados sao particularmente
importantes para serem considerados na implantacao de programas de
gestdao e conservagdao e destacam a necessidade de preservacao dos
diferentes “habitats” desta espécie para garantir a diversidade genética
ainda existente.

E fundamental, que as politicas de preservacdo das espécies se
preocupem com a variabilidade genética como um todo para que nao
preservemos apenas espécies ‘“aleijadas geneticamente”, que
permanecerdo indefinidamente sob custdédia de nossa espécie. A ciéncia
tem sido usada mais freqlentemente no estudo de espécies com
populagdes ja muito reduzidas, muitas vezes em fase terminal. Portanto
consideramos que seria um uso muito mais inteligente dos recursos a
prevencao do processo de extingdo através da prevencdo ambiental. E
este trabalho pode dar esta contribuicdo, mostrando a estruturagao
genética existente ao longo do bioma das duas Bacias Hidrograficas

estudadas.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

Os marcadores moleculares do tipo microssatélite
mostraram-se ferramentas eficientes para a analise da diversidade e
estruturacdao genética em populagdes selvagens de Pseudoplatystoma
corruscans das Bacias dos Rios Paraguai e Parana (Regides Alto e Baixo

Paranad).

Os caracteres moleculares utilizados mostraram-se
altamente informativos contribuindo para interpretagdes evolutivas e para
patentear a existéncia de populacdes definidas bem estruturadas e ndo

panmiticas nos dois sistemas hidrograficos estudados.

Os resultados obtidos podem fornecer subsidios para o
estabelecimento de politicas e programas de conservacao desta espécie

por possuirem caracteristicas préprias.

Esses resultados podem ser disponibilizados para
estudos relacionados a manejo da pesca contribuindo com a genética das
espécies exploradas comerciamente, na piscicultura.contribuir para a
formacdo de bancos genéticos naturais e pela possibilidade da

diferenciacao entre espécies selvagens e hibridos.
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Anexo 1

11 populagdes analisadas.

Populacgdo: Cuiaba 1

Anexos

Benites, C.

Alelo \ Locos
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.2069
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o
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.1481
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.0556
.0926
.0185

.1667
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.1852
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Populagdo: Cuiaba 2

Alelo \ Locos
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o

- Freqgiiéncias alélicas para cada loco em cada uma das
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Populagdo: Taquari 1

Alelo \ Locos Pcor01 Pcor02 Pcor05 PcorlO Pcor2l Pcor23 Pcor28
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.0667 0.0769 .1042
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o
o
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Populagao: Taquari 2
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Populagdo: Rio Negro
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Populagdo: Corumba
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Populagdo: Caceres
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Populagdo: Miranda

Alelo \ Locos
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o
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Populagdo: Paranapanema

Alelo \ Locos
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Populagéo:

Ivinhema
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.0263
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o
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.0526
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.3947
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0.0526

0.1316
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0.0789

o O O o

.3947
L1316
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0.

o O O O o

3947
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.0263
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o O
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.1842

.5789
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Allele
Allele
Allele
Allele
Allele
Allele

AU E 5 Q D

Benites, C.

Populagdo: Foz do Iguagu

(Rio Parani)

Alelo \ Locos Pcor01 Pcor02 Pcor05 Pcorl0 Pcor2l Pcor23 Pcor28
Allele A 0.0789 0.0122
Allele B 0.0122 0.3158 0.0526 0.2963 0.0976 0.1707

Allele C 0.0395 0.0132 0.0741 0.2439 0.1585 0.1585
Allele D 0.0263 0.1316 0.0370 0.2439 0.2073

Allele E 0.8171 0.0658 0.2500 0.0610 0.1951 0.8171
Allele F 0.0976 0.2237 0.2632 0.0556 0.1707 0.0122 0.0122
Allele G 0.0732 0.1711 0.1184 0.0370 0.0732 0.1463

Allele H 0.0526 0.1098 0.0854

Allele I 0.0921 0.0395 0.0185

Allele J 0.0132 0.0370 0.0122

Allele K 0.0526 0.1111

Allele L 0.1111

Allele M 0.0370

Allele N 0.0556

Allele O 0.0185

Allele P

Allele Q 0.0185 0.0122

Allele R 0.0185

Allele S 0.0185

Allele T

Allele U

Allele V 0.0370

Allele W

Allele X 0.0185

Allele Y

Allele Z

Allele a

Allele b

Allele c

Allele d

Allele e

Allele £

Allele g

Allele h

Allele i

Allele j

Allele k
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Anexo 2 — Géis de poliacrilamida mostrando a distribuicao de alelos

dos varios microssatélites em Pseudoplatystoma corruscans usando
marcador molecular com 10 pares de bases em 30 individuos analisados
pertencentes as Bacias Paraguai-Parana.

Benites, C.
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Anexo 3 — Géis de poliacrilamida mostrando a distribuicao de alelos

dos varios microssatélites em Pseudoplatystoma corruscans usando
marcador molecular com 10 pares de bases em 30 individuos analisados
pertencentes as Bacias do Paraguai-Parana.

Benites, C.
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L C13 151617181920 21222324 2526272829 C L

C1 234 567 8910111213 L C 141516 171819 2021222324252627282930 C L

Figura 10 - Exemplos de amplificacao dos locos
microssatélites visualizados em gel de poliacrilamida 6%.
Amostra pop. Taquari 1 com Pcor05. C= clone (individuo com
tamanho de alelo conhecido); L= Ladder 10 pb; nUumeros=

individuos.

-74 -



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE TABELAS E FIGURAS
	LISTA DE FIGURAS

	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO GERAL
	2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	3. OBJETIVOS
	4. MATERIAIS E MÉTODOS
	5. RESULTADOS
	6. DISCUSSÃO
	7. CONCLUSÕES
	8. BIBLIOGRAFIA
	ANEXOS



