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RESUMO

Utilizaram-se marcadores microssatélites para estimar a diversidade genética de grupos de pacu (Piaractus
mesopotamicus) coletados nas escadas de transposicéo das hidroelétricas de Canoas I (Cl) e Canoas Il (CIl), no
Rio Paranapanema, e de um estoque e uma progénie utilizados em programas de repovoamento nesse rio. Os
loci microssatélites produziram 16 alelos e heterozigosidade observada média similar entre os individuos do rio
nos dois tempos de coleta (Cl114 = 0,7356; CI28 = 0,7361; ClI14 = 0,7442; e Cl128 = 0,7507), do estoque e da
progénie (0,7261 e 0,7287, respectivamente). Foram observados desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg, e
valores negativos do indice de fixacdo com excesso de heterozigotos que indicaram auséncia de endogamia. As
analises de diversidade genética (distancia e identidade genética, indice de Shannon, Fsr e AMOVA) foram
indicativas de baixa diferenciacdo genética e conduziram ao agrupamento dos individuos do rio, sugerindo que
essa espécie estd geneticamente estruturada como uma Unica populagdo. Foram verificados baixa diferenciacéo
genética e altos valores do nimero de migrantes entre os individuos do rio, do estoque e da progénie, 0 que
presume a origem comum derivada dos constantes repovoamentos realizados nesse rio a partir dessas
populages estocadas.
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ABSTRACT

This study used microsatellites markers to determine the genetic diversity of pacu (Piaractus mesopotamicus)
groups collected at passage ladders of the hydroelectric plants (HEP) Canoas | (CI) and Canoas Il (CII) —
Paranapanema River — and of a broodstock and a progeny in stock enhancement programs in that river. The
microsatellite loci produced 16 alleles and a similar heterozygosity between the individuals of the river at both
times of collection (ClI14 = 0.7356, CI28 = 0.7361, Cll14 = 0.7442, and ClI28 = 0.7507), as well of the
broodstock and the progeny (0.7261 and 0.7287, respectively). Deviations were observed in Hardy-Weinberg
equilibrium and negative values of fixation index with excess of heterozygosity indicated endogamy absence.
The genetic diversity analyses (distance and genetic identity, Shannon index, Fsr, and AMOVA) were signs of
low genetic differentiation, and they led to the clustering of river individuals, suggesting that the species is
genetically structured as a single population. Low genetic differentiation and high values of numbers of
migrates among the river, the stock, and the progeny individuals were verified, suggesting a common origin
derived from the constant stocks enhancement programs accomplished in that river with those stock
populations.
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INTRODUCAO

Apesar da grande importancia que 0s peixes
representam para 0s ecossistemas aquaticos e
para 0 homem como fonte de alimentacéo,
mudancas  ambientais e  principalmente
interferéncias  antrépicas  tém  reduzido
drasticamente a populacdo natural de diversas
espécies migradoras neotropicais. Entre essas
espécies, destaca-se 0 pacu, Piaractus
mesopotamicus, segundo peixe nativo mais
cultivado no Brasil, que, embora apresente
excelentes caracteristicas de adaptacdo ao
cativeiro, vem apresentando reducdo progressiva
de sua populacéo natural (Lopera-Barrero et al.,
2008a).

Como tentativa de minimizar o impacto negativo
da construcdo de barragens hidroelétricas,
algumas acdes de conservagcdo vém sendo
utilizadas, como, por exemplo, a construcdo de
escadas de transposicao de peixes (Sirol e Britto,
2006) e a utilizacdo de programas de
repovoamento (Lopera-Barrero et al., 2007).

As escadas de transposicdo sdo mecanismos que
visam principalmente ao acesso dos peixes
migradores a montante ou a jusante da barragem
durante o periodo reprodutivo. Limitagfes na sua
eficacia advindas do processo de recrutamento e
subtracdo dos peixes da jusante (Levin e
Schiewe, 2001), atraso da migracdo e da desova
(Agostinho et al., 2002) e impedimento da
conclusdo do processo reprodutivo (Paula, 2006)
podem ocasionar diminuicdo da variabilidade
genética dessas populacBes pela pressdo de
selecéo.

Os programas de repovoamento sdo estratégias
de conservacdo da biodiversidade aquética, que
consiste em restabelecer populacdes naturais a
partir da liberacdo de alevinos obtidos de
estacOes de piscicultura (Lopera-Barrero et al.,
2007). O manejo reprodutivo realizado nessas
estaces, quando feito de forma inadequada
(poucos reprodutores durante o acasalamento,
por exemplo), pode diminuir a variabilidade
genética das progénies que serdo liberadas no rio
e a capacidade de adaptacdo as diferentes
condicbes ambientais (Povh et al., 2008a). Por
esses motivos, € primordial o monitoramento
genético dos programas de repovoamento
(Lopera-Barrero et al., 2008b) e da efetividade
das escadas de transposicdo na preservagdo de
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populacbes de peixes migradores (Paula, 2006).
Para isso, analises genéticas de populacGes
naturais e de estoques mantidos em cativeiro sdo
fundamentais para a conservacdo das espécies de
peixes (Povh et al., 2008a) e do ecossistema.

O objetivo deste estudo foi estimar a diversidade
genética de grupos de pacu coletados nas escadas
de transposicdo das hidroelétricas de Canoas | e
Canoas Il em dois tempos diferentes, durante o
periodo reprodutivo, e de um estoque e uma
progénie  utilizados em  programas de
repovoamento do Rio Paranapanema, usando 0s
marcadores microssatélites.

MATERIAL E METODOS

Amostras de nadadeira caudal de P.
mesopotamicus foram coletadas nas escadas
utilizadas para a transposicdo dos peixes nas
barragens da usina hidroelétrica Duke Energy
International (Geracéo Paranapanema),
localizadas nos reservatorios Canoas | (22° 56’S;
50° 31°W) e Canoas Il (22° 56’S; 50° 15°W), nos
municipios de Candido Mota, SP, e Palmital, SP,
respectivamente. Foram realizadas duas coletas
durante o periodo de piracema da espécie
(14/02/09 = 30 amostras e 28/02/09 = 26
amostras). Quinze amostras do estoque de
reprodutores de P. mesopotamicus e 69 larvas
destinadas a programas de repovoamento no Rio
Paranapanema (geradas a partir do cruzamento
de individuos procedentes desse estoque de
reprodutores) foram coletadas para andlise da
diversidade genética. O estoque de reprodutores,
pertencente a Estacdo de Aquicultura e
Hidrologia da usina hidroelétrica Duke Energy,
localizada as margens do Rio Paranapanema (22°
54> S; 50° 00 W), em Salto Grande, SP, foi
formado a partir de coletas realizadas no Rio
Parana.

Para extracdo de DNA, foi utilizado o protocolo
de extracdo com NaCl, descrito por Lopera-
Barrero et al. (2008c), quantificado em
espectrofotdmetro Shimadzu com absorvancia de
260nm. As amostras foram diluidas para as
concentragdes de 10ng/pL (reprodutores) e
5ng/uL (larvas). Para conferir a qualidade do
DNA, foi realizada eletroforese em gel de
agarose 1%, conduzida em tampdo TBE 1X
(500mM Tris-HC1, 60mM é&cido bérico e 83mM
EDTA) por uma hora a 70V. O gel foi
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visualizado sob radiacdo UV, depois da sua
exposi¢do com brometo de etidio (0,5ug/mL) por
uma hora. Posteriormente, a imagem foi
fotografada utilizando-se o programa Kodak
EDAS (Kodak 1D Image Analysis 3.5).

O DNA foi amplificado para o volume final de
reacdo de 15uL, e utilizaram-se 1X do tampéo
Tris-KCI, 2,0mM de MgCl,, 0,8uM de cada
primer (Forward e Reverse), 0,4mM de cada
dNTP, uma unidade de Platinum Taq DNA
polimerase, 10ng de DNA para larvas e 20ng de
DNA para os reprodutores. Inicialmente 0 DNA
foi desnaturado a 94°C por quatro minutos, e, em
seguida, realizaram-se 30 ciclos, cada um
consistindo de: 30 segundos de desnaturacdo a
94°C, 30 segundos de anelamento, em
temperatura variavel para cada primer (Tab. 1), e
um minuto de extensdo a 72°C, e extensdo final a
72°C por 10 minutos. Foram amplificados quatro
loci descritos por Calcagnotto et al. (2001) —
Pme2-AF362445; Pmel4-AF362448; Pme28-
AF362451 e Pme32-AF362452. As reag0es
foram realizadas em termociclador “Eppendorf
Mastercycler® Gradient”.

As amostras amplificadas foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 10%
(acrilamida:bisacrilamida — 29:1) desnaturante
(6M de ureia), e conduzidas em tampédo TBE 1X
(90mM de Tris-Borato e 2mM de EDTA) com
320V e 250mA por sete horas. Para a
visualizagdo dos alelos microssatélites, foi
utilizada a coloragdo com nitrato de prata pelo
método descrito por Bassam et al. (1991)
modificado. O gel foi submetido a uma solucéo
de fixacdo (10% de etanol e 0,5% de A&cido
acético) por 20 minutos, corado (6mM de nitrato
de prata) por 10 minutos e, posteriormente,
visualizado (0,75M de NaOH e 0,22% de
formol-40%) e fotografado com cémera Nikon
CoolPix 5200.

O tamanho dos alelos foi calculado pelo
programa Kodak EDAS-290, utilizando-se DNA
ladder (Invitrogen) de 10, 50 e 100pb. O tipo (A,
B, C, D e E) e o tamanho dos alelos observados
nas populac@es de pacu (194 — 247pb) utilizando
os loci microssatélites organizaram-se em
matrizes de dados submetidas aos programas
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computacionais  que  calcularam  varios
pardmetros que permitiram a determinacdo da
diversidade genética intra e interpopulacional. O
nimero de alelos, as heterozigoses observada e
esperada, o teste do equilibrio de Hardy-
Weinberg, o nimero de migrantes (Nm) e o
indice de fixacdo (Fis) de Wright (1978) foram
calculados para cada locus usando-se o programa
Genepop 1.2 (Raymond e Rousset, 1995). Esse
programa também foi utilizado para avaliar a
deficiéncia ou o excesso de heterozigotos,
calculados pelo método de cadeia de Markov. A
frequéncia alélica, a distancia e identidade
genética, o indice de Shannon e o dendrograma
baseado na distancia genética de Nei (Nei, 1972)
foram calculados utilizando-se o programa
PopGene 1.31 (Yeh et al., 1999). Os valores de
diferenciagdo genética Fst (Weir e Cockerham,
1984), o desequilibrio de ligacdo e a analise de
variancia molecular — AMOVA (Excoffier et al.,
1992) foram estimados pelo programa Arlequim
3.1 (Excoffier et al., 2005). Nestas duas Gltimas
analises e na estimativa do indice de Shannon, as
populagbes foram analisadas formando cinco
agrupamentos: Canoas | 14/02/09 x Canoas |
28/02/09; Canoas 1114/02/09 x Canoas I
28/02/09; Canoas | (Cl14 + CI28) x Canoas I
(Cl14 + CI28); Estoque x Progénie e Canoas
(Cl14 + CI28 + ClI14 + ClI28) x Estoque +
Progénie. Como método de diferenciacdo dos
valores de Fsy foi utilizada a definicdo de Wright
(1978), em que valores entre 0,00 e 0,05; 0,05 e
0,15; 0,15 e 0,25 e >0,25 indicam pequena,
moderada, alta e elevada diferenciacdo genética,
respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os quatro loci produziram 16 alelos com
variacdo de trés a cinco alelos por locus. O
tamanho dos alelos variou de 194pb (locus
Pmel4) a 247pb (locus Pme32). Nenhum alelo
foi eliminado no estoque ou na progénie quando
comparado com as populagdes naturais.
Contudo, houve alteracdo no alelo de maior
frequéncia nas populacbes naturais (alelo C), no
estoque e na progénie (alelo B). N&o foram
observados alelos exclusivos (Tab. 1).
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Tabela 1. Frequéncia dos alelos para os loci microssatélites analisados nas populacdes naturais, estoque e
progénie de pacu, Piaractus mesopotamicus

Locus T (pb) Alelos Cl (14) Cl(28) CIl(14) CIl(28) Estoque Progénie
A 0,2000 0,1923 0,2333 0,2308 0,1923 0,2391
B 0,2667 0,2308 0,2333 0,1923  0,3846* 0,3696™*
Pme2  195-207 C 0,4333* 0,4231* 0,3667* 0,3846*  0,2692 0,2319
D 0,1000 0,1538 0,1667 0,1923 0,1538 0,1594
A 0,2000 0,2692 0,2000 0,2308 0,1923 0,2609
B 0,2667 0,1538 0,2667 0,1923  0,4615* 0,3841*
Pmeld  194-208 C 0,3667*  0,3462* 0,3667* 0,3846*  0,2308 0,2174
D 0,1667 0,2308 0,1667 0,1923 0,1154 0,1377
A 0,1667 0,1538 0,2000 0,2308 0,1538 0,2029
B 0,1812 0,1923 0,1333 0,1154  0,4231* 0,2754*
Pme28  209-227 C 0,3000* 0,3846* 0,3333* 0,3077* 0,1154 0,0667**
D 0,2667 0,1538 0,1667 0,1923 0,1538 0,1739
E 0,2000 0,1154 0,1667 0,1538 0,1538 0,1667
A 0,3000 0,2308 0,2333 0,2692 0,3077 0,3333
Pme32  242-247 B 0,3000 0,3077 0,3333 0,3462  0,4231*  0,4058*
C 0,4000* 0,4615* 0,4333* 0,3846*  0,2692 0,2609

Cl14: Canoas | 14/02/09; C128: Canoas | 28/02/09; ClI114: Canoas Il 14/02/09; C1128: Canoas Il 28/02/09.

*Alelos de maior frequéncia. **Alelo de baixa frequéncia.

A presenca dos mesmos alelos nos individuos do
rio, no estoque e na progénie e a sua frequéncia
similar — com excec¢do dos alelos B e C —
sugerem que existe similaridade genética entre as
populagbes e que a variabilidade genética foi
preservada no estoque e na progénie. Segundo
Innes e Elliott (2006), a perda no nimero de
alelos é usualmente o primeiro sinal da reducao
de diversidade genética numa populagéo.

De forma geral, foram observados alelos de alta
frequéncia nas populagbes naturais e nos
estoques, porém um alelo de baixa frequéncia
(menor que 0,1000 - 10%) foi observado no
locus Pme28 da progénie (alelo C). A presenca
desse alelo nessa populagdo pode indicar que
existe um processo de perda de alelos
possivelmente devido ao efeito de deriva
genética (Bengtsson et al., 1995), que implica
alteracdo da composicdo genética que pode ser
responsavel pela diminuicdo das taxas de
reproducdo e de sobrevivéncia (Povh et al.,
2008a).

A heterozigosidade média observada na
populagdo de Canoas | ndo revelou diferengas
genéticas entre os individuos analisados em
diferentes tempos nesse ponto de coleta (Cl14 =
0,7356 e CI28 = 0,7361), o que evidencia
similaridade genética entre os seus individuos. A
mesma situacdo foi observada entre 0s
individuos da populacdo de Canoas Il (ClI14 =
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0,7442 e CII28 = 0,7507) e entre 0 estoque e a
progénie (0,7261 e 0,7287, respectivamente).
Considerando  todos os loci, a maior
heterozigosidade observada foi encontrada no
grupo Cl1128 (0,8092) (Tab. 2).

Os dados de heterozigosidade também refletem
alta variabilidade genética intrapopulacional nos
individuos coletados no rio, semelhante aos
resultados encontrados por Povh et al. (2008b),
ao analisarem uma populacdo do Rio
Paranapanema, utilizando o marcador RAPD,
onde foram observados altos valores de indice de
Shannon e porcentagem de fragmentos
polimorficos (0,345 e 61,17%, respectivamente).
Essa alta variabilidade genética intrapopulacional
demonstra  que, apesar dos constantes
repovoamentos  realizados nesse rio, a
diversidade genética da populacdo natural ainda
exibe altos valores, 0 que pode significar maior
adaptacdo dessa espécie as condi¢des ambientais
desse ecossistema. Quanto ao estoque e a
progénie, também foram encontrados altos
valores de heterozigosidade observada, o que,
segundo Povh et al. (2008a), demonstra que
essas populacbes apresentam uma base genética
suficientemente ampla para serem utilizadas em
programas de repovoamento, na formacdo de
novos estoques ou na sua liberacdo no meio
ambiente sem ocasionar riscos genéticos na
populacdo natural. Este resultado implicou a
formacdo de estoques com grande ndmero de
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reprodutores (Aho et al., 2006) que apresentem
alta variabilidade genética (Melo et al., 2006).
Contudo, os valores de Ho apresentaram desvio
significativo dos valores de He, o que, segundo
Romana-Eguia et al. (2004), é sempre esperado

em populacdes mantidas em cativeiro, pois 0s
desvios na frequéncia provocada eventualmente
pela deriva genética tém tendéncia de ampliar-se
com o passar das geracdes.

Tabela 2. Nimero de alelos por locus (N.A), heterozigose observada (Ho), heterozigose esperada (He),
indice de fixacdo (Fis) e teste do equilibrio de Hardy-Weinberg (Pwn) para as populacdes natural, estoque

e progénie de pacu, Piaractus mesopotamicus

Locus Pop Cl (14) Cl (28) CIl (14) CIlI(28) Estoque Progénie Média
N 15 13 15 13 15 69 140
N.A 4 4 4 4 4 4
Pme2 Ho 0,7149 0,7354 0,7540 0,7538 0,7477 0,7324 0,7397
He 0,6911 0,7071 0,7289 0,7249 0,7189 0,7271 0,7163
Fis -0,419 -0,381 -0,342 -0,345 -0,357 -0,369 -0,369
Phw NS NS NS NS (0,0000)* NS
N.A 4 4 4 4 4 4
Pmel4 Ho 0,7517 0,7600 0,7517 0,7538 0,7108 0,7235 0,7419
He 0,7267 0,7308 0,7267 0,7249 0,6834 0,7182 0,7184
Fis -0,346 -0,333 -0,346 -0,345 -0,431 -0,386 -0,365
Phw NS NS NS NS NS (0,0000)*
N.A 5 5 5 5 5 5
Pme28 Ho 0,7931 0,7846 0,8023 0,8092 0,7662 0,7979 0,7922
He 0,7667 0,7544 0,7756 0,7781 0,7367 0,7922 0,7672
Fis -0,273 -0,289 -0,257 -0,248 -0,322 -0,256 -0,274
Prw NS NS NS NS (0,0007)* NS
N.A 3 3 3 3 3 3
Pme32 Ho 0,6828 0,6646 0,6690 0,6862 0,6800 0,6610 0,6739
He 0,6600 0,6391 0,6467 0,6598 0,6538 0,6562 0,6526
Fis -0,489 -0,537 -0,522 -0,486 -0,500 -0,244 -0,463
Prw NS (0,0183)* (0,0260)* NS NS NS
Média N.A 16 16 16 16 16 16
Ho 0,7356 0,7361 0,7442 0,7507 0,7261 0,7287 0,7369
He 0,7111 0,7078 0,7195 0,7219 0,6982 0,7234 0,7136
Fis -0,382 -0,385 -0,367 -0,356 -0,402 -0,314 -0,368

Cl14: Canoas | 14/02/09; C128: Canoas | 28/02/09; Cl114: Canoas Il 14/02/09; CI128: Canoas |1 28/02/09. * P>0,01.

Os valores de Fis, que representam a medida de
desvio da frequéncia genotipica em relacdo a
frequéncia panmitica, expressas em termos de
deficiéncia ou excesso de heterozigotos, e que
também podem ser interpretados como
coeficientes de endogamia (Moreira et al., 2007),
apresentaram valores médios negativos em todos
os loci, com excesso de heterozigotos, indicando
auséncia de endogamia. Os maiores valores
médios de Fis foram encontrados em CI28 (-
0,385) e no estoque (-0,402). Foram observados
desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg nos
loci Pme32 de CI28 e Cl114, Pme2 e Pme28 no
estoque e no Pmeld na progénie. Estes
resultados mostram que as populacBes podem
estar sendo influenciadas pelas mudangas
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fortuitas nas frequéncias alélicas (Rengmark et
al., 2006) e pelo efeito de boca de garrafa (Tab.
2).

O desequilibrio de ligacdo, que é a associagao
ndo aleatoria de alelos em dois ou mais loci
(Caujapé-Castells, 2006), foi observado em seis
diferentes pares nos cinco agrupamentos
analisados (Pme2 x Pme32, Pmeld x Pme32,
Pme28 x Pme32, Pme2 x Pmel4, Pme2 x Pme32
e Pme2 x Pm28). No entanto, ocorreu diferente
padrdo de desequilibrio dentro de cada
combinacdo. Isto, segundo Povh (2007), sugere
que estes ndo estejam ligados fisicamente.

Para Innes e Elliott (2006), populagcdes que
experimentam o efeito boca de garrafa podem
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mostrar incremento no nivel do desequilibrio de
ligacdo. Por isso, ao se analisar o desvio no
equilibrio de Hardy-Weinberg e o desequilibrio
de ligacdo encontrados neste trabalho, é possivel
afirmar que as populacdes do rio, o estoque e a
progénie podem estar sendo influenciados pelo
efeito boca de garrafa (variacdo aleatdria das
frequéncias alélicas a qual se produz na reducéo
do tamanho populacional), e que ainda nao foi
observada drastica diminuicdo da variabilidade
genética.

O indice de Shannon foi similar entre todos os
agrupamentos, indicando que existe baixa
diferenciacdo genética entre eles. O maior valor
foi apresentado pelo agrupamento Canoas X

Estoque/Progénie (1,350). Por outro lado, o valor
de Fst, que, segundo Caujapé-Castells (2006),
quantifica a consanguinidade e mede a reducgéo
da heterozigosidade, mostrou que, entre a
populacdo natural, o estoque e a progénie (nos
diferentes agrupamentos), existe alta
consanguinidade e, conforme a classificacdo de
Wright (1978), sugere pequena diferenciacédo
genética entre as populacbes estudadas. Em
reforco a essa hipotese, o valor de Nm calculado
foi elevado em todos os agrupamentos, 0 que
pode ser considerado evidéncia de fluxo génico.
O maior valor de Nm foi encontrado em Canoas
I e Canoas Il, com 180,14 individuos por geracéo
(Tab. 3).

Tabela 3. Indice de Shannon, Fsr e nimero de migrantes (Nm) para os diferentes agrupamentos
analisados nas populacfes naturais, estoque e progénie de pacu, Piaractus mesopotamicus

Agrupamento Indice de Shannon Fsr Nm
Canoas | (14) x Canoas | (28) 1,317 0,0232* 36,36
Canoas Il (14) x Canoas Il (28) 1.331 0,0334* 172,62
Canoas | x Canoas |1 1,326 0,0151* 180,14
Estoque x Progénie 1.330 0,0195* 62,25
Canoas x Estoque/Progénie 1,350 0,0149* 14,73

*P>0,05.

Segundo a AMOVA, a maior parte da variagdo
observada nos agrupamentos estd dentro de
grupo e ndo entre grupos. Isso demonstra que 0s
individuos coletados em Canoas | e Il nos
diferentes tempos de coleta podem ser
considerados como um grupo geneticamente
estruturado numa Unica populagdo. Da mesma

forma, esse componente de variagdo dentro de
cada grupo indica que o tamanho amostral
utilizado capturou uma grande proporcdo de
variabilidade genética contida no complexo
Canoas, o que, segundo Paula (2006), é de
grande importancia para estudos de manejo e
conservagéo (Tab. 4).

Tabela 4. Analise de variancia molecular (AMOVA), distancia (D) e identidade genética (I) para os
diferentes agrupamentos utilizados nas popula¢fes naturais, estoque e progénie de pacu, Piaractus

mesopotamicus

Agrupamento FV SMQ CV %V D |
EG 0,543 0,0333 2,32* 0,0187 0,9664
Cl14 x Cl28 DG 79,474 1,4384 97,68
Total 80,018 1,4717 100
EG 0,148 0,0484 3,34* 0,0075 0,9925
Cll14 x Cl1128 DG 80,905 1,4497 96,66
Total 81,054 1,4981 100
EG 0,241 0,0218 1,51* 0,0070 0,9930
ClxCll DG 161,071 1,4424 98,49
Total 161,312 1,4642 100
Estoque x EG 2,077 0,0140 0,95* 0,0189 0,9813
Progénie DG 237,154 1,4639 99,05
Total 239,232 1,4779 100
Canoas X EG 4,405 0,0221 1,49* 0,0913 0,9127
Estoque/Progénie DG 400,544 1,4618 98,51
Total 404,949 1,4839 100

EG: entre grupos; DG: dentro de grupos. *P>0,05.
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Pelo fato de as amostragens no complexo de
Canoas terem sido realizadas em dois pontos
diferentes de coleta e em épocas reprodutivas
diferentes, é esperado que, entre as populagdes
das duas escadas, haja diferenciacdo genética. Os
resultados indicaram, de forma contraditdria, que
existe baixa diferenciacdo, fato que poderia ser
atribuido ao pequeno numero de amostras
coletado em cada escada. Porém, resultados
similares foram observados em outras pesquisas
realizadas no mesmo complexo com outras
espécies migradoras, demonstrando a integridade
e a confiabilidade dos dados encontrados neste
trabalho.

Nesse sentido, Ramos (2007), ao analisar a
diversidade genética de populag¢bes de Leporinus
elongatus no complexo de Canoas em trés anos
consecutivos de periodo reprodutivo, concluiu
que existe baixa diferenciacdo genética entre as
populagdes, sendo estruturadas como uma Unica
populacdo. Paula (2006), ao estudar a estrutura
populacional de Prochilodus lineatus durante
todo o periodo reprodutivo, encontrou
igualmente baixa diferenciagdo genética, que

—4,7555

evidencia a existéncia de uma Unica populacdo
dessa espécie. Lopes et al. (2007), apds
analisarem populacfes de Salminus brasiliensis
capturados em Canoas | e Il, também
encontraram maior variancia molecular dentro de
cada grupo (98,2%) e baixa diferenciacdo
genética (Fst = 0,018), e concluiram que o0s
grupos formam uma Unica populacgéo.

Os resultados obtidos de distancia e identidade
genética (Tab. 4) e do dendrograma (Fig. 1)
mostram que existe maior relacionamento
genético entre Canoas | x Canoas Il e Estoque x
Progénie, sendo observada a formacdo de dois
agrupamentos: um formado pelas quatro coletas
realizadas no complexo de Canoas e 0 outro
pelas populacBes estocadas. Apesar disso, pelos
resultados de diversidade genética analisados
anteriormente, é evidente a similaridade genética
entre a populacgdo natural, o estoque e a progénie,
a qual pode ser decorrente do continuo
repovoamento realizado no Paranapanema a
partir dessa populacdo estocada (Duke Energy,
2009).

Canoas | 14

|— 0,8572 |— Canoas Il 14
I— 0,3745
1,1563
| I— Canoas Il 28
Canoas | 28

I_ Estoque

0,9428

|— Progénie

Figura 1. Dendrograma da distancia genética de Nei para as populagOes naturais, estoque e progénie de

pacu, Piaractus mesopotamicus.

Resultados similares foram observados por Povh
et al. (2008b) ao analisarem, com o marcador
RAPD, um grupo de pacu coletado em Canoas |
e Il. Esses autores recomendaram uma anélise
com marcadores microssatélites para inferir a
verdadeira procedéncia desses individuos e
corroborar os dados obtidos pelo RAPD. Os
resultados do presente trabalho sdo importantes,
pertinentes e conclusivos sobre a real influéncia
dos programas de repovoamento na composi¢ao
genética da populacdo natural no médio Rio
Paranapanema.
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De modo geral, para os grupos de pacu das duas
escadas de transposicdo, foi verificado alto grau
de variabilidade genética, o que para populacdes
naturais é de grande importancia, pois a presenga
de variacBes herdaveis as tornam hébeis em
responder a selecdo (Ramos, 2007) e mais aptas
a sobrevivéncia e reproducdo, quando se
exercerem pressoes seletivas e evolutivas (Lowe
et al., 2004). Apesar disso, foi verificado que a
quantidade de individuos coletados nas escadas
durante os dois periodos diminuiu (coleta
14/02/09 = 15 individuos x coleta 28/02/09 = 13
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individuos), inclusive quando comparado com
outros estudos na mesma espécie realizados em
diferentes anos de coleta (Povh et al., 2008).
Esse resultado de diminuicdo populacional
durante o periodo reprodutivo pode ser atribuido
a dois efeitos: o fisico das barragens e o da
deplecdo na populacéo a jusante do complexo.

O efeito das barragens fundamenta-se na
interrupcdo das rotas migratérias, o que impede o
correto amadurecimento do sistema reprodutivo
dos peixes e evita a realizacdo do ciclo completo
de reprodugdo, afetando, dessa forma, a
abundancia de peixes migradores aptos para a
reproducdo e provocando baixo desenvolvimento
e alta depredacdo de ovos e larvas (Agostinho et
al., 2002). As condicBes observadas nos
reservatorios de Canoas | e Il — &guas lénticas,
com escassa vegetacdo ciliar e auséncia de
lagoas larginais — (Dias, 2003), permitem pensar
na possibilidade da pouca contribuicdo dos
peixes migrantes na formacdo de novos grupos
de individuos na montante. O efeito da deple¢do
na populagéo a jusante do complexo fundamenta-
se no fato de que, depois de realizar a migracao a
montante, ndo ocorre 0 retorno  desses
individuos. Esse efeito ja foi comprovado para
outras espécies, como o L. elongatus (Ramos,
2007) e P. Lineatus (Paula, 2006), o que,
segundo Britto e Sirol (2006), pode ser devido a
amortizagdo do fluxo hidraulico descendente. Por
esse motivo, sdo necessarios maiores estudos que
verifiqguem a real eficiéncia das escadas de

transposicdo e seus efeitos genéticos na
populacdo natural.
Devido & diminuicdo  populacional, a

variabilidade genética nas popula¢Bes naturais
pode diminuir, levando ao efeito de boca de
garrafa. Como demonstrado com os resultados da
frequéncia alélica, o equilibrio de Hardy-
Weinberg e o desequilibrio de ligagdo, esse
efeito pode estar acontecendo nas populacfes de
pacu, 0 que, a longo prazo, pode comprometer a
sustentabilidade da populacdo, diminuir a
prevaléncia da espécie no complexo Canoas e
aumentar o risco de extingdo (Hatanaka e Galetti
Jr., 2003).

Ao analisar as populagdes estocadas, foi possivel
verificar a existéncia de alta variabilidade
genética intrapopulacional, o que, segundo
Lopera-Barrero et al. (2008a), indica que o
estoque foi formado com suficiente variabilidade
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genética (efeito fundador), que se utilizaram de
sistemas reprodutivos e cruzamentos eficientes
(Povh, 2007) e permitiram manter o pool
genético na progénie (Ho = 0,7261 e 0,7287,
respectivamente). Essa alta  variabilidade
genética do estoque/progénie, somada a
similaridade genética similar a populagdo natural
do complexo Canoas (apesar das primeiras serem
oriundas do Rio Parana), permite concluir que o
pool de genes é semelhante, fato relevante
quando se realizam programas de repovoamento,
pois um pool diferente entre eles poderia
significar baixa viabilidade do uso do estoque
(Povh et al., 2008b) e provocar perda de genes
importantes de adaptagdo ao ambiente na
populacdo natural (Sgnstebg et al., 2007) e baixa
sobrevivéncia das progénies repovoadas (Frost et
al., 2006).
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