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RESUMO

O Brasil é um pais com grande potencial hidrico, havendo assim diversos
represamentos que sdo classificados em grandes Usinas Hidrelétricas (UHES) ou
Pequenas Centrais Hidrelétricas (PCHs). O rio Sapucai-Mirim, afluente da bacia do
Alto Parana, € um dos muitos que possuem PCHs ao longo de sua extensdo. O
impacto antropico causado por esses barramentos interfere diretamente nas
populacdes naturais da ictiofauna presente. Dessa forma, estudos de diversidade
genética se tornam indispensaveis, coadjuvando com a implantacdo de medidas
mitigadoras. Marcadores moleculares microssatélites sdo uma ferramenta muito
utilizada em estudos de diversidade genética, devido a sua codominancia, abundancia
no genoma dos eucariotos e grau de polimorfismo. Perante o exposto, 0 presente
estudo utilizou marcadores microssatélites para analisar a diversidade genética de
populacdes naturais de A. lacustris nos anos de 2013 e 2021, com o objetivo de
verificar o impacto que esses represamentos tém sobre as populagbes naturais
habitantes. Sete loci microssatélites pré-descritos pela literatura foram aplicados,
tendo seus resultados posteriormente analisados por programas computacionais. De
forma geral, ambas populacdes apresentaram uma alta diversidade genética. Os
resultados obtidos podem ser explicados por conta da presenca de medidas
mitigadoras na regido, pelo fato de as PCHs terem sido construidas recentemente, ou
ainda por conta da grande capacidade adaptativa da espécie utilizada.

Palavras-chave: Barramentos, Diversidade genética, Microssatélites.



ABSTRACT

Brazil is a country with great hydroelectric potential, so there are several dams
that are classified into Large Hydroelectric Plants (LHPs) or Small Hydroelectric Plants
(SHPs). The Sapucai-Mirim river, tributary of the Upper Parana basin, is one of many
that have SHPs along its length. The anthropic impact caused by these dams directly
interferes with natural populations of the present ichthyofauna. That way, studies of
genetic diversity become indispensable, helping to implement mitigating measures.
Microsatellite molecular markers are a tool widely used in genetic diversity studies,
because off their codominance, abundance in the eukaryote genome and degree of
polymorphism. Thereby, the present study used microsatellite markers to analyze the
genetic diversity of natural populations of A. lacustris in the years 2013 and 2021, with
the objective of verifying the impact that these dams have on natural populations.
Seven microsatellite loci pre-described in the literature were applied, and their results
were later analyzed by computer programs. In general, both populations showed a
high genetic diversity. The results obtained can be explained by the presence of
mitigating measures in the region, by the fact that the SHPs have been built recently,
or by the great adaptive capacity of the species used.

Keywords: Dam, Genetical Diversity, Microsatellites.
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1 INTRODUCAO

1.1 Baciado Alto Rio Parana e o Rio Sapucai-mirim

A Bacia do Alto Rio Parana (Figura 1) abrange uma &rea de aproximadamente

900 mil km?, possuindo dominios morfoclimaticos que abrangem uma enorme

biodiversidade (Langeani et al., 2007). Sua area esta situada em uma regido que

engloba grandes centros urbanos, industriais e agricolas, com isso, essa regido acaba

sendo uma das mais exploradas do pais (Agostinho e Julio Junior, 1999).

Figura 1 — Localizagdo da Bacia do Alto Rio Parana
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Fonte: (Pontes et al., 2013)

Dentre os integrantes da Bacia do Alto Rio Parana, esta o Rio Sapucai-Mirim

(Figura 2), apresentando 290km de extensdo ele possui sua nascente no municipio

de Sapucai-Mirim em Minas Gerais, com seu percurso passando pelo estado de Séo

Paulo, e desemboca no médio Rio Grande também em Minas Gerais. O rio apresenta

caracteristicas loticas tipicas, dispondo de fortes corredeiras e pequenas quedas



d'agua em sua porgcdo superior, tornando-se mais calmo proximo a sua

desembocadura (Souza, 2014).

Figura 2 — Representacédo do sistema do Alto Rio Parana (vermelho) com destaque para o

Rio Sapucai-Mirim e o Rio Grande.
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Fonte: (Bambilha, 2016).

Essa regido abriga uma diversa ictiofauna, com 310 espécies de peixes
distribuidas em 11 ordens e 38 familias (Langeani et al., 2007). Essas espécies
possuem diversos portes que vao desde lambaris até pintados; as de pequeno porte
sdo dependentes da vegetacdo marginal dos rios para fins troficos, reprodutivos e
abrigo, tendo preferéncia a habitar pequenos riachos e cabeceiras dos rios. Espécies
de médio a grande porte possuem uma ampla distribuicdo geografica, podendo migrar
anualmente para fins reprodutivos e alimentagdo, como os individuos do género
Astyanax, amplamente distribuidos nas bacias da América Central e do Sul, que
possuem grande importancia na pesca de subsisténcia, comercial e aquicultura.
(Agostinho et al., 2007; Mendonca, 2018; Silva, 2020).



1.2 Astyanax lacustris

A Regido Neotropical da América do Sul contém as bacias Amazbnica e do
Parana, ambas muito importantes por abrigarem uma enorme diversidade da
ictiofauna brasileira; a primeira com uma area de cerca de 7.000.000 km? e entre 1.500
e 5.000 espécies de peixes e a segunda com cerca de 2.600.00 km? comportando
aproximadamente 600 espécies. A regido do Alto Parana possui aproximadamente
900.000 km?, no intervalo brasileiro possui estimativas que variam de 130 espécies
(Bonetto 1986), a mais de 250 (Agostinho e Julio-Jr. 1999), sendo que estudos mais
recentes afirmam ter 310 espécies, distribuidas em 11 ordens e 38 familias, dentre as
quais estao inseridas as ordens Siluriformes e Characiformes, possuindo a maior
riqueza que correspondem a cerca de 80% das espécies dos grupos dominantes
(Langeani, 2007).

Em Characidae, Astyanax é o género mais amplamente distribuido em aguas
doces neotropicais (Buckup et al., 2007), composto por 155 espécies vdlidas
(Eschmeyer e Fong, 2016). Espécies desse género tipicamente apresentam uma
mancha umeral preta horizontalmente oval, duas listras verticais marrons e uma
mancha preta caudal (Teixeira et al., 2018). Astyanax lacustris (Figura 3),
popularmente conhecido como lambari-do-rabo-amarelo, € uma espécie migradora de
pequeno porte amplamente distribuida em ambientes dulcicolas; possui grande
importancia ecoldgica, por servir de alimento para espécies de maior porte, e
econbmica por apresentar caracteristicas que favorecem sua producdo de cultivo,
tendo também grande relevancia na aquicultura, pesca esportiva e ser considerada
um recurso pesqueiro (Porto-Foresti, 2001). A. lacustris € uma espécie muito utilizada
em diversos estudos que vao desde filogenéticos até de diversidade genética e

estruturacdo populacional (Mendonca, 2018).



Figura 3 — Exemplar de Astyanax lacustris.

Fonte: L.M Saermento-Soares

Devido a diversas a¢fes antropicas, a riqueza ictiofaunistica neotropical esta
exposta a muitos impactos ambientais, sendo a bacia do alto rio Parana uma das mais
expostas devido a sua intensa exploragdo possuindo grandes centros urbanos,
industriais e agricolas (Agostinho e Julio Junior, 1999; Marques, 2019). Por conta da
alta exploracdo, os ambientes da bacia sofreram alteracdes que repercutiram na
diminuicdo na diversidade de sua ictiofauna (Souza, 2014).

1.3 Interferéncia Antropica

Segundo Agostinho et al., 2007, toda agédo sobre o ambiente gera um impacto
sobre o funcionamento de sistemas regulados que indispensavelmente devem ser
considerados. Com isso, toda interferéncia antropica acaba refletindo diretamente na
biodiversidade daquele ambiente.

Por conta de seu potencial hidrico, a bacia do alto rio Parana é intensamente
alterada por conta dos grandes represamentos, sendo estes intimamente ligados ao
histérico da construcdo de usinas hidrelétricas, com aproximadamente 42% das



usinas instaladas no Brasil (Agostinho et al., 2007; Marques, 2019). As usinas
hidroelétricas sdo responsaveis por aproximadamente 63,8% da energia elétrica
brasileira (GOV, 2020). Com essas construcdes, as caracteristicas hidrolégicas do rio
acabam sendo alteradas de um estado Iético para Iéntico ou semi-léntico com a
formacdo dos compartimentos nos reservatérios, o que acaba forcando uma

reestruturacao das assembleias aquaticas (Souza, 2014).

Os reservatorios podem ser classificados em grandes Usinas Hidrelétricas
(UHEs) e Pequenas Centrais Hidrelétricas (PCHs). As PCHs vém ganhando
prioridade no incremento do setor elétrico por ser uma alternativa que atende as
demandas de pequenos centros urbanos e areas rurais mais afastadas (Agostinho et
al., 2008; Mendonca, 2018). Os barramentos dos rios, produzidos durante a
construcdo das UHEs e PCHs, impede a geracdo de novas condicbes ambientais a
biota aquética, prejudicando as rotas migratérias dos peixes, assim como a
capacidade biogénica do sistema e a disponibilidade de alimento e abrigo para os
juvenis (Agostinho et. al., 2007; Souza, 2014).

Como resposta a esses impactos ambientais, foram implantadas leis com a
obrigatoriedade de medidas mitigadoras de carater geral, como a construcdo de
escadas de peixes, peixamentos ou estacdes de piscicultura. O peixamento, ou
repovoamento, esta entre as ac6es de manejo mais aplicadas em todo o mundo; ela
consiste na soltura de peixes provenientes de outros sistemas naturais ou de cultivo
em um determinado corpo d’agua (Agostinho et. al. 2007). Ao efetuar o peixamento,
€ de significativa importancia realizar um estudo genético da espécie alvo visando
otimizar os resultados do mesmo. Dessa forma, marcadores moleculares séo uma
ferramenta de andlise genética que vém sendo utilizada durante anos mostrando

grande efetividade na verificacdo da diversidade genética de populacdes.

1.4 Marcadores moleculares

Com a descoberta da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) na
década de 80, houve uma grande revolucdo na area da genética que possibilitou

analises rapidas e praticas de um grande numero de individuos. Essa técnica consiste



na sintetizacédo in vitro de milhdes de copias de um fragmento de DNA, realizado pela

enzima DNA polimerase (Oliveira et al., 2021).

A partir da PCR, foram desenvolvidas diversas técnicas para analise de
marcadores de DNA, caracterizados como um segmento especifico de DNA vindo de
heranca genética que diferencia um ou mais individuos (Oliveira et al., 2021), podendo
ser classificadas em trés grupos: marcadores que sdo obtidos por hibridizacédo,
marcadores obtidos pela amplificacio do DNA e aqueles obtidos pelo
sequenciamento. A vantagem dos métodos que sdo baseados em PCR é que estes
nao precisam de uma grande quantidade de DNA para serem executados. Entre os
marcadores baseados em PCR, temos: RAPD (Random Amplified Polymorphism
DNA), ISSR (Inter-simple sequence repeats), SSR (Simple Sequence Repeats) ou
microssatélite, AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Oliveira et al., 2021,
Turchetto-Zolet et al., 2017).

A andlise e deteccédo de polimorfismos genéticos contribui para o entendimento
da base molecular de varios aspectos biolégicos, tornando-se muito importante para
diversas areas. As técnicas para estudos com marcadores moleculares permitem a
identificagdo dos mesmos em escala gendmica. Com isso, elas acabam unindo as
caracteristicas vantajosas de varias técnicas basicas, incorporando modificacdes na

metodologia que aumentam a eficacia da genotipagem (Turchetto-Zolet et al., 2017).

Os polimorfismos de DNA surgem através de mutacfes sendo geralmente
determinados pelo tipo de mutacdo que os criou. Os marcadores moleculares entram
identificando esses polimorfismos, oferecendo um numero quase ilimitado de
informacdes distribuidas ao longo do genoma. Portanto, eles vém sendo cada vez

mais valorizados em diversos estudos genéticos (Turchetto-Zolet et al., 2017).

1.4.1 Marcadores Microssatélites

Os microssatélites, ou Simple Sequence Repeats (SSR), sdo marcadores
genéticos com sequéncias repetidas em tandem, que vao de um a seis nucleotideos,
presentes no genoma dos eucariotos. As regides de repeticdo contidas dentro da
sequéncia de DNA sdo conservadas em uma espécie, 0 que permite a selecdo de

primers de PCR a serem amplificados pelos microssatélites (Lanza et al., 2000). Suas



regides apresentam altas taxas mutacionais, se tornando altamente polimérficos em
nivel populacional (Pinheiro, 2018). Eles apresentam carater codominante e estéao
dispersos por todo o genoma, além de possuir um grande potencial de automacéo e
necessitar de pequenas quantidades de DNA para iniciar a amplificagdo em PCR.
Devido as suas caracteristicas, esses marcadores sao muito empregados em estudos

de diversidade genética em populagbes naturais (Oliveira, 2021).

Esse marcador ja foi utilizado em diversos trabalhos anteriores de varias
espécies do género Astyanax, como em A. fasciatus, A. scabripinnis, A. intermedius,
A. schubarti, A. gitton, A. parahybae e em A. Lacustris, espécie de estudo deste
trabalho, mostrando grande efetividade nas analises de diversidade populacional
(Pinheiro, 2018).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Tendo em vista a necessidade de propor estratégias de conservacao a fim
minimizar os impactos causados pela construcdo de PCHs em tributarios como o

rio Sapucai, o presente trabalho teve por obijetivo:

1) determinar a estrutura populacional de populac¢des naturais da espécie Astyanax
lacustris, coletadas em épocas diferentes;

2) comparar os dados genéticos de diferentes épocas coletadas, afim de avaliar o
possivel impacto da construgdo das PCH’s na variabilidade dos estoques em
relacdo a populagdo natural, através da comparacéo temporal de dados genéticos
do inicio da construcdo das PCH’s (cerca de 10 anos) com o0s tempos atuais,

empregando loci microssatélites;



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de coleta

Os individuos utilizados nesse estudo foram coletados no rio Sapucai-Mirim,
tributario da bacia do Alto Parand - SP, originarios de popula¢gdes naturais de
Astyanax lacustris, coletados nas regides das PCHs de Retiro e Palmeiras (figura
4). Ao todo foram analisados 47 exemplares, sendo 24 exemplares coletados no
ano de 2021 (populacdo A) e sendo 23 exemplares coletados no ano de 2013

(populacéo B).

Figura 4 - Rio Sapucai-Mirim, tributario da bacia do Alto Parana - SP, PCH’s de Palmeiras
(a) e Retiro (b).




As amostras de tecido foram coletadas da nadadeira caudal dos espécimes
e preservadas em alcool absoluto para posteriores analises moleculares. Esse
material compde o banco de tecidos do Laboratério de Genética de Peixes

(LAGENPE), Universidade Estadual Paulista (UNESP), Bauru, Sdo Paulo.

3.2 Extracdo de DNA

Para realizar a extracdo de DNA, foram retirados fragmentos de tecido da
nadadeira caudal dos individuos amostrados, utilizando o kit comercial “Wizard
Genomic DNA Purification kit-Promega”. Um pequeno fragmento do tecido foi cortado
e colocado em tubo de microcentrifuga, adicionando 300 ul de Nuclei Lysis Solution e
4,0 ul de Proteinase K, as amostras foram colocadas em incubag¢ao no banho-maria
por 2 horas a 60°C. Passado o tempo da primeira incubacéo, foram adicionados 2,5
pl de RNAse, e novamente colocados no banho-maria, agora a 37°C, em incubacao
por 30 minutos. Posteriormente foram adicionados 200 ul de Protein Precipitation
Solution e levados ao freezer por 20 minutos. Logo apds as incubacgdes, partiu-se para
as etapas de centrifugagdo, sendo a primeira a 13.000 rpm por 4 minutos, retirando
posteriormente o sobrenadante e transferindo-o para outro tubo com 600 ul de
isopropanol a temperatura ambiente. Uma nova centrifugacao de 4 minutos a 13.000

rpm foi realizada, descartando agora o sobrenadante apés a centrifugagcédo. Para a
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ultima etapa de centrifugagéo, foram adicionados 600 ul de etanol 70% e os tubos
foram centrifugados por 4 minutos a 13.000 rpm, descartando novamente o
sobrenadante com cuidado para ndo se desfazer do material genético aderido ao
fundo do tubo. O material ficou em descanso overnight para secagem, apos esse
periodo adicionou-se 35 ul da solugdo de DNA Rehydration Solution, deixando o tubo

em temperatura ambiente por 24 horas.

Para a etapa seguinte, verificou-se o resultado da extracdo e purificacdo de
DNA gendmico, assim como sua integridade, por meio do gel de agarose 1% corado
com o corante fluorescente GelRed ™ 1X (Uniscience) e BlueJuice ™ 2X (Invitrogen).
O gel foi visualizado através de um transiluminador UV (Loccus Biotecnologia). Com
o intuito de analisar a diversidade genética da populacao, foram aplicados marcadores
moleculares do tipo microssatélite a partir da amostragem e extracdo do DNA

gendmico.

3.3 Amplificac&o dos loci microssatélites

Com o objetivo de analisar a diversidade genética de A. lacustris do Rio
Sapucai-Mirim, foram selecionados sete dos doze loci microssatélite descritos
anteriormente por Zaganini et al. (2012) (tabela 1), levando em consideracgao critérios
importantes para o estudo genético de diversidade, como o grau de polimorfismo,
especificidade e alelos nulos. A fim de otimizar os loci selecionados, foram feitas
alteracdes no protocolo de amplificacdo em relacdo as concentracdes dos reagentes

e a temperatura de anelamento.
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Tabela 1 - Descricdo dos loci microssatélites para A. lacustres elaborado por Zaganini et al.

(2012).
Loci Sequéncia do primer (5"3") Repeticd  Tamanho T.A. (°C)
0 (pb)

Asty  F: GGTCACTGGAGGACAGATGTT

4 R: GGCATGTGCTTGAATGGA (AC)L7 200 53
Asty  F: AGACACAATCAGCCGCCGAAATG (oo 163 5

12 R: ATCCCCTCTCCACAACCCAACACA
Asty F: CAACTTTTACTTAAAACCTGC  (AOIT— ., 0

15  R:ATGGGTCTTTACTGCTGAATGTAT  (CT)6
Asty F: AAAGTAAAGGGCATCTGTGGAGAA

16 R: AGAGGGCATCATTGTACATTTTTG (AC)10 165 52
Asty  F: TCAATGGAACCTATGGACAAC

23 R GTGGGAAGTAGCCTAATAAATA (A2 160 52
Asty F: CCCATTGATCCTGCCTCTAA

26 R: CAGTCCTGACACAGAGAT (GNs 130 58
Asty F: GCATTGTTCAGGTTGGGTCT

27 R: AAACGTGGTGAGAGGGAGTG (GNs 150 58

(pb) - Pares de bases; (T.A.) - Temperatura de anelamento; F: forward, R: reverse.

Para a amplificacdo dos microssatélites foi empregada a técnica de Reagcdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), através do uso de pares de primers, foward (F) e reverse
(R). Os sistemas de sequenciamento em conjunto foram realizados através das
caracteristicas de cada locus, levando em consideracéo o tamanho (pb) dos mesmos.
A partir disso, todos os primer foward (F) foram marcados na posi¢do 5 com os
seguintes fluorocromos: PET™, FAM™ NET™ e VIC™ (Applied Biosystems). Com o
intuito de os loci de mesmo tamanho ndo compartilharem o mesmo fluorocromo, a

fluorescéncia para cada primer foi desenhada de forma especifica.

A amplificacdo dos loci microssatélites foi dividida em dois multiplex possuindo
duas reagdes diferentes com apenas um par de primers, foward (F) e reverse (R),
separadamente. A reacdo para os loci Asty 4, Asty 15, Asty 16 e Asty 23 contém
volume final de 18,05 uyl com as seguintes concentragdes: 1,4X Buffer; 94 uM de
dNTPs; 3,12 mM de MgCl2; 205 mM de cada primer; 0,25 U de Taq e 10-30 ng de
DNA de cada primer. A reacdo para os loci Asty 12, Asty 26 e Asty 27 contém volume
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final de 23,6 pl, com as seguintes concentracdes: 1X de Buffer; 150 uM de dNTPs; 1,5
mM de MgClz; 2 mM de cada primer; 0,2 U de Taq e 10-30 ng de DNA. Todos os loci
microssatélites foram amplificados no termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems), seguindo as condi¢coes de desnaturagao inicial a 95° C por 5
min, seguida de 35 ciclos que inclui desnaturacdo a 95° C por 30 s, hibridizacéo
variando de 55° C a 60° C por 30s, desnaturagcédo a 72° C por 5s e extensao final a
72° C por 5 min (tabela 2).

Tabela 2 — Loci com alterac8es de temperatura utilizados.

Loci Tamanho (pb) T.A. (°C) Fluorocromo Multiplex
Asty 4 200 55 FAM |
Asty15 212 55 VIC |
Asty 16 165 55 PET |
Asty 23 160 60 NED I
Asty 12 163 60 PET I
Asty 26 190 60 FAM 1
Asty 27 150 60 NED 1

(pb) - Pares de bases; (T.A.) - Temperatura de anelamento.

3.4 Andlise de programas computacionais

Apoés as etapas laboratoriais, as amostras amplificadas foram genotipadas
utilizando o sequenciador automatico ABI 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems),
os resultados foram analisados no GeneMapper versao 4.0 (Applied Biosystems),

sendo verificados e revisados manualmente.

Os desvios de equilibrio de Hardy-Weinberd (HWE) e do indice de fixacéo (Fis)
foram estimados utilizando o programa GenePop versdo 3.4 (Raymond e Rousset,

1995), ja o nivel de riqueza alélica (Ar) foi avaliado utilizando o software Fstat 2.9.3
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(Goudet, 2002). Para analisar o numero de alelos por locus, nimero de alelos total,
heterozigosidade esperada (He) e a heterozigosidade observada (Ho), foi utilizado o

programa Cervus 3.0 (Kalinowski et al., 2007).

4 RESULTADOS

Foram analisadas no total 47 amostras de Astyanax lacustris, sendo
amostradas 24 individuos coletados no ano de 2021 (referentes a populagéo A, tabela
3) e 23 individuos coletados no ano de 2013 (referentes a populacao B, tabela 4). Para
analise da diversidade genética interpopulacional foram utilizados sete loci

microssatélites altamente polimorficos (tabela 2).

A populacdo A (2021) apresentou valores médios de alelo por locus (A) de
9,86, riqueza alélica de 5.9, heterozigosidade observada (Ho) de 0.572 e
heterozigosidade esperada (He) de 0.844. J4 a populacdo B (2013) apresentou
valores médios de alelo por locus (A) de 9.42, riqueza alélica de 7.6, heterozigosidade
observada (Ho) de 0.523 e heterozigosidade esperada (He) de 0.806.

O locus Asty 15 apresentou o maior numero de alelo por locus nas duas
populacdes estudadas, enquanto os loci Asty 16 e Asty 27 na populacdo A
apresentaram os menores numeros de alelos por locus, ja na populacdo B o locus
que apresentou menor numero foi o Asty 23. No que se diz respeito aos valores de
riqueza alélica (Ar), observamos que o locus Asty 15 apresentou 0s maiores valores
em ambas as populagdes, ja 0os menores valores na populacdo A foi locus Asty 16 e
na populacdo B no locus Asty 23. Em relagdo as heterozigosidades, as observadas
em maiores valores foram encontradas no locus Asty 26 em ambos os anos estudados
e 0S menores valores foram encontrados nos loci Asty 16 (populacao A) e Asty 23
(populacédo B). J& a heterozigosidade esperada, encontramos a de maior valor no

locus Asty 15 e a de menor valor no locus Asty 16, em ambas as populacdes.

Desvios significativos do HWE e valores positivos significativos do indice de
endogamia (Fis) (P < 0.007), apds a correcédo de Bonferroni, foram observados nos
dois anos estudados no locus Asty 15. Na populacdo amostrada em 2021 foi possivel

observar desvios significativos também nos loci Asty 16 e Asty 23 e Asty 26. Ja na
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populacdo amostrada em 2013 os loci que também apresentaram desvio significativo

foram o Asty 26 e o Asty 27.

Tabela 3 — Resultados da analise computacional da populacao A.

Locus A Ar Ho He Fis
Asty 4 10 6.0 0.625 0.873 0.291
Asty 15 15 8.2 0.500 0.958 0.487*
Asty 16 7 4.3 0.176 0.725 0.762*
Asty 23 8 55 0.500 0.843 0.415*
Asty 12 8 4.5 0.737 0.743 0.008
Asty 26 14 5.8 0.864 0.835 -0.035*
Asty 27 7 7 0.600 0.933 0.385

média 9.857 5.9 0.572 0.844 -

A — ndmero de alelos por locus; Ar — riqueza alélica; Ho — heterozigosidade observada; He —
heterozigosidade esperada; Fis — indice de endogamia. Fis* indicam desvios significativos do HWE (P
< 0.007).

Tabela 4 — Resultados da andlise computacional da populacéo B.

Locus A Ar Ho He Fis
Asty 4 12 9.4 0.706 0.923 0.241
Asty 15 14 11.7 0.545 0.961 0.444*
Asty 16 7 55 0.333 0.605 0.460
Asty 23 5 4.6 0.300 0.679 0.571
Asty 12 10 6.7 0.611 0.754 0.194
Asty 26 10 7.1 0.789 0.845 0.067*
Asty 27 8 8.0 0.375 0.875 0.588*
média 9.429 7.6 0.523 0.806 -

A — numero de alelos por locus; Ar — riqueza alélica; Ho — heterozigosidade observada; He —
heterozigosidade esperada; Fis — indice de endogamia. Fis* indicam desvios significativos do HWE (P
< 0.007).
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5 DISCUSSAO

Ao analisarmos e compararmos 0s estoques amostrados nos anos de 2021
(populacédo A) e 2013 (populacdo B), notamos que ambos apresentaram uma alta
diversidade genética, com valores de numero de alelos por locus (A), riqueza alélica
(Ar) e heterozigosidade esperada (He) muito similares.

O rio Sapucai-Mirim foi muito afetado durante os anos devido as acles
antrépicas ao longo de sua extensao, dentre elas a principal é as construcbes de
PCHs (Souza, 2014). Estudos anteriores mostram que essas construcdes vém
afetando as populacdes naturais (Mastrochirico Filho et al., 2018), o que enfatiza a
importancia do monitoramento de sua diversidade genética, sendo essencial para a

execucao de medidas mitigadoras.

No presente trabalho os dois grupos amostrados (2021 e 2013) mostraram, de
maneira geral, uma alta diversidade genética, apresentando valores de alelos por
locus (A), riqueza alélica (Ar) e heterozigosidade (He) esperada muito semelhantes a
estudos recentes feitos por Mendoncga (2018), Limeira (2018) e Silva (2020) na mesma
regido. Diniz (2019) evidencia também que outras espécies presentes ha mesma
bacia, com destaque aos grandes migradores, apresentam uma alta diversidade
genética, sendo capazes de vencer 0s obstaculos postos pelas mesmas interferéncias

antropicas.

Altos numeros significativos de homozigotos apareceram em ambas as
populacdes, dando destaque para os loci Asty 15, Asty 16 e Asty 23 na populagcéo A
e para os loci Asty 15, Asty 26 e Asty 27 na populagéo B. A caréncia de heterozigotos
pelos desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg e valores do indice de endogamia (Fis)
pode ser explicado, segundo Mendonca (2018), pelo efeito de deriva genética,
ocasionado em virtude de o numero da populacdo amostrada ser inferior ao nimero
da populacao total, gerando um efeito de gargalo de garrafa, o que acaba nao

refletindo significativamente na populagao natural.

Os valores de diversidade genética obtidos pelas duas populacdes (2021 e
2013) foram esperadas, podendo ser justificados pelo fato de que as PCHs foram
construidas nas ultimas duas décadas, ndo havendo tempo o suficiente para

apresentar uma grande diferenca significativa, ou ainda pelo fato de que a espécie em
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guestao possui uma grande flexibilidade adaptativa, visto que de acordo com os dados
obtidos por Limeira (2018), A. lacustris apresenta uma maior diversidade genética
quando comparada com outras espécies de mesmo género, devido principalmente a
sua capacidade de migracdo. Souza (2015) também conclui que tais dados resultam
da alta plasticidade trofica e evolutiva que essa espécie apresenta, 0 que a permite

habitar tanto ambientes pristinos como degradados.

Contudo, ha ainda mais uma vertente que pode influenciar diretamente na
manutencao da diversidade genética: praticas de peixamento (repovoamento) que sado
aplicadas ao longo do rio Sapucai-Mirim. Uma delas é o Supportive breeding, uma
pratica conservacionista que consiste no cruzamento de individuos geneticamente
distantes que pertencem a mesma localidade, a fim de diminuir as taxas de endogamia
(Silva, 2020).

6 CONSIDERACOES FINAIS

O Brasil € um pais onde mais de 60% da energia utilizada é proveniente de
hidrelétricas, sendo o rio Sapucai-Mirim um dos muitos utilizados para suas
instalacdes. Essas interferéncias antrépicas geram um impacto que atinge
diretamente a ictiofauna, tornando os peixes 0 grupo mais ameacado dentro de

vertebrados.

O presente estudo objetivou analisar, utilizando microssatélites, duas
populacdes de A. lacustris coletadas nos anos de 2013 e 2021, verificar a diversidade
genética de ambas e comparar a diferenca de dados entre esses 8 anos, visto a
grande importancia dessa espécie tanto para o rio Sapucai-Mirim quanto para a bacia

do Alto Parana.

Durante anos, muitos estudos mostram a eficiéncia da utilizacdo de marcadores
moleculares microssatélites para analisar a diversidade genética de populacdes
naturais, principalmente em regides em que foram construidas centrais hidrelétricas.
Com sua utilizacdo, foi apresentado que ambas as populacbes (2013 e 2021)
possuem uma alta diversidade genética, resultado que pode ser justificado levando

em conta as medidas mitigadoras presentes na regido, ao pouco tempo desde a
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construcdo das PCHs e a capacidade adaptativa dos individuos da espécie em

guestao.

Por fim, é indispensavel ressaltar a importancia do monitoramento continuo da
diversidade genética, como também a implantacdo de medidas mitigadoras, em locais
onde ocorre uma grande interferéncia antrOpica, potencializando as ac¢des

conservacionistas.
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