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RESUMO

O rio Sapucai-Mirim é um importante tributario da bacia do rio Grande (S3o Paulo) e
tem sido impactado pela instalagdo de Pequenas Centrais Hidrelétricas (PCHs), que
contribuem para a crescente fragmentagao do rio. Essa interrup¢do do leito compromete a
conectividade aquatica, afetando populacbes de peixes migradores. Nesse contexto,
Astyanax lacustris, espécie nativa de pequeno porte e com comportamento migratdrio
oportunista, foi utilizada como modelo para avaliar a diversidade genética e a estrutura
populacional em trechos influenciados pelas PCHs Retiro e Palmeiras. Foram analisados 109
individuos provenientes de quatro estoques, localizados a montante e a jusante das PCHs,
utilizando seis loci de marcadores moleculares do tipo microssatélites. Os resultados
indicaram elevada diversidade genética e baixa diferenciacdo entre os estoques, com valores
de Fst entre 0,010 e 0,023, indicando manutencdo da conectividade genética entre os
trechos avaliados. Entretanto, as analises de agrupamento identificaram maior evidéncia de
estruturacdo genética na PCH Palmeiras Montante, enquanto a PCH Retiro Montante
apresentou menor diversidade genética e caracteristicas que justificam atencao em futuros
monitoramentos. Conclui-se que os marcadores microssatélites foram eficientes para
caracterizar a diversidade e a estrutura genética de A. lacustris, evidenciando a manutencgao
da conectividade entre os estoques, mas também sinais iniciais de diferenciagao que devem
ser acompanhados. Considerando o curto intervalo entre geracbes da espécie, ndao foi
possivel distinguir a contribuicdo das escadas de peixes daquela decorrente do supportive
breeding. Assim, a continuidade do monitoramento genético é importante para acompanhar
possiveis mudancas na conectividade e subsidiar estratégias de manejo e conservacdo da

espécie.

Palavras-chave: barragens; genética populacional; marcadores microssatélites; Astyanax

lacustris.



ABSTRACT

The Sapucai-Mirim River is an important tributary of the Grande River basin (Sdo
Paulo, Brazil) and has been impacted by the installation of Small Hydroelectric Power Plants
(SHPs), which contribute to the increasing fragmentation of the river. This interruption of the
river channel compromises aquatic connectivity, affecting migratory fish populations. In this
context, Astyanax lacustris, a small native species with opportunistic migratory behavior, was
used as a model to assess genetic diversity and population structure in river stretches
influenced by the Retiro and Palmeiras SHPs. A total of 109 individuals from four stocks,
located upstream and downstream of the SHPs, were analyzed using six microsatellite loci.
The results indicated high genetic diversity and low differentiation among stocks, with Fst
values ranging from 0.010 to 0.023, indicating the maintenance of genetic connectivity
among the evaluated stretches. However, clustering analyses identified stronger evidence of
genetic substructure in the Palmeiras upstream stock, while the Retiro upstream stock
showed lower genetic diversity and characteristics that warrant attention in future
monitoring efforts. It is concluded that microsatellite markers were effective in characterizing
the genetic diversity and structure of A. lacustris, indicating the maintenance of connectivity
among stocks, but also revealing early signs of differentiation that should be monitored.
Considering the species' short generation interval, it was not possible to distinguish the
contribution of fish passageways from that resulting from supportive breeding. Therefore,
continued genetic monitoring is important to track potential changes in connectivity and

support management and conservation strategies for the species.

Keywords: dams; population genetics; microsatellite markers; Astyanax lacustris
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1 INTRODUGAO

1.1 Geragdo de energia elétrica brasileira: fontes hidricas

Historicamente, a hidreletricidade esta presente no Brasil desde o final do século XIX,
com a construgao de pequenas usinas de operacdo local e isolada. A partir da década de 50,
a expansdo dessa tecnologia ocorreu de maneira mais significativa, quando o governo tomou
a decisdo de explorar o potencial hidrico do pais (MME/EPE, 2007). Contudo, com as crises
do petréleo na década de 70, a preocupacdo com a eficiéncia energética surgiu com maior
vigor e a expansdo do uso de fontes hidraulicas ocorreu a taxas elevadas, evoluindo o parque

hidrelétrico brasileiro (ANEEL, 2016; Tolmasquim, 2016).

Desde entdo, o barramento de rios para a constru¢dao de estruturas capazes de gerar
eletricidade, tem sido a principal fonte de geracdo do sistema elétrico brasileiro. O interesse
por essa tecnologia ocorreu devido abundancia deste recurso natural a nivel nacional, a
confiabilidade e alta competitividade econdmica, a grande capacidade de armazenamento
de energia, e por ser considerada uma alternativa mais sustentavel para a producdo de
energia, visto que esse modelo é classificado como uma fonte renovavel, e no cenario atual,
ha uma maior preocupacdo com as emissdes de gases de efeito estufa geradas pela queima

de combustiveis fésseis (EPE, 2024; Tolmasquim, 2016).

Ocupando uma posicao favoravel na geracdo de hidreletricidade, o Brasil é o segundo
na posi¢cao de pais mais produtivo, ficando atras apenas da China. Com 60,2% da energia
nacional sendo gerada por fontes hidraulicas, no periodo de 2022 e 2023, o pais alocou 226
MW de capacidade instalada, 9,4% a mais que o ano anterior. Destes, 48,6% correspondem a
capacidade instalada pelas usinas, sendo elas Usinas Hidrelétricas (UHE), Pequenas Centrais

Hidrelétricas (PCH) e as Centrais de Geragao Hidraulica (CGH) (EPE, 2024a).

Atualmente, o pais dispGe de 1.423 usinas em fase de operacdo, construcdo e outorga.
As PCHs representam 36,4% dessas usinas, com 518 empreendimentos (ANEEL, 2024). Até

2000, o crescimento desse setor ocorreu moderadamente, porém o crescimento
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populacional e o rapido processo de urbanizacdo observado nas ultimas décadas, fez com
qgue, o Brasil adotasse estratégias para investir em fontes alternativas e renovaveis

(MME/EPE, 2007).

Nesse cendrio as PCH fazem parte de planos estratégicos para investimento e sdo tidas
como uma das tecnologias de prioridade nacional (MME/EPE, 2007), ja que sdo adequadas
para cursos d’agua de pequeno e médio porte, que acessam areas rurais remotas e com
baixa demanda de energia (UNIDO, 2022), e quando comparadas as UHEs apresentam menor

custo de implementacdo, tornando-se atraente para investidores (Sharma et al., 2013).

De acordo, com a Resolucdo Normativa ANEEL n? 1.070, de 29 de agosto de 2023,
aproveitamentos hidrelétricos com poténcia instalada superior a 5.000 kW e igual ou inferior
a 30.000 kW, e com reservatorio cuja area seja de até 13 Km?, excluindo a calha do leito

regular do rio, serdo enquadrados como PCH.

Apesar de apresentar inUmeras vantagens em termos socioambientais e econémicos,
guando comparadas com projetos hidrelétricos de grande porte, as PCHs também oferecem
dificuldades na sua implementacdo e expansdo (Tolmasquim, 2016). Essas usinas sao
menores em escala, mas geram impactos, incluindo aqueles associados a construcdo da
barragem e a inundacgao do solo, as alteragdes nos regimes de fluxo apds a instalacao, bem
como aos efeitos cumulativos decorrentes da operacdo de multiplas instalagdes (Couto &

Olden, 2018).

Esses atributos, no entanto, por muitas vezes sdo negligenciados, pois se pressupdem
gue por possuir uma menor capacidade de geracdo de energia hd um baixo impacto
ambiental (Couto et al., 2021). Contudo, a falta de regulamentacdo e de controle adequado
sobre o desenvolvimento pode resultar em significativos impactos ecoldgicos nos rios, como
desidratacdo de corpos d’dgua, mudancas na ecologia e a reduc¢do da conectividade (UNIDO,

2022).
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1.2 Osimpactos ambientais das Pequenas Centrais Hidrelétricas

A construcdo de barragens em rios é uma das principais fontes de alteragdes
ambientais, tanto no Brasil quanto em outras regides do mundo, devido a crescente
demanda por eletricidade. Grande parte dos rios ja possuem barramentos, convertendo-os
em uma sequéncia de represamentos (Couto et al., 2021). Esse fendmeno, especialmente no

Brasil, é acentuado pela proliferacdo de Pequenas Centrais Hidrelétricas (PCHs).

Desde a fase inicial de construcdo até a fase operacional, que podem durar muitas
décadas, os projetos hidrelétricos oferecem riscos significativos ao ambiente e a sociedade. A
instalacdo desses empreendimentos frequentemente requer desmatamento de areas
marginais ao rio para viabilizar o espaco de inundacdo do reservatério (Cada & Zadroga,
1982), e, em alguns casos, até a realocacdo da populacdo local (Alla et al., 2021). Além disso,
ameacam a biodiversidade e compromete as funcdes dos ecossistemas terrestres adjacentes

(Benchimol & Peres, 2015).

Os impactos ndo se restringem apenas ao ambiente terrestre, mudancas drasticas
ocorrem também no ambiente aquatico. Com a interrup¢do do curso natural das dguas, o rio
passa de um ecossistema lético, de dgua corrente, para um ambiente |éntico ou semi-léntico
devido a formacdo do reservatério a montante da barragem (Agostinho et al., 2007; Baxter,
1977; Castro & Arcifa, 1987). Esse novo ambiente inicia um processo de sucessdo ecoldgica
(Agostinho et al., 2008), alterando radicalmente as dinamicas e as fungdes do ecossistema

original e ocasionando perdas e/ou mudanca nos habitats (Kibler & Tullos, 2013).

Além das transformacdes fisicas, quimicas e geomorfolégicas, a redistribuicdo do fluxo
de agua, montante a jusante da barragem, impacta diretamente a oxigenacgao, o transporte
de sedimentos, de nutrientes e de matéria organica, além de afetar a distribuicdo de
organismos no ecossistema (Pelicice et al., 2015; Poff et al., 1997). Como consequéncia, as
comunidades aqudticas estabelecidas nas areas impactadas diferem significativamente
daquelas encontradas nos trechos |éticos originais (Agostinho et al., 2016; Ruocco et al.,

2018; De Souza et al., 2019).
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Essas mudancgas na hidrodinamica afetam os servicos ambientais prestados pelos
ecossistemas aquaticos, alterando os padrdes histdricos de producao biolégica, a distribuicao
da biodiversidade no tempo e no espaco, e interferindo nas funcdes do ecossistema (Nilsson

et al., 2005; Cora & Misech, 2021).

Além disso, a interrupcdo do transporte de sedimentos e das rotas migratérias das
espécies, como os peixes reodfilos, limita o acesso a habitats essenciais para reproducao,
criacdo e alimentacdo, levando ao declinio populacional e, em alguns casos, a extincdo local
ou regional de espécie (Pelicice & Agostinho, 2008; Radinger & Wolter, 2014; Winemiller et
al., 2016; Zambaldi & Pompeu, 2020).

Estudos apontam que as barragens constituem um dos maiores fatores de alteracao
nas assembleias de peixes devido as modificacdes nos regimes de fluxo natural dos rios
(Pelicice et al., 2015; Poff & Zimmerman, 2010; Winemiller et al., 2016), como consequéncia
essas barreiras ocasionam a reduc¢do da diversidade genética, com a reducdo do potencial
adaptativo as mudancas nas condi¢cdes ambientais e amplia do risco de extin¢do local de
espécies (Lange et al., 2018). Essas mudang¢as demonstram como os barramentos
transformam radicalmente a ecologia fluvial, com efeitos profundos e de longo alcance para

a biodiversidade e sociedade.

1.3 Métodos de mitigagao de impacto: as escadas para peixes e o repovoamento

Uma das principais estratégias utilizadas para a mitigacdo o impacto das barragens
sobre as espécies migradoras é a implantacdo de sistemas de transposicdo para peixes (Clay,
1995). As passagens sdo estruturas que facilitam a migracdo a montante ou a jusante de
organismos aquaticos, elas podem ser do tipo: elevador, eclusas, canais seminaturais e

escadas para peixes (FAO/DVWK, 2002).

De acordo com a literatura, a definicdo de passagens para peixes é uma passagem de
agua ao redor ou através de uma obstrucdo, que dissipa a energia da agua de maneira que os

peixes subam sem causar estresse (Clay, 1995). No Brasil, a primeira escada para peixes é
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datada em 1911, no rio Pardo, desde entdo muitos outros empreendimentos adotaram como

sistema de transposicdo esse modelo de passagem (Agostinho & Gomes, 2018).

O principio de uma passagem do tipo escada cria um canal que conecta o rio,
instalando uma estrutura com paredes transversais que formam uma sucessao de piscinas. A
agua geralmente passa por orificios alternados e a energia potencial da dgua é dissipada
(Figura 1). Dessa maneira, os peixes migram de uma piscina para outra através dos orificios

que estdo situadas na parte inferior e superior (FAO/DVWK, 2002).

headwater P ——

detail

Figura 1. Passagem de escada convencional (secdo longitudinal e estrutura os tanques) - projetada

principalmente para salmonideos (Adaptado: FAO/DVWK, 2002).

Através de sua estrutura a escada para peixe permite a migragao a montante, sendo
considerada uma estratégia positiva para diminuir a densidade de peixes a jusante
(Baumgartner, 2007; Schilt, 2007). Para as espécies de peixes migradores as escadas
oferecem condi¢cdes adequadas para a migracdo e as piscinas abrigo e descanso, pela

reducdo fluxo d’agua (FAO/DVWK, 2002).

Segundo Agostinho et al. (2004), um importante aspecto ao construir uma passagem
de peixes é retorno de migrantes e o recrutamento de juvenis para o segmento a jusante.

Dessa forma, a ascensao possibilita a busca por areas propicias para reproducdo (Da Silva et
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al., 2015), e a descida o retorno dos produtos da desova a jusante, o que consequentemente

viabiliza o fluxo genético (Ferreira et al., 2017).

Contudo, poucos estudos acerca da eficiéncia das escadas para peixes sdo realizados
para analisar os seus reais efeitos na ictiofauna (Agostinho & Gomes, 2018), especialmente
na regido Neotropical (Lira et al., 2017). Alguns estudos constatam o movimento ascendente
e descendente da ictiofauna (Celestino et al., 2019; Makrakis et al., 2007), mas a maior parte

da literatura indica que as escadas de peixes sdo rotas ascendentes (Agostinho et al., 2007).

Além disso, o ambiente |éntico formado pelo reservatério representa uma barreira
insuperavel para ovos e larvas durante a dispersao para os trechos a jusante, limitando o
retorno dos migrantes que sobem o rio até as areas de desova localizadas a montante

(Agostinho et al., 2007).

Adicionalmente, outro método empregado é o repovoamento. No Alto rio Parang, a
soltura de individuos de espécies nativas e ndo nativas é realizada desde a década de 70
(Vieira & Pompeu, 2001). Recorrendo as estratégias de captive breeding e supportive
breeding, os programas de repovoamento tém o intuito de aumentar, criar, manter e

reestabelecer populagées (Schreier et al., 2015).

No Brasil, o captive breeding, que consiste na producao de juvenis em ambiente de
cultivo a partir de reprodutores mantidos em cativeiro, com o objetivo de reestabelecer ou
manter populagdes naturais por meio da soltura nos ambientes de origem (Schreier et al.,
2015), é uma das técnicas mais antigas e amplamente utilizadas. Espécies de peixes com
potencial para a piscicultura comecaram a ser produzidas em cativeiro e utilizadas nesses

programas (Vieira e Pompeu, 2001).

O supportive breeding compartilha do mesmo objetivo do captive breeding, ao
produzir juvenis em piscicultura, mas utiliza reprodutores oriundos de populac¢des selvagens
(Schreier et al., 2015). Essa estratégia mantém uma abundancia de individuos e favorece a
autonomia das populag¢des naturais por meio de programas de estocagem anuais que utiliza

reprodutores selvagens (Heggenes et al., 2006).
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Nesse contexto, os programas de repovoamento visam mitigar os impactos ambientais
promovendo a reposi¢dao dos estoques naturais (Reynalte-Tataje et al., 2013; Sirol & Brito,
2006). No entanto, um obstaculo é o monitoramento genético dos juvenis e dos
reprodutores utilizados, uma vez que a variabilidade genética é essencial para a
sobrevivéncia e adaptacdo ao ambiente natural (Lopera-Barreto et al., 2010; Povh et al.,

2008).

No entanto, como destaca Mendon¢a (2018), ainda sdo escassos os estudos que
realizam o monitoramento pds-soltura, etapa essencial para avaliar os impactos reais da
estratégia sobre a manutencdo da diversidade genética das populagdes naturais. Nesse
contexto, o sucesso dos programas de repovoamento esta diretamente ligado ao controle
rigoroso das caracteristicas genéticas da progénie produzida em cativeiro (antes da soltura) e

do banco de reprodutores utilizado (Schreier et al., 2015)

1.4 A bacia do Alto rio Parana e o rio Sapucai-mirim

Localizada na regidao Sudeste do Brasil, a bacia do Alto rio Parana pertencente a Regiao
Hidrografica do Parana que ocupa uma darea de aproximadamente 879.873 km? (10% do
territorio nacional). Presente em sete Estados brasileiros: Sdo Paulo, Parana, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Goias, Santa Catarina e Distrito Federal (ANA, 2014). Essa bacia estd em
uma regido altamente urbanizada (IBGE, 2023), e, portanto, com uma elevada demanda
hidrica. Os principais usos da agua sdo para irrigacdo do setor agropecudrio (311,4 m¥s),

industria (202 m%¥s) e para a demanda urbana (177,2 m%s) (Agostinho et al., 2007).

Dividida em 11 bacias sub-bacias hidrograficas, esta é uma das maiores bacias
hidrograficas do Brasil e tem como principais tributdrios os rios: Paranaiba, Grande, Tieté e
Paranapanema (Bonetto et al., 1986; Britski & Langeani, 1988). De acordo com a ANEEL
(2018), a regiao possui cerca de 67% de todas as Pequenas Centrais Hidrelétricas e de Usinas

Hidrelétricas do pais. Tornando-a a bacia mais explorada para a geracdo de energia elétrica.

A bacia hidrografica do Sapucai-Mirim/Grande integra a Unidade de Gerenciamento de

Recursos Hidricos 08 (UGRHI 08), conforme estabelecido pela Lei n? 9.034, de 27 de
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dezembro de 1994, que instituiu o Plano Estadual de Recursos Hidricos. Pertencente a bacia
do Alto Rio Parand e localizada integralmente no Estado de S3o Paulo, o rio Sapucai-Mirim
possui 290 km de extensdo e é um importante tributario da bacia do rio Grande. A bacia
abrange ainda os rios Canoas, do Carmo e diversos outros cursos d’agua de menor porte,

totalizando uma area de 9.175,42 km? (Souza, 2014).

A nascente do rio Sapucai localiza-se nas encostas interiores da Serra da Laje (Nordeste
do Estado de Sao Paulo) (Souza, 2014), entre os municipios de Cajuru e Cassia dos Coqueiros,
além de dois outros rios tributdrios préximos a nascente, Esmeril e Santa Barbara (originados
no Estado de Minas Gerais). Seus principais afluentes sdo os rios Santa Barbara, Bagres,
Salgado, Pontal e Sete Lagoas, e sua desembocadura ocorre na margem esquerda do
reservatorio da Usina Hidrelétrica Porto Colémbia, médio rio Grande (Paiva, 1982; Zago,

2016).

Caracterizado como um rio de planalto o rio Sapucai-mirim tem como atributos
limnoldgicos a presenca de fortes corredeiras e pequenas quedas d’dgua na sua porcao
superior. Conforme aproxima-se da drea de desembocadura, porcao inferior, torna-se cada
vez menos veloz e turbulento. Além disso, apresenta mesohabitats de knickzones, ambientes
“pedrais” que sdo plataformas de leito rochoso (basalticas) (Brambilla et al., 2019; Ruocco et

al., 2019).

1.5 A espécie Astyanax lacustris (Lutken, 1875)

O género Astyanax Baird & Girard, 1854, da ordem Characiformes inclui peixes
popularmente conhecidos como piabas ou lambaris e € um dos géneros dominantes na
América do Sul (Géry, 1977). Com ocorréncia desde o sul da Argentina até a América do
Norte (Garutti & Britski, 2000; Ornelas-Garcia et al., 2008), esse tdxon compreende

atualmente cerca de 272 espécies validas (Eschmeyer, 2025).

Dentre as espécies, temos a espécie A. lacustris Litken, 1875, conhecida
anteriormente como Astyanax altiparanae Garutti & Britski, 2000 (Lucena & Soares, 2016).

Popularmente conhecida como lambari-do-rabo-amarelo ou tambiu, essa espécie é um peixe
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de pequeno porte nativo da América do Sul e amplamente distribuido na bacia do Alto rio

Parand (Figura 2; Dagosta et al., 2024; Langeani et al., 2007).

Embora seja considerada uma espécie de pequeno porte, geralmente atinge até 15 cm
de comprimento e pesa cerca de 60 g (Stevanato & Ostrensky, 2018), registros superiores ja
foram constatados. Orsi et al. (2003), relataram a ocorréncia de espécimes com
aproximadamente 19 cm e 80 g, sendo estes os maiores parametros biométricos ja
encontrados. O padrdo de coloracdo da espécie inclui uma faixa oval preta com duas barras
verticais marrons na regidao umeral e uma mancha preta no pedunculo caudal que se estende
até a extremidade dos raios caudais medianos, além de nadadeiras pélvicas, anal e caudal,

amareladas (Garutti & Britski, 2000).

Com ciclo de vida curto, é uma espécie-chave na base da cadeia trdfica, servindo de
recurso alimentar para outras espécies de peixes (Prioli et al.,, 2002). A dieta é variada e
composta de material vegetal, insetos aqudticos e terrestres, crustaceos, moluscos, detritos
e sedimentos (Lima et al., 2018; Vidotto-Magnoni et al., 2021), caracterizando-o como um
consumidor generalista e oportunista de itens de deriva (Bennemann et al., 2000; Lowe-

McConnell, 1999; Maroneze et al., 2011; Porto-Foresti et al., 2001).

Além disso, é considerado um predador diurno com boa acuidade visual (Orsi et al.,
2004) e é capaz de adaptar-se facilmente a mudancas ambientais, especialmente em rios
recém-represados (Dias et al., 2005; Hahn & Fugi, 2008). Devido a essa adaptabilidade, a
espécie é comumente utilizada como bioindicador em estudos de alteragcdes ambientais

(Gnocchi et al., 2023; Stevanato & Ostrensky, 2018).

O comportamento migratdrio é caracterizado por apresentar deslocamento restrito,
sendo comumente considerada como uma espécie sedentaria ou migradora de curtas
distancias (Graca & Pavanelli, 2007; Vari & Castro, 2007; Agostinho et al., 2003; Britski et al.,
1988). Diferente de migradores de longas distdncias, os movimentos de A. lacustris se
limitam a ocupacdo de habitats, incluindo ambientes Iénticos, como lagoas marginais e locais
estratégicos para a reproducdo (Vazzoler et al.,, 1997). Essa estratégia favorece o rapido

crescimento populacional e a dominancia da espécie em reservatérios (Dias et al. 2005).
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Dessa forma, a plasticidade fenotipica e genotipica associada a essa espécie permite
gue a reproduc¢do ocorra durante todo o ano, tanto em ambientes de aguas correntes (I6tico)
guanto em ambientes de aguas paradas (Iéntico) (Orsi et al.,, 2002). Além disso, essa
caracteristica garante uma alta taxa de sobrevivéncia, geragdes curtas, prole numerosa e de
facil manejo, tornando-a uma excelente espécie para cultivo em aquicultura (Porto-Foresti et

al., 2010).

Figura 2. Espécime de A. lacustris (lambari-do-rabo-amarelo) — Fonte: Carlos Bernardo Mascarenhas Alves.

Considerada uma espécie com grande importancia econdmica, € uma das espécies de
lambari mais comercializadas no Brasil, para consumo, isca viva e aquarismo (Ferreira et al.,
2014; Favaro, 2002; Porto-Foresti et al., 2001), o que tem incentivado a reproducdo em

cativeiro (Orsi et al., 2004).

Ademais, por ser uma espécie abundante com vantagens ecoldgicas e de facil manejo
em laboratorio (Alonso et al., 2019; Suarez et al., 2017) o A. lacustris € um modelo valioso
para estudos ecolégicos, genéticos e evolutivos, fornecendo dados eficazes para pesquisas

(Jeffery, 2001; Langecker et al., 1991; Porto-Foresti et al., 2001).

Entretanto, ainda hd poucos estudos que abordam a genética populacional da espécie,
conhecimento essencial para o desenvolvimento de projetos de conservacdo e manejo de

populacdes naturais (Avise, 2000; Mendonga, 2018).
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1.6 A genética como ferramenta de conservagao: marcadores moleculares

A genética tem se consolidado como uma ferramenta fundamental na biologia da
conservacao (Kardos, 2021). Nesse contexto, o estudo da diversidade genética vem sendo
amplamente empregado como métrica complementar aos critérios convencionais para
diagnodsticos sobre o estado de conservacdo das espécies (Hoban et al.,, 2023) e o uso de
marcadores moleculares representa uma abordagem poderosa para identificar e quantificar

a variabilidade genética em populag¢des (Avise, 1994).

Entre os principais tipos de marcadores utilizados em estudos genéticos, destacam-se
os microssatélites e os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), ambos amplamente
aplicados por sua capacidade de revelar padroes de diversidade e estrutura genética

(Allendorf et al., 2010; Selkoe & Toonen, 2006).

Os microssatélites, também conhecidos como repeti¢cdes de sequéncias simples (SSRs),
representaram uma inovagao importante nos estudos de conservacdao (Allendorf, 2017).
Compostos por sequéncias curtas repetidas em tandem (Tautz, 1989), esses marcadores sdo
considerados ferramentas eficazes (Selkoe & Toonen, 2006), apresentando ampla
distribuicdo genémica, alta diversidade alélica, codominancia, tamanho compacto, heranca
mendeliana e elevada reprodutibilidade (Chistiakov, 2006), o que os torna valiosos para

estudos genéticos e ecolégicos.

No entanto, uma das principais dificuldades associadas ao uso de microssatélites esta
relacionada a necessidade de desenvolver primers especificos para cada espécie ou grupo.
Por isso, a escolha desse tipo de marcador pode demandar tempo e recursos, exigindo testes

e ajustes para garantir a amplificacdo eficiente dos loci desejados (Selkoe & Toonen, 2006).

Por outro lado, uma vez desenvolvidos, os primers podem apresentar amplificacdo
cruzada ou transferabilidade entre espécies filogeneticamente préximas, o que permite sua
aplicacdo em diferentes espécies relacionadas, proporcionando economia de tempo e de

custos (Piorski et al., 2008).
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2 OBIETIVO

Considerando os aspectos ecoldgicos, genéticos e evolutivos da espécie A. lacustris e os
possiveis impactos causados no ambiente natural pela construgdo de barragens, é de grande
importancia realizar estudos que avaliam a diversidade genética em ambientes fragmentados

por PCHs no rio Sapucai-mirim (SP). Os objetivos especificos sdo:

e Descrever a diversidade genética dos estoques selvagens de A. lacustris a jusante e a
montante das PCH Retiro e PCH Palmeiras, a partir de marcadores moleculares do

tipo microssatélite.

e Avaliar a diversidade interpopulacional entre os estoques, buscando estimar os

efeitos da escada de peixes e propor solu¢des adequadas de manejo.

e Avaliar a estrutura genética nas populag¢des estudadas de A. lacustris.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Areade coleta

No canal principal do rio Sapucai-Mirim, a aproximadamente 168 km da nascente, ha
trés Pequenas Centrais Hidrelétricas (Figura 3) em operacdo dispostas em sistema de
cascada: a PCH Palmeiras, a PCH Anhanguera e a PCH Retiro (Brambilla et al., 2022).
Instaladas em 2012 e em 2014, respectivamente, a PCH Palmeiras, juntamente com a PCH
Retiro, pertence a empresa CTG Brasil. Ambas as usinas integram o Sistema Interligado

Nacional que atende a demanda nacional de energia (CTG Brasil, 2023).
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Figura 3. Mapa do Brasil destacando o Estado de Sdo Paulo e as Pequenas Centrais Hidrelétricas (PCH)
Palmeiras, Anhanguera, e Retiro no rio Sapucai-Mirim (20°26'12.5”S 47°53’18.59”W). Mapa adaptado de
(Brambilla, 2020).
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As PCH utilizadas nesse estudo, estdo localizadas nos municipios paulistas de Guara
(PCH Retiro) e S3o Joaquim da Barra (PCH Palmeiras), ambas as usinas possuem reservatorios
com area proxima de 3 km? e poucos dias de retencdo de agua (aproximadamente 3 dias)
(Brambilla et al., 2022). Entre cada uma das PCHs do rio Sapucai-mirim (PCH Palmeiras, PCH
Anhanguera e PCH Retiro) ha uma distancia de 12 km. Sendo que, a PCH Palmeiras estd a 168
km da nascente e a PCH Retiro fica a 118 km da foz. Nao ha afluentes ou lagos marginais

entre elas (Brambilla, 2020).

3.2 Amostragem

Foram coletadas 193 amostras de nadadeira da espécie A. lacustris. A coleta foi
realizada em janeiro de 2023 por pesquisadores e técnicos associados ao Centro de
Aquicultura da Unesp (CAUNESP), Jaboticabal (SP). Os pontos amostrais do rio Sapucai-Mirim
(Figura 4) incluiram: a montante da PCH Retiro, a jusante (escada) da PCH Retiro, a montante

da PCH Palmeiras e a jusante (escada) da PCH Palmeiras (Tabela 1).

Jusante
(Escada)

oy Montante Montante

(,’\ ‘i

Jusante
((FLLE))

PCH Retiro PCH Palmeiras

Figura 4. Localizagdo das areas de estudo no rio Sapucai-Mirim destacando os quatro pontos amotrais nas PCHs
Retiro e Palmeiras (Fonte: Google Earth, 2025).
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Tabela 1. Descrigdo dos pontos amostrais a montante e a jusante das PCHs Retiro e Palmeiras e nimero de
individuos utilizados para os marcadores microssatélites. Rio Sapucai-Mirim, Sudeste, Brasil.

Local Microssatélites
PCH Montante 30
Retiro Jusante (Escada) 30
PCH Montante 30
Palmeiras  Jusante (Escada) 30

Foram coletados pedacos de nadadeira caudal e o material bioldgico foi individualizado e
fixado em alcool absoluto e encaminhado, ao Laboratério de Genémica e Conservagao de
Peixes (LAGENPE), em Bauru (SP), para o armazenamento no banco de tecidos e a realizacdo

dos experimentos de biologia molecular.

3.3 Extragdo de DNA

O DNA genomico da nadadeira de cada individuo foi extraido com o kit comercial
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega), seguindo o protocolo do fabricante. Para
verificar a qualidade e a integridade da extracdo foi utilizada a eletroforese em gel de
agarose 1,0% e o marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen), cada
amostra e o marcador foi corado com corante fluorescente GelRed™ 1X (Uniscience) e
Blueluice 10X (Invitrogen), possibilitando a visualizacdo através do fotodocumentador L-PIX
Sti posicionado sobre o transluminador de luz ultravioleta (Loccus Biotecnologia). A
concentracdo de cada amostra foi mensurada por fluorometria no equipamento Qubit 2.0

(Invitrogen) utilizando o kit Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Life Technologies).
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3.4 Microssatélites
3.4.1 Amplificagcdao por PCR

Para a amplificacdo foram selecionados primers Asty, j& descritos em literatura por
Zaganini et al. (2012), e A.alti (Garcia in prep). Destes, foram selecionados 9 loci de
microssatélites polimadrficos (Tabela 2), seis loci Asty (Asty4, Asty12, Asty15, Asty23, Asty26 e
Asty27) e trés loci A.alti (A.altil5, A.altil7 e A.alti26), a extremidade 5’ dos primers foward
(F) foram marcadas com o conjunto de fluoréforos G5: 6-FAM™, viIc™, PET™ e NED™
(Applied Biosystems) e combinados em sistemas de genotipagem (SET ABI), de maneira que

um locus com o mesmo tamanho de par de base ndo compartilhasse o mesmo fluordéforo.
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Tabela 2. Loci polimorficos especificos descritos para Astyanax lacustris.

Locus Sequéncia do primer (5'-3') Motif Pb
Asty04 GGTCACTGGAGGACAGATGTT* (AC)17 200
GGCATGTGCTTGAATGGA
Asty15 CAACTTTTACTTAAAACCTGC* (AC)17-(CT)s 212
ATGGGTCTTTACTGCTGAATGTAT
Asty23 TCAATGGAACCTATGGACAAC* (CA)1, 160
GTGGGAAGTAGCCTAATAAATA
Asty12 AGACACAATCAGCCGCCGAAATG* (GT)g 163
ATCCCCTCTCCACAACCCAACACA
Asty26 CCCATTGATCCTGCCTCTAA* (GT)g 190
CAGTCCTGACACAGAGAT
Asty27 GACTTGTTCAGGTTGGGTCT* (GT)g 150
AAACGTGGTGAGAGGGAGTG
Aaltil5 GACCTTATTAGACTCCTGAAAAGAAAGC* (AG)4 260-300
AAAATGGGTAGATACAGAAATGTGACC
Aaltil7 CAGATTGAGTGACAACAAAGAGC* (AC)16 260-300
AGGTGTAAACAGCGGCTACG
Aalti26 CACAGTCATTTCTTTGTCTTTCAGC* (AC)1o 130-160

TTACCACCAGGGAGAAAGTGG

A amplificacdo por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi

conduzida em duas reacGes, para os loci Asty foi realizada uma reacdo com o volume de

15uL, contendo 1,8X PCR buffer, 5mM de MgCl,, 0,1uM de dNTP, 0,3uM de primers e

0,1U/uL de Platinum Taq DNA Polymerase, e para os loci A.alti foi realizada uma rea¢do com

o volume de 11,6puL, com 1X Tampdo Taqg com KCl, 1,6mM de MgCl,, 0,03uM de dNTP, 0,2uM

de primers e 0,1U/uL de Platus Tag DNA Polymerase, em ambas rea¢des foram adicionados

30ng de DNA geno6mico. Todos os loci foram amplificados por um programa ajustado (Tabela

3) no termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems).
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Tabela 3. Programa ajustado no termociclador para a amplificagdo dos loci microssatélite.

Estagio Temperatura Ciclos Tempo
Desnaturagdo inicial 95¢C 5:00
Desnaturagdo 95eC 0:30
Anelamento 54-609C X35 0:30
Extensdo 72°C 0:05
Extensao final 72°C 5:00

Para verificar a qualidade da amplificacdao, os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose na concentragao de 2,0% utilizando o marcador de peso

molecular MassRuler™ Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific).

3.4.2 Genotipagem e analise de fragmentos

Os produtos da PCR foram agrupados em SET ABI e genotipados por eletroforese em
capilar no sequenciador ABI 3500xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems), utilizando
polimero POP-7 e conjunto de capilares de 50 cm, no Instituto de Biotecnologia da Unesp
(IBTEC) em Botucatu-SP. Os amplicons foram obtidos em comparacdo com o marcador
GeneScan™ 500 LIZ™ na matriz de analise do conjunto de fluoréforos G5 (6-FAMTM, vic™
PET™ NED™ e LIZ®), e, ap6s a genotipagem os resultados foram visualizados através da
extensdao MICROSATELLITE ANALYSIS 1.4.7 no programa GENEIOUS 7.1.3, os amplicons foram
computados manualmente de acordo com seu tamanho de par de base pela identificacdo

dos alelos nos picos do eletroferograma.

3.4.3 Controle de qualidade do banco de dados

Antes de prosseguir com as analises, foram realizados filtros para minimizar os erros da
genotipagem. A porcentagem de dados perdidos foi calculada pelo pacote poppr v.2.8.1 do

programa R (Kamvar et al., 2014) e loci com mais de 50% de missing data foram retirados das
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analises (Figura 5). A presenca de alelos nulos foi investigada por meio dos programas ML-

NullFreq (Kalinowski & Taper, 2006) e Micro-Checker 2.2 (Van Oosterhout et al., 2004).

Retlus

Percent Missing
40
30
20
10

Rethlon

PalmJus

Population

PalmMon

Total

Figura 5. Porcentagem de dados perdidos, por populagao e por loci, do banco de dados filtrado, totalizando
11.01% de dados perdidos.

Além disso, realizou-se a estimativa dos coeficientes de parentesco (Tabela 4; Tabela 5)
pelo Coancestry 1.0 (Wang, 2011) para garantir uma maior confiabilidade do banco de dado
de microssatélite, dado que as PCHs integram programas de repovoamento de espécies de

peixes da regido (Mendonca, 2018), e pode ter individuos aparentados.

Tabela 4. Média e variancia dos estimadores pontuais de parentesco.

n=5858 Wang LynchLi QuellerGt

Média -0.01163 -0.01063 -0.00821

Variancia 0.05650 0.02055 0.04156

Tabela 5. Correlagdo entre os estimadores pontuais de parentesco

Correlagdo  Wang LynchLi QuellerGt

Wang 100.000

LynchlLi 0.92538  100.000
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QuellerGt 0.84361 0.91848  100.000

A média dos coeficientes de parentesco estimados foi préxima de zero para todos os
métodos avaliados (Wang, LynchLi e QuellerGt), com valores variando de -0,01163 a -
0,00821 (Tabela 4), o que indica auséncia de parentesco entre a maioria dos pares de
individuos. A menor variancia foi observada no estimador de Lynch & Li (0,02055), sugerindo
maior precisdao nas estimativas. As correlagdes entre os diferentes estimadores foram altas

(acima de 0,84), reforcando a consisténcia entre os métodos (Tabela 5).

Considerando esses resultados, ndao foi necessaria a remoc¢do de individuos
amostragem, uma vez que ndo foram detectados pares com alto grau de parentesco. Visto
que a porcentagem de individuos ndao aparentados foi de 89,4%, 9% de individuos meio

irmaos e 1,6% de irmaos-completos.

Desse modo, dos 9 loci microssatélites amplificados 6 foram selecionados (Asty04,
Asty12, Asty 15, Asty23, Aaltil5 e Aalti26) e no total foram considerados 109 individuos, 58
individuos da PCH Retiro (28 montante e 30 jusante) e 51 individuos da PCH Palmeiras (26

montante e 25 jusante).

3.4.4 Analises de diversidade

Para conferir se relacdo entre o niumero de loci utilizados e o niumero de multilocus
genotype (MLG) foi informativo, o MLG foi calculado pelo pacote poppr do programa R
(Kamvar et al., 2014).

Para os 6 loci utilizados, foram estimados valores de nimero de individuos analisados
(N), numero de alelos por locus (A), numero de alelos efetivos (Ne), heterozigosidade
observada (Hp) e heterozigosidade esperada (Hg), por dois programas: pacote diveRsity do

programa R (Keenan et al.,, 2013) e GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2012), ambos
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apresentaram resultados similares. Ainda no GenAlEx 6.5, foi calculado o coeficiente de

endogamia (F).

A riqueza alélica (A,) foi calculada no FSTAT 2.9.4 (Goudet, 1995, 2002) e os célculos de
desvio do Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foram analisados usando a versao online do
GENEPOP 4.7 (Raymond & Rousset, 1995; Rousset, 2008). O numero de alelos privados foi

encontrado pelo GenAlEx 6.5.

No GenAlEx 6.5 foram estimados o indice de diferenciacdo populacional Dest (Jost,
2008). Os padroes de estrutura populacional foram investigados utilizando o programa
STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) e a Analise de Discriminante de Componentes
Principais (DAPC) através do pacote adegenet 2.0.0 (Jombart, 2008; Jombart et al., 2010) do

programa R.

No STRUCTURE 2.3.4 foi utilizado uma duracdo do periodo de burnin de 100.000
interacdes e numero de cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) apds burnin de 1000.000
interacdes. O modelo admixture model foi empregado para verificar o valor de K (nimero de
clusters ou unidades genéticas), o valor de K assumido foi de um a 10, com 10 repeticOes
para cada K. O real valor de K foi determinado de acordo com Evanno et al. (2005), utilizando
os programas disponiveis online STRUCTURESELECTOR (Li & Liu, 2018) e CLUMPAK: Cluster
Markov Packager Across K (Kopelman et al., 2015) através da compactacdao dos arquivos

gerados pelo STRUCTURE 2.3.4.

Na DAPC, o banco de dados foi submetido a andlise para identificar o nimero ideal de
clusters de acordo com o critério de informacdo bayesiano (BIC), com o k variando de 1 a 10
clusters. Posteriormente, a realizou-se a andlise de componentes principais (PCA), com o
objetivo de reduzir a dimensionalidade e eliminar colinearidade entre as variaveis. Para a
selecdo do numero 6timo de componentes principais (n.pca), foi utilizada a funcdo a.score

para escolher o niumero ideal de componentes principais e o cross-validation.
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4 RESULTADOS

4.1 Microssatélites

4.1.1 Diversidade genética e estrutura de dados de microssatélite em A. lacustris

De acordo com a Figura 6, o nimero de MLGs aumenta a medida que mais /loci sdo

incluidos na analise. Dessa forma, para esse conjunto de dados observou-se maior variacao

no numero de MLGs quando foram considerados apenas 1 ou 2 /oci. A partir da inclusdo de 3

ou mais loci, o nimero de MLGs apresentou estabilizacao
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Figura 6. Grafico da relagdo entre o nimero de /oci analisados e o nimero de MLGs.
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Os 6 locus polimdrficos selecionados para esse estudo amplificaram um total de 134

alelos em toda a amostra, 109 individuos, cuja variagdo entre os loci foi de 5 a 19 alelos,
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média de 10.354 alelos por locus, riqueza alélica média de 8.590, Hop média de 0.694 e Hg

média de 0.791.

Ainda, de acordo com a Tabela 6 os loci com menor nimero de alelos foram os: Asty
12, com o numero de alelos variando de 5 a 8 alelos nos estoques, e o Aalti 26, com valores
variando de 6 a 10 alelos. O Asty 23 apresentou 8 alelos em todos os estoques e o Asty15 foi

o locus com o maior niumero de alelos, com 19 alelos no estoque da PCH Palmeiras Jusante.

Na PCH Retiro (Tabela 6), estoque a jusante, a heterozigosidade observada variou de
0.607 (Asty04) a 0.852 (Aalti26) e a heterozigosidade esperada de 0.636 (Astyl2) a 0.913
(Asty15). O estoque a montante variou a heterozigosidade observada de 0.556 (Aaltil5) a
0.667 (Asty04 e Aalti26) e a heterozigosidade esperada de 0.604 (Asty12) a 0.893 (Asty15). O
coeficiente de endogamia, F, para cada locus na PCH Retiro Jusante obteve valores que
variaram de um valor negativo -0.093 (Aalti26) a 0.314 (Asty04). No estoque a montante,
houve a variacdo de -0.082 (Asty12) a 0.318 (Aasltil15).

O estoque a montante da PCH Palmeiras (Tabela 6) obteve uma variacdo de
heterozigosidade observada de 0.435 (Aaltil5) a 1.000 (Asty04) e a heterozigosidade
esperada variando de 0.715 (Asty12) a 0.907 (Asty04). A jusante, a heterozigosidade
observada variou de 0.600 (Asty 15) a 0.952 (Asty04). Na PCH Palmeiras, o F do estoque
montante apresentou valores negativos em quatro loci (AstyO4, Asty23, Astyl2 e Aalti26),
variando de -0.015 (Asty23) a 0.456 (Aalti 15), enquanto na jusante trés loci apresentaram
valores negativos (Asty04, Asty23, Asty12), e valores que variaram de -0.036 (Asty23) a 0.351
(Asty15).

Em todos os estoques houve loci em desvio significativo do Equilibrio de Hardy-
Weinberg (Tabela 6). A populacdo PCH Retiro Jusante apresentou trés loci, Asty04, Asty 15 e
Asty23; a PCH Retiro Montante, dois loci, Asty4 e Asty15; a PCH Palmeiras Jusante, um loci,
Asty15; e PCH Palmeiras Montante, dois loci, Asty 15 e Aaltil5. Nas analises também foram
identificados loci com valores mais elevados de heterozigotos, como é o caso dos loci Asty15
(Retiro Jusante), Asty04 (Palmeiras Jusante e Montante), sendo o maior valor encontrado na

PCH Palmeiras Jusante (Asty04, Ho = 1.000; He = 0.907).
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Tabela 6. Estatistica descritiva das PCH Retiro e PCH Palmeiras (N — nimero de individuos; A — nimero de
alelos; Ne — niumero de alelos efetivos; Ar — riqueza alélica; H, — heterozigosidade observada; H, —
heterozigosidade esperada; PIC — indice de Informac&o Polimérfica; F — coeficiente de endogamia e HWE —
desvio do Equilibrio de Hardy-Weinberg, em negrito valores significativos (p < 0,05).

Loci
Asty04 Asty15 Asty23 Asty12 Aalti26 Aaltil5

N 28 26 29 30 27 27

A 16 18 8 8 7 10
Ne 8,711 11,556 3,633 2,744 4,528 5,400
PCH Ar 12,507 13,941 6,525 6,089 6,520 8,180
Retiro Ho 0,607 0,654 0,655 0,633 0,852 0,704
Jusante H; 0,885 0,913 0,725 0,636 0,779 0,815
PIC 0,876 0,907 0,688 0,606 0,751 0,793
HWE 0,008 0,044 0,023 0,128 0,100 0,325
F 0,314 0,284 0,096 0,003 -0,093 0,136

N 27 28 26 26 24 18

A 9 15 8 7 6 9
Ne 5,951 9,389 4,989 2,527 3,669 5,400
PCH Ar 7,798 11,678 6,960 5,621 5,516 8,102
Retiro Ho 0,667 0,643 0,654 0,654 0,667 0,556
Montante He 0,832 0,893 0,800 0,604 0,727 0,815
pPIC 0,811 0,884 0,772 0,561 0,692 0,790
HWE 0,027 0,000 0,142 0,902 0,221 0,509
F 0,199 0,281 0,182 -0,082 0,084 0,318

N 21 20 21 14 25 25

A 14 19 8 5 7 11
Ne 6,891 13,333 5,803 3,087 3,582 6,614
PCH Ar 13,238 13,116 7,361 7,004 8,161 9,025
Palmeiras Ho 0,952 0,600 0,857 0,857 0,680 0,800
Jusante He 0,855 0,925 0,828 0,676 0,721 0,849
PIC 0,839 0,920 0,806 0,636 0,684 0,833
HWE 0,328 0,000 0,873 0,896 0,052 0,420

F -0,114 0,351 -0,036 -0,268 0,057 0,057




N 24 24 24 22 23 23

A 16 17 8 8 10 11
Ne 10,766 7,245 5,592 3,507 3,904 4,991
PCH Ar 11,025 15,165 7,309 6,447 6,801 9,374
Palmeiras Ho 1,000 0,833 0,833 0,818 0,826 0,435
Montante He 0,907 0,862 0,821 0,715 0,744 0,800
pIC 0,900 0,853 0,798 0,687 0,716 0,776
HWE 0,351 0,038 0,436 0,734 0,998 0,001
F -0,102 0,033 -0,015 -0,145 -0,111 0,456

De acordo com a Tabela 7, a PCH Palmeiras possui maiores valores médios de
diversidade alélica que a PCH Retiro, com uma média de A=11.167 e Ar=9.502 na PCH
Palmeiras e A=10.084 e Ar=8.286 na PCH Retiro. Contudo, ambas possuem bons valores para
os indices de alelos por locus e de riqueza alélica encontrada nas PCHs. Ao observar os
valores de Hp e Hg, a PCH Retiro apresentou valores de Hgp significativamente menores do
gue He (Ho= 0.662; H=0.786), indicando um déficit de heterozigotos em relacdo ao que se
era esperado. Na PCH Palmeiras, os valores de heterozigosidade foram mais préximos entre

si (Ho =0,791; He = 0,809), , 0 que indica uma aproximacao do HWE.

Os valores médios de F;sentre todos os loci da PCH Retiro foram de 0.164 a montante e
0.123 a jusante, na PCH Palmeiras os valores foram 0.020 a montante e 0.008 a jusante
(Tabela 7). Desse modo, ao observar os valores obtidos é possivel notar que a PCH Retiro

possui F;smédio mais elevado (0.151) em comparac¢do com a PCH Palmeiras 0.027.

Ao comparar a diversidade genética média estimada, os valores obtidos na PCH Retiro
indicam uma maior diversidade genética na jusante em relacdo a montante. Com 54 alelos, a
média de alelos por locus na montante foi de 9.000, enquanto na jusante, foram encontrados
67 alelos com uma média de 11,167 alelos por locus. A heterozigosidade observada média,

também obteve valores similares na montante (0.640) e na jusante (0.684).

Na PCH Palmeiras (Tabela 7), a diversidade genética média estimada indicou uma maior

diversidade alélica a montante em comparacdo a jusante, com um total de 70 e 64 alelos,
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respectivamente. A média de alelos por locus a montante foi de 11.667 e na jusante foi de
10.667, e os valores de heterozigosidade observada média o mesmo, 0.791. Em resumo, os
valores de diversidade genética média geral estimada em cada PCH indicam uma maior

diversidade genética na PCH Palmeiras em relagdao a PCH Retiro.

Tabela 7. Estatistica descritiva média de cada populagdo e média geral de cada PCH (A — alelos por locus; Ar —
riqueza alélica; Hy — heterozigosidade observada; Hg - heterozigosidade esperada e Fs — coeficiente de
endogamia (Weir & Cockerham) .

PCH Retiro
A Ar H, H, Fis
Montante 9,000 7,613 0,640 0,779 0,164
Jusante 11,167 8,960 0,684 0,792 0,123
Média 10,084 8,286 0,662 0,786 0,151

PCH Palmeiras

A Ar H, H. Fis
Montante 11,667 9,354 0,791 0,808 0,020
Jusante 10,667 9,651 0,791 0,809 0,008
Média 11,167 9,502 0,791 0,809 0,027

Com relacdo aos alelos privados de cada estoque (Tabela 8), o estoque PCH Palmeiras
Montante foi o que apresentou o maior nimero, nele todos os loci apresentaram pelo
menos um alelo privado, totalizando 10 alelos privados. O segundo maior nimero de alelos,
foi sete, encontrado a jusante da PCH Palmeiras. Nos estoques a montante e a jusante da

PCH Retiro, foram encontrados trés e seis alelos, respectivamente.

O locus com maior nimero de alelos privados foi o Asty 15, com pelo menos um alelo
em todos os estoques. O locus Asty04, Asty 23, Aalti26 e Aaltil5, apresentaram alelos
privados apenas na PCH Palmeiras. O locus Asty 12 encontrou alelos privados na PCH Retiro

Jusante e PCH Palmeiras Montante.
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Tabela 8. Identificacdo dos alelos privados de cada populagao por locus, nas colunas de cada /oci o alelo e entre
paréntese o numero de vezes que apareceram.

Asty04 Astyl5 Asty23 Astyl2 Aalti26 Aaltil5

188(1)
PCH Retiro Montante 240(8)

244(3)

194(1) 180(2)
198(2)

PCH Retiro Jusante 228(1)
232(2)

250(1)

198(3) 236(2) 146(1) 160(1) 156(1) 268(1)
216(1) 160(3)

PCH Palmeiras Montante
220(1)

228(1)

218(1) 180(1) 234(4)
224(1) 186(1)
PCH Palmeiras Jusante
234(1)

254(2)

A diferenciacdo genética entre os estoques de A. lacustris estimada pelo indice Fst foi
baixa ( De acordo com os critérios de classificagdo adotados (Weir & Cockerham, 1984),

todos os valores permaneceram abaixo de 0.05.

A significancia estatistica (p < 0.05) foi observada apenas nas comparacdes entre a PCH
Retiro Montante e PCH Palmeiras Jusante (p = 0.001) e entre a PCH Retiro Jusante e PCH
Palmeiras Jusante (p = 0.010), e, apesar da significancia estatistica, os valores de FST
permaneceram baixos. Ndo foi detectada a diferenciacdo significativa entre os outros pares,

incluindo as andlises entre os trechos de montante e jusante da mesma barragem.

Tabela 9) entre todas as localidades, tendo uma variacdao de 0.010 a 0.023. O menor valor foi

encontrado entre a PCH Retiro Jusante e PCH Palmeiras Montante, e o maior valor entre PCH
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Retiro Montante e PCH Palmeiras Jusante. De acordo com os critérios de classificacdo

adotados (Weir & Cockerham, 1984), todos os valores permaneceram abaixo de 0.05.

A significancia estatistica (p < 0.05) foi observada apenas nas comparacées entre a PCH
Retiro Montante e PCH Palmeiras Jusante (p = 0.001) e entre a PCH Retiro Jusante e PCH
Palmeiras Jusante (p = 0.010), e, apesar da significancia estatistica, os valores de Fsr
permaneceram baixos. Nao foi detectada a diferenciacdo significativa entre os outros pares,

incluindo as analises entre os trechos de montante e jusante da mesma barragem.

Tabela 9. Valores do indice Fs; (Weir & Cockerham, 1984), calculado par a par estdo localizados na diagonal
inferior. Niveis de classificacdo (diagonal superior): abaixo de 0.05 — baixo; entre 0.05 e 0.15 — moderado; acima

de 0.15 - alto.

PCH Retiro PCH Palmeiras

Montante Jusante Montante Jusante

Montante Hkk 0.207 0.120 0.001
PCH Retiro
Jusante 0.014 *okk 0.779 0.010
Montante 0.015 0.010 Hokk 0.094
PCH Palmeiras
Jusante 0.023 0.021 0.016 *kk

(p-valor estatisticamente significativo)

A analise bayesiana realizada no STRUCTURE, que avalia a estruturagdo genética e o
admixture das populagdes, indicou K = 2 como o nimero mais provavel de agrupamentos
genéticos, com base no maior valor de AK observado (Figura 7a). Para esse valor de K, foram
identificados dois clusters genéticos, representados pelas cores verde (cluster 1) e vermelho
(cluster 2) (Figura 7b). Ambos foram observados nas quatro populacées amostradas, porém

cada agrupamento apresentou proporgoes distintas entre os individuos.
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Figura 7. Determinagdo de grupos genéticos. (a) Determinagdo do valor é6timo de K, Delta-K =2 pelo método de
Evanno (Evanno et al., 2005); (b) Grafico barplot inferindo as proporgGes de ancestralidade por individuo para
0s grupos genéticos, utilizando K=2 do programa STRUCTURE; PCH Retiro Jusante (RJ); PCH Retiro Montante
(RM); PCH Palmeiras Jusante (PJ), PCH Palmeiras Montante (PM).

O método de andlise multivariado da DAPC revelou um padrdo de estruturacdo
genética diferente da analise do STRUCTURE. Com base no BIC (Critério de Informacao
Bayesiana), a DAPC indicou o valor de K=3 como o mais provavel nUmero de agrupamentos,

sugerindo a presenca de trés agrupamentos genéticos na amostragem.

No grafico de dispersao (Figura 8), observa-se uma sobreposi¢ao das elipses e dos

individuos de cada populacdo, indicando que had um baixo grau de diferenciacdo genética.
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Porém, é possivel identificar que os individuos da PCH Palmeiras Montante, apresenta uma
distribuicdo mais centralizada na porcao negativa do primeiro eixo discriminante, enquanto
gue os da PCH Retiro Jusante concentram-se predominantemente na porcdo positiva do eixo,
e as PCHs Retiro Montante e Palmeiras Jusante apresentaram distribui¢ao intermediaria, com

elevada sobreposicao em relagao as demais populagdes.

RetJus_30
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PalmMon_26
|/ s
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PCA eigenvalues DA eigenvalues

Figura 8. Grafico de dispersdao da DAPC dos gendtipos de A. lacustris das PCHs Retiro e Palmeiras por
microssatélites, com reten¢do de 6 componentes principais: os clusters sdo representados por cores e elipses

de inércia, e os individuos sdo mostrados como formas geométricas, n.da =2.

De acordo com o barplot de atribuicdo dos agrupamentos genéticos da DAPC (Figura
9), observou-se a probabilidade de pertencimento entre os individuos dos quatro estoques
analisados aos estoques pré-estabelecidos. Os estoques PCH Retiro Jusante, PCH Retiro
Montante e PCH Palmeiras Jusante apresentaram padrdoes de composicdo semelhantes,
caracterizados pela contribuicdo das diferentes componentes genéticas nos individuos. Em

contraste, embora os quatro componentes também tenham sido observados no estoque PCH
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Palmeiras Montante, este apresentou maior propor¢do do componente representado pela

cor azul e menor contribuicdo relativa do componente vermelho em parte dos individuos.
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Figura 9. Estrutura barplot de probabilidade de atribuicdo dos agrupamentos genéticos nos 109 individuos de
A. lacustris, baseado na DAPC; PCH Retiro Jusante (RJ) — 30 individuos; PCH Retiro Montante (RM) — 28

individuos; PCH Palmeiras Jusante (PJ) — 25 individuos, PCH Palmeiras Montante (PM) — 26 individuos.
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5 DISCUSSAO

5.1 Variabilidade genética

A andlise MLG indicou que a inclusdo de trés loci sao suficientes para estabilizar o
numero de gendtipos multilocus, uma vez que a inclusdo de marcadores adicionais nao
resultou na identificacdo de novas MLGs. Sendo assim, para os individuos analisados o
conjunto de marcadores utilizado apresentou capacidade adequada de discriminagdo dos

genoétipos para as analises de diversidade e estruturagao genética.

Nos loci de microssatélites Asty04 e Asty15, foi detectada a presenca de alelos nulos, o
gue pode explicar parte dos desvios do HWE observados na Tabela 7. Alelos nulos sdo alelos
gue ndo sao amplificados durante a PCR, seja porque as condi¢des ndo foram ideais, seja
porque a regido de ancoragem dos primers contém mutagdes que inibem a ligacdo (Selkoe &
Toonen, 2006), podendo resultar na classificacao incorreta de individuos heterozigotos como
homozigotos, e subestimando a Ho. Em estudos anteriores, a presenca de alelos nulos sé
havia sido registrada nos loci Asty 16 e Asty 21, que ndo foram utilizados nesse estudo

(Zaganini, 2012).

De acordo com Paetkau e Strobeck (1995), a presenca de alelos nulos pode influenciar
as estimativas de diferenciacdo populacional, uma vez que tendem a reduzir a diversidade
genética dentro das populac¢des, podendo levar ao aumento dos valores do indice Fst e das
distancias genéticas (Slatkin, 1995; Paetkau et al., 1997). Assim, destaca-se a importancia de
realizar testes de deteccdo de alelos nulos sempre que o conjunto de marcadores for
utilizado. Apesar disso, os valores de diversidade genética encontrados para os quatro grupos
de A. lacustris, com base em seis loci microssatélites, indicam alta diversidade genética nos

estoques das PCHs Retiro e Palmeiras (A = 10,625; Ar = 8,894; Ho = 0,727; Hg = 0,797).

A elevada diversidade genética observada pode relacionar-se com as caracteristicas
bioldgicas de A. lacustris, que apresenta ampla distribuicdo geografica, elevada abundancia
populacional e comportamento migratério, e a manutencado ocasionada pela persisténcia da
conectividade entre os estoques, que favorece a troca de alelos e realizam a manutencdo da

variabilidade genética. Ademais, esses valores estdo de acordo com estudos semelhantes
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realizados com peixes dessa espécie (de Freitas, 2022; Silva, 2020; Mendonca, 2018;
Zaganini, 2013), e, portanto, sugerem que apesar da detec¢do de alelos nulos, ndo foram
observadas alteracdes evidentes que interferiram significativamente na interpretacdo das

analises.

Os valores de F;s foram positivos, indicando um déficit de heterozigotos nas populacdes
(Tabela 7). Embora esses valores possam estar associados ao cruzamento entre individuos
aparentados, considerar apenas eles ndao permite confirmar a ocorréncia de endogamia, uma
vez que o déficit de heterozigotos também pode estar relacionado a fatores como estrutura
populacional, efeito Wahlund, que é a presenca de subpopula¢ées dentro da populagdo

amostrada, e a presenca de alelos nulos.

Observou-se uma queda dos valores do F;s da PCH Palmeiras aos valores relatados por
Silva (2020) para os anos de 2018 e 2019, sugerindo uma redugao no déficit de heterozigotos
e uma possivel mudanca no fluxo genético do estoque ao longo dos anos. Para a PCH Retiro,
o F;s encontrado nesse estudo se aproximou do valor para o ano de 2019 (0.171), indicando
gue na PCH existe um problema persistente que favorece o déficit de heterozigotos, mesmo
com as acdes de manejo realizadas na regido, como é o caso do monitoramento genético e a
soltura de peixes provenientes do supportive breeding. Além disso, associados aos valores de
F;s nota-se que para alguns /oci o desvio de HWE associa-se com o déficit de heterozigotos
nas populagdes. Indicando uma aproximacdo aos valores esperados sob HWE, que sugere

mudancas na dindmica genética dessas populacdes.

A robustez dos valores encontrados nesse trabalho associa-se ao conjunto de /oci
utilizado, ja que o presente estudo combinou /oci Asty e Aalti (Tabela 2) e estudos anteriores
utilizaram apenas loci Asty, o que pode ter influenciado as estimativas do coeficiente de
endogamia. Ainda, a utilizacdo de diferentes conjuntos de marcadores influencia nas
estimativas de diversidade e de diferenciacdo genética, uma vez que os loci podem

apresentar diferentes niveis de polimorfismo, taxas de mutacdo e frequéncias alélicas.
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5.2  Estrutura populacional e andlise de agrupamentos multivariados

A caracterizagdo das frequéncias alélicas é essencial para observar como a estruturagao
genética entre as popula¢des estudadas (Vanhaecke et al., 2012; Yi et al., 2015). Logo, a
identificacdo de agrupamentos genéticos e a inferéncia de estrutura populacional sdo etapas

fundamentais em estudos de genética da conservagao (Frankham et al., 2008).

Foram identificados alelos privados em todas as populagcdes analisadas, indicando a
caracteristicas genéticas exclusivas. A populacgdo PCH Palmeiras Montante apresentou o
maior numero de alelos privados (n = 10), distribuidos em seis loci, sugerindo maior
singularidade genética em relacdo as demais populagées. A populacdo PCH Palmeiras Jusante
apresentou sete alelos privados, enquanto PCH Retiro Jusante apresentou seis,
predominantemente em baixas frequéncias. Em PCH Retiro Montante foram observados
apenas trés alelos privados; entretanto, um deles (alelo 240 do loco Asty15) ocorreu em oito
copias, indicando que esse alelo exclusivo apresenta frequéncia relativamente elevada nessa

populacdo.

A presenc¢a de alelos privados no locus Astyl5, conforme observado na Tabela 8,
também merece destaque, tendo em vista que concentra o maior nimero entre os
marcadores. De acordo com Dgbrowski et al. (2015), um numero elevado de alelos em um
locus tende a resultar em menos cdpias por alelo e, portanto, menor frequéncia de
homozigotos, o que contribui para o aumento da heterozigosidade observada (Hp). Contudo,
apesar da ocorréncia de alelos privados, as analises de estrutura populacional indicam que a
maior parte da variabilidade genética ainda é compartilhada entre os estoques, e que
embora os alelos privados tenham em sua maioria ocorréncia em baixas frequéncias, a
presenca deles em todas as populagbes sugere a existéncia de processos locais de

diferenciacdo genética.

Os baixos valores de Fst observados indicam reduzida diferenciacdo genética entre os
grupos amostrados, sugerindo que a maior parte da variabilidade genética encontra-se
distribuida dentro das populacdes e ndo entre elas. Esse padrdo condiz com a elevada

diversidade genética observada e sugere a que ha a manutencdo de conectividade entre os
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estoques avaliados. Dessa forma, essa andlise ndo encontrou evidéncias de isolamento

genético entre os estoques separados pelas barragens da PCH.

Apesar da baixa diferenciacdo genética dos valores de Fsr, as analises de agrupamento
revelaram evidéncias de uma estruturacdo genética sutil. A andlise bayesiana realizada no
STRUCTURE identificou dois clusters (K = 2), enquanto a DAPC indicou trés clusters (K = 3).
Apesar dos clusters identificados serem amplamente compartilhados entre os estoques,
observou-se que a populacdo PCH Palmeiras Montante apresenta uma composicao genética
relativamente diferente das demais, identificado pela DAPC. A presenca desse cluster em
maior proporg¢do na populacdo indica que processos de diferenciacdo local ja podem estar

atuando nesse trecho da PCH Palmeiras no rio Sapucai-mirim.

A disparidade de resultados de Fst e das andlises de clusters pode ser explicada devido
as diferencas metodoldgicas entre as abordagens. Enquanto o Fst estima a diferenciacdo
genética média entre populagées, métodos multivariados e bayesianos, como DAPC e
STRUCTURE, possuem maior sensibilidade para detectar padrdes iniciais de subdivisdo
populacional. Assim, embora a diferenciacao genética do Fst permaneca baixa, os resultados
sugerem que processos de estruturagao genética comegaram a acontecer em escala local na

populacdo PCH Palmeiras Montante.

Considerando que as PCHs foram implantadas hd aproximadamente dez anos, é
possivel que o tempo transcorrido desde a construcdo dos barramentos ainda ndo tenha sido
suficiente para gerar niveis elevados de diferenciagdo genética, detectaveis pelo Fsr. Por
outro lado, a manutencdo do fluxo génico entre os trechos amostrados pode estar

contribuindo para a preservacdo da conectividade genética observada.

Além disso, ressalta-se que a populacdo da PCH Retiro Montante merece atencdo em
futuros programas de monitoramento genético. Apesar de ndo ter apresentado sinais de
estruturacdo genética, esse estoque exibiu menor riqueza alélica e menor nimero de alelos
privados em comparagao as demais populacgdes, além de valores positivos de Fs, indicando
tendéncia a déficit de heterozigotos, e possivel endogamia. Se os processos de isolamento da

conectividade promovidos pelos barramentos persistirem ao longo das geracbes, essa
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populacdo poderd apresentar reducdo progressiva da variabilidade genética e maior

suscetibilidade aos efeitos da deriva genética.

Do ponto de vista da conservacdo genética, os resultados indicam que os estoques de
A. lacustris ainda mantém elevados niveis de diversidade genética e de conectividade.
Entretanto, a estruturacdo observada na PCH Palmeiras Montante e os padrdes de
diversidade genética observados na PCH Retiro Montante reforcam a importancia da
continuidade do monitoramento populacional. Sendo necessario realizar a reavaliacdo
periddica desses estoques, o que permitird verificar se os padrdes observados neste estudo

sdo condicBGes temporarias ou se correspondem a mudancas que persistem nas populacoes.

Nesse contexto, os marcadores microssatélites permanecem eficientes para detectar
padroes de diversidade e de estruturacdao genética, constituindo ferramentas relevantes,
sobretudo em contextos de monitoramento populacional de baixo custo, a reavaliacdo de
estoques genéticos e triagens iniciais de diversidade (Wenne, 2023a), além de permitirem o
acompanhamento de alteracdes na diversidade e na estrutura genética ao longo do tempo.
Dessa forma, seu uso em programas de monitoramento pode contribuir para identificar
mudancas genéticas em populacdes submetidas a influéncia de empreendimentos

hidrelétricos.

47



6 CONCLUSAO

Dando continuidade as atividades de monitoramento da diversidade genética e da
estrutura populacional de estoques de A. lacustris no rio Sapucai-Mirim, este estudo
demonstrou que os marcadores microssatélites sdo capazes de caracterizar a variabilidade
genética e identificar padrdes de diferenciacdo entre os estoques avaliados. De maneira
geral, a manutencdo da elevada diversidade genética e a baixa diferenciacdo entre os
estoques indicam a persisténcia da conectividade genética entre os trechos do rio separados
pelas PCHs. Entretanto, a estruturacdo genética observada na PCH Palmeiras Montante
constitui o principal sinal de diferenciagao identificado neste estudo e deve ser considerada

como um ponto de atencdo para o acompanhamento das populacdes.

A PCH Retiro também merece atencdo em futuros programas de monitoramento,
especialmente o estoque Retiro Montante, em razao dos padrdes de diversidade genética
observados e do déficit de heterozigotos identificado. Embora esses resultados nao
indiquem, isoladamente, um processo de isolamento ou perda de variabilidade genética, seu
acompanhamento ao longo das geracoes podera indicar se essas caracteristicas permanecem

estdveis ou se representam o inicio de alteracdes na dindmica genética da populacdo.

Considerando o intervalo entre geracGes de A. lacustris e o periodo decorrido desde a
implementacdo das PCHs conclui-se que ndo foi possivel determinar os efeitos a longo prazo
dos barramentos sobre a estrutura genética das populagdes do lambari. Sendo que, pelo
método utilizado neste estudo, ndo foi possivel distinguir o que é resultado da conectividade
ocasionada pelas escadas de peixes, e o que é decorrente do repovoamento por supportive
breeding, dessa maneira, ndo foi possivel identificar precisamente individuos selvagens

daqueles com possivel contribuicdo genética de peixes provenientes da piscicultura.

Diante disso, a continuidade do monitoramento genético é fundamental para
acompanhar a evolug¢ao desses padrdes, principalmente na PCH Palmeiras Montante e na
PCH Retiro Montante, permitindo avaliar se a diferenciacdo observada se mantém, diminui

ou se intensifica ao longo das gera¢des. A manutencdo da variabilidade genética de A.
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lacustris, espécie nativa e amplamente distribuida na bacia do Alto rio Paran3, é importante
para a capacidade de resposta das populagdes as alteragdes ambientais associadas as PCHs.
Nesse contexto, recomenda-se a continuidade das medidas de mitigacdo atualmente
empregadas, incluindo as escadas de peixes e o supportive breeding, associada ao
monitoramento periédico, de forma a avaliar sua contribuicdo para a manutencdo da
conectividade e subsidiar o aprimoramento das estratégias de manejo e conservag¢ao da

espécie.
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