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RESUMO

O rio Sapucai-mirim esté localizado na bacia do alto rio Parana e apresenta uma
grande diversidade de peixes neotropicais. Dentre eles, encontra-se a espécie
Astyanax lacustris, popularmente conhecida como “lambari-do-rabo-amarelo”,
abundante na regido. A bacia do alto rio Parana vém enfrentando construcdes
de inimeras Pequenas Centrais Hidrelétricas (PCHS) e pouco se sabe a respeito
do seu impacto nas populacbes naturais. Marcadores moleculares
microssatélites sdo amplamente utilizados em estudos de diversidade e
estruturacdo genética, principalmente devido a sua codomiancia, abundancia no
genoma dos eucariotos e polimorfismo. Dado o exposto, 0 presente estudo
analisou a diversidade e estrutura genética de populacdes naturais de A.
lacustris coletadas a montante (reservatério da PCH de Palmeiras) e a jusante
(escada da PCH de Retiro) nos anos de 2018 e 2019 utilizando marcadores
microssatélites, afim de se ter mais dados a respeito do impacto dos barramentos
nessas populagdes naturais de peixes. Sete loci microssatélites foram aplicados
e programas computacionais foram utilizados para as andlises. Os resultados
mostraram, que de maneira geral, 0s quatro estoques amostrados apresentaram
uma alta diversidade genética e afirmou-se a eficiéncia desses marcadores. No
que se diz respeito a estruturacdo genética, foram detectados trés grupos
diferenciados entre si: um grupo a montante (reservatério da PCH de Palmeiras)
e dois grupos amostrados a jusante, nos anos de 2018 e 2019, respectivamente.
A alta diversidade genética pode ser explicada, além da capacidade dessa
espécie de se adaptar a condicbes ambientais hostis, a praticas de
repovoamento por técnicas de supportive breeding. Um outro fator que pode ter
levado a esse resultado é que ambas PCHs foram contruidas recentemente. O
fato das escadas das PCHs brasileiras apenas permitiram a passagem no
sentido jusante-montante, pode explicar o fato da diferenca populacional
encontrada entre os estoques das escada da PCH de Retiro (jusante) entre os
anos e a diferenca da mesma com o grupo identificado a montante. Por fim, este
trabalho ressalta a importancia da implamentagédo de medidas mitigadoras, além
de servir como base para futuros trabalhos, uma vez que os estudos de
monitoramento inicial e continuo de diversidade e estrutura de peixes sao

escassos no Brasil.



ABSTRACT

The Sapucai-mirim river is located in the upper Parana river basin and has a huge
diversity of neotropical fish. The species Astyanax lacustris, popularly known as
the “lambari-do-rabo-amarelo”, is widely abundant in the region. The upper
Parana river basin has been facing the construction of countless Small
Hydroelectric Plants (SHPs) and a few information about its impact on wild
populations is known. Microsatellite molecular markers are widely used in
diversity studies and genetic structuring mainly due to their codominance,
abundance in the eukaryote genome and polymorphism. For this purpose, the
present study analyzed the diversity and genetic structure of wild populations of
A. lacustris collected upstream (Palmeiras SHP reservoir) and downstream
(Retiro SHPs ladders) in 2018 and 2019 using microsatellite markers, in order to
have more data on the impact of dams on these wild fish populations. Seven
microsatellite loci were applied and computer programs were used for the
analyzes. The results showed that, in general, the four sampled stocks presented
a high genetic diversity and the efficiency of these markers was affirmed. With
regard to genetic structure, three differentiated populations were detected: one
upstream population (Palmeiras SHP reservoir) and two populations sampled in
the Retiro SHP ladders in 2018 and 2019, respectively. The high genetic diversity
can be explained, in addition to the ability of this species to adapt to hostile
environmental conditions, to supportive breeding restocking practices. Another
factor that may have led to this result is that both SHPs were recently built. The
fact that the ladders of the Brazilian SHPs only allowed the passage downstream,
explains the fact of the population difference found between the stocks of the
SHP Retiro ladders between the years and the population difference of the same
with the identified population upstream. Finally, this work highlights the
importance of implementing mitigation measures, as well serving as a basis for
future work, since the initial and continuous monitoring studies of fish diversity

and structure in Brazil are scarce.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ictiofauna Neotropical e o rio Sapucai-Mirim

A regido Netropical compreende a América Central, sul do México e da
Flérida, Caribe e toda América do Sul. Esta regido apresenta uma grande
diversidade de peixes marinhos e continentais (ARRINGTON et al., 2006; FILHO
et al., 2018). Os peixes de agua continental e marinha da América do Sul
representam o grupo mais diverso dentre os vertebrados, com uma riqueza
superior a 9.100 espécies e desse total, 5.160 sdo espécies de agua doce. Uma
meédia de 104 espécies sdo descritas por ano nesta regido e cerca de 28% delas
foram descritas nos ultimos 11 anos (REIS et al., 2016).

A maior parte da ictiofauna continental desta regido abriga a classe
Actynopterygii, distribuida em trés ordens: Siluriformes (42%), Characiformes
(39%) Cypronodontiformes (11%) (HALES e PETRY, 2008). Este elevado
namero de espécies se deve a grande heterogeneidade das bacias hidrograficas
da regido Neotropical, onde o Brasil esta inserido (BUCKUP et al. 2007).

No Brasil, a bacia do alto rio Parand € o segundo maior sistema de
drenagem na América do Sul, com 3,2 milhdes de km? (LOWE-McCONNELL,
1999). Esta regido apresenta uma ictiofauna diversa, onde sao registradas
aproximadamente 360 espécies, algumas ainda ndo descritas em nivel
especifico e que vém sofrendo com a degradacdo ambiental em larga escala
(CARVALHO e LANGEANI, 2013; SERRA et al., 2015). E formada pela juncéo
do rio Grande e Parnaiba no centro-sul do Brasil, abrigando cerca de 10, 5% do
territério brasileiro, incluindo o norte do estado do Parana, sul do Mato Grosso

do Sul, a maior parte do estado de Sao Paulo, sul de Minas Gerais e uma



pequena area do Paraguai oriental (AGOSTINHO e JULIO, 1999; Agostinho et
al., 2003).

A maior riqueza € composta pelos individuos das ordens Siluriformes e
Characiformes, que abrange cerca de 80% das espécies e compdem 0S grupos
dominantes na maior parte dos ambientes I6ticos do alto Parana (LANGEANI et
al., 2007). Esta bacia abriga o rio Sapucai-Mirim, tributario situado a noroeste do
estado de Sdo Paulo e compreende a uma area de 9.166,86 km? (CBH, 2012).

O rio Sapucai-Mirim nasce proximo ao municipio de Franca (SP) e
desagua no Rio Grande (ANA, 2015). A ictiofauna desta regido é muito similar a
encontrada em outros rios da bacia do alto rio Parana, com dominancia das
ordens Characiformes (46%) e Siluriformes (39%) (CESARIO, 2010). A presenca
de grandes migradores como Prochilodus lineatus e Salminus brasiliensis nos
trechos deste rio demonstram a importancia deste como rota de migracéo e area
de reproducdo destas espécies, uma vez que necessitam realizar grandes
migracOes para completar seu ciclo de vida (AGOSTINHO et al.,, 2007;
CESARIO, 2010).

Apesar dos tributarios apresentarem grande importancia como rota
migratoria e regido de desova de diversas espécies continentais como no caso
dos individuos do género Astyanax, amplamente distribuidos nas bacias da
América Central e do Sul, o seu curso natural vem sendo fragmentado pelas

construcdes de barramentos para producéo de energia (COWX, 2002).



1.2 Barramentos e interferéncia na ictiofauna

As populacdes naturais de peixes Neotropicais vem sendo ameacadas
principalmente devido as atividades antrépicas, como a sobrepesca, introducao
de espécies nativas, contaminacéo dos rios através de atividades mineradoras,
poluicdo industrial e agricola, além da construgdo de centrais hidrelétricas
(AGOSTINHO et al., 2003; PELICICE et al., 2017).

O crescimento da populacdo mundial vem  contruibuindo
consideravelmente, o que faz aumentar a demanda por diferentes tipos de
recursos, como por exemplo, a demanda por energia elétrica (CADA e
ZADROGA, 1982). No Brasil, o potencial hidrico desencadeou a exploracéo e
geracdo de energia hidrelétrica como principal fonte de eletricidade do pais
sendo que mais de 80 % da energia elétrica gerada no pais no ano de 2006,
resultado da energia provida de barramentos (AGOSTINHO et al., 2007).

Os barramentos podem ser classificados em Usinas Hidrelétricas (UHES)
e Pequenas Centrais Hidrelétricas (PCHSs), de acordo com a sua capacidade de
gerar energia. A suas construc¢des afetam os cursos hidricos dos rios, resultando
na formacdo de um novo ecossistema. A formacdo de lagos artificiais e
fragmentacdo do curso natural dos rios sdo algumas das consequéncias da
construcdo desses barramentos (CROOK et al., 2015).

Com a formacéo desse novo ecossistema, podera haver modificacdo na
estrutura de peixes que habitavam o local e o estabelecimento de novas
comunidades passara a depender das condicbes fisicas, quimicas,
geomorfolégicas e hidrolégicas como resultado da redistribuicdo espacial e

temporal do fluxo do rio (FILHO et al., 2018).



Diversas acfes mitigadoras tém sido propostas para diminuir os impactos
dos barramentos, como por exemplo os Sistemas de Transposi¢cao de Peixes
(STPs) em diferentes bacias da América do Sul. Esses sistemas foram
desenvolvidos com a finalidade de manter as rotas migratérias dos estoques de
peixes no periodo de migracao para reproducdo e podem ser de varios tipos:
escadas, eclusas ou elevadores (CEMIG, 2012). Porém, pouco se sabe a
respeito de sua distribuicdo geogréafica assim como o esforco de pesquisa
aplicado para entender seu funcionamento e limitagcbes (AGOSTINHO et al.,
2007; PELICICE et al., 2017).

Larinier (2001) define a efetividade e eficiéncia de um STP como a
capacidade de um mecanismo permitir a passagem de uma espécie alvo nas
condicdes ambientais do seu periodo de migracdo, além da propor¢cdo da
populacdo presente capaz de entrar e passar pelo mecanismo num periodo de
tempo aceitavel.

O gque se sabe a respeito deste mecanismo, no sentido da conservacao,
€ que eles tendem a selecionar espécies, permitindo a migracdo apenas de
algumas, o que pode causar grandes desequilibrios tanto nas popula¢des quanto
no ecossistema (GODINHO e KYNARD, 2009). Devido a sua complexidade,
duas questdes interferem na ictiofauna frente as alteracdes ambientais causadas
pelos barramentos hidrelétricos: a biologia de muitas espécies ainda permanece
desconhecidas e o Brasil possui uma experiéncia limitada em planejamento e
monitoramento de passagens de peixes (CEMIG, 2012).

Dentre as diversas medidas mitigadoras utilizadas em regibes de
repovoamento, se destaca a implantacdo de programas de repovoamento em

regides onde foram construidos barramentos (LOPERA-BARRERO, 2016).



Porém, ressalta-se a importancia do direcionamento de cruzamento dos
estoques de reprodutores, além do monitoramento genético, uma vez que a
reducdo da diversidade genética reduz a adaptabilidade das espécies nas
diferentes condigbes ambientais e interfere na sobrevivéncias dos juvenis
(BARROSO et al., 2005; FILHO et al., 2018).

Estudos relatam forte reducéo de espécies de peixes migradores no rio
Sapucai-mirim, que devido a seus héabitos de deslocamento, possuem
necessidade de utilizar diferentes hébitats ao longo do seu ciclo de vida,
tornando-se um dos grupos mais vulneraveis (SERRA et al., 2015).

Essas espécies geralmente migram rio acima para desovar durante as
estacbes chuvosas, produzindo um grande nimero de ovos pequenos. Um
exemplo sdo as espécies do género Astyanax, que sem qualquer cuidado
parental, os ovos sao transportados com a corrente para 0s viveiros, com
condic¢Oes ideais para completar o seu ciclo de vida (PELICICE e AGOSTINHO,
2009). Com o blogueio das correntes de agua causadas pelos barramentos ndo
haverd o ciclo reprodutivo por anos, levando ao esgotamento dos estoques
naturais e posterior extincdo de inumeras espécies (NORMANDO et al., 2014).

Tendo em vista a intensa apropriacao dos recursos fluviais pelo homem,
existe uma grande necessidade de tentar identificar os impactos ambientais
associados aos manejos dos corpos de agua e suas consequéncias na
diversidade e estrutura genética de peixes Neotropicais, como a espécie
Astyanax lacustris, a fim de estabelecer medidas mitigadoras para manutencéo

da diversidade dos ecossistemas fluviais (ROCHA, 2012).



1.3 A espécie Astyanax lacustris

O género Astyanax pertence a familia Characidae e compreende cerca de
154 espécies validas que estdo distribuidas nas bacias da América do Sul e
Central (ESCHMEYER E FONG, 2017). No Brasil, as espécies deste género,
sdo comuns e amplamente distribuidas ao longo da bacia do Parana (GRACA e
PAVANELLI, 2002).

Morfologicamente, as espécies pertecentes a este género caracterizam-
se por apresentarem tamanho reduzido, linha lateral completa, pré-maxilar
portatil e uma grande plasticidade fenotipica e/ou genotipicas, o que mostra uma
ampla capacidade de se ajustar a diversas situagdes ambientais (BRITSKI et al.,
1988; ORSI et al., 2002).

As espécies desse género ainda possuem a sua filogenia e alguns
aspectos bioldgicos pouco esclarecidos (VALLADAO et al., 2018). Diferentes
revisbes sistematicas, na tentativa de entender as relacdes filogenéticas deste
grupo, resultaram no estabelecimento de classificacdes mais apropriadas, como
por exemplo a denominacdo Astyanax bimaculatus, que apresenta ampla
distribuicdo, sendo capturados exemplares desde a Bacia do Prata até o
Panama. Observou-se que esse grupo ndo correspondia a uma Unica espécie,
mas sim a um complexo de espécies (GARUTTI, 1995). Garutti e Britslik (2000)
descreveram uma nova denominacédo para o lambari do rabo amarelo, que
passou a ser Astyanax altiparanae. Recentemente, De Lucena e Soares (2016),
passaram a reconhecer que as espécies Astyanax jacuhiensis, Astyanax
asuncionensis e Astyanax altiparanae s&o novos sinbnimos de Astyanax

lacustris.



As espécies desse género possuem hébito de migrar no periodo
reprodutivo para reproducdo e possuem grande importancia ecologica e na
aquicultura (devido a suas caracteristicas biologicas favoraveis para producéo e
cultivo), servindo ainda como iscas vivas para pesca de espécies maiores
(PORTO-FORESTI et al., 2010). Além da sua importancia ecoldgica e comercial,
Astyanax altiparanae é um excelente modelo para estudos ecoldgicos, genéticos
e evolutivos pois apresenta prole numerosa, geracfes curtas e de facil
reproducao e manejo (LANGECKER et al., 1991; JEFFERY, 2001).

O conhecimento da composi¢ao genética e estruturacdo populacional de
espécies como as de Astyanax lacustris, sdo de extrema importancia no
desenvolvimento de medidas de manejo e politicas de conservagdo, uma vez
que sdo poucos os trabalhos que abordam espécies do género Astyanax em
estudos genéticos populacionais, sendo esses essenciais para o0
desenvolvimento e melhoramento de projetos com propdsitos conservacionistas,
como modelo de estudo de fragmentacao de populagdes naturais (AVISE, 2000;

MENDONGCA, 2018).



1.4 Marcadores moleculares

Dentre os diversos marcadores moleculares existentes para o estudo
genético de peixes Neotropicais, se destacam marcadores de microssatélites,
Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) e marcadores mitocondrais
(mtDNA) (FILHO et al., 2018).

Os objetivos para a utilizacao destes marcadores tém sido diversos. O seu
uso tem auxiliado pesquisas que envolvem a caracterizagdo molecular e
identificacdo de espécies nos estudos biogeograficos, na producéo (através do
melhoramento genético), no monitoramento genético e manejo de espécies
(mediante andlise da variabilidade genética), na analise de pedigree e
endogamia, na &rea da profilaxia (por meio do diagnostico de doencas
infecciosas, genéticas e na identificacdo de predisposicbes a doencgas), na
identificagdo genética do sexo, na andlise de distancia genética e reconstrucdo
de relacbes filogenéticas, na identificacdo de individuos hibridos e aplicacdes
para reconstrucao de genealogias (AVISE, 2004; POVH et al., 2008).

No contexto de identificacdo da diversidade genética, os marcadores
genéticos tém se mostrado extremamente Uteis no estudo de espécies de peixes
Neotropicais, buscando, inclusive, a exploracdo de caracteristicas de interesse
econdmico, bem como a preservacao de unidades evolutivamente significativas
para a manutencao da biodiversidade da ictiofauna (RYDER, 1986; TORRES et
al., 2004).

Dentre os marcadores moleculares mais utilizados na conservagéo da
diversidade e estrutura genética de populacdes naturais de peixes estdo 0s

microssatélites (ABDUL-MUNEER, 2014).



1.4.1 Marcadores moleculares microssatélites

Dentre os diversos marcadores, existem os microssatélites ou repeticoes
de sequéncias simples (SSRs), que podem ser definidos como compostos de um
a seis pares de bases repetidos em tandem (TAUTZ, 1989). Segundo Allendorf
(2017), o desenvolvimento e aplicacdo dos microssatélites foi a terceira maior
inovacao de marcadores genéticos nos estudos da conservacao.

O uso deste marcador € de grande interesse para 0s pesquisadores, pois
é considerado como um dos poucos marcadores moleculares que permitem uma
visdo ampla das questdes ecoldgicas, principalmente no que se diz respeito ao
estudo da diversidade e estruturacdo genética (SELKOE e TOONEN, 2006).

Diversos campos de estudos empregam os microssatélites, dentre eles a
genética da conservacdo, mapeamento genético, genética forense, medicina
forense, dentre outros. Essa ampla aplicacédo se deve a sua distribuicdo do
genoma dos eucariotos, permitindo uma ampla analise do genoma, além de
outras caracteristicas como alto nivel de alelos polimérficos, codominancia,
tamanho relativamente pequeno, heranga mendeliana e alta reprodutibilidade
(CHISTIAKOV, 2008).

Esse marcador é intensamente utilizado em estudos genético-
populacionais em espécies de peixes, apontando estruturacédo ou falta delas em
diversas espécies, tais como Astyanax mexicanus (BRADIC et al.,, 2012),
Pimelodus maculatus (RIBOLLI et al., 2012) e Salvelinus alpinus (SAVARY et
al.,, 2017), Pseudoplatystoma corruscans & Pseudoplatystoma reticulatum
(Prado et al., 2017) Astyanax lacustris (MENDONCA, 2018) Porém, um dos
desafios no uso dos marcadores microssatélites mostra-se no desenvolvimento

dos primers que sao utilizados na pratica de PCR (Polymerase Chain Reaction)



para a amplificagcdo dos loci. Contudo, uma vez obtidos, os primers para uma
determinada espécie podem ser empregados em outros grupos de individuos
filogeneticamente proximos (amplificacdo cruzada ou transferabilidade), os
custos e a mao-de-obra sdo reduzidos, promovendo um aumento na
acessibilidade da técnica (SELKOE e TOONEN, 2006; PIORSKIET et al., 2008).

A utilizacdo dos marcadores microssatélites constitui uma ferramenta
importante para a realizagdo de monitoramento da diversidade. Em
contrapartida, sédo poucos os trabalhos nas bacias brasileiras que utilizam
marcadores moleculares para estudos sobre a construgcdo dos barramentos,
logo, caso ndo ocorra um monitoramento adequado e continuo da diversidade,
muitas dessas espécies que habitam essas regides podem desaparecer

(YAKAMOTO et al., 2004; VERA et al., 2011)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como enfoque o estudo da diversidade genética e
estrutura de populacdes de exemplares de Astyanax lacustris coletados no rio
Sapucai-Mirim, na bacia do alto rio Parana, através do uso de marcadores
moleculares microssatélites, servindo como base para estudos futuros de

monitoramento da diversidade e estrutura de populacdes de peixes da regido.

2.2 Objetivos especificos

Na tentativa de se entender os reais impactos causados pela construgcao
de PCHs ao longo do curso dos rios e ressaltar a importancia do monitoramento
genético inicial e continuo de popula¢des naturais de peixes, este trabalho teve

por objetivo:

1. Analisar a diversidade genética das popula¢fes de A. lacustris coletadas

no reservatorio da PCH de Palmeiras e na escada da PCH de Retiro.

2. Comparar se houve estrutura populacional dentro e entre os estoques da

espécie em estudo, coletadas a montante do reservatério da PCH

Palmeiras e a jusante (escada) da PCH de Retiro
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de coleta dos exemplares

O sistema do alto rio Parana, no estado de Sdo Paulo, abrange os maiores
rios do estado. Dentre eles esta o rio Sapucai-mirim (Figura 1). Essa regiéo é
caracterizada pela intensa construcdo de barramentos ao longo de seu curso.
Foram coletadas exemplares da espécie A. lacustris no trecho referente ao
Médio Sapucai, area onde estdo localizadas duas PCHs: PCH de Palmeiras
(reservatorio) e de PCH de Retiro (escada). Estas duas PCHs somam uma area
de aproximadamente 5,29 Km? de reservatério (CTG Brasil, 2018). Nessa regido,
ha construcdo de escadas de peixes e acdes de repovoamento como acles
mitigadoras desde o inicio do seu funcionamento. A PCH de Palmeiras teve o

inicio de suas operacdes em 2012 e a PCH de Retiro em 2013.

Figura 1. Localizacdo do rio Sapucai-Mirim e das Pequenas Centrais

Hidrelétricas (destacadas em amarelo).
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Os individuos foram coletados no reservatério das PCH de Palmeiras
(Figura 2) nos anos de 2018 e 2019 através da pesca convencional e na escada

da PCH de Retiro (Figura 3) por meio de rede de arrasto, n0s mesmos anos.

'_ Rancho Palmeiral/ ta

Reservatorio da PCH de

PALMEIRAS

Figura 2. PCH de Palmeiras (reservatorio evidenciado em vermelho).
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Escada da PCH de
RETIRO

¥ PCH Retiro

RiO Sapucal

Figura 3. PCH de Retiro (escada evidenciada em vermelho).
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3.2 Material bioldgico

Foram coletados fragmentos das nadadeiras caudais de 183 individuos
de A. lacustris. Esses fragmentos foram conservados em alcool absoluto em
tubos de microcentrifuga e levados ao Laboratorio de Genética de Peixes
(LAGENPE), Unesp-Bauru, S&o Paulo, compondo o banco de tecidos para as
analises genéticas. Os individuos coletados nas escadas da PCH de Retiro
foram encaminhados para o Centro de Aquicultura da Unesp (CAUNESP-
Jaboticabal) a fim de manter um banco de reprodutores voltados para a pratica
de repovoamento no rio Sapucai-Mirim.

Dos 183 individuos, 87 foram coletados no reservatério da PCH de
Palmeiras, a montante, e o restante (96 individuos) foram coletados na escada
da PCH de Retiro, a jusante, no inicio dos anos (janeiro e fevereiro) de 2018 e

2019 (Tabelal).

Tabela 1. Ano, local e nimero de individuos coletados de A. lacustris

Ano

Namero de
Local nume
individuos
Reservatério da PCH
Montante de Palmeiras 42
2018
Escada da PCH Retiro
Jusante 48
Reservatorio da PCH
Montante de Palmeiras 45
2019
Escada da PCH Retiro
Jusante 48
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Figura 4. Exemplar de A. lacustris (lambari-do-rabo-amarelo).

3.3 Extrac&o de DNA

A extracdo de DNA foi feita a partir de fragmentos da nadadeira caudal
dos individuos amostrados. Foi utilizado o protocolo do kit comercial Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega). Primeiramente, foi retirado um
pequeno fragmento da nadadeira e em seguida o mesmo foi colocado em um
tubo de microcentrifuga. Foi acrescentado 300 ul de Nuclei Lysis Solution e 4 ul
de Proteinase K incubadas posteriormente po 2 horas em banho-maria a 60°C.
Apés esse periodo foi adicionado 4,0 ul de RNAse incubados por 30 minutos em
banho-maria a 37°C. Foram adicionados 200 ul de Protein Precipitation Solution
e levados a temperatura de -80°C por 5 minutos. Foi seguido uma etapa de
centrifugacdo a 13.000 rmp por 4 minutos, retirando-se 0 sobrenadante e
tranferindo para outro tupo contendo 600 ul de isopropanol. Uma nova etapa de
centrifugacéo de 4 minutos a 13.000 rmp foi realizada, descartando novamente
0 sobrenatante. Foram adiconados 600 ul de etanol 70%. Novamente os tubos

foram centrifugados por 4 minutos a 13.000 rpm e o sobrenatante foi descartado.
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O material foi seco em estufa a 37°C no periodo de 1 hora e posteriormente
foram adiconados 35 ul da solugéo de DNA Rehydration Solution.

A integridade e quantidade das amostras de DNA foram analisadas
através de eletroforese em gel de agarose 1%, corado com corante flourescente
GelRed ™ 1X (Uniscience) e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta
(Loccus Biotecnologia). Para quantificagdo do DNA foram utilizadas um
marcador padrdo de peso molecular (Low DNA mass Ladder 100 pb -
Invitrogen).

Apbés a extracdo de DNA foram aplicados marcadores moleculares
microssatélites nas populagcbes amostradas, a proposito de analisar a

diversidade genética intra e interpopulacional e estrutura populacional.

Selecéo e aplicacdo dos loci microssatélites

Afim de se estudar a diversidade genética e estrutura populacional de A.
altiparanae do rio Sapucai-Mirim foram selecionados sete loci microssatélites
previamente descritos por Zaganini et al. (2012), levando-se em consideracdo
critérios Uteis em estudos genético populacionais, tais como: grau de
polimorfismo, especificidade e a existéncia de alelos nulos.

Os protocolos de amplificagdo foram adaptados para o uso desses loci.
Modificagbes nas temperaturas de anelamentos foram realizadas para
otimizacao das reacdes (Tabela 3).

Para a amplificacdo dos microssatélites foi empregada a técnica de
reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), através do uso de pares de primers
foward (F) e reverse (R) (Tabela 2). Através das caracteristicas de cada locus,
sistemas de genotipagem foram realizados, levando-se em consideragdo o
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tamanho (pb) de cada locus. Os primers foward (F) foram marcados na posi¢ao
5 com um dos seguintes flourocromos: PET ™, FAM ™ NED ™ e VIC ™
(Applied Biosistems). A fluorescéncia de cada primer foi desenhada de forma
gue os loci de mesmo tamanho ndo compartilhassem o mesmo flourocromo
(Tabela 3).

A amplificac@o dos loci microssatélites foi conduzida em duas reacdes
diferentes com apenas um par de primers foward (F) e reverse (R)
separadamente. A reagao para os loci Asty 04, Asty 15, Asty16 e Asty 23 tiveram
volme final de 20 ul com as seguintes concentracdes: 1,4X Buffer; 94 uM de
dNTPs; 3,12 mM de MgClz; 205 mM de cada primer; 0,25 U de Taq e 10-30 ng
de DNA. A reacédo para os loci Asty 12, Asty 26 e Asty 27 tiveram um volume
final de 25 ul, com as concentracfes: 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 foram amplificados no termociclador Veriti 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems), seguindo as condi¢cdes de desnaturagao inicial a
95° C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos que inclui desnaturagao a 95° C por
30 segundos, temperatura de anelamento variando de 55 a 60° C por 30
segundos e extensao a 72°C por 5 minutos.

As amostras amplificadas foram genotipadas utilizando o sequénciador
automatico ABI 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems). Os resultados foram

analisados no programa GeneMapper versao 4.0 (Applied Biosystems).
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Tabela 2. Descricao dos sete loci microsstélites desenvolvidos por Zaganini et al. (2012)

para A. lacustris.

Tamanho
Loci Sequéncia de cada primer Repeticao Ta(°C)
(pb)
poyor CSTSICAANTT  powr a0
oy JUSONCACCCSCCOMTe  ome aw w
pots (HSTITICTIMNCEISE RIS
poyts WATIMSSSONCITOSIOM  owo 165 =
poyzs  JANCOMCCTNCOANS  ouz w0 ¥
oz CSATSMCCTOCTO s w0 w
oo SCTISTIGSOTISSSTST  ems w0

(Pb) pares de bases; (Ta) Temperatura de anelamento
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Tabela 3. Loci analisados em Astyanax lacustris.

Loci Tamanho (pb) TA(°C) Fluorocromo SET ABI

Asty 04

200 55 FAM I
Asty 15

163 55 VIC I
Asty 16

212 55 PET I
Asty 23

165 60 NED I
Asty 12

160 60 PET Il
Asty 26

150 60 FAM Il

Asty 27 200 60 NED I




3.5 Analise dos dados

Apoés a obtencdo dos dados, utilizou-se programas estatisticos a fim de

se analisar a diversidade e estrutura das popula¢cdes naturais.

3.5.1 Diversidade genética e estruturacdo de A. lacustris

3.5.1.1 Diversidade genética intrapopulacional

Para analise das frequéncias de alelos nulos para os loci em que se
observou desvio dos equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) utilizou-se o programa
MICRO-CHECKER 2.2.1 (Van Oosterhout et al., 2004).

Numero de alelos por locus (A), heterozigosidade espera (He) e
heterozigosidade observada (Ho) foram estimados para observar a diversidade
genética por locus através do programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et al., 2010).

Para a estimativa dos desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e
do indice de fixacdo (Fis) foi empregado o programa GenePop versao 3.4
(Raymond e Rousset, 1995). Para andlise do indice de riqueza alélica (ARr)

utilizou-se o programa Fstat verséo 2.9.3 (Goudet, 2002).

3.5.1.2 Diversidade genética entre populacdes

Para investigacdo da estrutura genética entre as populacdes de A.
lacustris, foram obtidos os indices de diferenciacado populacional (Fst) (Weir e
Cockerham, 1984) através do programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et., 2010). O

teste maltiplo foi conduzido com 10.000 permutacdes. Valores significativos (P-
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value <0,05) foram ajustados usando a corre¢ao sequéncial de Bonferroni (Rice,
1989).

O programa STRUCTURE 2.2.1 (PRICHARD et al., 2000) foi empregado
para conducdo de analises de desagregacdo em métodos bayesianos com
intuito de se investigar o numero de unidades populacionais (K), utilizando os
parametros de frequéncias alélicas correlacionadas, com um burn in de 100.000
interacOes seguido de um procedimento de Markov chain Monte Carlo (MCMC)
de 100.000.000 e 10 execucdes independentes de K = 1 até K = 10. Os
resultados obtidos pelo STRUCTURE foram processados com o programa online
STRUCTURE HARVESTER 0.3 (EARL e VONHOLDT, 2012) para estimar o
namero ideal de K com base no método descrito por Evanno et al. 2005. Foi
adquirido o modelo de ancestralidade ndo misturada (no admixture model) a
propdsito de permitir uma resolucdo maxima, uma vez que este parametro

assume que cada individuo vem exclusivamente de uma das populacoes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e as discussdes obtidos no presente trabalho, relacionados
a construgfes de centrais hidrelétricas no rio Sapucai-mirim e o entendimento
da estrutura e diversidade genética de populacdes de A. lacustris, serdo

apresentados em forma de artigo cientifico:

ARTIGO:

PEQUENAS CENTRAIS HIDRELETRIAS NO RIO
SAPUCAI-MIRIM (SP): DIVERSIDADE E ESTRUTURA

GENETICA DE Astyanax lacustris
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Artigo

PEQUENAS CENTRAIS HIDRELETRIAS NO RIO SAPUCAI-MIRIM (SP):

DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE Astyanax lacustris

Resumo

O Brasil esta inserido na regido Neotropical, onde se encontra a maior biodiversidade
de peixes do mundo. Dentre toda essa biodiversidade, Astyanax lacustris merece
destaque, devido a sua importancia ecolégica e econémica. Esta epécie € amplamente
distribuida na bacia do alto rio Parana, bacia hidrogréfica que atualmente vem sendo
fragmentada pela construcdo de indmeras centrais hidrelétrica para producdo de
energia. O objetivo do presente estudo foi analisar a diversidade e estrutura genética de
A. lacustris amostradas a jusante (escada da PCH de Retiro) e a montante (reservatorio
da PCH de Palmeiras) nos anos de 2018 e 2019 na regido do médio Sapucali,
localizadas na bacia do alto rio Parana, por meio de marcadores moleculares
microssatélites. O Nimero médio de alelos por locus (A) variou de 16 (reservatério da
PCH de Palmeiras 2018) a 17.57 (escada da PCH de Retiro 2019). A heterozigozidade
observada (Ho) variou de 0.621 (escada da PCH de Retiro 2018) a 0.696 (reservatério
da PCH de Palmeiras 2018) e a esperada (He) de 0.826 (reservatério da PCH de
Palmeiras de 2019) a 0.892 (escada da PCH de Retiro). Os loci que apresentaram
desvios significativos do Equilibrio de Hardy Weinberg foram 0s mesmos que
apresentaram alelos nulos. Em relagéo a diferenciagédo populacional, os valores de Fsr
variaram de 0,000 (escada da PCH de Retiro 2019 e reservatorio da PCH de palmeiras
2018) a 0, 055 (escada da PCH de Retiro 2019 e escada da PCH de Retiro 2018). Os
resultados de estruturacao genética apresentaram k=3, sugerindo que dos 4 estoques
estudados, trés grupos foram identificados. Os dados obtidos mostram que a escada da
PCH de Retiro, provavelmente, esteja formando uma barreira artificial, evidenciado
pelos dois grupos geneticamente diferenciados neste local nos dois anos estudados
(2018 e 2019).
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Introducéo

Inserida na regido Neotropical, a América do Sul apresenta a fauna de
peixes mais diversa do mundo (REIS, 2016). Segundo Eschmeyer e Fong (2017)
0 género Astyanax (Characiformes, Characidae) abrange cerca de 154 espécies
vélidas. Astyanax lacustris popularmente conhecida como “lambari-do-rabo-
amarelo”, possui grande importancia tanto ecolégica quanto econémica, além de
servir como isca na pesca esportiva (VACARI e CASTRO, 2007; PORTO-
FORESTI et al., 2010).

Esta espécie apresenta habito migrador, ou seja, no periodo reprodutivo
se desloca rio acima para se reproduzir, além de estar amplamente distribuida
no rio Sapucai-mirim, tributario da bacia do alto rio Parand, regido onde,
paradoxalmente, vem sendo construidas inUmeras centrais hidrelétricas para
producdo de energia (AGOSTINHO et al., 2008). Estudos recentes nesta bacia
apontam além do declinio, uma homogeneizacgéo entre as populacdes de peixes
que ali habitam (FREITAS, 2017), além de que a sua fragmentacdo, pelos
barramentos, € um dos principais fatores que afetam essas populacdes
(PELICICE et al., 2017, FILHO et al., 2018).

Aléem da fragmentacdo dos rios, outros impactos sédo observados pela
construcdo dos barramentos, tais como mudancas biogeoquimicas, perda e
degradacdo de habitats, introducdo de espécies nao-nativas e perda da
conectividade (PRINGLE et al., 2000; NESTLER et al., 2012; DAGA et al., 2015;
AGOSTINHO et al., 2016).

Uma das ferramentas genéticas utilizadas atualmente na determinacéo e

conservacao da diversidade e da estrutura genética de populacdes naturais
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peixes, sdo os marcadores moleculares microssatélites (ABDUL-MUNNER,
2014). Microssatélites ou Sequéncias Simples Repetitivas (SSRs) séo
amplamente utilizados, principalmente devido a sua abundancia no genoma dos
eucariotos, codominéancia e alta reprodutibilidade (GROVER e SHARMA et al.,
2016).

Estudos genético-populacionais para A. lacustris, em diversos rios da
bacia do alto rio Parang, utilizando esses marcadores, tém-se demonstrado
extremamente eficazes para o estudo da diversidade e estrututa genética, como
feito por Ferreira et al. (201) e por Mendonca (2017)

Uma vez que a constru¢cdo de barragens para a geracdo de energia
elétrica constitui uma das alteracdes antrépicas mais frequentes nos rios
brasileiros e estudos sobre monitoramento da diversidade e estrutura genética
inicial e continuo das populacdes de peixes Neotropicais sdo escassos, este
trabalho teve por objetivo analisar a diversidade e estrutura genética de
populagBes naturais de A. lacustris, por meio de macadores microssatélites, de
individuos coletados a montante (reservatério da PCH de Palmeiras) e a jusante

(escada da PCH de Retiro) na regido do médio Sapucai, bacia do rio alto Parana.

Material e métodos

Foram coletados fragmentos das nadadeiras caudais de 183 individuos

de A. lacustris. As amostras foram conservadas em alcool absoluto afim de se

manter sua a integridade e qualidade. Elas foram capturadas no trecho Médio

Sapucai (tributario da bacia do alto rio Parand), nas escadas da PCH de Retiro
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nos meses de janeiro e fevereiro dos anos de 2018 e 2019 e no reservatorio da
PCH de Palmeiras ho mesmo periodo.

Dos 183 individuos, 87 foram coletados nos anos de 2018 e 2019 no
reservatério da PCH de Palmeiras, a montante, e o restante (96 individuos) foram

coletados na escada da PCH de Retiro, a jusante, nos mesmos anos (Tabelal).

Tabela 1. Ano, local e nUmero de individuos coletados de A. lacustris.

Ane Namero de
Local Nume
individuos
Reservatorio da PCH
Montante de Palmeiras 42
2018
Escada da PCH Retiro
Jusante 48
Reservatério da PCH
Montante de Palmeiras 45
2019
Escada da PCH Retiro
Jusante 48

Posteriormente foi realizada a extragédo do DNA, a partir de fragmentos da
nadadeira caudal dos individuos amostrados. Foi utilizado o protocolo do kit
comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega). A integridade e
guantidade das amostras de DNA foram analisadas através de eletroforese em
gel de agarose 1% corado com corante flourescente GelRed ™ 1X (Uniscience)
e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta (Loccus Biotecnologia).

Foram aplicados marcadores microssatélites nas populagdes amostradas

previamente descritos por Zaganini et al. (2012) (Anexo 1). Os primers foward
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(F) foram marcados na posigédo 5’ com os seguintes flourocromos: PET ™, FAM

™ NED ™ e VIC ™ (Applied Biosistems) (Tabela 3).

Tabela 3. Loci analisados em Astyanax altiparanae.

Loci Tamanho (pb) TA (°C) Fluorocromo SET ABI

Asty 04

200 55 FAM I
Asty 15

163 55 VIC I
Asty 16

212 55 PET |
Asty 23

165 60 NED I
Asty 12

160 60 PET I
Asty 26

150 60 FAM Il
Asty 27 200 60 NED Il

A amplificacdo dos loci microssatélites foi conduzida em duas reacdes
diferentes com apenas um par de primers foward (F) e reverse (R)
separadamente. A reagao para os loci Asty 04, Asty 15, Asty16 e Asty 23 tiveram
volme final de 20 ul com as seguintes concentracdes: 1,4X Buffer; 94 uM de
dNTPs; 3,12 mM de MgClz; 205 mM de cada primer; 0,25 U de Taq e 10-30 ng
de DNA. A reacédo para os loci Asty 12, Asty 26 e Asty 27 tiveram um volume
final de 25 ul, com as 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.
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Todos os loci foram amplificados no termociclador Veriti 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems), seguindo as condi¢cdes de desnaturagao inicial a
95° C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos que inclui desnaturagao a 95° C por
30 segundos, temperatura de anelamento variando de 55 a 60° C por 30
segundos e deshaturacdo a 72° C por 5 segundos e extensao final a 72° C por 5
minutos.

As amostras amplificadas foram genotipadas utilizando o sequénciador
automatico ABI 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems). Os resultados foram
analisados no programa GeneMapper versao 4.0 (Applied Biosystems). ApGs a
obtencdo dos dados, utilizou-se programas estatisticos a fim de se analisar a
diversidade e estrutura das populagdes naturais.

Numero de alelos por locus (A), heterozigosidade esperada (He) e
heterozigosidade observada (Ho) foram estimados através do programa
ARLEQUIN 3.1 (EXCOFFIER et al., 2010). Desvios do equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) e do indice de fixacéo (Fis) foi empregado o programa GenePop
versao 3.4 (RAYMOND e ROUSSET, 1995). Para analise do indice de riqueza
alélica (Ar) utilizou-se o programa Fstat versdo 2.9.3 (GOUDET, 2002). Para
analise das frequéncias de alelos nulos para os locus em que se observou desvio
dos equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) utilizou-se o programa MICRO-
CHECKER 2.2.1 (VAN OOSTERHOUT et al., 2004)

Para investigacdo da estrututa genética entre as populacbes de A.
lacustris, foram obtidos os indices de diferenciacdo populacional (Fst) (WEIR e
COCKERHAM, 1984) através do programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et., 2010).

O teste multiplo foi conduzido com 10.000 permutacgdes. Valores significativos
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(P-value < 0,05) foram ajustados usando a correcao sequéncial de Bonferroni
(RICE, 1989).

O programa STRUCTURE 2.2.1 (PRICHARD et al., 2000) foi empregado
para conducdo de analises de desagregacdo em métodos bayesianos com
intuito de se investigar o numero de unidades populacionais (K), utilizando os
parametros de frequéncias alélicas correlacionadas, com um burn in de 100.000
interacOes seguido de um procedimento de Markov chain Monte Carlo (MCMC)
de 100.000.000 e 10 execucdes independentes de K = 1 até K = 10. Os
resultados de STRUCTURE foram processados com o programa online
STRUCTURE HARVESTER 0.3 (EARL e VONHOLDT, 2012) para estimar o
namero ideal de K com base no método descrito por Evanno et al. 2005. Foi
adquirido o modelo de ancestralidade ndo misturada (no admixture model) a
propdsito de permitir uma resolucdo maxima, uma vez que este parametro

assume que cada individuo vem exclusivamente de uma das populacoes.

Resultados

Diversidade genética intrapopulacional

No total foram genotipadas 183 amostras de individuos de quatro grupos

de A. lacustris nos anos de 2018 (MONTANTE e JUSANTE) 2019 nas mesmas

localizagdes do ano anterior. Os sete loci utilizados mostraram-se polimorficos.

O estoque da JUSANTE 2018 apresentou valores médios de numero de alelos

por locus (A) de 17.5, riqueza alélica (Ar) de 12.50, heterozigosidade observada
(Ho) de 0.621, heterozigosidade esperada (He) de 0.838 e indice de fixacéo (Fis)

de (0.212). O grupo amostrado na MONTANTE do mesmo ano, apresentou
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valores médios de niumero de alelos por locus (A) de 16, riqueza alélica (Ar) de
15.80, heterozigosidade observada (Ho) de 0.696, heterozigosidade esperada
(He) de 0.892 e indice de fixacdo (Fis) de (0.142).

No ano seguinte (2019), a populagdo da JUSANTE apresentou valores
médios de numero de alelos por locus (A) de 17.57, riqueza alélica (Ar) de 16.79,
heterozigosidade observada (Ho) de 0.685, heterozigosidade esperada (He) de
0.839 e indice de fixacdo (Fis) de (0.171). O grupo amostrado na MONTANTE
do mesmo ano apresentou valores médios de numero de alelos por locus (A) de
17.42, riqueza alélica (Ar) de 17.86, heterozigosidade observada (Ho) de 0.692,
heterozigosidade esperada (He) de 0.826 e indice de fixacdo (Fis) de (0.145).
Todos os valores medios citados acima estéo inseridos na tabela 3.

Os loci Asty 15 e Asty 26 apresentaram em todas populagdes estudadas
0s maiores valores de numero de alelos por locus (A) enquantos os loci Asty 12
e Asty 27 apresentaram os menores valores. Em relacdo as heterozigosidades,

com excecao a JUSANTE 2018, o loci Asty 26 apresentou 0s maiores valores

de heterozigosidade esperada e observada (He e Ho) nas demais populacdes.
Os menores valores foram observados nos loci Asty 12 e Asty 16, também com

excecdo a JUSANTE 2018. Todos os valores estdo expostos nos apéndices (1

ad).
Desvios significativos do EHW e valores positivos significativos do indice
de endogamia (Fis) (P < 0.007, ap6s a correcdo de Bonferroni) foram observados

em todas as populacdes para o locus Asty 16. Na populacédo da JUSANTE 2018,

além Asty 16 os loci Asty 15 e Asty 26 também apresentaram desvios
signicativos (Apéndice 1). Os loci Asty 04 e Asty 15 também apresentaram

desvios significativos no estoque JUSANTE 2019 (Apéndice 2). Na MONTANTE
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2018 observou-se desvios significativos também no Asty 04 e Asty 23 (Apéndice

3). No caso da MONTANTE 2019, os desvios significativos foram encontrados

também nos loci Asty 26 e Asty 27 (Apéndice 4).
Ao comparar a diversidade genética entre os anos (2018 e 2019),

observou-se que JUSANTE 2019 apresentou maior diversidade genética relagéo

a JUSANTE 2018 (A= 17.57; Ar=16. 79; He 0.839 e A= 17.5; Ar= 12.50; He=

0.839, respectivamente. Na MONTANTE 2019, uma maior diversidade genética

foi observada quando comparada a mesma localizacdo do ano anterior

(MONTANTE 2018) (A=14.42; Ar=17.86; He= 0.826 e A=16; Ar=15.80; He 0.892,

respectivamente).

Tabela 3. Diversidade alélica dos sete loci microssatélite aplicados em A. altiparanae nos anos
de 2018 e 2019 nos reservatoérios da PCH de Palmeiras (MONTANTE) e nas Escadas da PCH
de Retiro (JUSANTE) nos mesmos anos.

2018 2019
JUSANTE MONTANTE JUSANTE MONTANTE

N 48 42 48 45

A 175 16 17.57 17.42

Ar 12.50 15.80 16.79 17.86

Ho 0.621 0.696 0.685 0.692

He 0.838 0.892 0.839 0.826

Fis 0.212 0.142 0.171 0.145

N - nimero amostral; A — nimero de alelos por locus; Ar — riqueza alélica; Ho — heterozigosidade
observada; He — heterozigosidade esperada; Fis — indice de endogamia.

Diversidade genética interpopulacional

Os valores de Fst variaram de 0.000 (JUSANTE 2019 e MONTANTE

2018) a 0. 055 (JUSANTE 2019 e JUSANTE 2018). Ao comparar os estoques,

observou-se valores significativas (P<0,05) entre o grupo coletado a montante

no ano de 2019 e na mesma localizagdo do ano anterior [fst=0.023]. Valores
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significativos também foram encontrados a montante no ano de 2019 e a jusante
(Escada da PCH de Retiro) do mesmo ano [fst=0.022]

Valores altamente significativos (P<0.001) foram encontrados entre a
jusante no ano de 2018 e todos o0s outros grupos amostrados nestre trabalho

JUSANTE 2018 e MONTANTE 2018 [fst=0.050] , JUSANTE 2018 e

MONTANTE 2019 [fst=0.054], JUSANTE 2018 e JUSANTE 2019 [fst=0.055]).

Por fim, quando comparado JUSANTE 2019 e MONTANTE 2018, pode-se

observar que a diferenciacdo entre os grupos néao foi significante [fst=0,000].

Todos valores citados anteriormente estdo expostos na tabela 4.

Tabela 4. Valores de Fst de populacdes de A. altiparanae entre as quatro populacdes
amostradas.

MONTANTE MONTANTE JUSANTE JUSANTE
2018 2019 2018 2019

MONTANTE

2018
MONTANTE

2019 0.023
JUSANTE

2018 0.050 0.054 =
JUSANTE

2019 0.000 0.022 0.055

Em negrito valores considerados significativos (P<0.05), em negrito e sublinhado, valores
considerados altamente significativos (P<0.001), 10.100 permutacgdes.

A andlise de identificacdo de grupos de populacdes utilizando o programa
STRUCTURE HARVESTER indicou K= 3, mostrando que o grupo coletado na
jusante no ano de 2019 e na jusante 2018 formaram dois grupos diferenciados
geneticamente. O outro grupo formado, corresponde aos grupos coletados na
montante em 2018 e 2019. Podemos observar as semelhancas e diferencas
genotipicas dos grupos amostrados no tree plot e nos bar plots obtidos pelo

programa SRUCTURE.
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Figura 1. Neighbor Join Tree das populacfes de A. lacustris, estimadas pelo programa
SRUCTURE utilizando K = 4. Cada cor e nimero indica um grupo analisado com base nas suas
semlhancas genotipicas. O namero 1 representa MONTANTE 2018, o 2 MONTANTE 2019,03

JUSANTE 2018 e 0 4 JUSANTE 2019.

@) (©) 4) @)
JUSANTE 2019 MONTANTE 2019

MONTANTE 2018 JUSANTE 2018

Figura 2. Estrutura bar plot das populacdes de A. lacustris, estimadas pelo programa
SRUCTURE utilizando K = 4. Cada cor indica e nUmero um grupo analisado com base nas suas

semlhancas genotipicas..
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DISCUSSAO

Diversidade genética intrapopulacional

Diversos estudos apontam que a fragmentacdo da bacia do rio Parana,
principalmente a regido do alto Parand, através das constru¢des de centrais
hidrelétricas, estdo levando a um declineo e a uma homogeneizacao genética
nas populagdes de peixes (SIVASNUNDAR et al., 2001; FREITAS, 2017). Logo,
0 monitoramento da diversidade genética das espécies que ali habitam séo de
extremamente importancia na conservacao das mesmas.

A diversidade genética em populacdes pode ser medida pelo nimero de
alelos e heterozigosidade. A variabilidade intrapopulacional € influenciada por
fatores como mutacao, deriva genética e selecdo natural (JUANES et al., 2007).

Neste trabalho, notamos que todos os grupos estudados (JUSANTE 2018,

JUSANTE 2019, MONTANTE 2018 e MONTANTE 2019) apresentaram, de

maneira geral, uma alta diversidade genética. Valores similares para A. lacustris
foram encontrados por Mendoncga (2017) na mesma regido, por Zaganini (2013)
em diferentes rios da bacia do alto Parana e por Ferreira et al. (2016).

Desvios das frequéncias genotipicas do Equilibrio de Hardy Weinberg
podem indicar se forcas evolutivas como selecdo natural, deriva genética,
mutacdo ou migracdo estdo agindo nas populacdes naturais. Pereira et al.,
(2008) ressalta cinco potenciais causas que podem ocasionar desvios
significativos do Equilibrio de Hardy Weinberg: alto nimero de alelos por locus,
ocorréncia de alelos nulos, grande perda de alelos, efeito Wahlund e endogamia.

De todas as possiveis causas citadas acima, a presenca de alelos nulos

sdo as mais comuns quando se utiliza marcadores microssatélites (SELKOE e
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TOONEN; 2006). Zaganini et al. (2012), quem descreveu esses marcadores,
relatou a presenca de alelos nulos apenas nos loci Asty 16 e Asty 21, sendo que
o ultimo marcador foi excluido das andlises deste trabalho. A presenca de alelos
nulos no locus Asty 16 foi encontrada em todos 0S grupos que apresentaram
excesso de homozigotos e desvios do Equilibrio de Hardy Weinberg.

A alta diversidade genética de A. lacustris observada nos quatro grupos
amostrados foi esperada, uma vez que a constru¢cdo de ambas PCHs é muito
recente, com o inicio de suas opera¢cfes ainda nessa década. Além disso,
podemos notar um outro fator que possa ter contribuido pela manutencédo da
diversidade: a capacidade de adaptacao dessa espécie a diferentes ambientes,
incluindo o seu potencial de migracdo, seus aspectivos reprodutivos e
manutencdo de grandes populacdes (LEUZZI et al., 2004). Zaganini (2012)
também cita em seu trabalho que as popula¢fes de A. lacustris da bacia do rio
Parana possuem uma alta variabilidade genética, provavelmente por causa da
sua histéria evolutiva e de suas caracteristicas ecologicas, como citado
anteriormente.

Uma outra causa relacionada que possa também estar influenciando a
manutencdo da diversidade genética dessas popula¢cbes, sdo as praticas de
repovoamento que sao realizadas na regido do médio Sapucai, por meio de
praticas de suportive breeding. Esta pratica conservacionista consiste no
acasalamento de individuos geneticamente distantes, com intuito de diminuir as
taxas de endogamia.

O entendimento da diversidade genética € fundamental nos estudos da
biologia da conservacéo. Questdes como evolucao das populagdes as respostas

ambientais, principalmente relacionados aos efeitos das acbes antropicas nos

36



ambientes naturais, podem ser respondidas com auxilio do monitoramento

continuo da diversidade genética dessas populagdes.

Diversidade genética interpopulacional

Diversos estudos de estuturacdo de pexies Neotropicais, utilizando
marcadores microssatélites, concentram-se nas populacdes afetadas pelas
construcBes de barragens e muitos deles indicam que populacdes naturais ja
sofrem os seus efeitos (FILHO et al., 2018).

No presente estudo, as analises de diferenciacdo populacional (Fst)
corroboraram com os valores obtidos pelo programa STRUCTURE, que indicou
K=3. Esses dados mostram que 0s grupos coletados a montante do médio

Sapucai (MONTANTE 2018 e 2019) formam uma Unica populacdo e que as suas

caracteristicas genotipicas diferem do grupo coletado a jusante no ano de 2018,
e que diferem também do grupo coletado na mesma regido no ano seguinte

(JUSANTE 2019), que por conseguinte, acabou resultando em uma outra

populacao.

O fato de os grupos coletados nos anos de 2018 e 2019, a jusante,
apresentarem diferenciacdo genética, mesmo que classificadas como pequena
a moderada, segundo Wright (1978), pode ser justificado pelo fato de que a cada
ano novas populacdes migram rio acima no periodo de reproducao,
evidenciando que a escada da PCH de Retiro possa estar sofrendo influéncia de
outras populacdes de lambaris localizadas a baixo da escada da PCH de Retiro,
onde curiosamente ndo ha constru¢cbes de PCHs. Além do mais, Garutti (1995)

afirma que espécies do género Astyanax possui uma distribuicdo
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compartimentalizada, sugerindo até um certo grau de endemismo, ou seja, pode
haver diferencas dentro e entre bacias, mas ainda assim existe a necessidade
de migrar rio acima para se reproduzir.

Os dados obtidos sdo semelhantes com as informagdes encontradas por
Mendoncga (2018) que também observou diferenciacdo populacional significativa
em grupos de individuos de A. lacustris coletados nas escadas da PCH de Retiro
no ano de 2015 com popula¢gbes amostradas nos reservatorios da mesma PCH
em trés anos consecutivos (2015, 2016, 2017).

Os sistemas de Transposicdo de Peixes (STPs) que s&do atualmente
implantados no Brasil, como por exemplo as escadas, sdo daqueles que
fornecem movimentos apenas da jusante para a montante (CEMIG, 2013), o que
pode explicar o fato dos resultados apresentados apontarem que 0S grupos
coletados a montante nos anos de 2018 e 2019 apresentam caracteristicas
genotipicas semelhantes, indicando a formac¢do de uma Unica populacdo no
reservatério da PCH de Palmeiras.

Os reservatorios sdo resultado da construcdo da centrais hidrelétricas.
Esse novo ambiente sofre rapidas e intensas modificacdes, pois 0 ambiente que
era anteriormente I6tico, com fluxo intenso de agua, passa a ser semi-léntico ou
lentico (AGOSTINHO et al., 2008). Uma das consequéncias da formacao dos
reservatorios, € que como os individuos ndo conseguem migrarem novamente
para jusante apds o periodo de reproducdo, eles acabam “presos” nesses
grandes lagos artificiais, formando um Unico grupo com caracteristicas
genotipicas semelhantes, o que deve ter acontecido com os estoques de A.
lacustris analisadas na montante nos anos de 2018 e 2019. O aumento da

frequéncia de acasalamentos consanguineos (endogamia) € outra consequéncia
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que tende a ocorrer ao longo dos anos, podendo levar ao surgimento de
depressdo endogamica, caracterizada pela perda de valor adaptativo médio
populacional em funcdo do aumento da frequéncia de homozigotos para alelos
deletérios ou letais (YAZBECK, 2007).

Logo, ressalta-se a importdncia do monitoramento continuo dessas
populacdes, como medida mitigadora na tentativa de se atenuar os efeitos
causados pelos barramentos, pois as informacdes sobre a diversidade genética
e estruturacao de populagdes naturais sdo fundamentais para determinar como

essas espécies possam ser conservadas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No Brasil a maior parte da producéo e transmissao de energia elétrica é
proveniente, com forte predominancia, de usinas hidrelétricas. A bacia do alto
rio Parand, formada pela juncédo do rio Grande e Parnaiba, € uma das maiores
bacias do mundo, abrangindo uma area de 4.694 km? com area de drenagem de
2.8 x 10 km?. Paradoxalmente, a producdo de energia hidrelétrica é uma das
atividades antropicas que mais afetam as vidas dos peixes nos rios.

O monitoramento genético, utilizando marcadores moleculares, é uma
ferramenta fundamental para compreesédo da diversidade e estrutura genética
de populacdes naturais, principalmente de regides onde ha constru¢des de
centrais hidrelétricas.

O presente trabalho visou analisar a diversidade e estrutura genética de
estoques de A. lacustris coletadas nas mesmas regides por dois anos
consecutivos (2018 e 2019), levando em consideracdo a importancia dessa
espécie ndo sO na regido do médio Sapucai, como em toda bacia do alto rio
Parana. A regifes escolhidas foram o reservatério da PCH de Palmeiras
(montante) e a escada da PCH de Retiro (jusante) afim de comparar anual e
temporalmente os estoques.

De maneira geral, péde-se concluir que os marcadores microssatélites
escolhidos para as andlises se mostram eficientes e que 0s quatro grupos
apresentaram uma alta diversidade genética, independente do ano e da
localizacdo que foram coletados, o que pode ser justificado pelas técnicas de
supportive breeding que vem sendo realizada na regido, pela sua recente
construcdo (de ambas PCHs), além da capacidade dos individuos dessa espécie

a se adaptar a ambientes hostis.
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No que se diz respeito as andlises de estruturacdo populacional, notamos
que os resutados de diferenciacdo mostram 3 grupos: um grupo no reservatorio
de Palmeiras e dois na escada de Retiro: uma em 2018 e outra em 2019. Isso
aconteceu, provavelmente, por ambas PCHs apenas possuirem escadas para
transposicdo de peixes no sentido jusante/montante, e ndo ao contrario,
auxiliando apenas a subida dos peixes para reproducéo.

Por fim, ressalta-se a importancia da execucdo de medidas mitigadoras,
desde as contrugdes de escadas, mesmo que permita o individuo migrar rio
acima, até a reposicdo continua de estoques provenientes de técnicas de
supportive breeding em ambientes afetados por acdes antrdpicas. Este trabalho
servira como base para futuros trabalhos de diversidade e estrutura genética de
populacdes de peixes Neotropicais, uma vez que esses tipos de estudos séo

escassos no Brasil.
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7 ANEXOS

Anexo 1

Descricdo dos sete loci microsstélites desenvolvidos para A. lacustris por Zaganini et al.

(2012).
Tamanho
Loci Sequéncia de cada primer Repeticdo Ta(°C)
(pb)
GGTCACTGGAGGACAGATGTT
Asty 04 GGCATGTGCTTGAATGGA (AC)17 200 53
AGACACAATCAGCCGCCGAAATG
Asty 12 A TCCCCTCTCCACAACCCAACACA (GM8 163 58
CAACTTTTACTTAAAACCTGC (AC)17 —
ASty 15 A TGGGTCTTTACTGCTGAATGTAT (CT)6 212 50
AAAGTAAAGGGCATCTGTGGAGAA
Asty 16\ GAGGGCATCATTGTACATTTTTG (AC)10 165 52
TCAATGGAACCTATGGACAAC
AStY 23 GTGGGAAGTAGCCTAATAAATA (CA)12 150 57
CCCATTGATCCTGCCTCTAA
Asty 26 CAGTCCTGACACAGAGAT (GMs 160 52
GCATTGTTCAGGTTGGGTCT
ASty 27 A AACGTGGTGAGAGGGAGTG (GMs 190 58
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8 APENDICES
Apéndice 1

Diversidade alélica dos sete loci microssatélites aplicados em popula¢cdes de Astyanax

lacustris na Escada de Retiro em 2018.

Locus A Ar Ho He Fis
Asty 04 17 13.62 0.690 0.902 0.236
Asty 12 10 6.94 0.583 0.513 -0.139
Asty 15 29 17.81 0.674 0.922 0.271*
Asty 16 13 13.00 0.632 0.925 0.322*
Asty 23 13 10.83 0.717 0.851 0.158
Asty 26 18 13.48 0.489 0.915 0.468*
Asty 27 10 11.85 0.567 0.840 0.172

A — numero de alelos por locus; Ar —riqueza alélica; Ho — heterozigosidade observada;
He — heterozigosidade esperada; Fis — indice de fixacdo; * Fis com valores significativos

apos a correcao de Bonferroni.

50



Apéndice 2

Diversidade alélica dos sete loci microssatélites aplicados em popula¢cdes de Astyanax

lacustris na Escada de Retiro em 2019

Locus A Ar Ho He Fis
Asty 04 19 17.11 0.795 0.911 0.128*
Asty 12 08 7.01 0.511 0.513 0.004
Asty 15 23 21.99 0.636 0.925 0.314*
Asty 16 16 16.00 0.485 0.888 0.458*
Asty 23 17 15.33 0.766 0.875 0.125
Asty 26 29 25.44 0.745 0.929 0.187
Asty 27 11 14.70 0.857 0.837 -0.016

A — numero de alelos por locus; Ar — riqueza alélica; Ho — heterozigosidade observada;

He — heterozigosidade esperada; Fis — indice de fixacdo; * Fis com valores significativos

apos a correcao de Bonferroni.
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Apéndice 3

Diversidade alélica dos sete loci microssatélites aplicados em popula¢cdes de Astyanax

lacustris do Reservatorio de Palmeiras em 2018.

Locus A Ar Ho He Fis
Asty 04 16 15.71 0.706 0.911 0.228*
Asty 12 06 5.45 0.500 0.447 -0.124
Asty 15 23 23.00 0.839 0.949 0.178
Asty 16 17 15.79 0.525 0.807 0.523*
Asty 23 12 11.56 0.528 0.843 0.308*
Asty 26 24 21.64 0.902 0.942 0.042
Asty 27 14 17.47 0.875 0.892 0.068*

A —numero de alelos por locus; Ar — riqueza alélica; Ho — heterozigosidade observada;

He — heterozigosidade esperada; Fis — indice de fixacdo; * Fis com valores significativos

apoés a correcao de Bonferroni.
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Apéndice 4

Diversidade alélica dos sete loci microssatélites aplicados em popula¢cdes de Astyanax

lacustris do Reservatério de Palmeiras em 2019.

Locus A Ar Ho He Fis
Asty 04 13 12.85 0.714 0.842 0.153
Asty 12 8 7.80 0.605 0.515 -1.77
Asty 15 38 36.94 0.667 0.962 0.309
Asty 16 15 15.00 0.575 0.878 0.348*
Asty 23 10 9.72 0.667 0.775 0.118
Asty 26 26 25.74 0.805 0.940 0.145*
Asty 27 12 17.00 0.815 0.871 0.187*

A — numero de alelos por locus; Ar — riqueza alélica; Ho — heterozigosidade observada;

He — heterozigosidade esperada; Fis — indice de fixacdo; * Fis com valores significativos

apos a correcao de Bonferroni.
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