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Resumo Geral

Entre as espécies de peixes migradoras Neotropicais que ocorrem na bacia do rio
Parana, Prochilodus lineatus é encontrada com abundancia, principalmente no sistema
composto pelos rios Grande, Pardo e Mojiguacu. A espécie é popularmente conhecida
como curimbata e é caracterizada por se organizar em grandes cardumes durante o
processo de migracdo reprodutiva, bem como por possui habito alimentar onivoro e por
ser muito apreciada por pescadores ribeirinhos. Foi a primeira espécie de peixe no
Brasil a ter seu comportamento migrador estudado, servindo de referéncia para
inimeros outros estudos. O presente trabalho teve por objetivo identificar a dinamica e
0s padrdes de relacionamento das populacGes de P. lineatus na regido de Cachoeira de
Emas no rio Mojiguagu, como modelo de manejo a ser aplicado na conservagéo de
espécies migradoras. Para o desenvolvimento deste tema foram estabelecidas duas
linhas basicas de estudo, sendo (1) a analise genético-temporal de populacbes de P.
lineatus coletados em Cachoeira de Emas ao longo dos anos de 2003, 2005, 2006, 2009,
2010 e 2015 com o uso de marcadores moleculares dos tipos microssatélite e
mitocondrial para identificar as possiveis mudancas estruturais e (2) identificar os
padrdes de organizacdo dos cardumes migradores de P. lineatus durante os periodos
reprodutivos de 2007 & 2010 na regido de Cachoeira de Emas no rio Mojiguacgu. Os
resultados obtidos nestas investigacOes revelaram a existéncia de alta variabilidade
genética e estruturacdo temporal entre as populacdes estudadas e tais padrGes de
estruturacdo parecem estar altamente relacionados aos efeitos de pressdes ambientais,

sejam elas determinadas por fatores climaticos ou antropicos.

Palavras-chave: curimbatd, estrutura populacional, alteracbes climéaticas, acles

antropicas.



Abstract

Among the species of Neotropical migratory fish that occur in the Parana River basin,
Prochilodus lineatus is abundantly found, mainly in the system composed by the rivers
Grande, Pardo and Mojiguacu. The species is popularly known as curimbata and is
characterized by being organized in large schools during the process of reproductive
migration, as well as by having an omnivore food habit and being highly appreciated by
riverine fishermen. It was the first species of fish in Brazil to have its migratory
behavior studied, serving as reference for numerous other studies. The present work had
as objective to identify the dynamics and the relationship patterns of the populations of
P. lineatus in the region of Cachoeira de Emas in the Mojiguagu River, as a
management model to be applied in the conservation of migratory fish species. For the
development of this theme, two basic lines of study were established: (1) the genetic-
temporal analysis of P. lineatus populations collected in Cachoeira de Emas throughout
2003, 2005, 2006, 2009, 2010 and 2015 with the use of molecular markers of the
microsatellite and mitochondrial types to identify the possible structural changes and (2)
to identify the patterns of organization of the migratory schools of P. lineatus during the
reproductive periods from 2007 to 2010 in the region of Cachoeira de Emas on the
Mojiguagu river. The results obtained in these investigations revealed the existence of
high genetic variability and temporal structure between the samples of the populations
studied and such structuring patterns seem to be highly related to the effects of
environmental pressures, whether determined by climatic or anthropogenic factors.

Key words: curimbata, population structure, climate change, anthropic actions.
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1 Introducéo Geral
Influéncias ambientais no ciclo de vida de peixes migradores

Ambientes de &guas interiores sofrem com o aumento das acfes antrépicas em
todo o mundo (Goudie, 2018). Os habitats aquaticos associados a 65% do fluxo mundial
de rios sdo moderadamente ou altamente ameacados, principalmente pela alteracédo
drastica de seus ecossistemas causados pela construcdo de barragens, poluicdo
(Dudgeon, 2014; Knouft, e Ficklin, 2017) e mudancas no ciclo de chuva. Os peixes de
agua doce sdo um dos grupos de animais mais ameacados, principalmente pelas
alteracdes nos ciclos de chuva que se apresentam como um dos impactos mais severos
das alteracdes climéticas, somando-se a uma ampla gama de estressores antropogénicos
(Comte e Olden 2017).

Os ecossistemas de dgua doce em todo o mundo sdo particularmente vulneraveis
aos impactos antropogénicos (Crook et al., 2015). Os seres humanos se apropriaram de
mais de 50% da superficie de &gua doce disponivel mundialmente (lwasaki et al., 2012),
0 que tem resultado como contrapartida em fatores como poluicdo e desmatamentos que

impactam e modificam os sistemas aquaticos (Dudgeon, 2014)

Aproximadamente um milhdo de barragens atualmente fragmentam rios em todo
mundo modificando seus fluxos aquéaticos (Dudgeon, 2014). Em uma projecdo feita
para 2030, espera-se que grandes reservatdrios deverdo afetar 1,6 milhdo de km de rios
que ainda ndo foram fragmentados (Grill et al., 2015), alterando os padrbes de
biodiversidade dos ecossistemas locais. Os barramentos modificam os padrdes e
processos ecoldgicos dentro dos reservatorios, podendo ocasionar mudancas na
composicdo das comunidades biologicas como resultado do desequilibrio de algumas
populacbes ou mesmo extingdo de outras (De Bem, 2017)

Nas latitudes em que as flutuacOes sazonais na temperatura Sdo pequenas, as
cheias dos rios se constituem no principal gatilho para a reproducéo de vérias espécies
de peixes (Welcomme, 1985), sendo que a auséncia de cheias ou sua redugéo limitam,
ou até mesmo frustram o processo reprodutivo de muitas delas. Uma vez que a
migracdo € uma resposta adaptativa a condigdes especificas, as mudancas ambientais
(por exemplo, variagdes climéticas) potencialmente alteram as pressfes seletivas sobre

0 comportamento do movimento. Assim, tais mudancas também podem interferir ou



interromper a capacidade de migracdo de uma espécie, podendo, em certos casos, levar
a reducdo ou perda total do processo migratério. Contudo, ainda € muito restrita a
compreensdo sobre as previsdes sobre a ocorréncia de destes fendmenos (Shaw e
Martins, 2016). Considera-se, pois, que caracterizar 0s movimentos e 0 comportamento
dos animais facilita uma visdo da ecologia de uma espécie, o que permite melhores

praticas de manejo e conservacdo (Gillanders et al., 2015; 1zzo et al., 2016).

De modo associado, ressalta-se a importancia de sanar duvidas relacionadas ao
processo de reproducdo, entre 0s quais compreender os mecanismos fundamentais que
permitem que algumas espécies de peixes migrem grandes distancias, quais os fatores
que estimulam o comportamento migratério, bem como por que espécies ditas como
“migradoras” apresentam grupos residentes (Cooke et al., 2008) ¢ também como os
individuos se agrupam para realizar 0s processos migratérios. Apesar do interesse que
as espécies migradoras despertam ha varias décadas e das pesquisas ja realizadas,
aspectos béasicos do comportamento, ecologia e genética de varias delas ainda
permanecem desconhecidos e estudados de maneira isolada. Portanto, a compreensao
dos mecanismos migratorios sob um ponto de vista genético de uma espécie poderia
fornecer informacGes sobre a base do processo de migracdo também em outros tdxons
(Dingle, 2006; Chapman et al., 2011).

Ferramentas moleculares

Apesar de muitos estudos sobre a migracdo de peixes terem sido realizados nos
ultimos 70 anos, na maior parte deles tém sido abordados principalmente dados
ecologicos, fisioldgicos e comportamentais (Agostinho et al., 2003; Cooke et al., 2008).
Com os recentes avangos da biologia molecular, muitos marcadores genéticos foram
desenvolvidos nos ultimos anos e, dentre as aplicagdes destes marcadores, ressalta-se
sua utilizacdo nos estudos de genética de populagdes, fornecendo dados de variabilidade
e estrutura genetica populacional, taxas de fluxo génico e nimeros efetivos de machos e
fémeas nos complexos populacionais envolvidos nos processos de migracéo
(Sivasundar et al., 2001).

O estudo da genética de peixes €é relevante em diversas situagdes, sobretudo em
relacdo aos processos reprodutivos, tendo papel fundamental na conservacdo de

populacdes selvagens onde pode ser avaliado o impacto determinado por mudancgas no



ambiente sobre as populacdes naturais de peixes (Purdom, 1993). Dentre os diversos
marcadores moleculares existentes, os microssatélites, também chamados de SSR
(Simple Sequence Repeats) apresentam uma serie de caracteristicas desejaveis em
estudos genéticos por serem altamente polimorficos e de heranga codominante, ou seja,
permitem a distincdo entre genétipos homozigotos e heterozigotos, o que os torna,
portanto, altamente informativos (Christiakov et al., 2006).

A grande aplicabilidade dos marcadores microssatélites em estudos com peixes
vem sendo evidenciada primeiramente pela quantidade de artigos disponiveis na
literatura referentes ao isolamento e caracterizacdo desses marcadores nesse grupo
(Sivansudar, 2001; Oliveira et al., 2015; Villanova et al., 2015; Mendes et al., 2016;
Ariede et al., 2017; Machado et al., 2017). Trabalhos utilizando este marcador em
peixes tém abordado aspectos da variabilidade genética, estrutura de populacGes com
inferéncias sobre conservacdo e manejo de espécies, estudos de padrGes de migracao,
diferenciacdo de estoques cultivados, evidéncias de introgressdo genética, sistemas
reprodutivos, efeitos de fragmentacdo de ambientes, relacGes filogenéticas entre taxons
relacionados, entre outros (Matsumoto e Hilsdorf, 2009; Pereira et al., 2009; Hilsdorf et
al., 2011,; Barroca et al., 2012, Sanches et al., 2012, Melo et al., 2013, Ashikaga et al.,
2015; Ribolli et al., 2017, Ferreira et al., 2017).

Outra metodologia que tem fornecido resultados importantes em pesquisas
voltadas a genética de populacdes € o sequenciamento de segmentos especificos de
DNA. Segundo Kocher e Stepien (1997), os fatos que justificam esta afirmacéo
decorrem de que os nucleotideos sdo a unidade basica de informacdo codificada nos
organismos; de que é relativamente facil extrair e incorporar informacGes sobre
processos de evolugdo molecular nas analises e de que o potencial de informacdes de
dados fornecido € significante.

Dentre os marcadores que tém por base as sequéncias gendmicas, 0S genes
mitocondriais sdo os mais comumente utilizados em estudos populacionais. O tamanho
do genoma mitocondrial (MtDNA) ¢é bastante variavel entre diferentes taxons,
apresentando valores em torno de 16 quilobases (kb) em vertebrados a até 570kb em
algumas espécies de plantas (Lewin, 1994). Apresenta-se altamente conservado nos
animais, variando de 14 a 26kb (Billington e Hebert, 1991), sendo representado por dois
genes que codificam RNAs ribossomicos (12S e 16S do rRNA), 22 genes que codificam
RNAs transportadores (tRNA) e 13 genes que codificam proteinas envolvidas no
transporte de elétrons e na sintese de ATP. A molécula de mtDNA possui uma regido
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controle, de cerca de 1kb, rica em sequéncias AT e desprovida de genes, embora exerca
importante papel no inicio da replicacdo do mtDNA e da transcricdo do RNA. Esta
regido controle é conhecida como “D-loop” (displacement loop).

O interesse no estudo do mtDNA tem por base o fato de que este genoma
apresenta uma série de particularidades importantes, como sua herancga exclusivamente
materna e sua presenca nos organismos em numero haploide, o que impede, ou torna
muito raros os eventos de recombinagdo. Além disso possui um genoma compacto, com
estrutura e organizacdo simples, auséncia de introns, pseudogenes e elementos
transponiveis, além de apresentar alta taxa de mutacdes (Lewin, 1994). Em razdo disto,
o mtDNA pode fornecer informacdes relacionadas a estrutura populacional, sendo capaz
de distinguir populacdes geogréaficas com grande eficiéncia através da identificacdo dos

haplotipos.

O ecossistema formado pelos rios Mojiguacu, Pardo e Grande

A bacia hidrografica do rio Mojiguacu pertence a Unidade de Gerenciamento de
Recursos Hidricos 9 (UGRHI 09) e abrange 38 municipios. Possui uma éarea de
drenagem total de 17,460 km?, sendo 2,650 km? localizados no Estado de Minas Gerais
e 14,810 km? no Estado de S&o Paulo (Brigante e Espindola, 2003), com uma extensio
de 320 km localizada na regido sudoeste do estado de Minas Gerais e nordeste do
Estado de S&o Paulo (IBGE, 1982).

A bacia do Alto Parana constitui-se na regido com a maior concentracdo de
represamentos para fins de geracao de energia elétrica do Brasil, respondendo por cerca
de 70% de toda energia produzida no pais. Seus afluentes de grande porte, rios Tieté,
Paranapanema e lIguacu, bem como seus formadores, rios Grande e Paranaiba,
encontram-se totalmente represados. O préprio rio Parana, com uma extensdo de 809
km no territorio brasileiro, ficou apenas com cerca de 200 km de trecho Iético livre apds
o completo enchimento do reservatério de Porto Primavera (Agostinho et al., 2007). As
implicagdes adversas destes empreendimentos recairam decisivamente sobre a fauna e
flora das regides inundadas e, de forma acentuada, sobre a ictiofauna, principalmente
em relagdo as espécies de peixes migradores. A alteracdo na estrutura das comunidades
de peixes, com o crescimento das populagdes de peixes sedentérios e a reducdo ou
mesmo eliminacdo das espécies migradoras, constitui fato comum a todos os
represamentos (Paiva, 1982; Torloni, 1993; Cesp, 1998; Agostinho et al., 2007).



O ecossistema formado pelos rios Mojiguacu, Pardo e Grande, €, sem davidas, um
dos grandes contribuintes para a manutencdo da biodiversidade da Bacia do Alto Parana
e as modificacOes ocorridas neste ecossistema acentuaram-se principalmente a partir da
década de 50, em decorréncia do aumento da densidade demografica, pressionando a
exploracdo de seus recursos naturais. Dentre os principais eventos que contribuiram
para estas alteragdes ambientais podem ser destacados o uso do solo para a agricultura,
0 desmatamento ciliar, a destruicdo de lagoas marginais, o lancamento de efluentes
urbanos e industriais e a construcdo dos grandes barramentos de rios para fins de
geracdo de energia elétrica realizados no rio Grande, que excluiram significativa area do
ecossistema original que compreendia os sistemas denominados rios-planicies de
inundacdo (Junk, et al., 1989), que eram anteriormente utilizadas para a realizacdo das
migracdes tréficas e reprodutivas das espécies reofilicas.

Segundo Barbieri et al. (2000), alguns dos fatores que tém contribuido para a
sobrevivéncia e reproducdo de varias espécies de peixes no rio Mojiguacu incluem a
quantidade significativa de lagoas marginais naturais, trechos de mata nativa
preservados por Unidades de Conservacao, a grande capacidade de depuragdo da agua e
0S poucos represamentos ao longo do curso do rio. Em seu trecho médio, o rio
Mojiguagu apresenta uma extensa planicie alagavel, com mais de 90 lagoas marginais
de dimensdes variadas e diferentes graus de conectividade com o rio (Vieira e Verani
2000). Este trecho compreende a regido de Cachoeira de Emas em Pirassununga e o
municipio de Luis Antbnio (SP), que tem sido fortemente estudado por diversos
pesquisadores. Diferentemente do trecho médio, a regido do alto rio Mojiguagu,
préxima a sub-bacia do rio do Peixe, onde a area desse estudo esta localizada, carece de

pesquisas mais atuais referentes a sua ictiofauna.

A espécie Prochilodus lineatus

Entre as numerosas espécies de peixes que ocorrem por toda a bacia do rio Parang,
a espécie Prochilodus lineatus (Fig. 1) é a de maior frequéncia neste ambiente,
principalmente nos rios Grande, Pardo e Mojiguacu (Godoy, 1975). Popularmente
conhecido como curimbata, é considerado um peixe de piracema que Sse organiza em
grandes cardumes para realizar extensas migracfes nos rios da bacia do rio Parana na
época de reproducdo, tendo sido a primeira espécie a ter seu comportamento migratorio
estudado no Brasil (Godoy, 1975). Entretanto, tem sido observado que grupos de peixes



se manttm o ano todo em algumas localidades sendo, assim, denominados de

residentes.

Figura 1 — Exemplar de Prochilodus lineatus (Fonte: Senhorini e Arashiro, 2018)

Por ser uma espécie de ampla distribuicdo, formas do corpo diferentes sdo
encontradas em diferentes habitats, tema este discutido por Cabrera e Candida (1964),
Vidal (1967) e Pignalberi Cordiviola e Yuan (1973), Sverlij et al. (1993) que
encontraram contornos do corpo diferentes entre diferentes populagdes da espécie, com
a variacdo aparentemente relacionada aos recursos bidticos e abioticos do habitat. No
estudo realizado por Machado e Foresti (2012), os autores observaram a existéncia de
um padrdo morfométrico diferente nesta espécie entre os peixes migradores e residentes.

Observando caracteristicas morfométricas, Toledo-Filho (1981) sugere que ocorre
uma estruturacdo populacional definida nesta espécie indicando a possivel existéncia de
estoques geneticamente diferentes, embora a periodicidade migratéria verificada por
Godoy (1975) pudesse indicar uma uniformidade populacional. De modo geral, Toledo-
Filho (1981) observou a ocorréncia de cardumes precoces e cardumes tardios com
relacdo ao processo migratério observado na Cachoeira de Emas durante o periodo de
reproducdo, além da presenca de cardumes residentes, com permanéncia durante todo o
ano neste local. O autor sugere que a aplicagdo de marcadores genéticos seria de
extrema importancia para o conhecimento e caracterizacdo da estruturacdo populacional

desta espécie.



Individuos adultos de P. lineatus geralmente migram rio acima durante a estacao
reprodutiva, que ocorre geralmente no periodo de novembro a fevereiro, deixando as
areas de alimentagdo, onde vivem durante a maior parte do ano, para locais mais
apropriados para a reproducdo (Godoy, 1975). ApoOs o periodo reprodutivo, migram
novamente rio abaixo rumo as areas de alimentacdo, onde os cardumes permanecem até
a proxima estacdo reprodutiva (Godoy 1975).

Os primeiros estudos de migracdo de peixes no Brasil foram publicados no final
da década de 50 e utilizaram como modelo exemplares de Prochilodus lineatus
coletados no Alto rio Parana (Morais e Schubart, 1955; Godoy, 1959, 1967, 1975). Os
resultados das informacdes obtidas com estes estudos foram suficientes para o autor
estabelecer a existéncia de duas regides prioritarias neste ecossistema, denominadas
como “lar de reproducdo”, situado no rio Mojiguagu entre Cachoeira de Emas e Salto do
Pinhal, ocupado pela espécie migradora durante o periodo de novembro a fevereiro
(piracema) e “lar de alimenta¢do”, situado na parte média do rio Grande, entre a
Cachoeira de Marimbondo e a barragem da Usina de Porto Colombia, ocupado durante
0s meses de marco a agosto (periodo de crescimento e engorda) (Godoy, 1975).

Segundo 0 mesmo autor, 0s peixes desta espécie formariam cardumes no periodo
de agosto a setembro e iniciariam o processo de migracdo em direcdo aos rios Pardo e
Mojiguacu para efetuar a reproducdo, sendo que varios cardumes se encontrariam no
“lar de reproducdo” durante este periodo. Apods o processo reprodutivo, estes
retornariam para o “lar de alimentagdo” e para as lagoas marginais localizadas ao longo
de todo o ecossistema. Neste trabalho, Godoy ainda constatou que esta espécie migraria
cerca de 1000 km na &rea entre as duas regides mencionadas.

Em trabalho de marcacdo similar realizado por Agostinho et al. (2003) com esta
mesma espécie no canal principal do rio Paran, entre a barragem de Itaipu e a foz do
rio Baia, foi identificada uma area de migracdo de apenas 450 km. Contudo, nos dois
trabalhos citados (Godoy, 1975; Agostinho et al., 2003), os autores destacam uma
correlacdo positiva entre o inicio e a duragdo da estacdo de cheia na planicie alagavel
dos componentes fluviais do alto rio Parand, com o recrutamento reprodutivo e a
realizacdo do processo migratorio.

Do ecossistema original da bacia do alto Parana restaram apenas alguns tributarios
com curso livre em extensdo suficiente para a realizacdo das migracfes troficas e
reprodutivas de espécies de peixes migradores, como trechos propicios a manutengdo da
vida dos peixes reofilicos. Os rios Mojiguagu e Pardo, dois afluentes importantes do rio
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Grande, vém sofrendo constantes impactos em seus ecossistemas provocados pela acao
antropica e recentemente estes rios sofreram acidentes ecoldgicos determinantes de
expressiva mortandade de peixes em periodo reprodutivo.

A ampla distribuicdo desta espécie e sua representativa abundancia em toda a
bacia hidrografica determina seu alto valor comercial para a pesca, tanto profissional
como de subsisténcia, representando cerca de 50 a 90% da biomassa total de peixes
capturados nas porgdes baixas do rio e nas regides de inundacdo (Flecker, 1996).
Segundo dados da Estatistica de Pesca do IBAMA (2007), no ano de 2007 foram
pescadas mais de 28 mil toneladas de curimbatas (Prochilodus) que, junto com 17 mil
toneladas de jaraquis (Semaprochilodus) da regido amazonica, representam cerca de
20% de toda a pesca extrativa continental no pais. Devido ao seu valor econémico e a
sua facil adaptacdo a criacdo e reproducdo em cativeiro, esta espécie se apresenta
altamente interessante para cultivo em pisciculturas (Godoy, 1975).

Estudos que permitam compreender como ocorrem 0s processos biologicos e
quais sdo as implicacbes dos fatores ambientais na estabilidade da estrutura
populacional de espécies de peixes, se tornam ferramentas necessarias e importantes
para a conservacdo de espécies migradoras. Sendo que a espécie de peixe P. lineatus
ainda possui importancia pelo seu apelo econdmico e social para populagdes ribeirinhas,
que tem sua principal fonte de renda e alimentos oriundos da pesca desta espécie.

2 Objetivos

O presente trabalho teve por objetivo identificar a dinamica e os padrfes de
relacionamento das populacGes de Prochilodus lineatus do rio Mojiguacu, na regido de
Cachoeira de Emas, como modelo de manejo para a conservacao de espécies de peixes

migradores.
Para responder a esta postulacdo foram estabelecidos objetivos especificos:

a — Analisar amostras dos grupos de Prochilodus lineatus coletados no rio Mojiguagu,
em Cachoeira de Emas ao longo dos anos de 2003, 2005, 2006, 2009, 2010 e 2015

com o uso de marcadores moleculares nucleares e mitocondrial;

b - Identificacdo dos padrdes de organizacdo dos cardumes migradores de Prochilodus
lineatus durante os periodos reprodutivos de 2007 a 2010 na regido de Cachoeira de

Emas no rio Mojiguagu, analisando a possibilidade de formagdo dos cardumes por



fatores como proximidade genética, tamanho dos individuos, por faixa etaria e/ou

pela maturacdo gonadal

3 Resultados e Discussao

As informagGes obtidas dos estudos ecoldgicos e moleculares efetuados nos
estoques e populacbes do curimbatd Prochilodus lineatus foram organizados na forma
de artigos cientificos, que sdo apresentados a seguir. As referéncias citadas no texto dos

capitulos encontram-se relacionadas no final desta tese.

Capitulo 1

FlutuacBes na estrutura e variabilidade genética de Prochilodus lineatus
(Characiformes, Prochilodontidae) ao longo do tempo no rio Mojiguagu, Sao
Paulo, Brasil

Capitulo 2

O fenbmeno da migracdo de Prochilodus lineatus (Characiformes,

Prochilodontidae) no rio Mojiguacu, Sdo Paulo, Brasil: aspectos genéticos e
ecoldgicos



Capitulo 1

Flutuacbes na estrutura e variabilidade genética de Prochilodus lineatus
(Characiformes, Prochilodontidae) ao longo do tempo no rio Mojiguacu, Sao

Paulo, Brasil

Resumo

Compreender a diversidade e estrutura genética em escala temporal em espécies de
peixes de &gua doce colaboram para a identificacdo de alteracfes genéticas associadas
aos efeitos de a¢des antropicas e tornam possivel a adogdo de medidas de manejo para a
conservacdo dos elementos do ecossistema. O curimbatd (Prochilodus lineatus
Valenciennes, 1836) é uma espécie de peixe migrador amplamente distribuida na bacia
do rio Parand, principalmente nos rios Grande, Pardo e Mojiguacu, regido esta que tem
sofrido importante e crescente acdo de mudancas ambientais. Neste sentido, 0 objetivo
deste estudo foi realizar uma analise genética temporal em populacdes de P. lineatus na
regido de Cachoeira de Emas (Rio Mojiguacu), amostradas ao longo dos anos de 2003,
2005, 2006, 2009, 2010 e 2015. As anélises compreenderam a utilizacdo de sete loci
microssatélites e o marcador mitocondrial D-loop para estabelecer a estruturacdo destas
populacbes frente as modificacfes ambientais. Com base nos resultados obtidos foi
possivel constatar a existéncia de expressiva variabilidade genética em todos 0s grupos,
com ambos os marcadores. A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) revelou
inexisténcia de estruturacdo genética populacional entre as populagbes (Fst=-0,01) para
o marcador mitocondrial. No entanto, as analises com os microssatélites revelaram uma
estruturagdo moderada entre os grupos (Fst: 0,11). Apesar da espécie ainda apresentar
alta variabilidade genética no ambiente em estudo, foi possivel observar flutuagGes ao
longo do tempo e a existéncia de estrutura com relacdo as populacdes nas amostras
analisadas. As alteracdes decorrentes de acidentes ambientais e determinantes de altos
eventos de mortandade, bem como periodos de escassez de chuvas no ecossistema, entre
outros fatores, podem ter resultado em alteragbes do ciclo reprodutivo da espécie,

levando ao isolamento dessas populagdes ao longo do tempo.
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Introducéo

A genética de populacBes é o campo que estuda a distribuicdo e a abundancia dos
gendtipos e alelos nas populacdes, os fatores que modulam suas frequéncias, bem como
a relacdo entre o espaco genotipico e o espaco fenotipico (Rellstab et al., 2015). A
variabilidade genética intra e interpopulacional € um parametro fundamental na biologia
evolutiva e no que se refere a conservacdo das espécies, sendo que altos niveis de
variacdo genética podem aumentar o potencial das populacfes em responder a selecao,
acentuar a adaptacdo dentro de um habitat particular e também promover limites de
colonizagdo e distribuigdo, possibilitando a sobrevivéncia em uma grande variedade de
ambientes (Leanne et al., 2017).

O uso de marcadores microssatélites tem sido amplamente utilizados nos estudos
de genética de populacGes, fornecendo dados de variabilidade genética, taxas de fluxo
génico, numeros efetivos populacionais e avaliacBes da estrutura populacional que
proporcionam um retrato genético das populacdes, fornecendo estimativas do grau de
endogamia, diversidade genética e diferenciacdo entre os espécimes (Pelicice et al.,
2015; Sanches e Galetti, 2017; Prodohl et al., 2017, Ferreira et al., 2017). Tais
marcadores também podem elucidar véarias questdes relativas a origem, sucesso
reprodutivo, taxas de divergéncias genéticas, selecdo natural e eventos historicos das
espécies e populacdes (Ribolli et al., 2017; Tillotson e Quinn, 2018).

Um dos focos principais para a genética da conservacdo é a compreensdo dos
fatores que influenciam na persisténcia dos indices de diversidade genética em pequenas
populacbes devido as barreiras antropogénicas (Deiner et al., 2007). Sua importancia
reside na aptiddo para delimitar areas prioritarias para conservacdo (Ashikaga et al.,
2015).

Devido as alteracbes ambientais globais, os processos de destruicdo e
fragmentacédo de habitats estdo em rapido crescimento e muitas populacGes naturais de
diferentes organismos estdo se tornando cada vez menores e mais isoladas (Haddad et
al., 2015). Sabe-se que a perda da variabilidade genética, a diminui¢do do fluxo génico e
0 aumento da estruturacdo populacional a longo prazo, limitam a capacidade de uma
populacdo manter-se frente as modificacfes do ambiente (Nieminem et al., 2017). Além
disso, a estruturacdo populacional e o acimulo de diferencas genéticas entre diferentes
grupos podem levar a um isolamento reprodutivo, interrup¢do do fluxo génico, a

diminuicdo do tamanho efetivo populacional, ao aumento da endogamia e & eroséo
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genética, tornando estes grupos mais susceptiveis ao processo de extin¢ao (Frankham et
al., 2014).

Tendo em vista que os ecossistemas de agua doce estdo atualmente entre os
ambientes naturais mais ameacados por conta da crescente poluicdo, pela fragmentagédo
ambiental devida a construcdo de barragens e pela pesca predatoria, torna-se cada vez
mais importante examinar fatores que influenciam na manutencdo da diversidade
genética e, portanto, possibilitar a identificacdo da probabilidade de persisténcia de
pequenas populacdes (Strayer e Dudgeon 2010).

Espécies que apresentam comportamento migrador sdo mais suscetiveis a agoes
antrépicas, uma vez que a fragmentacdo ambiental imposta pela construcdo de
barragens hidroelétricas geralmente impede ou dificulta seu processo reprodutivo
(Nieminem et al., 2017). Dentre as principais espécies de peixes Neotropicais
migradores, Prochilodus lineatus (Valenciennes,1836) é de ocorréncia caracteristica da
América do Sul, alcancando de 50 a 90% da biomassa total de peixes situados na bacia
do rio Parana (Flecker, 1996) e percorre longas distancias para se reproduzir
(Sivasundar et al., 2001; Antbnio et al., 2007). No entanto, apesar desta notavel
abundancia e ampla distribuicdo, as espécies pertencentes a este grupo de peixes sdo
particularmente afetadas por varias barragens presentes em afluentes e em toda a
extensdo da bacia do rio Parana (Agostinho et al., 2008).

Embora nas Gltimas décadas o foco principal de varios estudos populacionais
tenha sido compreender a diversidade e estrutura genética das espécies de agua doce,
poucos tém se atentado as informacBes em escala temporal, sendo que através de
multiplas coletas ao longo do tempo é possivel realizar o monitoramento de alteracdes
genéticas associadas a efeitos das acdes antropicas (Bi et al., 2003; Schwartz et al.,
2007; Ostberg et al., 2012, Glover et al., 2012). Nesse sentido, 0 uso de marcadores
moleculares como microssatélites e o sequenciamento da regido controladora do DNA
mitocondrial (D-loop) pode possibilitar a identificagho e a quantificacdo da
variabilidade genética presente em cada grupo, bem como estimar a distancia genética
entre eles, gerando dessa forma informacOes para a compreensdo dos mecanismos
evolutivos que interferem no processo de estruturacdo genética populacional. Tais
informacdes podem, entdo, determinar estratégias conservacionistas para a espécie
(Dowling et al., 2015). Estudos que exploram as forgas que moldam a estrutura genética

em populagdes selvagens tém confiado em comparagdes espaciais entre populagdes, ou
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em estudos temporais frequentemente de curta duracdo, muitas vezes com apenas duas
ou trés jornadas de coleta de amostras (Frankham et al., 2002).

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo identificar as possiveis
mudancas nas populacdes de Prochilodus lineatus coletados em Cachoeira de Emas
entre os anos de 2003 a 2015 por meio de uma analise genética temporal, utilizando

marcadores moleculares dos tipos mitocondriais e de microssatélites.

Material e Métodos

As amostras utilizadas neste estudo foram cedidas pelo Centro Nacional de
Pesquisa e Conservacdo da Biodiversidade Aquatica Continental - CEPTA, vinculado
ao Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade. O CEPTA esta
localizado no municipio de Pirassununga, SP as margens do rio Mojiguagu, possui um
amplo banco de amostras bioldgicas oriundos de pesquisas realizadas na bacia desde
1960.

Local de estudo e amostragem

A area de estudo compreende a localidade de Cachoeira de Emas situada no rio
Mojiguacu, municipio de Pirassununga, Séo Paulo, Brasil, componente da bacia
hidrografica do rio Parand. Amostras de individuos da espécie P. lineatus foram
coletadas durante os anos 2003, 2005, 2006, 2009, 2010 e 2015 (Tabela 1) , as quais
foram preservadas em alcool 95% para posterior analise em laboratério. No total foram
amostrados oito cardumes para desenvolver as analises genéticas com a utilizacdo de

marcadores microssatélites e de DNA mitocondrial.

Tabela 1: Numero amostral de cada coleta.

Més amostrado NUmero
Setembro de 2003 34
Janeiro de 2005 20
Agosto de 2005 37
Janeiro de 2006 36
Janeiro de 2009 30
Setembro de 2010 26
Fevereiro de 2015 23
Marco de 2015 38
Total 244
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O DNA gendmico total foi obtido a partir de fragmentos de nadadeiras dos
individuos capturados, com a utilizacéo do protocolo proposto por Ivanova et al. (2006).
A andlise populacional foi feita em relacdo ao tempo, sendo que as amostras de
fevereiro de 2015 e marco de 2015 foram consideradas componentes do mesmo grupo,

enguanto as demais amostras foram analisadas como grupos independentes.

Andlises Moleculares
Microssatélites

Foram utilizadas 244 amostras obtidas em oito coletas e analisadas através de sete
loci microssatélites, sendo seis espécie-especificos e descritos anteriormente para P.
lineatus, PL3, PL9, PL14, PL119, PL139 e PL216 (Rueda et al., 2011) e um por
amplificacdo heter6loga AG72, para Leporinus macrocephalus descrito por Morelli et
al. (2007). As reacBes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (Applied
Biosystems) e seus produtos foram genotipados em sequenciador ABI 3130 (Applied
Biosystems), segundo a metodologia proposta por Schuelke (2000). Ambos os primers
foram marcados com fluorescéncias FAM e HEX.

Para as analises de diversidade genética com os marcadores microssatélites foi
utilizado o programa Fstat v.2.9.3 (Goudet 2001), que permitiu a estimativa do nimero
total de alelos por locus (Na), nimero de alelos efetivos (Ne), heterozigosidade
observada (Ho), heterozigosidade esperada (He) e a taxa de endogamia (Fis).

Os eventuais desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e desequilibrio
de ligacdo foram identificados usando o programa Genepop v4.2 (Raymond e Rousset
2008). Neste software, os valores de significancia de testes maltiplos foram ajustados
considerando as correcdes de Bonferroni (Rice 1989).

Para estimar os niveis de estruturacdo populacional, foi utilizada a Anélise de
Variancia Molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992), com o teste de heterogeneidade
geneética espacial entre os grupos para ambos os marcadores utilizando o software
Arlequin v.3.5.1.3 (Excoffier e Lischer 2010). Este programa possui algoritmos que
permite calcular os indices de diferenciacdo genética (Fsrt) entre e dentro dos grupos a
partir de uma matriz de distancia entre os haplotipos.

Com relagéo aos dados de microssatélite, o calculo de Fste os valores de p, uma

estimativa de Rst, foram estimados usando o Fstat v.2.9.3 (Goudet 2001) e Arlequin
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v.3.5.1.3 (Excoffier e Lischer 2010), respectivamente. Adicionalmente, foi estimada

também a diferenciag¢do genética pelo indice de Jost’s (D’Jost) (Jost 2008).

Sequenciamento da Regido Controle do DNA mitocondrial.

A reacdo de amplificacdo da regido D-loop foi realizada utilizando um conjunto
de primers descrito por Sivasundar et al. (2001) e utilizando a enzima Platinum Taq
DNA Polymerase (Invitrogen), conforme protocolo sugerido pelo fabricante.
Fragmentos de aproximadamente 600 pb foram purificados e sequenciados em
Sequenciador Automatico modelo ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
com o kit BigDye™Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied
Biosystems). Os fragmentos foram sequenciados em ambas as extremidades (reverse e
forward) e suas sequencias consenso foram geradas e alinhadas utilizando o software
GENEIOUS 4.8.5 (Kearse et al., 2012). Ao todo foram sequenciadas amostras de 193
individuos obtidas ao longo do tempo de amostragem em oito coletas.

As estimativas de diversidade genética para o marcador mitocondrial (D-loop)
foram realizadas pelo software DnaSP v.5.10.01 (Librado e Rozas 2009), gerando 0s
indices de numero de haplétipos, diversidade haplotipica (h), diversidade nucleotidica
(pi) e nimero de sitios polimdrficos.

Para as analises de expansdo populacional foram utilizados os testes de
neutralidade com base no modelo de Tajima D (Tajima, 1989) e FS de Fu (Fu, 1997.
Estes testes buscam verificar a ocorréncia de selecdo em regibes do genoma para
detectar expansdo ou reducdo populacional recente (bottleneck) (Fu e Li, 1993; Tajima,
1996; Rand e Kann, 1998).

A analise de Variancia Molecular (AMOVA) foi realizada para estimar a
heterogeneidade genética espacial entre os grupos, tendo sido utilizado o programa

Arlequin v.3.5.1.3 (Excoffier e Lischer 2010).

Resultados

Microssatélites

O namero de alelos (Na) foi estimado para cada locus e para cada populacéo

amostrada (Tabela 2), sendo que as popula¢Bes que apresentaram o maior nimero de
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alelos foram os cardumes de setembro de 2003 e janeiro 2009, com os valores de 12 e

11,5, respectivamente. Os indices de diversidade génica obtidos mostraram os menores

valores nos anos de 2005 e 2010, respectivamente com os valores de 0,51 e 0,41

(Tabela 2).

Tabela 2: Dados de variabilidade genética de P. lineatus obtidos através de marcadores

microssatélites. N: nimero de amostras; Na: nimero de alelos médios; Ne: nimero de

alelos efetivos; Ho: heterozigosidade média observada; He: heterozigosidade média

esperada; Fis: indice de fixacéo Intrapopulacional.

N Na Ne Ho He Fis Diversidade Génica
Set 03 29,14 12,00 8,05 053 0,74 0,24 0,60
Jan 05 1457 6,71 3,40 045 059 0,21 0,51
Ago 05 31,71 10,29 556 056 0,70 0,20 0,61
Jan 06 29,00 8,29 464 042 065 0,33 0,67
Jan 09 2357 1157 7,07 058 0,77 0,17 0,62
Set 10 21,71 957 518 041 0,66 0,33 0,41
Fev 15 16,71 7,57 4,20 048 0,64 0,23 0,60
Mar 15 31,7 123 7,0 0,70 080 0,1 0,63

Ao longo dos anos coletados foi observada uma diminuicdo no nimero de alelos

nas coletas dos anos de 2005 e 2015, com os menores valores observados em janeiro de

2005 (6,71) e fevereiro de 2015 (7,57).

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado em 22 das 56 estimativas,

considerando-se valores significantes de P < 0,007 apds corre¢éo de Bonferroni. Assim,

foi verificada significancia de desvio em 34 estimativas (Tabela 3).
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Tabela 3: Dados de variabilidade genética locus a locus. N: nimero de amostras; Na:
numero de alelos; Ne: numero de alelos efetivos; Ho: heterozigosidade observada; He:
heterozigosidade esperada; Fis: Indice de Fixacdo Intrapopulacional; HWE: Teste de
Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Set 03 N Na Ne Ho He Fis HWE
AGT72 29 9 495 045 080 044 *
PLO3 34 7 268 038 063 0,39 *
PL14 18 12 642 056 084 034 Ns
PLO9 31 3 191 058 048 -0,22 Ns
PL139 33 26 1980 0,73 0,95 0,23 *
PL216 32 5 2,12 050 053 0,05 *
PL119 27 22 1846 052 095 0,45 *
Jan 05 N Na Ne Ho He Fis HWE

AGT2 16 8 427 081 0,77 -0,06 Ns
PLO3 16 7 25 069 061 -0,13 Ns
PL14 19 9 255 058 061 005 Ns
PL0O9 13 2 1,08 0,08 0,07 -0,04 Ns
PL139 16 13 813 0,69 088 0,22 Ns
PL216 11 4 197 027 049 045 Ns
PL119 11 4 327 000 069 1,00 *
Ago 05 N Na Ne Ho He Fis HWE
AGT2 23 11 534 043 081 047 *
PLO3 31 5 1,88 0,13 047 0,72 *
PL14 34 7 378 088 0,74 -0,20 *
PL0O9 36 5 206 075 051 -046 ns
PL139 36 18 15,07 061 0,93 0,35 ns
PL216 29 5 207 024 052 0,53 *
PL119 33 21 875 088 0,89 0,01 ns
Jan 06 N Na Ne Ho He Fis HWE
AGT2 31 8 479 055 0,79 031 *
PLO3 36 7 228 0,22 056 0,60 *
PL14 32 13 6,28 0,78 0,84 0,07 ns
PLO9 20 2 1,22 0,20 018 -0,11 ns
PL139 35 19 1109 066 091 0,28 *
PL216 27 3 193 0,19 048 0,61 *
PL119 22 6 486 036 0,79 0,54 *
Jan 09 N Na Ne Ho He Fis HWE
AGT2 20 17 1290 0,60 092 0,35 *
PLO3 28 9 383 043 0,74 042 *
PL14 30 10 270 093 063 -048 ns
PLO9 16 3 211 094 053 -0,78 *
PL139 23 18 1260 0,48 092 048 *
PL216 27 6 345 0,15 0,71 0,79 *
PL119 21 18 1192 052 092 0,43 *
Set 10 N Na Ne Ho He Fis HWE
AGT2 22 8 384 050 074 0,32 *
PLO3 24 5 206 042 051 0,19 ns
PL14 21 11 6,08 062 084 0,26 ns
PLO9 25 2 1,04 0,04 004 -0,02 ns
PL139 19 16 10,78 047 091 048 *
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PL216 20 19 8,79 055 089 0,38 *
PL119 21 6 3,68 024 0,73 0,67 *
Fev 15 N Na Ne Ho He Fis HWE
AGT72 15 6 369 047 0,73 0,36 *
PLO3 17 7 251 047 060 0,22 ns
PL14 19 13 6,02 0,79 0,83 0,05 ns
PLO9 18 3 163 050 039 -0,29 ns
PL139 19 15 11,28 0,68 091 0,25 ns
PL216 13 4 163 031 0,39 0,21 ns
PL119 16 5 2,67 0,13 0,63 0,80 *
Mar 15 N Na Ne Ho He Fis HWE
AGT72 19 9 350 0,63 0,71 0,12
PLO3 36 11 415 050 0,76 0,34
PL14 34 10 3,78 0,74 0,74 0,00
PLO9 32 3 2,16 094 054 -0,74
PL139 37 18 13,29 062 092 0,33
PL216 36 8 3,20 047 0,69 0,31
PL119 28 27 19,12 0,75 0,95 0,21
N Na Ne Ho He Fis
Média 248 98 564 051 069 0,22
+ 10 08 065 0,03 0,03 0,05
*valores estatisticamente significativos p < 0,007.

* Ok % % % k%

A Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) revelou uma moderada estruturacédo
genética populacional entre todos os grupos, sendo que os valores da estatistica de F
foram de 0.11, 0.27, 0.36 para os indices Fst, Fis € Fit, respectivamente (Tabela 4),

sendo que a maior fonte de variabilidade esta presente dentro dos individuos (63,92%).

Tabela 4: Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) de diferentes grupos de P.

lineatus, utilizando marcadores microssatélites.

Fonte de Variaco Somados Componentes Porcentagem Estatistica

Quadrados de Varidncia de Variacéo F
Entre das populacdes 129,66 0,34 11,79 Fst: 0,11*
Entre os Individuos. 651,50 0,70 2428 Fis:0,27*
entro das populactes
Dentro de individuos 367,0 1,84 63,92 Fi: 0,36*
Total 11181 2,89

*valores estatisticamente significativos < 0,007.

A andlise par a par de Fste Rst e D’ Jost (Tabela 5) revelou diferencas moderadas
na estrutura genética ao longo dos anos, sendo que a maior divergéncia observada foi
identificada nas amostragens de setembro 2003, entre as coletas dos meses de janeiro
2005, janeiro de 2006 e marcgo de 2015, ambos apresentando valores significativos com
p <0.007 e valores D' Jost: 0,62.
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Tabela 5: Diferenciacdo genética par a par entre amostras de Prochilodus lineatus ao

longo dos anos, obtidos através de marcadores microssatelites.

Grupo 1 Grupo2 D’ Jost Fst Rst

Set 03 Jan_05 0,62*  0,09* 0,30*
Set 03 Ago 05 0,61* 0,13* 0,08*
Set 03 Jan_06 0,62  0,13* 0,29*
Set 03 Jan_09 0,60* 0,13* 0,12*
Set 03 Set 10 0,57 0,08  0,08*
Set 03 Fev_15 0,58* 0,08 0,29*
Set 03 Mar_15 0,62* 0,12  0,15*
Jan_05 Ago 05  0,30* 0,10*  0,50*
Jan_05 Jan_06 0,05 0,01 0,01
Jan_05 Jan_09 0,30* 0,06*  0,51*
Jan_05 Set 10 0,33* 0,24 0,43*
Jan_05 Fev 15 0,05 0,02 0,06
Jan_05 Mar_15 0,44* 0,08 0,31*
Ago_05 Jan_06 0,25*  0,06* 0,48*
Ago_05 Jan_ 09  0,25%  0,09* 0,28*
Ago_05 Set 10 0,45* 0,12 0,23*
Ago_05 Fev_ 15  0,27* 0,05 0,50*
Ago_05 Mar_15  0,09* 0,02 0,07*
Jan_06 Jan_09 0,27* 0,06*  0,44*
Jan_06 Set 10 0,31 0,11* 0,39*
Jan_06 Fev_15 0,03 0,00 0,00
Jan_06 Mar_15 0,38* 0,08 0,29*%
Jan_09 Set_10 047 0,24  0,30*
Jan_09 Fev_15  0,29* 0,04 0,41*
Jan_09 Mar 15  0,24* 0,07*  0,23*
Set 10 Mar_15 053* 0,11* 0,26*
Set 10 Fev 15 0,37 0,11 0,41*
Fev 15 Mar 15 0,39* 0,04* 0,29*

*valores estatisticamente significativos p < 0,007

DNA mitocondrial (D-loop)

As analises dos dados mitocondriais de P.

lineatus revelaram 51 sitios

polimorficos e 71 haplétipos. A diversidade haplotipica (h) variou de 0,94 a 0,98,

enquanto a diversidade de nucleotideos (7) variou de 0,08 a 0,12 (Tabela 6).
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Tabela 6: Dados de variabilidade genética de diferentes grupos de P. lineatus, utilizando

marcador mitocondrial D-loop.

h T .Sit,i oS
Polimdrficos
Set_03 0,98 0,10 30
Jan_05 0,97 0,11 18
Ago_05 0,98 0,09 22
Jan_06 0,97 0,09 21
Jan_09 0,96 0,08 28
Set 10 0,94 0,08 27
Fev_15 0,97 0,12 27
Mar_15 0,96 0,09 35

*valores estatisticamente significativos ao nivel de 5%.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) indicou inexisténcia de estrutura

genética entre todos os grupos (Fst = 0,01) e mostrou que a maior parte da variacdo

molecular ocorreu dentro das populagdes (98,97) (Tabelas 7).

Tabela 7: Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) de diferentes grupos de P.

lineatus, utilizando marcador mitocondrial D-loop.

d.f. Somados

Fonte de Variacao

Componentes Porcentagem Estatistica

Quadrados de Variancia de Variacéo F
Entre das 6 19,47 0,02 1,03 Fsr:0,01
populacdes
Dentro das 186 47762 256 98,97
populacdes
Total 192 497,10 2,59

*valores estatisticamente significativos ao nivel de 5%.

No entanto, o indice de Fst par a par através do marcador D-loop (Tabela 8)

revelou diferencgas significativas nas coletas de 2005 e entre 2009, 2010 e 2015, com

os valores de 0,11, 0,09 e 0,07, respectivamente.
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Tabela 8: Analise de Fst par a par de P. lineatus coletados ao longo dos anos de 2003 e

2015 obtidos com marcador D-loop.

Set 03 Jan 05 Ago 05 Jan 06 Jan 09 Set 10 Mar_15
Set_03 *
Jan_05 0,01 *
Ago_05 0,00 0,05 *
Jan_06 0,00 0,01 0,01 *
Jan_09 0,01 0,11* 0,00 0,03* *
Set 10 0,01 0,09* 0,00 0,04 0,00
Mar_15 0,00 0,07* 0,00 0,00 0,01 0,00
Fev 15 0,00 0,00 0,02 0,00 0,05 0,05* 0,02

Expanséo populacional

*valores estatisticamente significativos ao nivel de 5%.

Os testes de Tajima e Fu foram maiores para as populagdes de setembro de 2003 e

marco de 2015 (Tabela 9)

Tabela 9: Teste de Tajima’s e Fu’s para P. lineatus ao longo do tempo atraves de

marcador mitocondrial D-loop.

Discussao e Conclusdes

Variabilidade Genética

Tajima’s  Fu’s
Set_03 -1,06*  -14,96*
Jan_05 0,16 -3,78*%
Ago_05 -1,09 -9,36*
Jan_06 -0,71 -6,72*
Jan_09 -1,39 -10,46*
Set_10 -1,54 -8,5*
Fev_15 -0,68 -6,23*
Mar_15 -1.2 -17,76*

*valores estatisticamente significativos ao nivel de 5%.

AlteracGes nas populagdes podem ocorrer por meio de gargalos genéticos, selecdo

ou aumento da taxa de mutacdo, e podem afetar o crescimento populacional, a

sustentabilidade e a adaptabilidade dos organismos. Neste estudo, foi avaliada a

variacdo genética em sete locos de microssatélites em P. lineatus ao longo de 12 anos

em oito amostragens realizadas no rio Mojiguacu. Ao longo desse periodo amostrado,
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os resultados indicaram dois eventos de reducdo e recuperacdo da diversidade genética.
O primeiro pode ser observado por uma reducdo da diversidade genética entre setembro
de 2003 e janeiro de 2005 (Na=12; Na=6,7) com recuperacdo subsequente em janeiro
janeiro de 2009 (Na= 11,57) e o segundo periodo, é observado em janeiro de 2009 a
Fevereiro de 2015 (Na=11,57; Na=7,57), seguida de recuperacdo em marco de 2015.
Modificagdes deste tipo ocorrem em populagcdes em declinio passando por deriva
geneética (Hutchinson, et al., 2003). Neste processo, alelos raros podem ser eliminados
primeiro, e assim os alelos de alta frequéncia podem ser menos afetados. Dessa forma,
com o passar do tempo, aumenta-se a frequéncia dos alelos comuns, o que pode
promover o reestabelecimento desses alelos na populacdo (Charlesworth e Willis
2009).

Em 34 das estimativas realizadas no presente trabalho, os valores de
heterozigosidade observada (Ho) foram inferiores aos de heterozigosidade esperada
(He) para todos os grupos, pelo qual os grupos agosto 2005 (Ho= 0,56; He= 0,70) e
janeirode 2009 (Ho= 0,58; He= 0,77) apresentaram diferengas maiores entre
heterozigosidade observada e esperada. Os niveis de diversidade genética semelhantes e
altamente varidveis aos obtidos neste estudo, também foram relatados para populacdes
de P. lineatus de outras drenagens da bacia do rio Parana, como nas secOes
intermediéarias do rio Parand (Ho= 0,00-1,00; He= 0,10-0,64) (Rueda et al., 2011., rio
Grande (Ho= 0,57-0,91; He= 0,58-0,81. (Yazbeck e Kalapothaks 2007), rio Uruguai
(Ho= 0,63-0,73; He= 0,77-0,810) (Rueda et al., 2013) e diferentes bacias do rio Parana
(Ho= 0,634-0,82; He= 0,803-0,874) (Ferreira 2017). De modo geral, altos indices de
homozigotos sdo comuns em popula¢fes impactadas, sendo que até mesmo populacdes
grandes sdo passiveis de restricdo da variabilidade genética devido a acdes antropicas
(Mastrochirico et al., 2018)

O indice de Fixacdo Intrapopulacional Fis é uma estimativa que permite
quantificar a taxa de endogamia dentro do grupo (Chistiakov et al., 2006),
divergéncias entre valores de He e Ho geram um valor positivo para o Fis,
evidenciando, assim, uma deficiéncia de heterozigotos nas populacdes, resultados estes
diferentes aos observados por Ferreira et al., .2017) para a mesma espécie na bacia do
rio Parana (Fis=-0,04 a 0,09).

Em relacdo a diversidade génica identificada através do D-loop, 0s menores

indices foram dos anos de 2005 e 2010 com os valores de 0,51 e 0,41 respectivamente.
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A diversidade de genes (h) variou de 0,94 a 0,98, enquanto a diversidade de
nucleotideos (w) variou de 0,08 a 0,12. Estes resultados de diversidade genética séo
semelhantes aos observados por Ferreira et al., .2017) para a mesma espécie em
diferentes bacias do rio Parand, pelo qual (h) variou de 0,97 a 1,00, enquanto (7) variou
de 0,01 a0,01.

Uma possivel explicacdo para essas flutuacbes nos indices poderia estar
relacionada a ocorréncia de um desastre ambiental em pleno periodo reprodutivo
ocorrido na bacia do complexo hidrografico Mojiguacu, Pardo e Grande, causado pelo
derramamento de melago em 29 de setembro de 2003 no Rio Pardo, que resultou na
mortandade de aproximadamente 200 mil toneladas de peixes, com possiveis reflexos
negativos para 0 ecossistema nos anos seguintes. Um evento de modificacdo
populacional causado por um dano ambiental é geralmente seguido por um aumento
da taxa de endogamia e consequente reducdo da variabilidade genética nos estoques
bioldgicos remanescentes (Faulk et al 2017).

Assim, em resposta a este evento é constatada uma diminuicdo na variabilidade
genética em ambos os marcadores utilizados neste estudo. Como pode ser notado, a
heterozigosidade observada, ou seja, a variabilidade genética estimada, diminui apds o
registro da mortalidade de peixes, que é seguida de aumento deste indice novamente

apos alguns anos.

Estrutura genética e expansdo populacional

A aplicagdo dos testes AMOVA resultou na detecgdo de baixos valores de
estruturagdo genética, em relacdo ao marcador D-loop e moderadas com relagdo ao
marcador microssatélite, segundo uma escala proposta por Wright (Whight, 1951).
Estes resultados sugerem que h& uma estruturacdo temporal das populacdes coletadas
sendo mais evidente entre os periodos de 2003/2005 e entre 2009/2010 no qual
também é observado uma reducdo no numero de alelos de um ano para outro.

A AMOVA realizada através dos loci microssatélites revelou a existéncia de
uma estrutura genética entre as amostragens ao longo dos anos entre todos 0s grupos
(Fst = 0,11), embora em outros estudos, Henriques (2014) estimou um Fst de 0,03
entre seus pontos coletados; e Ferreira et al. (2017) obteve Fst de 0,01. Em outros

estudos em Prochilodontidae, ndo foram observadas diferengas na estrutura genética

23



entre grupos de populagdes de P. argenteus (Fst= 0,007), e P. Costatus (Fst = 0,008),
de lagoas marginais do rio S&o Francisco (Braga-Silva et al., 2016; Coimbra et al.,
2017).

Os resultados obtidos através da analise de Fst, Rst e D’ Jost para par do
marcador microssatélite revelaram que os maiores niveis de estrutura genética foram
obtidos entre janeiro de 2005 x setembro de 2010 (Fst =0,14; Rs7=0,43; D’Jost=0,33),
sendo que para o marcador mitocondrial os maiores indices foram observados em
2005 x 2009 (Fst =0,11) entre 2005 x 2010 (Fst =0,09), e entre 2005 e 2015 (Fst
=0,07). Rueda e colaboradores (2013), em analise similar, detectaram variacao sazonal
na estrutura genético-populacional de P. lineatus no rio Uruguai (outono-inverno Fsr=
0,14 e outono-primavera Fst = 0,12).

Em condi¢Bes normais, sem eventos estocasticos, as diferencas genéticas entre
os cardumes ndo seriam grandes o suficiente para estrutura-las em subpopulacGes
(Machado e Foresti, 2012), sendo que para evidenciar diferengas na estrutura genética
populacional foi necessario analisar grupos separados por um grande intervalo de
tempo. Mesmo assim, houveram algumas divergéncias entre 0s marcadores
analisados, sendo que a genotipagem de loci microssatélites gerou indices
relativamente superiores de diferenciacdo genética aos estimados pelo sequenciamento
da Regido Controladora do DNA mitocondrial. Esse resultado pode ser explicado
pelas diferencas existentes entre os padrdes de funcionalidade dos marcadores, uma
vez que os microssatélites apresentam maior taxa evolutiva em relagdo ao marcador
mitocondrial D-loop (Schlotterer 2000).

Apesar da alta capacidade de locomoc¢éo para migracdo ao longo de todo um rio,
espécies de peixes migradores Neotropicais de longa distancia podem ser geneticamente
estruturadas em uma Unica bacia hidrografica, esse fato também é observado ndo apenas
em P. lineatus (Rueda et al., 2013), mas também em Salminus brasiliensis (Ribolli et
al., 2018). Ribolli e colaboradores (2018) obtiveram um valor de D’Jost= 0,18,
indicando dessa forma uma estruturacdo populacional temporal entre os grupos de
individuos amostrados em anos consecutivos (2011 e 2012). Além disso, observaram,
através da analise Bayesass 2, grupamentos genéticos distintos, coincidindo com as
mesmas populacdes que apresentaram diferenca genética

Dessa forma, embora detectadas flutuacbes genéticas, a recuperacdo da
populacdo deve-se, provavelmente, ao seu grande tamanho efetivo populacional e a

sua alta variabilidade genética, favorecendo o reestabelecimento da populacdo ao
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longo dos anos. Ressalta-se que no ecossistema original da bacia do alto Parana
restaram apenas alguns tributarios com curso livre em extensdo suficiente para a
realizacdo das migracgdes troficas e reprodutivas das espécies de peixes, com trechos
propicios a manutencdo da vida dos peixes reofilicos. Sendo assim, os rios Mojiguacu
e Pardo sdo fundamentais para a manutencédo da variabilidade e de populacbes de P.
lineatus e consequentemente de outras espécies.

Entretanto, esses rios vém sofrendo constantes e crescentes agressdes aos seus
ecossistemas, provocados pela acdo antrépica e pela ocorréncia recente de acidentes
ecoldgicos, determinantes de expressiva mortandade de peixe em periodo reprodutivo.
Este fato pode ser evidenciado entre os periodos de 2003 e 2005, oriunda da
mortandade de peixes no rio Pardo, ocasionada pelo derramamento de melago no ano
de 2003.

Nesse sentido, este trabalho destaca a relevancia do monitoramento genético de
amostras ao longo do tempo, visto que essas informacdes tornam possivel a avaliacao
de alteragdes genéticas associadas a efeitos antropogénicos (Schwartz et al., 2007;
Allendorf 2017) permitindo gerir de forma mais adequada 0 manejo dessas

populacdes.
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Capitulo 2

O fenbmeno da migracdo de Prochilodus lineatus (Characiformes,
Prochilodontidae) no rio Mojiguacu, S&o Paulo, Brasil: aspectos genéticos e

ecologicos

Resumo

O fenbmeno da migracdo nos organismos é promovido tanto por caracteristicas intrinsecas
a espécie quanto por estimulos ambientais, de forma que a combinacdo destes fatores
estimula o deslocamento dos individuos ao longo de um percurso. Para entender os
mecanismos envolvidos no processo de migracdo dos peixes e mitigar 0s impactos
humanos sobre estes organismos, € imprescindivel a proposicdo de estudos
interdisciplinares que combinem diferentes ferramentas préprias de &areas como
comportamento, fisiologia, genética e biologia experimental, entre outras. O presente
projeto teve como objetivo principal ampliar o conhecimento sobre o padrdo de migracgéo e
a dinamica das populacdes migradoras do curimbata Prochilodus lineatus, espécie de peixe
comumente encontrado no ecossistema formado pelos rios Mojiguacu, Pardo e Grande,
com o uso de ferramentas moleculares e ecoldgicas. Analises genéticas realizadas com a
utilizacdo de marcadores moleculares do tipo microssatélite e mitocondrial (D-loop)
identificaram a existéncia de estrutura populacional ao longo do periodo de analise,
principalmente entre os anos de 2009 e 2010. Os resultados demonstraram uma
predominancia de individuos mais velhos na composi¢cdo dos estoques migradores e uma
frequéncia menor de individuos maduros durante o periodo que apresentou maior
distanciamento genético (2009 e 2010). Neste mesmo periodo foram detectadas
modificagdes com relacdo a proporcdo de machos e fémeas, sendo que nos primeiros anos
amostrados foi observada uma frequéncia maior de fémeas durante o ciclo reprodutivo.
Contudo, neste periodo em que se obteve a maior variacdo da estrutura populacional, a
quantidade de fémeas foi menor. Os dados de captura e andlise do periodo de migragdo
foram associados com os dos indices pluviométricos da regido, tendo sido verificado que
nos anos de 2009 e 2010 o pico de chuva néo foi atingido e nao coincidiu com periodo de

migracao, que ocorreu de modo antecipado. Os diferentes fatores relacionados no presente
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estudo ao padrdo de migracdo permitem supor que alteracdes no regime de chuvas
constituem o principal responsavel pela sincronia do processo, permitindo que os peixes de
idade intermediaria tenham suas gdnadas preparadas, sendo que os estimulos ambientais
sucessivos ddo prosseguimento para a finalizacdo do ciclo. Assim, alteracdes que corram
em qualquer etapa do processo migratorio também determinam modificacBes nos tempos e
estagios de maturacdo gonadal, fazendo com que o processo reprodutivo se processe em
épocas diferentes e fora do defeso (proibigdo da pesca), tornando os estoques susceptiveis a
pesca predatoria. Consequentemente, tais modificacdes ambientais podem resultar na

estruturacdo genética encontrada nas amostras de P. lineatus estudadas.
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Introducéo

A migragdo é um conjunto complexo de caracteristicas fisiologicas, morfologicas
e comportamentais que atuam em conjunto com estimulos ambientais promovendo o
deslocamento de animais ao longo de grandes distancias (Dingle, 2006; Dingle e Drake,
2007, Cooke et al., 2008), atendendo a diferentes objetivos biolégicos como
alimentacéo e reproducéo, entre outros. As migragdes podem ter influéncias profundas
nos ecossistemas, exigindo uma melhor compreensdo de como e por que 0s animais se
movem em determinadas épocas (Harsch et al., 2017). Tais fenbmenos representam o
conjunto de uma série de movimentos sequenciais, tanto em menor distancia ou
sozinhos, como a escolha minuto a minuto para deslocamentos diarios, que, por sua vez,
somam trajetorias mensais e sazonais, tornando-se movimentos mais alinhados a outros
individuos e culminando a um processo de migracdo anual (Borger, 2016).

A migracdo geralmente permite que uma populacdo atinja nimeros maiores do
que seria possivel em uma populacdo sedentaria (Pulido e Berthold, 2003). Os
migradores também desempenham um papel importante em muitos processos
ecossistémicos, uma vez que enguanto viajam entre locais, sdo capazes de transportar
nutrientes, patdgenos e parasitas, ligando habitats previamente ndo conectados (Bauer e
Hoye, 2014). Dados esses lagos, a perda de comportamento migratério em uma
determinada espécie poderia determinar modificacbes mais amplas nas comunidades
ecologicas (Mills, Soulé e Doak. 1993). Esta observacdo, por sua vez, sugere a
importancia de conservar a migracdo como um fendmeno, além de apenas conservar 0s
organismos que migram (Wilcove e Wikelski, 2008). Compreender a dindmica do
movimento dos migradores durante todo o ciclo anual € fundamental para prever como
as espécies respondem as mudangas antropogénicas e saber onde concentrar esforcos de
conservacao (Bolger et al., 2008; Faaborg et al., 2010; Altizer et al., 2011).

Nas latitudes em que as flutuagcbes sazonais na temperatura Sao pequenas, as
cheias se constituem no principal gatilho para a reproducdo de véarias espécies de peixes
(Welcomme, 1985), sendo que a auséncia ou reducdo das cheias limitam ou até mesmo
frustram o processo reprodutivo de muitas delas. Uma vez que a migracdo € uma
resposta adaptativa a condigdes especificas, mudancas ambientais como variagoes
climaticas potencialmente alteram as presses seletivas sobre o comportamento do

fendmeno. Tais mudancas também podem interferir ou interromper a capacidade de
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migracdo de uma espeécie e levar a reducdo ou perda total de do processo migratorio;
contudo, a ocorréncia de tais alteragdes sao de dificil previsdo (Shaw e Martins, 2016).
Dessa forma, caracterizar os movimentos e 0 comportamento dos animais facilita uma
visdo da ecologia de uma espécie, 0 que permite melhores praticas de manejo e
conservacao (Gillanders et al., 2015; Izzo et al., 2016).

Dentre as espécies de peixes migradores Neotropicais, Prochilodus lineatus € a de
maior frequéncia, principalmente nos rios Grande, Pardo e Mojiguagu (Godoy, 1975)
localizados na bacia do Alto Parand. Popularmente conhecido como curimbata, é
considerado um peixe de piracema que se organiza em grandes cardumes para realizar
extensas migracdes nos rios desta bacia hidrogréfica na época de reproducéo, tendo sido
a primeira espécie a ter seu comportamento migratério estudado no Brasil (Godoy,
1975).

Apesar do interesse que as espécies migradoras despertam ha varias décadas e das
pesquisas ja realizadas, aspectos basicos do comportamento, ecologia e genética de
vérias delas ainda permanecem desconhecidos. Neste sentido, a compreensdo dos
mecanismos migratorios de uma espécie sob o ponto de vista genético poderia fornecer
informac@es sobre a base do processo de migracdo também em outros taxons (Dingle,
2006; Chapman et al., 2011). Assim, ressalta-se a importancia de sanar duvidas
relacionadas ao processo de reproducgdo, visando compreender 0S mecanismos
fundamentais que permitem que algumas espécies de peixes migrem grandes distancias,
quais os fatores que estimulam o comportamento migratorio, por que espécies ditas
como “migradoras” apresentam grupos residentes (Cooke et al., 2008) e também
identificar os mecanismos que determinam o agrupamento dos individuos para realizar
0S processos migratorios.

O presente estudo apresenta como objetivo principal a identificagdo dos padrdes
de organizacdo dos cardumes migradores de Prochilodus lineatus durante os periodos
reprodutivos de 2007 a 2010 na regido de Cachoeira de Emas no rio Mojiguagu,
analisando a possibilidade de formacdo dos cardumes por fatores como proximidade

genética, tamanho dos individuos, por faixa etaria e/ou pela maturacéo gonadal.

Material e Métodos

Coleta do material biologico
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Para a determinacdo dos padrbes de migracdo de P. lineatus durante seu periodo
de reproducéo foram realizadas coletas mensais de exemplares na Cachoeira de Emas,
municipio de Pirassununga - SP durante o periodo de fevereiro de 2007 a junho de
2011. Na captura dos exemplares foram usadas tarrafas de malha 8, 9, 10, 11 e 12 cm
entre nos adjacentes, langcadas em diferentes pontos da Cachoeira de Emas. Em cada
coleta foram capturados aproximadamente vinte individuos, que foram acondicionados
em caixas resistentes de polipropileno e levados até o Laboratorio de Genética e
Reproducdo de Peixes do Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo da
Biodiversidade Aquatica Continental CEPTA, Instituto Chico Mendes de Conservacao
da Biodiversidade, localizado as margens do rio Mojiguacu, onde eram transferidos para
tanques de alvenaria com circulacdo permanente da agua.

Em laboratorio, os exemplares foram anestesiados com mentol conforme descrito
por Mendonca et al. (1993) e sacrificados mediante sec¢do da coluna vertebral para
posterior pesagem (g), medicdo do comprimento padrdo (cm), retirada de 10 a 15
escamas da regido anterior dorsal proxima ao opérculo e acima da linha lateral,
determinacdo do sexo, pesagem das gbnadas, classificacdo do estdgio de maturagdo
gonadal segundo a tabela de Godoy (1975) e coleta de fragmentos de tecido para
analises moleculares.

Para a andlise do padrdo biométrico foi inferida uma média de cada grupo
amostral. Ap6s a obtencdo destes dados de cada grupo foi aplicado o teste Kruskal
Wallis a fim de identificar possiveis diferencas entre o peso e o tamanho dos individuos
de cada cardume e, no caso da constatacdo de diferencas, foi aplicado o teste de Dun
com nivel de significancia de 5%, sendo as analises realizadas pelo programa Statistic
7,0.

Analise genética

O DNA total foi obtido a partir de amostras de fragmentos de nadadeiras dos
individuos capturados em cada periodo, utilizando-se 0 método de extragdo proposto
por lvanova et al. (2005). Para analise de estrutura populacional os cardumes foram

agrupados em diferentes em duas simulagdes:
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reproducéo dos peixes:

SIMULACAO 1: Por periodo de migracdo, levando em consideragdo a

Migracéo de 2007 — setembro de 2007 & fevereiro 2008
Migracdo de 2008 — outubro de 2008 a janeiro 2009
Migracao de 2009 — setembro de 2009 a dezembro de 2009
Migracéo de 2010 — setembro de 2010 & dezembro de 2010

Inicio
Migracao07_Set
Migracao08_Out
Migracao09_Set
Migracaol0_Set

Meio
Migracao07_Nov
Migracao07_Dez
Migracao09_Nov
Migracaol0_Nov

SIMULACAO 2: Por periodo de inicio, meio e final de cada periodo de migrac&o.

Final
Migracao07_Fev
Migracao08_Jan
Migracao09_Dez
Migracaol0_Dez

Microssatélites

Para as analises de microssatélites foram utilizados seis loci, sendo quatro
descritos no trabalho de Rueda et.al. (2011) (PLO3, PLQ9, PL119, PL216) para P.
lineatus e dois descritos por Morelli et al. (2007) (AG44 e AG72), sendo que 0s primers
foram marcados com as fluorescéncias FAM e HEX.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em cinco corridas
separadas para cada multiplex, de acordo com Beheregaray et al. (2004), utilizando-se
primers especificos em cada multiplex e levando em consideracdo as caracteristicas de
cada marcador (Applied Biosystems, EUA). Para cada amostra foi utilizada a seguinte
quantidade de reagentes: H2O: 3.25 pl; dntps: 2.4 ul; tampdo: 1.5 pl: Primers f: 0.2 pl;
Primers r: 0.2 pl; mgel2: 0.75 pl; tag: 0.3 pl e dna: 1 pl. Formamida e size standard Rox
(Applied Biosystems) foram combinados com o produto amplificado que foram
submetidos a eletroforese por capilar utilizando-se um sequenciador automatico da
Applied Biosystems ABI 3130. Os perfis dos microssatélites foram analisados
manualmente utilizando-se o programa GENEMAPPER 4.3 (Applied Biosystems).

O software Genalex 6,5 (Goudet, 1995) foi utilizado para a determinagdo do
namero total de alelos (Na), alelos efetivos (Ne) e para a conversdo das matrizes
utilizadas em outros programas. Para a deteccdo de possiveis erros de genotipagem,

como sttuter, dropout e alelos nulos foi utilizado o programa Microcheker 2,2,1 (van
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Oosterhout et al., 2004)

O programa Arleqgin (Excoffier e Lischer, 2010) foi utilizado para estimar a
heterozigosidade esperada (He) e a heterozigosidade observada (Ho) (Nei, 1987). Os
eventuais desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foram verificados por teste
exato. A magnitude do sinal de desvio em cada locus foi obtida através da estatistica
Fis, sendo que os valores de significancia de testes maltiplos foram também ajustados
considerando a correcdo de Bonferroni (P = 0,05/numero de combinagfes), para
verificacdo do fator HWE.

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) testa a heterogeneidade genética
particionando a varidncia molecular em varidncia interpopulacional e variancia
Intrapopulacional, de acordo com estruturas populacionais definidas a priori (Excoffier
et al., 1992, Excoffier et al., 2005). O programa Arlequin 3,01 utilizado para esta analise
possui um algoritmo que calcula os valores estatisticos de ® a partir de uma matriz de
distancia entre os haplétipos e que sdo andlogos as estatisticas F de Wright (Excoffier et
al., 2005, Wright 1951, 1965), sendo a significancia estatistica da Fst determinada pelas
permutacdes nao-paramétricas, considerando-se 1000 permutacBes (Excoffier et al.,
2005). Para a estimativa de diferenciacdo populacional foi realizado o teste de Fsr.
Valores para o indice 6 (Weir e Cockerham 1984), um analogo do Fst de Wright (1951),
foram estimados por alelo, por loco e pelo valor total utilizando o programa Fstat
(Goudet, 1995).

DNA mitocondrial (D-loop)

Para a amplificagdo e sequenciamento da regido controladora do DNA
mitocondrial (D-loop) foram utilizados dois conjuntos de primers, sendo o primeiro
para o sequenciamento, conforme relatado no trabalho de Sivasundar et al. (2001).

Os segmentos de DNA amplificados nas reacdes de PCR foram visualizados em
gel de agarose 0,8%. O DNA purificado foi sequenciado com o kit BigDye™
Terminator v3,1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems), sendo o
DNA sequenciado em um sequenciador automatico de DNA modelo ABI 377. As
sequéncias de DNA obtidas foram alinhadas usando-se o editor ClustalwW (Thompson et
al., 1997) acoplado ao programa Geneious 4.8.

Para inferir as relacOes entre os hapldtipos foram utilizadas analises de maxima

parciménia (MP) com o Swofford (2002). Para a determinacéo do nimero de haplétipos

33



e de sitios segregantes, frequéncia e diversidade de hapl6tipos, assim como dos valores
de diversidade nucleotidica e haplotipica do mtDNA, foi utilizado o programa DNAsp
Sequence Polymorphism (Rozas et al., 2003). A rede de haplétipos foi criada com
critério de parcimonia estatistica, calculada pelo algoritmo Median-Joining utilizando o
programa Network 4,6 (Bandelt et al., 1999).

Os testes de neutralidade Tajima D (Tajima, 1989) e FS de Fu (Fu, 1996) foram
realizados com o uso do programa Arlequin 3.01 para verificar a existéncia de desvio na
hipdtese nula de neutralidade nas sequéncias da regido controle do mtDNA (Excoffier et
al., 2005). Estes testes foram desenvolvidos para verificar a ocorréncia de selecdo em
regides do genoma sendo que, se considerado um desvio significativo é possivel
detectar expansdo ou reducdo (bottleneck) populacional recente (Fu e Li, 1993; Tajima,
1996; Rand e Kann, 1998).

Maturacdo gonadal e classificagdo etaria

Os estagios de maturacdo gonadal desta espécie foram identificados segundo
escala proposta por Godoy (1975) que permitiram a identificagdo macroscépica dos

seguintes estadios: Ovarios (fémeas): 0 — Imaturo; | — Repouso; Il — Em Maturacao; I11-
Parcialmente Maduro; IV — Maduro e nos Testiculos (machos): 0 — Imaturo; 1l — Em
Maturagédo; 111 — Parcialmente Maduro; IV — Maduro; V — Esgotado.

Apo0s serem removidas com o auxilio de uma pinca, as escamas foram separadas
em envelopes de papel devidamente etiquetados com o numero dos exemplares e a data
de captura. Trés escamas foram pré-selecionadas de cada amostra, ddescartando
escamas assimétricas ou regeneradas de cada individuo e estas foram inicialmente
imersas em solucdo de hipoclorito de sédio 20% por trinta segundos, seguindo-se
imersdo em solucdo contendo antifungico Timol e lavagem em agua destilada até serem
totalmente limpas e apresentarem coloracdo perolada. As escamas foram, entéo, imersas
em etanol absoluto para desidratar e remover possiveis residuos de muco e no final do
processo foram secas naturalmente sobre toalhas de papel, sendo entdo montadas entre
duas laminas de vidro devidamente etiquetadas. As laminas montadas foram observadas
em lupa Optica e a contagem dos anéis etarios foi realizada visualmente (Orsi 2015,
comunicagéo pessoal).

A idade dos exemplares foi estimada pelo método de anéis etarios nas escamas

(Fig. 2). Os exemplares cujo numero de aneis nas escamas variaram de 0 a 1 sdo
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considerados como pertencentes a classe etaria I; com 1 anel mais crescimento
marginal, a classe Il e assim sucessivamente (Barbieri et al., 2000). A estrutura etaria da
populacdo de curimbatés foi obtida graficamente, plotando-se o nimero de individuos

capturados em cada classe de idade.

Area anterior Margem anterior , Anel etario
Raios _____ : i

Circulos --g===>

N
e et e

Zona de crescimento

Area posterior
(ctenideos)

Figura 2 — llustracdo evidenciando a formacdo dos anéis etarios. (Fonte: Barbieri et al.,
2000).

Dados climatoldgicos

Os dados climatoldgicos utilizados no presente trabalho foram fornecidos pela
Subdivisdo de Climatologia e Arquivo Meteoroldgico (PBCA), da Subdiretoria de
Pesquisa (SDP) do Instituto de Controle do Espaco Aéreo (ICEA), visando atender a
solicitacdo para fins de pesquisa contida no Oficio SEI n° 25/2017-
CEPTA/DIBIO/ICMBIo de 11 de julho de 2017. A estacdo meteoroldgica de superficie
do Aeroporto de Pirassununga esta localizada nas coordenadas 21° 59°S e 047° 20' W,
numa altitude de 600 metros. As informagbes obtidas do Banco de Dados
Climatologicos (BDC) foram registradas em formularios especificos e no Sistema
Automatizado de Registro e Gerenciamento das Observacdes Meteoroldgicas —
WEBMET.

A metodologia adotada consiste no levantamento e processamento das séries
meteorologicas diarias e mensais de que abrangeram dados de temperatura minima,
média e maxima do ar em graus Celsius (°C) e de precipitacdo total em milimetros

(mm).
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Resultados

Microssatélites

Foram analisados 316 individuos de P. lineatus distribuidos em doze periodos

amostrais (Tabela 1) com a utilizagdo seis loci de microssatélites, sendo que apenas seis

apresentaram dados suficientemente completos para serem analisados.

Diversidade e variabilidade genética

Todos os loci analisados se mostraram polimorficos e, em grande parte deles

(66%), a heterozigosidade observada (Ho) apresentou valores inferiores ou préximos

dos valores da heterozigosidade esperada (He) (Tabela 1).

Tabela 1 —Variabilidade genética de P. lineatus através de seis loci microssatélites
utilizados nas andlises. N = nimero de individuos; Na = ndmero de alelos; Ho =
heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; Fis= indice de fixacdo

(endogamia).

Pop N Na Ne Ho He Fis
Migracdo07_Set [24,00+2,48 9,67+2,82 5,64+1,77  0,63+0,09 0,72+0,07 0,08+0,18
Migracdo07_Nov [19,50+1,31 9,17+2,86 6,36+2,34  0,60+0,07 0,71+0,08 0,08+0,17
Migracdo07_Dez |[17,50+0,50 9,17+2,75 6,42+2,09  0,68+0,07 0,74/-0,07 0,04+0,16
Migracdo07_Fev [20,00+1,37 8,50+2,83 5,65+2,00  0,62+0,06 0,68+0,08 0,04+0,14
Migracdo08_Jan |[25,17+2,34 7,50+2,74 5,31+2,43  0,52+0,06 0,64+0,09 0,10+0,16
Migracdo08_Out |[22,67+1,69 8,00+2,46 4,861,558  0,48+0,06 0,64+0,10 0,16+0,17
Migracdo09 Set [30,67+1,09 7,83+2,54 4,80+1,97  0,53+0,07 0,63+0,09 0,10+0,15
Migracdo09_Nov |[12,50+4,00 6,17+2,57 3,56+1,61  0,33+0,11 0,49+0,17 0,32+0,06
Migracdo09 Dez |[22,67+1,65 7,83+2,24 4,30+1,16 0,40+-0,08  0,64+0,11 0,32+0,12
Migracdo10 Set [21,17+1,89 7,83+2,41 3,68+1,12  0,31+0,09 0,58+0,12 0,39+0,13
Migracdol0_Nov [22,17+2,15 9,00+2,54 5,57+2,03 0,61+0,15 0,70+0,08 0,17+0,20
Migracdol0_Dez [19,50+3,02 8,33+2,87 4,86+2,05 0,62+-0,14  0,59+0,13 -0,08+0,12

Total 21,46+0,76 8,25+0,71 5,08+0,51  0,53+0,03 0,65+0,03 0,14+0,04

A hipdtese nula (HO) de equilibrio de Hardy-Weinberg foi aceita em 18 das 72

estimativas, considerando-se valores significantes de P < 0,0083 apos corregdo de

Bonferroni. Assim, foi verificada significancia de desvio em 37 estimativas (Tabela 2).

O namero de alelos (Na) foi estimado para cada locus e para cada populacéo

amostrada, sendo que as populacfes que apresentaram 0 maior nimero de alelos foram

36



os cardumes de Migracao07_Dez, Migracao07_Nov, Migracaol0_Nov, com os valores

de 9,17, 9,17 e 9,0, respectivamente.

Tabela 2 — Variabilidade genética de seis loci microssatélites utilizados nas analises de
cada grupo de P. lineatus. N = numero de individuos; Na = numero de alelos; Ho =
heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; Fis= indice de fixacao
(endogamia); HWE = valores probabilisticos de concordancia com o equilibrio de
Hardy-Weinberg;

Locus N Na Ne Ho He Fis HWE
Migracdo07 Dez
AG72 18,00 8,00 447 094 080 -0,22 0,1982
AG44 16,00 17,00 12,19 0,68 094 025 0,000*
PL119 19,00 18,00 1362 055 094 038 0,000*
PLO3 18,00 5,00 304 050 069 026 0,0879
PLO9 18,00 2,00 191 077 048 -0,64 0,0143
PL216 16,00 5,00 330 056 071 0319 0,2261
Migracfo07_Fev
AG72 23,00 7,00 428 069 08 009 0,8628
AG44 14,00 15,00 10,32 0,78 093 0,13 0,0310
PL119 23,00 19,00 1323 052 094 044 0,000*
PLO3 21,00 5,00 227 052 057 0,06 0,6349
PLO9 20,00 2,00 188 0,75 048 -0,60 0,007*
PL216 19,00 3,00 194 042 049 0,13 0,7476
Migracdo07 Nov
AG72 21,00 6,00 39 066 0,76 011 0,2122
AG44 21,00 18,00 12,08 0,66 093 0,27 0,000*
PL119 20,00 18,00 1509 065 095 0,30 0,000*
PLO3 21,00 5,00 321 0,28 0,70 058 0,0002*
PLO9 13,00 2,00 190 0,76 049 -0,63 0,0422
PL216 21,00 6,00 193 057 049 -0,18 0,5999
Migracdo07_Set
AG72 29,00 1100 513 0,76 081 0,06 0,4605
AG44 22,00 1500 949 068 091 0,24 0,000*
PL119 29,00 20,00 1237 0,76 093 017 0,003*
PLO3 27,00 5,00 264 026 062 058 0,000*
PLO9 13,00 2,00 19 085 050 -0,73 0,0237
PL216 24,00 5,00 229 046 058 0,19 0,2878
Migracdo08_Jan
AG72 26,00 7,00 410 042 0,77 044 0*
AG44 14,00 9,00 509 078 083 002 03779
PL119 25,00 20,00 17,12 048 094 0,49 0,000*
PLO3 30,00 5,00 225 033 056 040 0,007*
PLO9 28,00 2,00 1,65 053 039 -037 01374
PL216 28,00 2,00 165 053 039 -0,37 0,1376
Migracdo08 Out
AG72 26,00 8,00 474 065 080 017 0,002*
AG44 2500 17,00 10,33 052 090 042 0,000*
PL119 16,00 1300 883 044 091 051 0,000*
PLO3 27,00 6,00 201 022 053 056 0,000*
PLO9 21,00 2,00 163 052 039 -0,35 0,2424
PL216 21,00 2,00 163 052 039 -0,35 0,2618
Migracdo09 Dez
AG72 25,00 9,00 492 064 081 020 0,1867
AG44 23,00 8,00 6,41 026 086 069 0,000*
PL119 22,00 18,00 857 0,63 090 0,28 0,000*
PLO3 25,00 4,00 200 036 051 0,28 0,0809
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PLO9 26,00 3,00 126 023 021 -0,11 1,0000
PL216 15,00 5,00 263 026 064 057 0,001*
Migracdo09 Nov
AG72 20,00 8,00 410 052 0,77 027 0,006*
AG44 16,00 7,00 492 037 082 053 0,000*
PL119 19,00 17,00 10,46 0,70 093 024 0,000*
PLO3 20,00 5,00 184 036 047 023 0,4028

PLO9 12,00 4.00 254 091 060 -051 -
PL216 21,00 6,00 193 019 048 0,60 -
Migracdo09 Set
AG72 30,00 6,00 385 053 0,74 028 0,000*
AG44 26,00 12,00 497 073 081 0,09 04195
PL119 30,00 18,00 1429 0,67 094 028 0,000*
PLO3 32,00 7,00 252 025 063 059 0,000*
PLO9 33,00 2,00 158 048 036 -0,32 0,511
PL216 33,00 2,00 158 048 036 -0,32 0,1514
Migracfol0_Dez
AG72 20,00 7,00 364 066 075 003 0,0945
AG44 22,00 20,00 1467 086 095 0,07 0,0111
PL119 26,00 1300 532 09 082 -0,18 0,2353
PLO3 21,00 6,00 259 047 062 023 0,0826
PLO9 23,00 3,00 193 073 049 -054 0,0115
PL216 17 6,00 254 023 060 0,61 -
Migracdol0 Nov
AG72 23,00 9,00 581 0,76 083 005 0,1616
AG44 20,00 20,00 1509 095 095 -0,02 0,000*
PL119 28,00 10,00 562 086 082 -0,09 0,6057
PLO3 26,00 9,00 308 037 067 043 0,002*
PLO9 23,00 3,00 193 065 049 -0,36 0,2661
PL216 13,00 3,00 1,86 - 0,48 1,00 0,000*
Migracdol0_Set
AG72 22,00 8,00 384 050 075 032 0,000*
AG44 19,00 8,00 397 011 0,76 086 0,000*
PL119 20,00 1900 879 055 090 038 0,000*
PLO3 25,00 5,00 208 044 053 015 0,4203
PLO9 27,00 2,00 1,04 0,04 0,04 -0,02 1,0000
PL216 14,00 5,00 235 021 059 063 0,001*

* =P <0,0083 ajustados com a corre¢do de Bonferroni.

O maior valor de diversidade genica encontrado foi
Migracdo07_Nov (0,686+0,397),
(0,345+0,23) (Tabela 3).

para 0 cardume

enquanto o menor foi para Migracdol0 Set
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Tabela 3 — Diversidade genética de cada cardume de P. lineatus através de seis
marcadores microssatélites.

Cardume

Diversidade Genica

Migracéo07_Set

Migracéo07_Nov
Migracdo07_Fev
Migragdo07_Dez
Migracédo08_Out
Migracdo08_Jan
Migracdo09_Set

Migracéo09_Nov
Migracéo09_Dez
Migracédol0_Set

Migracéol0_Nov
Migragdol0_Dez

0,614463+0,359404
0,686681+0,397155
0,532979+0,320843
0,613675+0,352111
0,424633+0,265952
0,500452+0,303454
0,488263+0,287039
0,591304+0,387149
0,550528+0,328953
0,345455+0,239467
0,524061+0,328914
0,492208+0,299758

Os resultados de numeros de alelos também foram estimados por periodo de

migracdo e por locus, sendo que o locus com maior numero de alelos observado foi

PL119 (Tabela 4), que apresentou 55 alelos. J& entre os periodos de migragdo, o ano de

2010 foi o que apresentou o maior polimorfismo (96 alelos), sendo totalizados 153

alelos diferentes para todos os grupos e todos os loci.

Tabela 4 - Total de alelos por locus e por periodo de migragéo de P. lineatus.

Periodo AGT2 AG44 PL119 PLO3 PLO09 PL216 Total
Migracao_2007 11 23 28 8 2 7 79
Migracao_2008 9 25 23 8 2 2 69
Migracao_2009 10 22 27 9 4 7 79
Migracao_2010 19 26 29 12 3 7 96

Total 24 42 55 14 5 13 153

O periodo de migragdo com maior valor de diversidade genica foi o de migragéo

2007, conforme relatado na Tabela 5, com o valor de 0,61+0,35, enquanto o menor foi o

periodo de migracédo de 2008, que apresentou 0,41+0,27.
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Tabela 5 — Diversidade genética dos periodos de migracao de P. lineatus através de seis
marcadores microssatélites.

Diversidade genica
Migracao_2007 0,618914+0,357371
Migracao_2008 0,414671+0,272027
Migracao_2009 0,543794+0,321217
Migracao_2010 0,476819+0,288562

Estruturacao genética

A analise de variancia molecular (AMOVA) foi estimada em trés simulacbes
diferentes, conforme descritas a seguir.

A Tabela 6 mostra os resultados da analise de variancia molecular (AMOVA)
onde é possivel identificar que a maior fonte de variagdo estd presente entre 0s
individuos (64,85%). Esta simulacdo foi feita comparando-se os cardumes agrupados
por periodo de migracdo (Migracdo 2007; Migracdo 2008; Migracdo 2009; Migracao
2010) e o valor atribuido ao indice de fixacdo interpopulacional Fst foi de 0,13,
considerado moderado, indicou estruturacao genética entre os periodos de migracao.

Tabela 6 - Andlise de variancia molecular (AMOVA) para os diferentes periodos de P.
lineatus através de marcadores microssatélites.

Soma dos Componentes  Porcentagem

guadrados de Variagéo de Variacio Estatistica F

Fonte de variagéo

Entre populagdes 127,20 0,34 13,89 Fsr:0,13*
Entre os~|nd|V|duos das 698,26 0,52 21,24 Fis:0,24%
populacdes

Entre os individuos 4240 1,61 64,85 Fir:0,35*
Total 1249,47 2,49

* considerando-se valores significantes de P < 0,0083

A Tabela 7 mostra os resultados da analise de variancia molecular (AMOVA)
onde é possivel identificar que a maior fonte de variacdo também esta presente entre os
individuos (67,08%). Esta simulacéo foi feita considerando-se cada cardume como uma
populagéo (Migragdo07_Set; Migracdo07_Nov; Migracdo07_Fev; Migracdo07_Dez;
Migracao08_out; Migracao08_Jan; Migracdo09_Set; Migracdo09_Nov;
Migracao09_dez; Migracdol0_Set; Migracdol0 Nov; Migracdol0 Dez) e o valor
atribuido ao indice de fixacdo interpopulacional Fst: 0,05, foi considerado baixo,

indicando que ha uma pequena estruturacdo genética entre cardumes.
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Tabela 7 - Andlise de variancia molecular (AMOVA) para os diferentes cardumes de P.
lineatus através de marcadores microssatélites.

Somados Componentes de Porcentagem

Fonte de variagéo Estatistica F

quadrados Variacdo de Variagdo
Entre populacoes 68,769 0,09300 5,48713 Fsr:0,05*
Entre os individuos das 544,537 0,46482 27,42608 Fi5:0,29%
populacdes
Entre os individuos 313,500 1,13699 67,08680 Fi7:0,32*
Total 926,807 1,69480

* considerando-se valores significantes de P < 0,0083

A Ultima simulacdo foi de que os cardumes poderiam ter alguma relacdo com o
inicio, meio e fim do periodo de migracao, sendo entdo agrupados desta forma (Tabela
8). Tais estagios foram identificados através da determinacdo de maturacdo dos

individuos em cada coleta.

Tabela 8 — Divisdo dos cardumes coletados em etapas durante o periodo de migragédo

Inicio Meio Final
"Migracao07_Set" "Migracao07_Nov"  "Migracao07_Fev"
"Migracao08_Out"  "Migracao07_Dez" "Migracao08_Jan"

"Migracao09_Set"  "Migracao09_Nov"  “Migracao09 Dez”
"Migracaol0 Set"  “Migracaol0 Nov"  "Migracaol0 Dez"

Assim como as duas outras simulagdes de agrupamentos, 0 AMOVA revelou que
a maior fonte de variagdo esta entre os individuos (66,57%) e que o Fst é de 0,03207.

Tal resultado ndo demostra estruturacdo genética entre os grupos analisados (Tabela 9).

Tabela 9 - Andlise de variancia molecular (AMOVA) para as diferentes etapas da
migracéo de P. lineatus obtidos através de marcadores microssatélites.

Somados Componentes Porcentagem

Fonte de variagdo quadrados de Variacdo  de Variacdo

Estatistica F

Entre populactes 29,72 0,077 3,20 Fsr: 0,03*
Entre os~|nd|V|duos das 795.74 0,73 30,21 Fis: 0.31%
populacgdes

Entre os individuos 424,00 1,61 66,57 Fir: 0,33*
Total 1249,47 2,42

* considerando-se valores significantes de P < 0,0083

O indice de diferenciacdo genética Fst calculado entre os cardumes de migradores

de P. lineatus para todos os loci apresentou valores baixos, sendo corroborados pela
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andlise do Fsr par a par (Tabela 10). Na relacdo apresentada é possivel verificar que os
valores de maior divergéncia obtidos entre os cardumes estdo nas comparagdes entre
Migracaol0_Set x Migracao08_Jan (0,27) e Migracaol0_Set x Migracao09_set (0,27),
respectivamente. Contudo, os valores positivos que apresentaram estruturacdo, mesmo

com valores baixos, apresentaram significancia P < 0,0083.

Tabela 10 — Resultados das comparagdes de Fst par a par entre os cardumes de P.
lineatus amostrados utilizando seis loci microssatélites.

Set 07 | Nov_07 | Dez_07 Fev_07 | Out_08 | Jan_08 | Set_09 | Nov_09 | Dez_09 | Set_10 | Nov_10

Migragao07_Set 0

Migragdo07_Nov 0,002 0
Migragdo07_Dez  -0,01 -0,01 0
Migragdo07_Fev  -0,01 -0,02 -0,01 0

Migragdo08 Out  0,03* 0,07* 0,08* 0,07* 0

Migragdo08_Jan  0,07* 0,07* 0,12* 0,14* -0,02 0

Migragdo09 Set  0,10* 0,11* 0,15* 0,15* 0,02* -0,01 0

Migracdo09_Nov  0,04* 0,01* -0,02 -0,02 -0,02 -0,04  -0,006 0

Migracdo09_Dez  0,06* 0,06* 0,06* 005* 018 020 0,22* -0,03 0

Migracéol0_Set  0,08* 0,06* 0,07 007 024 027 027 -0,01 0,008 0
Migracdol0_Nov  0,07* 0,06* 0,07 008 013* 0,18* 0,20 0,06* 0,10*  0,13* 0
Migracdol0_Dez  0,06* 0,07* 0,07 007 014 0,18* 0,20 0,04* 0,11*  0,14* -0,002

* considerando-se valores significantes de P < 0,0083

Os resultados obtidos atraves do Fst par a par foram significativos para todos os
periodos de migracdo, sendo o maior valor obtido entre os periodos de migracdo de
2008 e 2010 (0,17060), considerado um valor elevado na diferenciacdo genética entre
grupos (Tabela 11).

Tabela 11 - Resultados das comparagdes de Fst par a par entre os periodos de migragdo
de P. lineatus amostrados utilizando seis loci microssatélites.

Migracao 2007 Migracao 2008 Migracao 2009

Migracao_2007 Fkkx

Migracao_ 2008 0,08* Hkx

Migracao_2009 0,05* 0,03* falakaled
Migracao 2010 0,04* 0,17* 0,08*

* considerando-se valores significantes de P < 0,0083

Na simulacdo onde é levado em consideracdo inicio, meio e final do periodo

reprodutivo, ndo foi encontrado 0 mesmo panorama (Tabela 12), sendo que os valores
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de Fst par a par ndo mostraram indicios de estruturagcdo geneética entre grupos desta

simulacéo.

Tabela 12 - Resultados das comparagbes de Fsrt par a par entre os intervalos de

migracdo inicio, meio e fim de P.
microssateélites.

lineatus amostrados utilizando seis

Inicio Meio Final
Inicio 0,00
Meio 0,02 0,00
Final 0,01 -0,01 0,00

DNA mitocondrial (D-loop)

Variabilidade genética

Foram analisadas 217 amostras de P.

* considerando-se valores significantes de P < 0,0083

loci

lineatus com o0 uso do marcador

mitocondrial (D-loop), tendo sido possivel identificar 91 hapldtipos diferentes. As

diversidades genica e nucleotidica foram estimadas, sendo que todos 0s grupos

analisados apresentaram altos valores de variabilidade genética. O cardume que

apresentou maior valor para ambas estimativas foi o cardume de Migracao07_Fev, com

os valores de 1,00+0,04 para diversidade genética e 0,12+0,07 para diversidade
nucleotidica (Tabela 13).

Tabela 13 - Diversidade genica e nucleotidica de cardumes de P. lineatus obtidos

através de marcador mitocondrial D-loop.

Migracao07_Set

Migracao07_Nov
Migracao07_Dez
Migracao07_Fev
Migracao08_Out
Migracao08 Jan
Migracao09_Set

Migracao09 Nov
Migracao09 Dez
MigracaolO_Set

Migracaol0_Nov
Migracaol0 Dez

Diversidade

génica  nucleotidica
0,99 £0,02 0,11 £0,06
0,97 £0,02 0,09 £ 0,05
0,98 +0,04 0,09 +0,05
1,00 £0,04 0,12 +0,07
0,96 £0,03 0,08 + 0,05
0,97 £0,01 0,09 +0,05
0,97 +0,01 0,11+0,06
0,98 £0,02 0,09 £ 0,05
0,97 £0,02 0,10 £ 0,05
0,95+0,03 0,09 £0,05
0,98 +0,01 0,10+0,05
0,83+0,22 0,06 £0,05
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Estruturacdo genética

Assim como para os marcadores microssatélites, também para o marcador
mitocondrial D-loop foram realizadas simulagdes com relacdo a analise de variancia
molecular (AMOVA).

A Tabela 14 mostra os resultados da anélise (AMOVA) da primeira simulacdo
entre os periodos de migracdo (Migracdo 2007; Migragdo 2008; Migracdo 2009 e
Migracao 2010) onde foi possivel identificar que a maior fonte de variacao esta presente
dentro das populacBes (99,33%) e o valor atribuido ao indice de fixagdo
interpopulacional Fsr foi de 0,006 foi considerado baixo, com valor de P>0,05 (ndo
significativo).

Tabela 14 - Andlise de variancia molecular (AMOVA) nas diferentes etapas da
migracdo de P. lineatus a partir de valores obtidos com o uso de marcador mitocondrial.

Fonte de variagéo Somados  Componentes  Porcentagem  Fonte de Fst
guadrados de Variacdo de Variacéo variacéo

Entre os grupos 3 10,50 0,009 0,32 0,006

Entre os grupos dentro 8 23.80 0,009 0,35

das populagbes

Dentro das populacdes 205 575,89 2,80 99,33

Total 216 610,20 2,82

valor de significancia de p<0,05

O indice de diferenciacdo genética Fst par a par foi calculado entre os cardumes
de migradores de P. lineatus (Tabela 15), porém apenas os cardumes de 2008 e 2009
apresentaram valores estatisticamente significativos, indicando auséncia de estruturacédo

genética populacional.

Tabela 15 - Resultados das comparacdes de Fst par a par entre os periodos de migragédo
de P. lineatus amostrados utilizando marcador D-loop.

Migracao 2007 Migracao 2008 Migracao 2009
Migracao_2007 *

Migracao_ 2008 -0,003 *
Migracao_2009 0,007 0,021* *
Migracao 2010 -0,006 0,002 0,0003

*valor de significancia de p<0,05

A Tabela 16 mostra os resultados da analise (AMOVA) entre 0s agrupamentos de

inicio, meio e final de cada periodo de migracdo. E possivel identificar que a maior
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fonte de variacdo estad presente dentro das populagdes (99,50%) e o valor atribuido ao
indice de fixacdo interpopulacional Fst foi de 0,00501, sendo considerado baixo, com
valor de P>0,05 (n&o significativo).

Tabela 16 - Analise de variancia molecular (AMOVA) para inicio meio e final da
migracao de P. lineatus obtidos através de marcador mitocondrial.

Fonte de variagio Soma dos Compo_nentes Porcen_tagem Fon_te de For
quadrados de Variacdo de Variacéo variacéo

Entre os grupos 2 4,95 -0,01229 -0,44 0,00501

Entre os grupos dentro 9 2934 0,02643 0,94

das populagbes

Dentro das populagdes 205 575,89 2,80925 99,50

Total 216 610,20 2,82339

*valor de significancia de p<0,05

Pelo indice de diferenciagdo genética de Fst par a par entre os periodos de inicio,
meio e final de migracdo de P. lineatus (Tabela 17), é possivel verificar que as
estimativas sdo estatisticamente ndo significativas e ndo indicam estruturacdo genética

populacional entre inicio, meio e final do periodo reprodutivo.

Tabela 17 - Resultados das comparagOes de Fst par a par entre os periodos de inicio,
meio e final de migracdo de P. lineatus amostrados utilizando D-loop.

Inicio Meio  Final
Inicio *
Meio 0,001 *
Final -0,001 -0,004 *
*valor de significancia de p<0,05

O indice de diferenciacdo genética Fst par a par foi estimado entre os cardumes
migradores de P. lineatus (Tabela 18). Na relacdo apresentada € possivel verificar que
os valores de maior divergéncia obtidos estdo nas comparacdes entre os cardumes

Migracaol0_Dez e Migracao09_Nov, com valor de 0,14361.
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Tabela 18 — Resultados das comparagdes de Fst par a par entre os cardumes de P.
lineatus obtidos através do marcador mitocondrial D-loop.

Set 07 Nov 07 Dez 07 Fev 07 Out 08 Jan 08 Set 09 Nov 09 Dez 09 Set 10 Nov 10

Migracao07_Set 0

Migracao07_Nov 0,01 0

Migracao07_Dez 0,04 -0,02 ©

Migracao07_Fev  -0,03  -0,009 0,01 0

Migracao08 Out 0,02 0,01 0,004 -0,02 ©

Migracao08 Jan 0,01 -0,02 -0,01 -0,01 -0,008 ©

Migracao09_Set 0,002  -0,01 0,006 -0,00 -0,001 0,009 o0

Migracac09_Nov 0,04 -0,01 -0,01 0,02 0,02 0,001 -0,003 o0

Migracac09_Dez 0,03 -0,01 0,02 0,02 0,05 0,03 -0,002 -0,01 00
Migracaol0_Set 0,02 -0,02 -0,02 -0,008 -0,010 -0,009 -0,003 -0,002 0,007
Migracaol0_Nov -0,008 -0,001 0,01 -0,007 0,01 0,01 -0,02 0,0006 -0,006 -0,004
Migracaol0_Dez 0,009 0,07 0,07 0,06 0,10 0,03 0,09* 0,10* 0,14* 0,08 0,09

*valor de significancia de p<0,05

Classificacao etaria dos cardumes

Cada cardume teve seu padrdo etario estimado e foi possivel identificar que
durante o periodo reprodutivo ha predominancia de individuos com classificacdo etaria
de 3 anos de idade, conforme relacionado na Figura 3. A classificacdo etaria mostrou
uma mudanca ao longo dos anos, onde individuos mais novos foram encontrados em
menor frequéncia nos anos seguintes a 2008, em detrimento dos individuos mais velhos.

A Tabela 19 apresenta os dados descritivos por periodo de migracdo e mostra que
48,18% dos individuos coletados durante este periodo correspondem a classificacdo
etaria 3, sendo que o menor valor encontrado foi para individuos entre as classes etarias
S5eb.

Tabela 19 - Percentagem etéria geral por periodo de migracdo de P. lineatus

Classes etaria
Periodo 1 2 3 4 5 6 Total
Migracdo07  9,89% 45,05% 40,66% 4,40% 0,00% 0,00%  100,00%
Migracdo08  2,33% 18,60% 44,19% 27,91% 5,81% 1,16%  100,00%
Migracdo09 0,00% 9,68% 52,69% 32,26% 5,38% 0,00%  100,00%
Migracdol0  6,67% 20,00% 58,33% 15,000 0,00% 0,00%  100,00%
Total Geral 4,55% 23,64% 48,18% 20,30% 3,03% 0,30%  100,00%
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Figura 3 — llustracédo sobre a variacao etaria de P. lineatus durante os meses de migragdo reprodutiva da espécie. As cores representam cada
uma das classes etérias (I, 11, 11, IV e V).



Andlise Morfométrica

A andlise estatistica referente ao tamanho em centimetros dos individuos
componentes dos diferentes cardumes analisados foi realizada a partir de dois
protocolos, levando em consideracdo cada cardume coletado (Migracdo07_Set;
Migracao07_Nov; Migragdo07_Fev;

Migracdo07_Dez; Migracdo08_out;

Migracao08_Jan; Migragdo09_Set; Migracdo09_Nov; Migracdo09_dez;
Migracaol0_Set; Migracdol0_Nov; Migracdol0 Dez); e considerando os periodos de
migracao (Migracdo 2007; Migragédo 2008; Migracdo 2009 e Migracdo 2010).

Os resultados mostraram diferencas significativas entre o cardume de nov_09 e 0s
cardumes de set_07, nov_07, fev_08 e set_09 (Tabela 20). J& na segunda simulagdo, o
teste com os cardumes de migradores por periodo de migracdo mostraram-se nao

significativos.

Tabela 20 — Analise estatistica de Krustal Wallis de tamanhos nos diferentes cardumes

de P. lineatus capturados.
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Valor de significancia para p<0,05.

Correlacdo na frequéncia entre Machos e Fémeas

Do total dos peixes coletados nos periodos de migragdo, 52,12% foram

identificadas como fémeas e 47,88% como machos (Tabela 21). O grupo de novembro

de 2008 foi 0 que apresentou a maior porcentagem de fémeas em relacdo aos outros



meses (75%) e o grupo de Setembro de 2009 foi 0 que apresentou maior porcentagem
de machos (75,76%).

Tabela 21 — Proporc¢do de machos e fémeas entre os exemplares de P. lineatus coletados

durante o periodo de migracao.

Fémeas Machos

Migracdo07 54,95% 45,05%
set 28,57% 71,43%
nov 72,22% 27,78%
dez 55,00% 45,00%
jan 68,42% 31,58%
fev 45,00% 55,00%
Migracéo08 60,47% 39,53%
out 45,00% 55,00%
nov 75,00% 25,00%
dez 59,09% 40,91%
jan 60,00% 40,00%
Migracéo09 46,24% 53,76%
set 24,24% 75,76%
nov 50,00% 50,00%
dez 66,67% 33,33%
Migracdol0 45,00% 55,00%
nov 32,26% 67,74%
dez 58,62% 41,38%
Total Geral 52,12% 47,88%

O teste de Person mostrou uma correlacdo positiva de 39% na propor¢édo entre

machos e fémeas, com o valor de p >0,05 refutando essa hipdtese (Fig. 4).
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Figura 4 — Correlagdo de Person para testar a propor¢do de machos e fémeas de P.
lineatus nas amostras coletadas de 2007 a 2010 na Cachoeira de Emas.
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Maturacdo gonadal

A maior porcentagem de individuos coletados durante o periodo de migracéo
apresentou-se em estagio de desenvolvimento gonadal classificados como maduros
(41,67%) (Tabela 22). Os exemplares componentes das amostras de individuos
migradores do periodo de 2010 apresentaram o menor valor de individuos maduros

durante o periodo reprodutivo (14,20%).

Tabela 22 — Estagio de maturacdo gonadal de individuos capturados durante o periodo
de migracéo de P. lineatus.

Imaturo Em Parcialmente Maduro Esgotado
maturacéo maduro

Migradores 07 7,67% 5,82% 6,35% 55,03% 25,13%
Set 12,50% 16,67% 37,50% 33,33% 0,00%
Out 4,92% 3,28% 0,00% 91,80% 0,00%
Nov 0,00% 0,00% 0,00% 83,52% 16,48%
Dez 1,18% 0,00% 3,53% 42,35% 52,94%
Jan 12,73% 7,27% 0,00% 43,64% 36,36%
Fev 31,58% 21,05% 7,89% 0,00% 39,47%
Migradores 08 2,82% 0,00% 8,46% 71,47% 17,24%
Out 2,90% 0,00% 21,74% 75,36% 0,00%
Nov 0,00% 0,00% 3,06% 81,63% 15,31%
Dez 2,30% 0,00% 0,00% 68,97% 28,74%
Jan 7,69% 0,00% 13,85% 55,38% 23,08%
Migradores 09 4,94% 1,98% 34,81% 28,64% 29,63%
Set 6,90% 0,00% 93,10% 0,00% 0,00%
Out 5,56% 0,00% 63,33% 31,11% 0,00%
Nov 4,50% 0,00% 0,00% 68,47% 27,03%
Dez 3,42% 6,84% 2,56% 10,26% 76,92%
Migradores 10 6,80% 2,37% 64,79% 14,20% 11,83%
Set 3,61% 7,23% 83,13% 0,00% 6,02%
Out 3,45% 2,30% 79,31% 9,20% 5,75%
Nov 15,28% 0,00% 79,17% 5,56% 0,00%
Dez 6,25% 0,00% 25,00% 37,50% 31,25%
Total geral 5,63% 2,64% 28,54% 41,67% 21,53%

Apesar dos migradores de 2010 apresentarem um menor valor de individuos
maduros, a observacdo dos dados resultantes da media geral revela que a espécie

manteve seu ciclo reprodutivo ao longo dos anos (Fig. 5).
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Figura 5 — Caracterizacdo do estagio de maturacdo gonadal de P. lineatus durante os
periodos de migracdo de 2007/2009, 20092010 e 2010/2011, As cores da figura
representam os estagios gonadais identificados como imaturo (azul), em maturagdo
(vermelho), parcialmente maduro (amarelo), maduro (rosa) e esgotado (verde).

Os periodos de migracdo de 2009 e 2010 apresentaram individuos em estagio
maduro apenas por um més, entre os exemplares capturados em dezembro (Fig. 6).
Os dados pluviométricos obtidos foram distribuidos ao longo do tempo e

correlacionados com o periodo de migracéo de cada ano (Fig. 7).
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Figura 6 — Estagio de maturacdo gonadal ao longo dos periodos de migracdo de P. lineatus. As cores da figura representam os estagios
gbnadais identificados como imaturo (azul), em maturacao (vermelho), parcialmente maduro (amarelo), maduro (rosa) e esgotado (verde).



a.

Figura 7 — Distribuicdo do periodo de migracdo ao longo do tempo e sincronia com periodo de chuva. A linha azul representa o volume de
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chuvas por més, as faixas com as cores laranja, rosa, verde e amarelo representam os periodos de migracdo Migracdo 2007, Migracgéo 2008,

Migracéo 2009 e Migracéo 2010 respectivamente.



Discussao
Marcadores Microssatélites

As mudancas ambientais interferem de modo efetivo nos processos bioldgicos e,
este modo, podem afetar o desenvolvimento e a homeostasia dos peixes migradores,
pois interrompem assim a correspondéncia entre o fenétipo de um individuo e o meio
ambiente (Whitman e Agrawal, 2009), fazendo com que a persisténcia de uma espécie
dependa, em ultima instancia, da sua capacidade de mudar seu fenotipo atraves de
respostas adaptativas. Assim, tanto entre as geragcdes quanto nas geracOes, a variagao
adaptativa possibilita que os organismos resistam aos desafios ambientais (Meyers e
Bull, 2002).

A aplicacdo de metodologias modernas e resolutivas tem possibilitado uma viséo
mais detalhada dos fendmenos biologicos e evolutivos, principalmente apos a
introducdo e utilizacdo de marcadores genéticos moleculares que permitem uma visdo
estrutural e funcional do genoma das espécies. No presente estudo a utilizacdo de
marcadores moleculares do tipo microssatélite possibilitou a identificacdo de 153 alelos
distribuidos nos doze cardumes de P. lineatus analisados, a partir da amostragem de
exemplares desta espécie coletados na Cachoeira de Emas, no rio Mojiguacgu durante o
periodo de 2007 a 2010. Em estudo realizado com a mesma espécie Ferreira et al.
(2017) identificaram 204 alelos em populagdes da bacia do rio Parana e, assim como
observado por estes autores, o locus PL119 apresentou o maior polimorfismo dentre os
demais testados. O nimero médio de alelos estimados para os 6 loci microssatélites
utilizados resultaram em uma média de 8,2 alelos, sendo este valor de Na=6,2
superiores ao relatado por Henriques (2014) e inferiores aos relatados Perini (2013),
com Na=7,6 e Ferreira et al. (2017), com Na=15,8) para P. lineatus. J& Melo et al.
(2013), identificaram um valor médio de 9,6 alelos para P. argenteus da bacia do Séo
Francisco.

Os indices de heterozigosidade esperada variaram de 0,21 a 0,95 e de
heterozigosidade observada de 0,11 a 0,95, mostrando, portanto, uma grande variagéo,
diferentemente dos dados encontrados por Perini (2013) que relataram varia¢des de Ho
entre 0,62 e 0,81. Tal variagdo nos valores de heterozigosidade encontrados poderia ser
decorrente da amplitude temporal da amostragem utilizada, pois Perini (2013) fez

coletas pontuais em diferentes locais em apenas um ciclo reprodutivo, ou ainda ser um



efeito da escolha dos loci, os quais apresentam niveis elevados de polimorfismo para
esta espécie. Neste sentido deve ser considerado que os estudos da variabilidade
genética tem sido realizado em diversas espécies de peixes utilizando diferentes classes
de marcadores moleculares e os resultados obtidos tém indicado diferentes niveis de
variabilidade entre os marcadores (Ashikaga et al., 2015; Ribolli et al., 2017; Ferreira et
al., 2017; Allendorf, 2017; Hilsdorf e Hallerman 2017).

Embora a alta diversidade de alelos possa parecer uma ocorréncia comum em
diversas espécies de peixes Neotropicais, a deficiéncia de heterozigotos e 0s niveis
significativos de endogamia encontrados nas populacdes aqui analisadas de P. lineatus
sugerem a baixa ocorréncia de eventos de inclusdo de individuos provenientes de
populacbes portadoras de diferentes frequéncias alélicas, conforme sugerido por Hartl e
Clark (2007). Entretanto, esta baixa variabilidade ndo é normalmente encontrada em
trabalhos com a espécie P. lineatus (Rueda et.al.,2013, Ferreira et al., 2017). Em 51 das
estimativas realizadas no presente trabalho, os valores de heterozigosidade observada
(Ho) foram inferiores aos de heterozigosidade esperada (He), gerando um valor positivo
para o indice de Fixago Intrapopulacional (Fis) e evidenciando, assim, uma deficiéncia
de heterozigotos nas amostras analisadas. A deficiéncia de heterozigotos é bastante
comum ocorrer em populacdes de peixes e estd associada geralmente a eventos de
subdivisdo populacional e endogamia (Taylor et al., 2015). Apesar de P. lineatus
historicamente apresentar uma populacdo grande, possiveis efeitos antropicos como
construcdes de barragens hidrelétricas e diminuicdo do tamanho efetivo populacional
poderiam estar influenciando e modificando a dindmica desta espécie neste ambiente.
Ferreira et al. (2017) encontrou em 34% de sua amostragem déficit de heterozigotos
para a espécie em estudo, resultado este divergente deste trabalho, onde o valor de
déficit observado atingiu 68%. Porém, em investigacdo realizada na mesma localidade
do presente estudo, Perini (2013) encontrou 100% de déficit de heterozigotos.

Nas analises foi constatado o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) em 38 das 72
estimativas realizadas, utilizando valores significantes de P> 0,0083 ap0s correcdo de
Bonferroni. A significancia de desvio foi verificada em 34 das estimativas realizadas,
mostrando que a maioria das populacBes (52%) estd em equilibrio. Para esta mesma
especie, Henriques (2014) encontrou desvios significativos de EHW em todas as
populacbes e para todos os loci utilizados nas analises. Alguns fatores podem ser
apontados como causa de desvios de EHW e, neste caso, estes poderiam estar

associados ao alto nimero de alelos existente por locus, a ocorréncia de alelos nulos,

55



efeitos de sttutering ou dropout, efeito Wahlund, selecdo de alelos especificos e
endocruzamento, conforme relatado por diferentes autores (Perini, 2013; Henriques,
2014, Ashikaga et al., 2015; Ribolli et al., 2017).

Observando os periodos reprodutivos ao longo dos anos, Henriques (2014)
encontrou valores médios de Ho de 0,69 em amostras analisadas na bacia do Prata,
assim como os dados encontrados por Rueda et al. (2011) 0,64 para P. lineatus na bacia
no Parand, valores estes proximos aos encontrados no presente estudo, onde os valores
de Ho apresentaram variacdo de 0,31 a 0,68, Porém, Ferreira et al. (2017) e Rueda et al.
(2013) encontram valores superiores, de 0,87 e 0,80 respectivamente, constatando uma
diminuicdo da variabilidade genética da espécie na regido.

Neste sentido, deve ser considerado que os niveis de variabilidade que
caracterizam as populacdes estdo ligados aos processos de adaptacdo das espécies,
niveis estes que podem ser diminuidos com o aumento da endogamia (Frankhan et al.,
2008) e modificagdes ambientais (Ashikaga et al., 2015). Os padrdes de variacdo
genética existente no genoma dos individuos que compdem as populagdes podem sofrer
mudancas ao longo do tempo (Hilsdorf e Hallerman 2017), de tal modo que situacdes
que causem isolamento, seja ele quimico ou fisico, podem se constituir em fatores
determinantes de mudangas das caracteristicas nas popula¢des, do mesmo modo que
situacdes de acumulo de novas variagdes podem nao ser compartilhadas através do
fluxo génico.

A espécie P. lineatus tem por sua natureza realizar grandes migracbes e a
manutencdo de um alto fluxo génico possibilitaria a existéncia de uma populacdo
panmitica. Contudo, conforme verificado, esta espécie apresentou evidéncias de
estruturacdo entre os cardumes ao longo dos quatro anos de estudo. O aumento do
indice de Fixacdo Intrapopulacional (Fsr), parametro utilizado para avaliar a
diferenciacédo total entre grupos, pode estar relacionado a reducdo da heterozigosidade
em raz&o da deriva genética, ao aumento do endocruzamento pela redugéo populacional
e & interrupcéo do fluxo génico. O valor de Fst é sempre positivo, variando de 0 a 1,
onde O indica a auséncia de diferenciacdo genética e caracterizando, portanto, uma
populacdo panmitica, enquanto o valor maximo 1 corresponde ao completo isolamento
geneético dos grupos, podendo estes até mesmo serem considerados espécies distintas.
Dessa forma, Wright (1978) propds uma escala dos indices de Fsr, sendo que valores

abaixo de 0,05 seriam indicativos de pequena diferenciacdo genética; entre 0.05 e 0,15,
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de diferenciacdo moderada; entre 0,15 e 0,25, de grande diferenciacao; e valores acima
de 0,25, de diferenciagdo muito elevada.

A andlise da varidncia molecular (AMOVA) é um método para estimar a
diferenciacdo populacional diretamente de dados moleculares e testar hipdteses sobre
essa diferenciacdo (Excoffier et al., 1992). Neste estudo foram testadas a priori trés
hipoteses, sendo verificada a possibilidade dos cardumes se organizarem por
proximidade familiar ao longo dos meses (grupos distintos por més) e anos (grupos
distintos ao longo dos anos) ou por periodo de migracdo (inicio, meio e final) para
realizarem o processo reprodutivo.

Inicialmente testada, a hip6tese de agrupamento por coleta teve como resultado
um valor de Fst de 0.05. Se por acaso a migragéo se desse por proximidade familiar este
indice seria mais elevado, pois os individuos se agrupariam por proximidade genética
dentro de cada cardume, gerando diferencas que seriam expressadas nas comparagoes
entre 0s grupos. Em seguida foi testado o agrupamento por periodo de migracdo, de
inicio, meio e final de cada periodo reprodutivo, a fim de verificar se os individuos
migradores do inicio do processo seriam sempre do mesmo grupo familiar ao longo dos
anos. O valor de Fst de 0,03 encontrado nesta analise com valores significativos
(p<0,0083), indicou também pela recusa desta possibilidade. Em seguida foi testado o
agrupamento em cardumes por periodo de migracdo (2007, 2008, 2009, 2010). Nesta
analise foi encontrado um valor significativo (p<0,0083) de Fst de 0,13892, considerado
um valor de estruturacdo moderada que ainda ndo havia sido relatado na literatura para
P. lineatus da regido, uma vez que Henriques (2013) encontrou um Fst de 0,03 entre
seus pontos coletados e Ferreira et al. (2017) obteve Fst de 0.012. Em todos os estudos
populacionais realizados com P. lineatus nos quais foram utilizados marcadores
microssatélites, ndo foi identificada a existéncia de estruturacdo genética entre 0s
grupos. Contudo, estes resultados foram obtidos a partir de comparagdes de grupos
espacialmente distribuidos. J& no presente estudo, foi realizada uma analise comparativa
dos grupos temporalmente distribuidos, sendo que possiveis mudangas no meio
ambiente podem ter levado as modificacOes identificadas na estrutura dos cardumes. Por
fim, a hipdtese de estruturacdo por familiaridade de inicio, meio e final do periodo
reprodutivo ndo apresentou nenhum valor significativo.

O valor de Fsr par a par entre os anos indicou diferengas genéticas entre os
grupos, principalmente entre o periodo de Migracdo de 2008 e Migracdo 2010, valor
este de 0,17, indicando que os cardumes poderiam estar sofrendo press@es abioticas
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responsaveis pela selecdo de determinados alelos, alterando a estrutura genética
populacional. Rueda et al. (2013) estudou populacfes de P. lineatus em diferentes
estacOes do ano (outono, inverno e primavera) em uma mesma localidade da Bacia do
rio Uruguai e identificou que existem estoques diferentes ao longo do periodo de
estudo. Segundo os autores esta estruturacdo se daria provavelmente em decorréncia de
especificidades relacionadas ao ponto de coleta, sendo que o rio Uruguai seria uma area
de trénsito entre a jusante de La Plata e os canais para o rio Parand. Braga-Silva e
Galetti (2015) relataram grupos geneticamente estruturados de P. costatus ao longo do
tempo nos periodos reprodutivos, entretanto com valores de Fsr baixos, sugerindo a
existéncia de ondas migratorias que atuariam na miscigenacdo das populacles e,
portanto, na diminuigédo das divergéncias.

Os dados resultantes das analises realizadas no presente trabalho apontam para a
ocorréncia de uma mudanca no padrdo genetico das populacbes migradoras de P.
lineatus ao longo dos anos, principalmente no ano de 2009, tornando 0s grupos
migradores de 2010 (Migracdol0_Set; Migracdol0 Nov; Migracdol0 Dez) altamente
diferenciados dos grupos migradores de 2008 (Out_08; Jan_08). Considera-se provavel
que alteracbes ambientais devam ter ocorrido no més de novembro de 2009, que
refletiram sobre os grupos migradores dos periodos subsequentes. E conhecido que a
ocorréncia de mudancas fisico-quimicas nos sistemas fluviais bem como as alteracdes
ou reducBes nos regimes sazonais de agua impulsionados pelas mudancas climaticas
aumentam o0s impactos nas populacdes de peixes de agua doce (Allen, 2016).
Provavelmente seja este 0 motivo da ocorréncia da estruturagcdo encontrada para 0s
grupos de P. lineatus identificadas neste estudo, uma vez que foram também observados
altos valores significativos de estruturacdo nos indices de Fst par a par nas simulacdes
entre os periodos reprodutivos ao longo dos anos por anos de migracdo (2007, 2008,
2009, 2010).

Outro fator a ser considerado é o impacto provocado pelo periodo de defeso (Lei
N° 10,779, de 25 de novembro de 2003), que proibe a pesca durante a fase de
reproducdo dos peixes que legalmente abrange de primeiro de novembro & 28 de
fevereiro de todos anos. Durante os anos de 2009 e 2010, os dados de maturacéo
gonadal obtidos revelaram que o ciclo reprodutivo da espécie ocorreu entre o inicio de
setembro até o final de dezembro. Dessa forma, o defeso que cobriu a pesca durante 0s
meses de novembro e dezembro nestes anos, deixou de proteger os cardumes precoces

gue por acaso chegaram a regido de Cachoeira de Emas desde setembro e ficaram
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sujeitos a predacdo pela pesca. Segundo Godoy (1975) as femeas sdo maiores, mais
pesadas e facilmente predadas, tendo por caracteristica buscar locais mais adequados
para a desova e, segundo Raposo e Gurgel (2001), sua presenca esta totalmente
relacionada a qualidade do ambiente. Neste caso, poderia ser considerado que a acdo da
pesca poderia ter ocasionado uma mudanca nos estoques, uma vez que nesses anos foi
evidenciado que a propor¢do de machos e femeas foi diferente em relacdo aquela

descrita para 0s anos anteriores.

Marcador Mitocondrial D-loop

A analise de 217 amostras de P. lineatus com o uso do marcador mitocondrial (D-
loop) resultou na identificacdo de 91 haplotipos diferentes, sendo que as andlises de
diversidade genica e diversidade nucleotidica realizadas revelaram altos valores de
variabilidade genética em todos os grupos. O cardume que apresentou maior valor para
ambas estimativas foi o cardume de Migracao07_Fev, com os valores de 1,00+0,04 para
diversidade genética e 0,12+0,07 para diversidade nucleotidica.

Altos valores de variabilidade ja foram evidenciados em trabalhos realizados por
Ferreira et al. (2017), sendo que a diversidade haplotipica identificada no presente
estudo apresentou uma maior variagdo (0,83 — 1,00). Do mesmo modo, o valor de
diversidade nucleotidica encontrado também foi superior aos obtidos naquele mesmo
estudo (0,01 — 0,019). Neste sentido, o nimero de haplétipos (89) identificado por
Ferreira também foi semelhante ao aqui descrito e ambos foram superiores aos obtidos
por Garcez et al. (2011) que apresentou 42 hapl6tipos em seu estudo. Desta forma, os
estudos realizados tém demonstrado que a espécie P. lineatus possui uma alta
variabilidade genética em suas populacdes.

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) foi estimada nas mesmas situacoes
em que foram analisados os dados obtidos com os marcadores microssatélites, porém os
resultados foram diferentes em relacdo a existéncia de estruturacdo nas simulacdes
geradas, mas semelhantes aos relatados na literatura para 0 mesmo marcador e espécie.
Garcez et al. (2011) em estudo na bacia do Grande ndo encontraram estruturagdo
genética entre os grupos, relatando um valor de Fst de 0.025. Henriques (2014),
avaliando estoques ao longo da bacia do Prata também encontrou indices semelhantes
na AMOVA, com Fsr de 0,04, afirmando a existéncia de apenas um estoque, assim
como Ferreira et al. (2017). Tal diferenca nos resultados entre as analises resultantes do

uso dos marcadores D-loop e microssatélites € resultante da caracteristica de cada
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marcador. O mtDNA apresenta menor taxa evolutiva relacdo aos microssatélites, sendo,
portanto, considerado mais conservado.

A andlise dos valores de Fst par a par revelou a existéncia de diferenciacao
genética entre os cardumes de 2009 e de 2010 com valores superiores a 0,10,
considerado por White (1945) como caracteristica de uma estruturacdo moderada. Mais
uma vez estes resultados corroboram a suspeita de ocorréncia de alguma mudanca
ambiental que determinou modificagbes na estruturagdo genética destes grupos
estudados. Este argumento também é reforcado pelos fatos constatados nos estudos com
P. lineatus conduzidos por Rueda et al. (2013), com P. costatus realizados por Braga-
Silva e Galetti Jr. (2016) e com P. argenteus por Coimbra et al. (2017), que também
relataram a ocorréncia de diferencas em estoques genéticos em diferentes momentos no

mesmo local de amostragem ao longo do tempo.

Classificacao etaria, tamanho e maturacdo gonadal

A formacdo de marcas nas estruturas calcificadas de peixes pode se dar por
diversos fatores ambientais, isto porque a diminuicdo completa ou parcial do
crescimento durante algum momento de seu ciclo de vida pode ocasionar essas marcas.
Um exemplo disto é a formacdo e maturacdo de gbnadas durante o processo
reprodutivo, que fazem com que individuos em maturacdo sexual concentrem suas
energias para esta etapa.

Nas regiGes Neotropicais, onde as variagdes de temperatura sdo menores, 0S an€is
de crescimento também sdo consistentes com a periodicidade e assim, considera-se que
outros fatores também podem ser responsaveis por dirigir sua formacéo (Barbieri et al.,
2001). Estruturas como escamas tém sido utilizadas desde o inicio do século para
estudos de idade dos peixes (Domingues e Hayashi, 1998). Diversos estudos como de
dindmica populacional, manejo da pesca e avaliacdo de estoques dependem do
conhecimento sobre a estrutura etaria das populaces.

As andlises dos anéis etarios em escamas de P. lineatus realizadas a partir das
amostras coletadas em diferentes momentos ao longo do periodo de 2007 a 2010 na
Cachoeira de Emas revelaram que a maior frequéncia obtida foi para a classe etaria Ill
(com trés anéis de crescimento), presente em todos cardumes coletados. Individuos mais
novos (classe 1) foram observados em meses esporadicos ao longo de todos os periodos

amostrados. Ja os individuos mais velhos (classe V) foram encontrados em dois
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periodos de migracdo (2008 e 2009), ndo mais sendo observados no ano seguinte. A
observacao da Tabela 10, que mostra resultados das comparacgdes de Fst par a par entre
os cardumes de P. lineatus amostrados utilizando loci microssatélites, revela que o
cardume de novembro de 2009 ndo possui estruturacdo genetica de grupo com cardumes
anteriores e ndo possui nem individuos mais jovens e nem velhos, mas apenas de idades
intermediérias, ja em idade reprodutiva. Segundo Godoy (1975), as fémeas de curimbata
se reproduzem a partir do terceiro ano de vida e 0s machos a partir do segundo ano.

Diante da hipotese levantada por Machado e Foresti (2012) de que existe uma
diferenca entre cardumes residentes e migradores de P. lineatus, foi feito o teste
estatistico a fim de averiguar se existe um padrdo no tamanho dos cardumes migradores.
Os resultados da andlise mostraram diferencas significativas entre alguns cardumes,
porém sem padrdo definido. Pode ser suposto que estas diferencas sejam devidas a
idade dos individuos, uma vez que na figura relacionada as classes etarias durante o
periodo de 2008 e 2009 ndo foram identificados individuos novos, mas apenas
individuos mais velhos. De acordo com Pauly e David (1981) peixes com um mesmo
comprimento numa amostra apresentam a mesma idade, enquanto diferencas no
tamanho podem ser atribuidas as diferencas de idade. A analise geral entre os cardumes,
ndo revelou a existéncia de diferengas mostrando que, apesar de serem heterogéneos
entre si, esta variabilidade ndo modifica o tamanho dos cardumes ao longo dos anos.

A proporcao sexual em cardumes de peixes varia ao longo do tempo de vida da
populacdo em funcdo de sucessivos eventos, que atuam de modo distinto sobre os
individuos de cada sexo, uma vez que fémeas necessitam de mais energia para realizar o
processo de maturacdo gonadal, enquanto os machos sdo menores e menos predados
pelo homem (Vazzoler, 1996; Gurgel, 2004). Esse comportamento diferenciado entre
machos e fémeas sugere que em certos momentos as proporgdes sejam modificadas
(Vazzoler, 1996; Raposo e Gurgel, 2001), a exemplo do periodo reprodutivo, no qual
foi observada maior quantidade de fémeas do que machos. De acordo com Raposo e
Gurgel (2001), a partir dos resultados em relagdo a proporcao sexual de uma populagéo
pode-se deduzir se esta ocorrendo crescimento ou ndo, pois uma maior frequéncia de
machos significa uma reposta da populagdo as condigdes desfavoraveis fornecidas pelo
ambiente. Apesar da correlacdo positiva entre machos e fémeas ao longo de toda a
coletas, ndo foi possivel estabelecer esta condigdo de forma conclusiva, devendo ser

ressaltado, entretanto, que comparacdes por periodo de migracdo devem ser feitos.
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Considera-se, ainda, que em consequéncia das mudancas climaticas e da presséo
antrdpica crescente neste ambiente, taxas menores de migracdo ou modificacdes nos
padrdes de migracdo podem ser esperadas (Wilcove e Wikalski 2008). As observagoes
efetuadas durante os periodos reprodutivos revelam que hd uma predominancia de
individuos das classes etarias dois e trés, sendo provavelmente estes os individuos
efetivos da espécie que realizam o processo reprodutivo. Os dados obtidos pelo presente
estudo, além de revelarem uma alteracdo visivel na idade dos peixes ao longo dos anos,
também apontam para uma diminuicdo do periodo reprodutivo, que antes ocorria de
setembro a fevereiro, passando depois a ocorrer de setembro a dezembro. Dado que o
processo reprodutivo demanda a ocorréncia de varios fatores ambientais combinados e
sucessivamente sincronizados, o atraso ou modificagdo de fatores como intensidade de
chuva, temperatura, turbidez e oxigenacdo da dgua certamente podem comprometer ou
dificultar o sucesso reprodutivo de espécies de peixes migradores.

A alternancia de periodos de cheia e seca constitui-se no fator fundamental na
estruturacdo das comunidades e no funcionamento dos sistemas rios-planicies de
inundacdo, com importantes reflexos sobre sua integridade biolégica. O alagamento da
calha principal sobre a planicie adjacente promove acesso a novos habitats, oferecendo,
no periodo de cheias, ambientes variados para desova, sobrevivéncia das larvas e
desenvolvimento inicial de juvenis, elevando a disponibilidade de alimento e abrigo
para todos os estagios do ciclo de vida das comunidades aquaticas (Junk et al., 1989).
Além disso, o ciclo hidrologico sincroniza eventos biolégicos como migracao,
maturagdo gonadal, desova e desenvolvimento larval, crescimento e alimentagdo. Neste
estudo foram identificados, durante o processo de migracdo, individuos em todos
estagios de maturacdo gonadal, desde o estagio imaturo até o esgotado. Contudo, nos
anos de 2009 e 2010, o nimero de individuos maduros foi menor que em maturacao,
principalmente no ano de 2010, sendo estes encontrados somente no ultimo més do

periodo de coleta.

Segundo Ribeiro e Moreira (2012), fatores abidticos agem como
desencadeadores da reproducdo, ou seja, € possivel afirmar que certas mudancas
ambientais podem delimitar o periodo e 0 sucesso reprodutivo na maioria dos peixes.
Quando os dados de pluviosidade na area abrangida pelo ecossistema em estudo foram
cruzados com os periodos reprodutivos da espécie P. lineatus, verificou-se que o

periodo de migracdo de 2010 ndo ocorreu de modo simultdneo ao periodo de chuvas,
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sendo que o pico de precipitacdo ndo foi atingido no periodo de reproducdo. Como 0s
peixes sdo suscetiveis as mudangas no ambiente, fatores diversos passam a atuar nos
individuos que enfrentam condigBes ambientais alteradas e a escassez de chuvas
interfere na maturacéo final de suas génadas, mesmo considerando-se que pode haver
amadurecimento e desova em determinados locais. Nestas condicdes, se as lagoas
marginais ndo sdo alagadas, estas ndo irdo oferecer condigdes para o desenvolvimento e

0 crescimento das larvas.

Conclusodes

Dada a complexidade e seu importante papel na manutencéo e equilibro de uma
comunidade, simplesmente documentar a presenca e a duracdo do processo de migragdo
e a consequente reproducdo das espécies que empreendem movimentos biologicos no
sentido de manutencgdo dos estoques, nao é suficiente para indicar e compreender todos
os fatores envolvidos neste processo. Neste estudo procurou-se entender, com o auxilio
de diferentes ferramentas, como se da este processo e quais sdo as implicacdes dos
componentes bioldgicos e ambientais na estabilidade da estrutura populacional do
curimbatd Prochilodus lineatus, espécie de peixe que se apresenta como um
componente importante do ecossistema da bacia hidrogréafica do rio Parana.

O processo de migracdo reprodutiva em peixes € um fendmeno generalizado e
territorialmente abrangente para inUmeras espécies e a ocorréncia da mudanca em
qualquer fator componente deste processo € um evento extremamente critico, sendo
logo percebido na dindmica comportamental da espécie. Analises genéticas realizadas
em exemplares de P. lineatus no rio Mojiguacu durante o periodo de 2007 a 2010,
usando marcadores do DNA mitocondrial e nuclear identificaram a existéncia de
estrutura populacional ao longo do periodo de analise, principalmente entre os anos de
2009 e 2010. A principio a espécie é conhecida por apresentar uma populacado
extremamente grande, sendo encontrada em abundancia ao longo da sua area de
ocorréncia. Embora o estoque desta espécie seja considerado por muitos autores como
apresentando uma estrutura panmitica, essa hipotese parece ndo encontrar um reflexo de
concordancia completa a partir dos resultados obtidos no presente estudo. As anélises
mostraram uma predominéncia de individuos mais velhos na composicdo dos estoques
migradores e uma frequéncia menor de individuos maduros durante o periodo que

apresentou maior diferencia¢do genética (2009 e 2010).
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Outro fato relevante nas analises foi a modificacdo notada com relacdo a
proporcdo de machos e fémeas no periodo amostrado, quando foi observada uma
frequéncia maior de fémeas durante o ciclo reprodutivo nos primeiros anos amostrados.
Contudo, nos anos em que se obteve a maior variacdo da estrutura populacional (2009 e
2010) a quantidade de fémeas foi menor. As fémeas da espécie em estudo tém por
caracteristica serem geralmente maiores e mais pesadas que os machos, sendo, portanto,
mais suscetiveis aos processos de captura. Deve ser lembrado que a pesca no ambiente
de ocorréncia esta liberada até primeiro de novembro de cada ano, sendo proibida por
lei a partir desta data até 28 de fevereiro do ano seguinte.

Os dados de captura e andlise obtidos durante o periodo de migragdo foram
analisados em conjunto com os indices pluviométricos da regido, tendo sido identificado
que nos anos de 2009 e 2010 o pico de chuva nao foi atingido e ndo coincidiu com
periodo de migracdo reprodutiva, que ocorreu de modo antecipado. A chuva é
conhecida como um fator crucial para a reproducdo dos peixes, pois aumenta os niveis
de oxigénio, quantidade de &gua, turbidez e consequentemente promove o alagamento
das lagoas marginais, que permitem o desenvolvimento e crescimento das larvas. E
interessante notar que nas amostras capturadas neste periodo foram encontrados poucos
individuos maduros.

Neste estudo foram analisados varios fatores relacionados ao padrdo de
migracdo da espécie e pode ser afirmado que a alteracdo no regime de chuvas se
apresenta como o maior responsavel pela sincronia do processo, permitindo que os
peixes das classes dois e trés de desenvolvimento gonadal tenham suas gbnadas
preparadas no periodo adequado, sendo que os estimulos secundarios sucessivos dédo
prosseguimento para que a conclusdo do ciclo seja atingida. A ocorréncia de alteracdo
deste fator principal que atua em sincronia e associagdo com os demais fatores faz com
que os estoques migradores passem a apresentar individuos de diferentes idades tempos
e estagios de maturacdo gonadal, o que pode determinar a ocorréncia do processo
reprodutivo em diferentes épocas e fora do periodo de defeso, permitindo assim ser
objeto de pesca autorizada. Tal acimulo de fatores pode se constituir em elemento
efetivo de alteracdo do ciclo biolégico destas espécies e, por conseguinte, serem

modificadores da estrutura das populacfes de P. lineatus neste ambiente.
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As referéncias citadas no texto encontram-se relacionadas no final da tese.

4 Consideracdes Gerais

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de compreender a diversidade e
estrutura genética em escala temporal e 0s mecanismos envolvidos no processo
migratorio em espécies de peixes de agua doce, em especial o curimbata (Prochilodus
lineatus Valenciennes, 1836). Esta espécie de peixe migrador estd amplamente
distribuida na bacia do rio Parana, principalmente nos rios Grande, Pardo e Mojiguacu,
regido estd que tem sofrido importante e crescente acdo de mudancas ambientais. As
analises compreenderam a utilizacdo de marcadores microssatélites e do marcador
mitocondrial D-loop para estabelecer a estruturacdo genética destas populacdes frente as
modificagfes ambientais.

Os resultados das investigacfes utilizando os marcadores microssatélite e
mitocondriais nas populacdes de Prochilodus lineatus coletados em Cachoeira de Emas
ao longo dos anos 2003, 2005, 2006, 2009, 2010 e 2015, identificaram a existéncia de
alta variabilidade genética entre 0os componentes do estoque da espécie neste ambiente
nos periodos analisados. Contudo, esta variabilidade ndo estd uniformemente
distribuida, sendo que nas comparacdes entre os grupos de 2005, 2009 e 2010 foram
identificados valores de estruturacdo populacional moderada com relacdo aos demais
periodos amostrados. Tais componentes de estruturacdo foram relacionados com os
periodos em que o ecossistema foi acometido por um desastre ambiental ocorrido em
setembro de 2003, quando as coletas se iniciaram, resultando em grande mortandade de
peixes; e num segundo momento, durante o periodo de 2009 e 2010, a regido passou por
evidente disfuncdo climética, com expressivas modificacbes no ciclo das chuvas. Como
¢ conhecido, o regime de chuvas se apresenta como o principal responsavel pela
sincronia do processo biologico de desenvolvimento gonadal e de preparacdo do
processo reprodutivo das espécies reofilicas, sendo suas gbnadas preparadas no periodo
adequado por um processo complexo de estimulos secundarios sucessivos que dédo
prosseguimento para a conclusdo do ciclo. AlteracGes destes fatores podem se constituir
em elementos efetivo de alteracdo do ciclo biologico destas espécies e, por conseguinte,
serem modificadores da estrutura das populacfes neste ambiente.

Nesta espécie, o ciclo reprodutivo se inicia nos machos por volta do primeiro

ano de vida e nas fémeas geralmente no terceiro ano. Assim poderia ser considerado que
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a identificacdo de uma estruturacdo moderada para 0 marcador mitocondrial a partir de
janeiro de 2005, tenha se dado em decorréncia de um processo de recuperacdo
ambiental, quando os individuos remanescentes do desastre comecaram a contribuir
geneticamente no ciclo reprodutivo da espécie. Este tipo de interpretagdo também pode
ser aplicado em relacdo a estruturacdo observada nos microssatélites, que seria
justificada pelo alto polimorfismo do marcador e pela existéncia de individuos nas
lagoas marginais e em rios tributarios que passaram a contribuir no sentido de uma
restauracao de variabilidade genética logo ap0s o desastre.

Sendo assim, as alteracdes ambientais podem mudar as dinamicas genéticas de
populacbes ao longo do tempo, fato este observado até mesmo em grandes populagdes.
Tais resultados sdo importantes também para avaliar possiveis danos causados em
espécies com populacGes menores e ameacadas de extin¢do. Com o passar dos anos P.
lineatus manteve seus indices de variabilidade e a reducdo dos niveis de estruturacao
observado entre as primeiras e ultimas coletas, mostrando que de certa forma a
populagéo tenha se recuperado.

O processo de migracdo em peixes € um fendmeno que ocorre para indmeras
espécies e modificacdo em qualquer momento deste processo sdo consideradas
extremamente criticas. Analises genéticas realizadas em de P. lineatus identificaram
também a existéncia de estrutura genética populacional nas analises dos grupos em
processo migratorio, sendo que a predominancia de individuos mais velhos na
composicdo dos estoques migradores e uma frequéncia menor de individuos maduros
em dados momentos durante o periodo reprodutivo podem ter ocasionado o maior
distanciamento genético entre estes cardumes.

Ha indicios de que as modificacdes notadas com relacdo a proporcdo de machos
e fémeas no periodo amostrado, quando foi observada uma frequéncia maior de fémeas
durante o ciclo reprodutivo, podem resultar em efeitos modificadores da estruturagdo
genética dos cardumes envolvidos, uma vez que as fémeas da espécie em estudo tém
por caracteristica serem maiores e mais pesadas que 0s machos, tornam-se mais
suscetiveis aos mecanismos de captura. Foi observado também que mudancas
relacionadas ao periodo de chuvas que ocorreram no periodo de reprodugdo de 2009 e
2010, quando o maior indice pluviométrico ndo coincidiu perfeitamente com o periodo
relacionado a migracdo estabelecido pelo defeso. A alteracdo no regime de chuvas se
apresenta como 0 maior responsavel pela sincronia do processo, permitindo que o0s

peixes em desenvolvimento gonadal tenham suas gdnadas preparadas no periodo
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adequado e os estimulos secundarios sucessivos ddo prosseguimento para que a
conclusdo do ciclo seja atingida. Considerando que a migracdo de P. lineatus é
determinada por um conjunto de estimulos ambientais que ocorre com o inicio das
primeiras chuvas, peixes que habitam areas de alimentacdo se sentem estimulados a
subir em direcdo as cabeceiras, permitindo que a queima de gordura ocorra e suas
gbnadas sejam sincronizadas para a reproducdo. Quando este ciclo se modifica, as
alteracdes em suas populagdes sdo observadas rapidamente.

Em ambos os estudos realizados neste trabalho, foi constatado que as
modificagdes ambientais que podem ocorrer devido a interferéncias antropicas ou
decorrentes de mudancas climética, causam alteracBes genéticas ao longo do tempo,
mesmo em espécies como P. lineatus que se organizam em grandes populacdes. Estes
resultados também deixam evidente que medidas visando minimizar impactos sob as
espécies de peixes migradores devem ser revistas, uma vez que fixar o periodo de
defeso a uma determinada época especifica do ano ndo causa benéficos as espécies, uma
vez que o periodo de chuva é irregular e suscetivel também as mudancas climéticas.
Outra medida que poderia evitar danos a esta espécie é o estabelecimento de tamanho
minimos e maximos de captura, uma vez que individuos machos sd8o menores e as
femeas maiores e evitariam sobrepesca em desproporcional entre machos e femeas.
Assim, a identificacdo de alteragdes genéticas associadas aos efeitos de acbes antropicas
tornam possivel a adocdo de medidas adequadas de manejo para a conservacdo dos

elementos do ecossistema.
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