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Resumo

A energia hidrelétrica é a forma mais utilizada de energia renovavel e contribui
significativamente para geracdo de energia global, sendo frequentemente considerada
como fonte de energia limpa devido a diminuigdo da poluicdo dos efluentes. Entretanto as
barragens de usinas hidroelétricas impossibilitam o fluxo natural do rio afetando todo o
ecossistema local, especialmente espécies que migram para fins reprodutivos. Conhecer a
diversidade genética das populacbes é importante para desenvolver a¢des de conservagéo
que visam reduzir o risco de extin¢do. Diante desse cenario, esse estudo tem como objetivo
fazer uma analise da diversidade genética existente em populacdes de Prochilodus
lineatus, do Rio Claro, na cidade de Cacu (Goias, Brasil), com o uso de marcadores
moleculares microssatélites. Um total de 63 espécimes foram coletados no periodo de 2012
a 2014, em cinco pontos distribuidos ao longo da calha principal do Rio Claro, na cidade
de Cacu, Goias, Brasil, subdivididos em trés populacbes (A, B e C) de acordo com as
barreiras presentes no rio. Esses individuos foram analisados com cinco locos de
marcadores moleculares microssatélites. Para andlise da medida de exclusdo de
paternidade e probabilidade de identidade, foram encontrados os valores Q =0,999e PI =
9,507 x 10!, indicando que os cinco locos utilizados no estudo sdo eficientes para estudos
genéticos populacionais, pois foram capazes de discriminar os individuos. Em média foram
identificados 15 alelos por loco. A média populacional da heterozigosidade observada
(0,5378) se apresentou abaixo da média populacional da heterozigosidade esperada
(0,9176), com presenca de endogamia resultante do sistema reprodutivo Fis (0,4625). O
valor de Fsr foi baixo (0,016), porém, foi significativo (p<0,05%), indicando uma
subdivisao populacional que corroborou com os resultados da analise bayesiana que
evidenciou dois grupos genéticos ao verificar a analise de divergéncia genética. Um grupo
é a populacdo (A e B) e o outro grupo € a populacdo (C). No entanto, existe fluxo génico
entre as populacdes A e B, e a populacdo C esta isolada geneticamente, possivelmente,
pelo fato de estar localizada entre duas barreiras antropicas. As popula¢des apresentaram
uma baixa diversidade genética e elevada endogamia, podendo estar relacionada com a
subdivis@o populacional encontrada no rio. Este estudo foi importante para indicar aos
programas de conservacdo que a espécie P. lineatus pode estar possivelmente sofrendo

impactos causados pelas barreiras presentes no curso do Rio Claro.
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Abstract

Hydroelectric energy is the most used source of renewable energy which contributes
significantly to the generation of global energy, and it is also often considered as a source
of clean energy due to the reduction of effluent pollution. However, the dams of
hydroelectric plants prevent the natural flow of the river which affects the entire local
ecosystem, especially the species that migrate for reproductive purposes. Knowing the
genetic diversity of populations is important to develop conservation actions that aim to
reduce the risk of extinction Because of the present scenery, this study aims to make an
analysis of the genetic diversity using microsatellite molecular markers of the populations
of Prochilodus lineatus from Rio Claro in the city of Cacu (Goias, Brazil Overall, 63
specimens were collected at five points distributed along the main channel of the Rio Claro
from 2012 to 2014. The specimens were subdivided into three populations (A, B and C)
according to the barriers present in the river. These individuals were analyzed using five
loci of microsatellite molecular marker. The analysis of the measure of exclusion of
paternity and likelihood of identity, the values Q = 0.999 and PI = 9.507 x 10-11 were
found, indicating that the five loci performed in the study are efficient for population
genetic studies, because they were able to discriminate between individuals. On average,
15 alleles were identified per locus. The population average of the observed heterozygosity
(0.5378) was below the population average of the expected heterozygosity (0.9176), with
the presence of inbreeding resulting from the reproductive system Fis (0.4625). The Fst
value was low (0.016), therefore, it was significant (p<0.05%), indicating a population
subdivision, corroborating with the results of the Bayesian analysis that showed two
genetic groups, when verifying the analysis of genetic divergence. The first group is the
population (A and B) and the other group is the population (C). However, there is a gene
flow between populations A and B, on the other hand, the population C is genetically
isolated, possibly due to the fact that it is located between two anthropic barriers. The
populations presented a low genetic diversity and high inbreeding, which may be related to
the population subdivision found in the river. This study was important to indicate to
conservation programs that the species P. lineatus may be possibly suffering impacts

caused by the barriers present in the course of Clear river.

Keywords: Dames. Conservation. microsatellite markers. Fish.
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1- INTRODUCAO

Devido ao aumento demografico, a quantidade de centrais hidrelétricas de pequeno
e grande porte vem aumentando de forma progressiva. Cerca de 66,8% da energia elétrica
brasileira é oriundo de fontes hidrelétricas, os beneficios sociais e econdémicos dessas
construcdes sdo explicitos, entretanto os impactos ambientais sdo severos. As barragens
consiste em uma barreira fisica que influencia no padrao de migracdo de diversas espécies
(MARTELETO, 2015).

Nos ecossistemas de &gua doce habitam um terco das espécies de vertebrados. Em
todo 0 mundo, ambientes de dgua doce vem se tornando os ecossistemas mais ameacados e
estdo entre as principais prioridades de conservacdo, com altas taxas de perda de especies
substancialmente mais altas que em ambientes terrestres CAMPOS-SILVA; PERES,
(2016). De acordo com a World Conservation Unido (IUCN) 15% das espécies de peixes
estdo em ameaga de extingdo (FRANKHAM, 2018).

Na atualidade, a construcdo de barragens pode ser considerada uma das principais
causas da reducdo populacional de peixes em diferentes regides do mundo. Esse tipo de
mudanca no habitat interfere na migracdo do peixe impossibilitando-o de se reproduzir no
ciclo e na qualidade da 4gua. Outro impacto gerado pelas barreiras fisicas é o isolamendo
das populacdes que antes se encontravam (MARTINS et al., 2011).

A espécie Prochilodus lineatus (valencienes 1836) é considerada um dos elementos
mais importantes da pesca comercial nos rios neotropicais em ambientes Sul-Americanos.
Apresenta comportamento migratério e sua reproducdo ocorre em canais de rios e 0
deslocamento incial ocorre em lagos marginais préximo as varzeas (MACHADO;
FORESTI, 2012; VOLTOLIN et al,. 2013).

Segundo o autor NAZIR; KHAN, (2017), o maior obstaculo para conservacao de
peixes de agua doce é a falta de planos de manejo e exigéncia de areas protegidas. As
estratégias de gestdo ndo sdo realizadas para maioria das espécies em todo o mundo, e
quando realizadas, as estratégias sao especificas para o tipo de corpos de dgua e ndo para
as populaces de peixes.

Um conjunto de pressdes seletivas influenciam sob a frequéncia dos genes,
podendo acarretar endogamia, produzindo alteragdes genéticas que podem ser menos

viaveis para sobrevivéncia do organismo. Nesse sentido é fundamental o estudo intra e
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interpopulacional para verificar os processos evolutivos das espécies (WAGNER,;
HILSDORF; ORFAOQ, 2011).

Diante deste cenario, ¢ de suma importancia o desenvolvimento de estudos
genéticos para avaliar a adaptacdo das espécies, sua evolucdo em resposta as mudancas
ambientais afim de orientar programas de conservacdo LOPERA-BARRERO et al.,
(2019). Nesse sentido, este estudo visa verificar a variabilidade genética em populagdes de

espécie Prochilodus lineatus em um trecho na calha do Rio Claro, em Cagu, Goias Brasil.
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2- REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ecossistemas de agua doce

O Brasil possui aproximadamente 12% dos recursos hidricos mundiais, detem alta
biodiversidade e endemismo. Entretanto, acbes antropicas vém submetendo 0s
ecossistemas aquaticos a diversos impactos ambientais, ameacando a integridade ecolégica
do meio. Alteragdes hidrolodgicas, alteragdes biologicas, assoreamento e contaminacao séo
algumas das principais acfes humanas que prejudicam o meio aquatico. Interferindo
diretamente na qualidade da agua e na biodiversidade da fauna local (MARTINS et al.
2014).

Nesse sentido, o desenvolvimento de uma série de estratégias de conservagdo em
diferentes regioes brasileiras e criacdo de areas protegidas vem representando um avango
para as politicas de conservacdo. Estudos indicam que projetos voltados para
biodiversidade aquatica em unidades de conservacdo estdo limitados, e é visto o declinio
de peixes migratorios, uma vez que esses peixes necessitam de grande &rea para completar
seu ciclo reprodutivo, isso expde a necessidade da criagdo de mais areas protegidas para
manter a dindmica populacional de espécies (AZEVEDO-SANTOS et al. 2019).

2.2 Impactos das usinas hidroelétricas nos ecossistemas aquaticos

A agua bem gerenciada, pode transformar ambientes que podem se tornar préprios,
e ao mesmo tempo impréprios para sobrevivéncia, tendo em vista o modo de
gerenciamento. Rios neotropicais sdo exemplos de ecossistemas que recebem impactos
indiretos e diretos, originados pelas a¢des antropicas (DE SOUZA; AZEVEDO, 2020).

Com o crescimento demogréafico e o desenvolvimento econémico, a instalacdo de
hidrelétricas vem sendo a alternativa mais visada atualmente quando a questdo é o
fornecimento de energia elétrica. Centrais hidrelétricas sdo consideradas uma opcéo
sustentavel e renovavel para o fornecimento de energia. Entretanto muitos estudos vem
enfatizando os impactos das usinas hidrelétricas sobre a fauna aquatica (RUOCCO;
PORTINHO; NOGUEIRA, 2019).
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Mudancas nas condi¢des hidraulicas, traz importantes degradacGes ambientais que
ndo devem ser desconsideradas. Afetam de forma significativa a diversidade biotica nos
sistemas aquaticos, reduz a qualidade da agua, diminui o oxigénio, gera 0 aumento de
doencas de veiculacdo hidrica, dificulta a livre circulagdo de espécies migratdrias devido a
fragmentacdo do habitat, reduz os locais de desova e reproducdo afetando diretamente na
diversidade da populacdo (MORETTO et al, 2012; OVIEDO-OCANA, 2018).

No Brasil, a construcdo de barragens para producdo de energia elétrica, € um dos
principais impactos antropicos nas bacias hidrogréficas, modificando substancialmente a
maioria dos grandes cursos de agua natural do pais SOUZA-CRUZ-BUENAGA et al.,
(2019). Afetam o desempenho de natacdo de peixes migratorios, que podem aumentar o
tempo de viagem e diminuir significativamente o sucesso reprodutivo das espécies por
meio da chegada tardia aos locais de desova ou aumento da mortalidade em rota
impedindo-os de completar seu ciclo reprodutivo (LOPES et al. 2019).

Segundo o estudo de VAN TREECK et al. (2021) independente do tamanho, as
usinas hidroelétricas geram impactos sob 0s peixes, suas represas fragmentam rios
causando alteragdes nos regimes de fluxo e transporte de sedimentos, resultando na perda
de habitats adequados para espécies ribeirinhas e ameagam a migracdo de varias espécies,
isso coloca a producdo de hidroeletricidade em conflito com os esforcos para proteger
espécies ameacadas. A avaliacdo do impacto das usinas hidroelétricas sob os peixes €

importante na tomada de decisdo durante o planejamento e operacdes das usinas.

2.3 Familia Prochilodontidae

A familia Prochilodontidae faz parte da ordem Characiforme, e, atualmente sdo
reconhecidas vinte e uma espécies FRABLE et al., (2016). Estdo distribuidas em trés
géneros distintos: a) Ichthyoelephas, distribuido nos rios a oeste dos Andes na Colémbia e
Equador. B) Semaprochilodus pode ser encontrado a leste de os Andes pelas bacias do
Orinoco, Amazonas, Tocantins e alguns rios que drenam o escudo da Guiana. C)
Prochilodus, distribuido nas principais regides da América do Sul (MELO et al. 2016).

Grande parte dos prochilodontideos possuem corpos grandes, alta fecundidade e
representam cerca de 50 a 80% da biomassa capturada pela pesca comercial nas regides de
sua area de distribuicdo. Além disso, alguns membros possuem caracteristicas benéficas

para psicultura como o rapido crescimento, rapido aumento de peso, alto valor econdmico
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e manejo rustico. Sdo dentritivos e migratirios, desempenham um importante papel na
cadeia tréfica dos ecossistemas aquaticos através da ciclagem de nutrientes, equilibrio,
distribuicdo e manutencdo dos fluxos energéticos e sustentam uma ampla rede tréfica para
um grande ndmero de predadores (LANDINEZ-GARCIA; NARVAEZ; MARQUEZ,
2020).

2.4 Prochilodus lineatus

Espécimes Prochilodus lineatus sdo popularmente conhecido como curimba,
curimbatd, gumatd ou papa-terra LOPERA-BARRERO et al. (2016). Distribuidos
principalmente na bacia do Parana, Uruguai e Paraguai. Sendo constantemente explorados
pela pesca comercial, principalmente na Argentina, Bolivia, Uruguai e Paraguai e Brasil.
No Rio Parané, cerca de 10.000 toneladas de peixes de agua doce sdo desembarcadas por
ano, nos quais os P. lineatus representam 95% da biomassa representando um dos recursos
de agua doce mais importantes da Ameérica do Sul. Possuem alta fertilidade e falta de
cuidado parental (RIBOLLI et al. 2020).

Possuem tamanho corporal relativamente grande, labios carnudos, palpebra pouco
desenvolvida, maltiplos dentes, com duas fileiras em cada mandibula, todos os dentes com
tamanho semelhantes e implantados na carne que recobre a mandibula. Linhas horizontais
de escamas, barbatana dorsal truncada, barbatana peitoral pontiaguda, barbatana caudal
bifurcada, ponta da nadadeira peitoral e pélvica comprimida. Coloragdo prateada, com um
pouco de pigmentacdo vermelha na parte lateral do corpo, regido da cabeca e parte dorsal
escura, barbatana caudal escura, barbatana dorsal hialina e barbatana peitoral e anal pouco
avermelhada (Figura 1). Citogenéticamente sdo diploides e apresentam cromossomos do
tipo metacéntrico e submetacéntrico (CASTRO; VARI, 2004).
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Figura 1. Imagem representativa de um espécime de Prochilodus lineatus, fonte FishBase (FROESE;
PAULY 2019).

Sdo dentritivoras e bentopelagicas, exerce um papel importante na ciclagem de

material orgénico nas bacias onde ocorrem e sdo considerados migradores de longa
distancia. LOPES et al. (2019). Sdo potamddromos, e durante a estacdo de chuva a espécie
migra para encontrar agua limpa e realizar a desova. Esse habito é chamado de piracema, e
ocorre quando o ambiente é adequado para estimular a reproducdo dos peixes (DI
CHIACCHIO et al., 2017).

Na bacia do rio Parand as migracdes anuais da espécie comegam de
agosto/setembro, coincidindo com as primeiras chuvas e aumento de temperatura. Em um
ciclo migratorio completo sdo percorridos de montante a jusante cerca de 1.200 & 1.400
km, essa distancia pode estar possivelmente relacionada a necessidade bioldgica de nadar,
um dos fatores que condicionam a maturacdo das gonadas e desencadeia 0 evento
reprodutivo (CAPELETI; PETRERE, 2006).

Possui grande fertilidade e desova total: as fémeas realizam desova em um curto
periodo de tempo e ndo sdo liberados mais ovos nesse periodo de reproducao, que ocorre
anualmente durante os meses chuvosos e quentes. A medida que ocorre a migragio em
aguas correntes para trechos superiores de grandes afluentes, os ovos fertilizados deslocam
na corrente do rio para planicies aluviais enquanto completam o desenvolvimento
(BARRETO et al., 2020).

Crescimento rapido com tamanho de comprimento predominantemente entre 30 e
40 cm, o tempo de vida normalmente varia entre trés e seis anos. Os espécimes juvenis séo
frequentemente encontrados em lagoas marginais do canal principal do rio, enquanto os
adultos preferem ambientes I6ticos. Esses habitats podem representar até 80% da biomassa
(PESOA; SCHULZ, 2010).

19



2.5 Marcadores moleculares

No século XIX, Gregor Mendel realizou experimentos genéticos baseados em
marcadores fenotipicos, mais longe, marcadores genéticos morfologicos com drosophila
trouxe a teoria da ligacdo genética. Com o avan¢o de novas técnicas de biologia molecular
veio o desenvolvimento de marcadores moleculares tornando possivel a manipulacdo de
DNA em laboratério (AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008).

Os marcadores moleculares fornecem informac@es sobre variagdes alélicas em um
determinado locus permitindo a diferenciagéo entre individuos, podem ser classificados de
acordo com o tipo de heranca alélica, sendo codominantes ou dominantes. Os marcadores
dominantes permitem identificar somente a presenca ou auséncia de um determinado alelo,
enguanto os codominantes permitem diferenciar alelos heterozigotos e homozigotos
(TURCHETTO-ZOLET etal., 2017)

Os diferentes tipos de marcadores também se distinguem quanto a metodologia a
ser utilizada para verificar a variabilidade a bnivel de DNA. Os principais marcadores
moleculares podem ser classificados em trés grupos conforme sua metodologia, que sdo
baseados em hibridizacdo, sequenciamento ou amplificagdo (MILACH, 1998).

Um exemplo de marcador baseado em hibridizacdo é o RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism). No grupo de marcadores por amplificacdo podemos
citar AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA), ISSR (Inter-simple sequence repeats), SSR (Simple Sequence
Repeats) MILACH, (1998) A utilizacdo dos marcadores por amplificacdo baseia-se na
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), com essa técnica ocorre uma
replicacdo in vitro de segmentos especificos de DNA, resultando em milhares de copias da
sequéncia de interesse, fornecendo quantidade suficiente para a visualizacdo do DNA
(FERREIRA et al., 2009).

O progresso das Técnicas moleculares nas ultimas décadas permitiu um melhor
entendimento na relacdo taxonémica, evolutiva e demogréafica de plantas e animais. Com
subsidio na compreensdao da diversidade genética de espécies ameacgadas de extin¢do e
fornecendo suporte na identificacdo de areas prioritarias em programas de conservagdo
ROSA, (2010). A existéncia de varios tipos de marcadores, diferencas na metodologia,
principios e aplicacdes, requer uma cuidadosa atencdo na escolha do método, bem como
recursos financeiros e disponibilidade de equipamentos no centro de pesquisa Turchetto-

Zolet et al. (2017). Cada marcador molecular tem suas vantagens e limitacdes, cabe ao
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pesquisador selecionar o marcador que mais atende suas necessidades (O’HANLON;
PEAKALL; BRIESE, 2000).

2.6 Microssatelites

No campo da genética da conservacdo, a protecdo da biodiversidade é importante
para evitar extincdo de espécies ameacadas. Com o desenvolvimento de técnicas
moleculares a andlise genética tornou-se uma ferramenta amplamente utilizada nas
pesquisas de conservacdo OLIVEIRA et al., (2006). Dentre os marcadores moleculares, os
microssatélites vém se destacando nos estudos de genética populacional. Dada sua natureza
codominante, sdo variaveis e muito informativos devido seu alto grau polimérfico e alto
poder estatistico por loco obtido através da genotipagem (PIMENTEL et al., 2018;
SENAN et al., 2014).

Microssatelites, também conhecidos como repeticdes curtas em tandem (STR),
Polimorfismos de comprimento de sequéncias simples (SSLP) ou repeticdes de sequéncias
simples (SSR). Sdo subcategorias de repeticdes denominadas motivo, que constitui em
pequenas sequéncias de um a seis nucleotideos repetidos em tandem. (VIEIRA et al.,
2016). Na (Figura 2) é possivel observar as varia¢cdes quanto ao numero de repeticoes.

Em relacdo a quantidade de nucleotideo por unidade de repeticdo, os SSRs podem
ser classificados como mononucleotideo, dinucleotideo, trinucleotideo, tetranucleotideo
pentanucleotideo ou hexanucleotideo (Tabela 1). Com base no arranjo dentro do motivo
repetido, eles podem ser classificados como a) simples perfeito: quando a sequéncia ndo é
interrompida. B) simples imperfeito: quando a sequéncia € interrompida por um par de
nucleotideos. C) composta: quando é formado por duas sequéncias de nucleotideos
distintas D) interrompido: quando a sequéncia é interrompida por uma pequena sequéncia
de nucleotideos (Tabela 2). Essas regides de SSR podem ser encontrados no genoma
nuclear (nuSSRs), mitocondrial (MtSSRs) e cloroplastidial (cISSRs) (KALIA et al., 2011;
MIAH et al., 2013) .
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Tabela 1. Classificacdo dos microssatélites quanto ao nimero de nucleotideos por repeticdo
(Fonte: Kalia et al., 2011; Miah et al., 2013, com adaptacéo).

Tipo de repeticao Nucleotideo Exemplo
Mononucleotideo (G)n GGG
Dinucleotideo (CG)n CGCGCG
Trinucleotideo (GCA)n GCAGCAGCA
Tetranucleotideo (GCAT)n GCATGCATGCAT
Pentanucleotideo (GCATC)n GCATCGCATCGCATC
Hexanucleotideo (GCATCG)n GCATCGGCATCGGCATCG

n= NUmero de variaveis

Tabela 2. Classificacdo dos microssatélites quanto aos tipos de arranjo nucleotideos por
motivo (Adapado de Kalia et al., 2011; Miah et al., 2013).

Nome do arranjo Tipo Exemplo
Perfeito simples (CG)n CGCGCG
Imperfeito simples (CG)N TA(CG)n CGCGCGTACGCGCG
Composto (CG)n (TA)N CGCGCGCGTATATATA
Interrompido (CG)n TATC (CG)n CGCGCGTATCCGCGCG

n= NUmero de variaveis

Os SSRs sdo relevantes evolutivamente devido sua instabilidade, pois sofrem altas
taxas de mutacOes que variam entre 10° e 10® por geracdo celular, e amplamente
distribuido pelo genoma. Presentes nas regifes de codificacio e em regides ndo
codificantes, com predominio nas regides ndo codificantes do genoma (VIEIRA et al.,
2016).

A natureza mutacional dessas regifes ainda ndo sao bem compreendidos, embora
muitos estudos tendem explicar mecanismos para essas elevadas taxas de muta¢do. Um
exemplo desses mecanismos sdo os erros de recombinacdo que, durante o crossing over,
partes desiguais de cada cromossomo pode ser trocada nessas regides, €, um Cromossomo
recebera sequéncia devidamente maior de repetices do que o outro homdlogo apés a
recombinacdo, acarretando mudancas radicais como o ganho ou perda de um grande
numero de nucleotideos para regido (OLIVEIRA et al., 2006).

Outra explicacdo € o Slippage, que, durante a replicacdo, ao sintetizar uma regiao
de repeticdo em tandem, pode ocorrer uma dissocia¢do temporaria da DNA polimerase 11,
e, ao passar pela regido de repetitiva da fita molde e a fita recém-sintetizada, a DNA

polimerase se realinha em uma outra sequéncia acarretando insercdo ou delecédo de regides
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repetitivas na fita recém-sintetizada, este é o fendbmeno mais bem aceito para explicar a

instabilidade dos microssatélites (VIGUERA; CANCEILL; EHRLICH, 2001).
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Figura 2. Representacao esquematica de alelos que contém sequéncia de microssatélite e variagdes quanto ao
namero de repeticdes entre os individuos. A Projecdo de primers para amplificagdo por PCR em regifes
flanqueadoras Unicas permite a identificacdo das diferencas nos nimeros de repetigdes do microssatélite
encontrado em cada individuo. Individuos 1, 2 e 3 sdo homozigotos e individuo 4 é heterozigoto. (Fonte:
adaptado de Turchetto-Zolet et al., 2017).

2.7 Genética da conservacao

A genética da conservacdo se originou quando cientistas comecaram a relacionar

teorias evolutivas com genética, para abordar questdes de conservacdo na década de 1970.

Desde entdo esse campo atraiu muita atencdo e tem como objetivo principal a resolucdo de
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problemas genéticos relevantes para a conservacdo, bem como verificar a adaptacdo
gendmica, estrutura genética, diversidade genética e histéria demografica (FAN et al.
2018; ZENBOUDJI et al., 2016).

Com o passar dos anos, a biologia da conservagdo vem se tornando cada vez mais
importante. Como resultado das a¢cdes antrdpicas houve a extin¢do de varias espécies, e
muitas permanecem em ameaca. Nesse contexto, forcas ecologicas, politicas e econémicas,
tem como preocupacao evitar a extingdo de espécies ameacadas. (HEDRICK, 2001)

A diversidade genética sdo as variacOes de sequéncias que ocorrem dentro de
espécies. AvaliacOes da diversidade genética permite a identificacdo de alelos que viabiliza
0 organismo a viver em ambientes mais diversificados ou alelos que podem afetar a
capacidade de sobreviéncia do organismo em seu habitat local. (DURAN et al., 2009).

Populagbes com o ndmero de individuos reduzidos sdo mais suceptiveis a terem
uma maior taxa de acasalamento entre consanguineos. A endogamia tende a diminuir a
variabilidade genética e aumentar os niveis de homozigose, aumentando a chance da
manifestacdo de alelos recessivos, resultando na diminuicao da aptiddo de espécies naturais
FRANKHAM, (2018). O objetivo dos programas de conservacao de espécies ameagadas é
manter maiores 0s niveis de heterozigose nas popula¢@es para manter sua evolugdo e evitar
depressdo endogamica, nesse sentido, avaliagbes da diversidade genética é crucial para
manutencao da biodiversidade (CABALLERO; VIGO, 2016; PEREZ-ESPONA, 2017)

Diante disso, a utilizagdo de técnicas moleculares para analise genética se tornou
bastante utilizado em pesquisas de conservacdo. Portanto, compreender as variagoes
genéticas dentro de uma espécie é importante para verificar seu potencial evolutivo e para
0 desenvolvimento de estratégias de conservacdo NEWTON et al., (1999). A genética
molecular em estudos populacionais pode ser usada para estimar niveis de migracéo,
verificar impactos da deriva genética na variacdo genética, estimar fluxo génico e fazer
avaliacdes do nivel de endogamia dentro das populacdes. Nesse sentido, ferramentas da
genética molecular pode auxiliar na conservacdo de uma gama de espécies (FRANKHAM,
2018; OUBORG et al., 2010).

2.8 Estudos da diversidade genética em peixes neotropicais

No estudo de LANDINEZ-GARCIA; NARVAEZ; MARQUEZ, (2020) foi
verificado a estrutura genética de 725 espéciemes de Prochilodus magdalenae, avaliou 11

24



locos SSR especificos utilizando sequenciamento de nova geracdo, seus resultados
mostaram que a espécie avaliada exibe alta diversidade genética, coeficiente de edogamia
variando de 0,162 a 0,202 e os estoques genéticos se distribui de forma heterogénea ao
longo do rio.

ASHIKAGA et al., (2015) Avaliou os aspéctos genéticos de Brycon orbignyanus,
usando marcador molecular SSR e regides D-loop, com o objetivo de estabelecer areas
prioritarias para conservacdo com base nos padrGes genéticos dessa espécie, seus
resultados mostraram que 0s niveis de variabilidade genética dessa espécie corroboram
com os resultados disponiveis na literatura. Entretanto os resultados da analise de variancia
molecular para SSR (Fst = 0,258) e D-loop (Fst=0,234), evidenciou que B. orbignyanus foi
estruturado em diferentes subpopulac6es ao longo do rio.

LOPERA-BARRERO et al., (2019), Avaliou a diversidade genética de populagdes
em espécimes de peixes Pacu (Piaractus mesopotamicus), curimba (Prochilodus lineatus),
e piracanjuba (Brycon orbignyanus) do reservatorio de dgua vermelha, Rio Grande, SP,
neste estudo foi observado uma adequada variabilidade genética nas trés populagdes com a
presenca de déficit de heterozigotos, espécimes de P. lineatus apresentaram menor valor de
p (0,01) e provamelmente essa espécime foi mais influenciada por recentes reducdes

populacionais e/ou endogamia.

25



3- OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi analisar a diversidade genética existente em populacGes
de Prochilodus lineatus, do Rio Claro, na cidade de Cacgu (Goias, Brasil), com o uso de
marcadores moleculares microssatélites.

3.2 Objetivos especificos

e Verificar a variabilidade genética dos locus e sua capacidade de discriminacdo dos
individuos em espécimes de P. lineatus no Rio Claro.

e Avaliar a estrutura genética em diferentes niveis populacionais;

e Contribuir para o estabelecimento de programas de conservacdo de espécies de
peixes neotropicais migratorios;
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumentos e procedimentos da coleta de dados

As coletas foram realizadas entre os anos de 2012 e 2014 ao longo da calha
principal do Rio Claro na cidade de Cagu, Goias, Brasil. O Rio Claro esta incluido na bacia
do rio Paranaiba, regido hidrografica do Parana, localizado na mesorregido do Sul Goiano,
abrangendo dez municipios: Caiap6nia, Rio Verde, Jatai, Mineiros, Perolandia,
Paranaiguara, Cachoeira Alta, Aparecida Do Rio Doce, Cagu e Sdo Simé&o. Suas nascentes
se localizam no municipio de Caiap6nia serra do Caiapd e sua foz no rio Paranaiba.

As amostras foram coletadas com auxilio de redes de pesca e identificados in loco
pelo Bidlogo e mestre em Zoologia Rafael Braga do Amaral CRBio 76.258/4-
DCTF:2351913, em seguida foram subdivididas em trés populagcdes de acordo com as
barreiras presentes no rio.

Os espécimes foram coletados com rede de pesca, para cada espécime coletado, foi
retirado o figado e preservado em alcool etilico a 70%. Em seguida as amostras foram
encaminhadas ao Nucleo de Pesquisas Replicon da Pontificia Universidade Catdlica de

Goiéas para processamento e analises.

4.2 Populagdes e amostras

Foram delimitados cinco pontos de coletas ao longo do rio realizados por uma
empresa de biomonitoramento contratada pelas Usinas Hidroeletricas de Cacgu e Barra dos
coqueiros. As mostras foram subdivididas em popula¢@es onde ha atividade de resgate e
transposicao de animais nas regides de usinas hidroelétricas e barreiras naturais.

O ponto de coleta 1 se localiza antes da barreira natural do salto do marianinho, o
ponto de coleta 2 se localiza ap6s o salto do marianinho. O ponto de coleta 3 se localiza
antes da barragem da Usina Hidroelétrica de Cacu (UHE — Cacu). O ponto de coleta 4 fica
apos a barragem da UHE — Cacu. O ponto de coleta 5 esta localizado antes da barragem da

UHE — Barra dos Coqueiros.
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Tabela 3. Descricdo das populacfes utilizadas no estudo e seus respectivos pontos de
coleta, coordenadas geograficas na calha principal do rio claro, coletados entre os anos de
2012 e 2014.

Pop PC Coordenadas (UTM) Locais

Salto do marianinho area montante da barreira

A Pl 22K 474829 — 7969733 natural. Mediac@es da (foz do Rio Doce).
Jusante do Salto do Marianinho e remanso do
P2 22K 476401 — 7964832 reservatdrio da UHE Cagu.
B
Reservatorio da UHE Cacu, logo a montante do eixo
P3 22K 484257 — 7951142 da barragem

(Corrego Cacu)

Jusante da UHE Cacu/ Remanso do reservatorio da
P4 22K 484706 — 7950755 UHE Barra dos Coqueiros.
(Cérrego Pirapitinga).

Reservatério da UHE Barra dos Coqueiros, logo a

P5 22K 499611 — 7930262 :
montante do eixo da barragem.

Pop = populagéo; PC = pontos de coleta;

Tabela 4. Populagdes utilizadas no estudo com seus respectivos pontos de coleta e nimero
de individuos.

Populagdo Ponto de coleta N de individuos
A P1 28
B P2 e P3 18

C P4 eP5 16
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Figura 3. Distribuigdo geogréafica do Rio Claro no municipio de Cagu, bacia do Parana Goias, Brasil,
evidenciando os pontos de coleta adotados no estudo (fonte: Sousa 2021).
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4.3 Extracdo e quantificacdo do DNA

O processamento das amostras e analises foram conduzidas ao Nucleo de Pesquisas
Replicon. O procedimento de extragdo de DNA consistiu, basicamente, nas etapas de lise
celular e precipitacdo das moléculas de DNA utilizando-se reagentes e temperaturas
variadas.

O DNA total dos espéciemes foram extraidos através do kit Wizard ® Genomic
DNA Purification (Promega Corp., EUA). Foi selecionado 20mg de figado de cada
amostra e colocado em um microtubo de 1,5MI adicionado 600 pL de solucéo de lise
celular em cada amostra, o material foi macerado e homogeneizadas no vortex® por 15
segundos, colocado em banho maria a 65°C por 30 minutos. As amostras foram mantidas
em temperatura ambiente por 5 minutos e adicionado 200 pL de solucgéo de precipitagdo de
proteinas. O material foi homogeneizado no vortex ® por mais 20 segundos com a
velocidade de 14.000 rpm, condicionadas no gelo por 5 minutos, colocadas no vortex®
novamente por 4 minutos a 14.000 rpm, o sobrenadante do material foi transferido para um
tubo novo com 600uL de isopropanol homogeneizado e centrifugado por um minuto a
14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e foi deixado somente o pellet no tubo.
Adicionou-se 600 pL de alcool 70% e o material foi centrifugado por um minuto a 14.000
rpm. Aspirou-se o sobrenadante de modo que ficou somente o pellet, deixou os tubos
abertos secando o pellet por 15 minutos e acrescidos 100 pL da solucdo de reidratacdo em
banho maria por uma hora a 65°C, Tabela 5.

Tabela 5. Reagentes utilizados na extracdo de DNA e suas respectivas quantidades para
cada amostra.

Reagente Quantidade
Solucdo de lise celular 600 pL
Solucdo de precipitacdo de proteinas 200 pL
Isopropanol 600 pL
Alcool etilico 600 pL

Solucdo de reidratacdo 100 pL
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As amostras de DNA extraidas foram quantificadas no espectrofotdmetro NanoVue
Plus® (GE Healthcare, EUA) e, posteriormente, quando necessario, foram diluidas para a

concentracgdo de 5ng/uL.

4.4 Amplificagdo dos microssatélites

Foram padronizados 5 marcadores de microssatélites em individuos da espécie P.
lineatus, realizando testes em diferentes temperaturas de anelamento, em busca da
temperatura ideal para cada par de primer utilizado no estudo, como podemos observar na
tabela 6.

Tabela 6. Identificacdo e caracteristicas dos primers utilizados no estudo.

Primer MR Sequéncia do primer TA

PAR 12 (AAAC), F: CGAGCTGGTACCGTCACATA 58 °C
R: AGCATGATGCAAAGGATCTG

PAR 14 (TGTC)s F: GTATTAGGGGAGAGAATTTG 48,5°C
R: TCTCATCAGTTATCACCAAC

PAR 21 (ATGA)s F: CAAAAGGATAAGTAGCTCAG 56 °C
R: TAGCTCTGTTTATGATGACC

PAR 43 (GA)s(CA), F: GGCGTCTGACTCGTTACCTC 53°C

(CAGA)4 (GA)21 R: AACCTCATTCCCTCAAGTGC
PAR 80 (CT)ar F: CTAACCTACAAACCTCATTC 52°C

R: CTGTAAAAGCTCCACTTATC

MR = Moativo de repeticdo; Temperatura de anelamento padronizada de cada iniciador = TA

4.5 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

As reacdes de PCR tiveram um volume final de 13,7 pL contendo 1,5uL de Tampéo 10x,
0,5uL de cloreto de magnésio (MgCI2 a 50mM), 2,2uL de cada primer a 0,9mM, 1,3uL de
dNTPs a 2,5mM, 0,2uL de Taq DNA Polimerase (Phoneutria, Brasil), 2,8uL de agua ultra-
pura e 3uL de DNA (5ng/uL), (Tabela 7).
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Tabela 7. Protocolo PCR para individuo da espécie Prochilodus lineatus utilizado no
estudo.

Reagente Concentragdo Quantidade
H20 - 2,8 uL
Tampéo 10X 10X 1,5uL
MgCI2 50 Mm 0,5 pL
DNTPs 2,5 Mm 1,3 L
Primer fowerd 0,9 Mm 2,2 uL
Primer rverse 0,9 Mm 2,2 uL
Taq Polimerase 5U 0,2 uL
DNA 0,5 ng/puL 3,0 uL
Volume final - 13,7 uL

Os ciclos de temperaturas foram precedidos por incubacdo de desnaturacéo de 5
min a 94°C seguidos de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto (deshaturacdo), 30 segundos a X
°C (anelamento — onde X é a temperatura especifica de anelamento de cada primer: PAR
12 - 58 °C; PAR 14 - 48,5 °C; PAR 21 - 56 °C; PAR 43 — 53; °C e PAR 80 - 52 °C). Como
observado na tabela 6 e 72°C por 1 minuto e 30 segundos (extensdo), 7 minutos a 72°C

(extensdo final).

4.6 Eletroforese

Os produtos de PCR foram submetidos em corrida de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8% em campo elétrico uniforme nas condicdes de 20Ma e 60V por
2h20min, em seguida foram corados com brometo de etidio por 25 min. Os alelos de SSRs
foram genotipados no sistema de video documentacdo de géis usando o Molecular
Imager® Gel Doc (Bio-Rad, EUA) interligado a um computador com sistema de imagem
Gel DocTM XR+ (Bio-Rad, EUA).

4.7 Analises estatisticas

Estimamos o poder de discriminacdo dos locos através da analise da Probabilidade
de Exclusdo de Paternidade (Q) Probabilidade de identidade (PI) e, com o uso do programa
Identity 4.0. Os parametros de estrutura e diversidade genética de heterosigosidade
esperada (He), heterosigosidade observada (Ho), riqueza alélica (AR), Fis. Fst e Fir
(WEIR; COCKERHAM, 1984) foram estimados pelo programa FSTAT 2.9.3. A
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significancia foi confirmada através do teste de T com pacote Rcmdr e auxilio do programa
R. Para os parametros de nuero de alelos por loco e alelos privados a anélise foi realizada
mediante o programa GenAlex 6.51b2 (SMOUSE; BANKS; PEAKALL, 2017).

Para os parametros de distancia genética entre popula¢Ges foram estimados 0s
valores de fst par a par WEIR; COCKERHAM, (1984), gerando uma matriz de distancia
genética através do pacote hierfstat do programa R. A matriz de distancias genéticas
foram utilizadas para a construcdo do dendograma pelo método de ligacdo foi construido
mediante 0 método da ligagdo média entre os grupos (UPGMA), através do uso do pacote
ape do software R. Também foi realizada a analise de agrupamento por método bayesiano
no software STRUCTURE 2.3.4 A estimacdo do numero de grupos genéticos foram
realizadas mediante a estatistica MedMedK PUECHMAILLE, (2016), estimadas no
programa Structure selector (LI; LIU, 2018).
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, foram avaliados 63 individuos de P. lineatus das trés populacGes coletados
na calha principal do Rio Claro, utilizando cinco loco de SSR. Foi estimada a medida de
exclusdo de paternidade e probabilidade de identidade, essa estimativa permite verificar a
eficécia da distincdo individual da bateria de locos. Foi encontrado os valores (Q = 0,999 e
Pl = 9,507 x 10'Y), indicando que os cinco locos utilizados no estudo séo eficientes para
estudos genéticos populacionais, pois foram capazes de discriminar os individuos.

Os SSR apresentaram-se altamente polimorficos, sendo que um total de 75 alelos
foram encontrados. O namero de alelo por loco variou de 10 para o PAR 12 e 20 para 0
PAR 43. Com uma média geral de 15 alelos por loco (Tabela 8). Os tamanhos dos
fragmentos variaram de 132 pb (pares de base) para o PAR 12 a 292 pb para o PAR 43
(Tabela 8). Esses resultados sdo semelhantes aos de Souza et al., (2018), que amplificou 10
loci em espécimes de P. lineatus e detectou 142 alelos com uma meédia geral de 14,2

alelo/loco, os tamanhos dos fragmentos variaram de 115 a 390pb.

Tabela 8. Numero de alelos por loco.

Loci Ndmero de alelos Variacao de tamanho dos

loci (pb)
PAR 12 10 160-204
PAR 14 17 132-244
PAR 21 13 136-184
PAR 43 20 216-292
PAR 80 15 132-220

Total 75 -

Média 15

*Pb= pares de base

No estudo de LOPERA-BARRERO et al., (2016) foi avaliado a diversidade
genética de seis populacdes de P. lineatus nos rios Mogi-Guacu, Rio Pardo e Rio Tiete,
S&o Paulo. No estudo dele foi amplificados10 loci de SSR, obteve 47 alelos e uma média
de 4,7 alelo/loci, com tamanhos variando de 118pb a 330pb. Essa diferenca da média do
numero de alelos/loco do nosso estudo quando comparado aos resultados de LOPERA-
BARRERO et al.,, (2016) pode estar relacionada a maior diversidade genética das

populacdes de P. lineatus do Rio Claro.
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Para os parametros de numero de alelo/loci por populacdo, o maior nimero foi
observado na populacdo A que apresentou em média de 13,6 alelo/loco. Enquanto a
populacdo B obteve uma média de 9,6 alelo/loco e populacdo C obteve a menor média
apresentando o numero de 8,4 alelo/loci, como pode ser observado na Tabela 9. O nimero
de alelo/loco encontrado na populacdo A corrobora com o fato desta populacdo estar
geograficamente distante das barreiras antropicas presentes no curso do Rio Claro,
adicionalmente, a populacdo A recebia varios afluentes que favorece o fluxo génico entre

populagoes.

Tabela 9. Numero de alelos por populacao.

A B C Total
PAR 12 9 8 5 22
PAR 14 16 7 10 33
PAR 21 12 9 7 28
PAR 43 16 14 11 41
PAR 80 15 10 9 34
Média 13,6 9,6 8,4 31,6

Os alelos privados (ap), sdo alelos que ocorrem em uma Unica populacdo, o nimero
de alelos privados foi estimado para cada locus e populacao, nosso estudo detectou no total
8 alelos privados distribuidos nas trés populagdes estudadas, sendo pop A = 3ap; pop B =
4ap; e pop C lap, na tabela 10 é possivel obter informac6es sobre os alelos privados e suas
frequéncias para cada loco e populagdo nos individuos de P. lineatus. Considerando

frequéncia superior a 0,05

Tabela 10. Descricao dos 8 alelos privados encontrados em suas respectivas populagdes,
loco, tamanho de alelo e frequéncia.

Populagéo Loco Alelo Frequéncia
A PAR 21 176 0,056
A PAR 43 236 0,096
A PAR 43 266 0,077
B PAR 12 196 0,176
B PAR 43 224 0,219
B PAR 43 264 0,031
B PAR 43 276 0,031
C PAR 14 168 0,031

IWERSEN et al., (2019), avaliou a diversidade populacional em espéecimes de P.
lineatus em quatro psiculturas e na Bacia do alto do rio Uruguai, ambas na américa do Sul.

A estrutura genética foi avaliada mediante sete locos de SSRs, no qual foi encontrado
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alelos privados para todas as populacdes avaliadas, corroborando com resultados de nosso
estudo.

Foram encontradas variagdes para as medidas de heterozigozidade esperada (He)
entre 0,8923 (PAR 12) a 0,9416 (PAR 14), com valor médio de 0,9176. Para as medidas
de heterozigozidade observada (Ho) foram encontrados os valores variando entre 0,4289
para o loco PAR 12 apresentando menor valor e 0,6289 para o loco (PAR 43) com média
de 0,5379. Para as medidas de heterozigozidade total por loco (H:) os valores variaram de
0,9059 para o loco PAR 12 e 0,9515 para o loco PAR 14 e média de 0,9325.

As medidas de indice de endogamia por loco (Fis) apresentaram valores que
variaram de 0,3114 para o loco PAR 43 a 0,5193 para o loco PAR 12 com média de 0,4138
por loco. A média das medidas de estrutura genética populacional (Fst) foi de 0,0160 por
loco, com o menor valor de 0,0105 para o loco PAR 14 e maior valor de 0,0197 para 0s
locos PAR 21 e PAR 43 os valores de Fst por loco indicaram uma pequena diferenciagdo
genética, no entanto foi significativo, indicando subdivisdo populacional (Tabela 11). Para

0 0s parametros de (Fir) foi encontrado o valor de 0, 4242.

Tabela 11. Resultado das estatisticas descritivas dos cinco locos de marcadores
microssatélites avaliados nas trés populacdes de P. lineatus.

Loco He Ho H: Fis

PAR 12 0,8923 0,4289 0,9059 0,5193
PAR 14 0,9416 0,5235 0,9515 0,4440
PAR 21 0,9186 0,4853 0,9370 0,4717
PAR 43 0,9133 0,6289 0,9316 0,3114
PAR 80 0,9223 0,6229 0,9364 0,3246
Média 0,9176 0,5379 0,9325 0,4138

Entende se He = heterozigosidade esperada; H, = heterozigozidade observada; H; - heterozigozidade total;
Fis = indice de endogamia;

O valor de Ho, foi menor que os valores de He para todos os loci observados,
caracterizando um déficit de heterozigotos, corroborando com o coeficiente de endogamia
positivo Fis. LOPERA-BARRERO et al., (2019) avaliou a diversidade genética de
espécimes de Brycon orbignyanus, Prochilodus lineatus e Piaractus mesopotamicus do
reservatorio de agua vermelha, Rio Grande SP,os valores de H, foi menor que os valores
de He para todas espécimes avaliadas também corroborando com o coeficiente de
endogamia Fis.

Para as medidas de riqueza alélica por populacdo (Ra), os valores variaram de
11,9025 para populagédo (A), que apresentou o maior valor. E 10,0945 para populagéo (C)

que apresentou o menor valor. A populacdo C também obteve os menores valores de
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heterozigozidade esperada e heterozigozidade observada sendo (He= 0,9019 e Ho= 0,5081).
A populacgéo (B) apresentou o maior valor de Heterozigozidade observada (Ho = 0,5637),

como observado na tabela 12.

Tabela 12. Estatisticas descritivas das 3 populacdes de P. lineatus.

POP Ra He Ho Fis
A 11,9025 0,9364 0,5418 0,4218*
B 10,3585 0,9145 0,5637 0,3814*
C 10,0945 0,9019 0,5081 0,5845*

Média 10,7851 0,9176 0,5378 0,4625*

Entende-se POP = populacdo; Ra = riqueza alélica; He = Heterozigosidade esperada; H, = heterozigozidade
observada; Fis = indice de endogamia; * = valores significativos.

O valor de H, foi menor que os valores de He para todos os loci observados nas trés
populacBes. A baixa heterozigozidade pode ser resultante da subdivisdo populacional e
estar diretamente relacionada ao endocruzamento recorrente do cruzamento entre
aparentados. Os valores de indice de endogamia (Fis) foram significativos para todas as
populacbes estudadas, possivelmente indicando um déficit de heterozigotos resultantes do
processo de endogamia. Para os parametros do equilibrio de HardyWeinberg, a populagédo
A néo aderiu ao equilibrio em nenhum dos cinco loci analisados, para as popula¢des B e C,
somente o loci PAR 80 aderiu ao equilibrio de HardyWeinberg.

Segundo os autores PELICICE; POMPEU; AGOSTINHO, (2015), Espécimes
adultas de Prochilodus lineatus tem o habito de migrar durante a estacdo chuvosa para
desovar e necessitam de habitats distintos com fluxo natural para realizar migracgdes
sazonais e concluir seu ciclo de vida. Entretanto, maioria dos rios da América do Sul séo
fragmentados por barragens, o que dificulta a passagem de peixes a jusante.

Populacdes isoladas sdo mais susceptiveis sofrerem com reducdo na variabilidade
genética, consanguinidade e fixacdo de alelos deletérios. Esses fatores podem limitar a
capacidade de uma determinada espécie se adaptar a mudancas ambientais futuras e
aumentar o risco de extingdo FONSECA et al., (2017). Nesse sentido 0s peixes necessitam
constantemente do monitoramento da variabilidade genética para possibilitar o
desenvolvimento de acBes de intervencdo que visam na conservacdo e manutencdo da
variabilidade genética (SOUZA-SHIBATTA et al., 2018).

A andlise de agrupamento do método bayesiano evidéncia que o melhor valor de K
foi de K=2 Figura 4, indicando que as trés populac¢Ges estudadas estdo agrupadas em dois

grupos genéticos distintos.
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Figura 4. Delta K estimados com os dados dos cinco loci microssatélite, 63 individuos, pertencentes as trés
populactes
Anaélise genética entre as populagdes demostrou a formacao de dois grupos distintos

e uma elevada semelhanca genética entre as populacdes A e B, e a populacdo C foi a que
mais de diferenciou das demais, possivelmente pelo fato de a populagdo C estar entre duas

barreiras antrépicas. Como pode ser observado na figura 5
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Figura 5. Dendograma baseado nos coeficientes de similaridade de nei (1978) para as populacdes de
Prochilodus lineatus. Correlacéo cofenética do dendrograma: 0,999.

A Disting¢do da populacdo C com a populagdo A e B, pode estar relacionada com o
fato de a populagdo C estar mais isolada e ser composta por espécimes peixes que se
localizam entre duas barragens antropicas. Sendo a Jusante da UHE Cagu e 0 Reservatorio
da UHE Barra dos Coqueiros logo a montante do eixo da barragem. Essas barreiras
possivelmente podem estar dificultando e/ou impedindo a migracdo dos peixes entre as
subpopulagbes, uma vez que a mesma existe uma barragem a montante e a jusante. e

contribuindo para reducéo na diversidade genética.

O estudo de ASHIKAGA et al., (2015) avaliou a estrutura genética de Brycon
orbignyanus no rio La plata com uso do marcador molecular microssatélite, os resultados
indicaram que a espécie estudada foi estruturada em diferentes subpopulacdes no rio.
Segundo autor BEGOSSI et al., (2019), a medida em que paises em desenvolvimento
buscam suprir suas necessidades de energia sem o uso de combustiveis fosséis a
construcdo de usinas hidroelétricas se expande de forma progressiva nas principais bacias
hidrogréficas do mundo. O desenvolvimento de barragens de usinas hidroelétricas gera
varios impactos sob a fauna aquética, dentre eles, o bloqueio de rotas migratérias
essenciais para o ciclo de vida de varias espécies de peixes, 0 que resulta na reducédo da

biodiversidade.
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6- CONCLUSAO

e As populacbes A B e C apresentaram baixa diversidade genética e alevada
endogamia, podendo estar diretamente relacionada com a subdiviséo

populacional encontradas no Rio Claro, onde os mesmos estéo localizados.

e Foram encontrados dois grupos genéticos e a populacdo C foi a mais
divergente, possivelmente pelo fato de ela ser a mais isolada, uma vez que

as barreiras presentes no rio podem estar dificultando o fluxo génico.

e Os resultados deste estudo sdo importantes para indicar aos programas de
conservacao que a espécie P. lineatus pode estar possivelmente sofrendo

impactos causados pelas usinas hidroelétricas presentes no Rio Claro.

e As pespectivas futuras deste projeto é aplicar esta pesquisa em outros rios
com espécimes P. lineatus que habitam em ambientes com presenca de
barragens de usinas hidrelétricas. No intuito verificar o efeito da barreira em
outras populagdes para contribuir com o estabelecimento de estratégias de

conservacao.
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8- APENDICES

8.1 Grafico de frequéncia alélica por loco obtidas em trés populacgdes de P.

lineatus através de cinco locos de marcadores microssatélites.
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9- ANEXOS

9.1 licenga para monitoramento da fauna

ESTADO DE GOIAS
SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS HIDRICOS

Licenca para Monitoramento de Fauna

Processo: 122/2013 Licenga: 635/2013

A SECRETARIA DO MEIQ AMBIENTE E DOS RECURSOS HIDRICOS - SEMARH, no uso de suas atribuigdes que lhe
foram conferidas pela Lei Estadual n.® 12.596/1995, regulamentada pelo Decreto 4.593/1995; Lei n.©
14.241/2002 regulamentada pelo Decreto 5.899 de 09/02/2004 e Instrugdo Normativa IBAMA n® 146/2007, que
concede a presente LICENGCA PARA MONITORAMENTO FAUNISTICO, nas condicdes especificadas abaixo.

Cliente

5 1 Razdo Social: NEOTROPICA TECNOLOGIA AMBIENTAL
2. CPF/CNPJ: 06.078.290/0001-72

3; Endereco: RUA C-241, nr. 300, .JARDIM AMERICA
4 Municipio: Goiania - GO

Empreendimento

1. Razdo Social: UHE BARRA DOS COQUEIROS

2, CPF/CNPJ:

3. Endereco: + ZONA RURAL,

4 Municipio: Cachoeira Alta - GO

Bacia Hidrografica/ Micro Regido

1.
2

Bacia Hidrografica: Paranaiba
Micro Regido: Sudoeste de Goias

Responséavel Técnico:

1,
%

Nome: 0
RG Profissional:

Atividade Licenciada: Licenga para Manejo de Fauna

Parametros

U S R

Taxon | Herpetofauna: 3 espécimes/espécie

Taxon | Ictiofauana: 3 espécimes/espécie

Téxon | Mastofauna|Grande Porte: 0 espécimes/espécie
Taxon | Mastofauna|Pequeno Porte: 3 espécimes/espécie
Taxon | Mastofauna|Quirdpteros: 3 espécimes/espécie
Taxon | Ornitofauna: O espécimes/espécie

Exigéncias Técnicas - Observagdes

43

A presente Licenca para monitoramento faunistico, estd sendo concedida com base nas informacées
constantes do processo e ndo dispensa e nem substitui, outros alvards ou certidoes exigidas pela
Legislagdo Federal, Estadual ou Municipal; -

A presente Licenca para monitoramento faunistico, refere-se tdo somente aos locais das atividades
previstas neste licenciamento;

E necessério que todos os procedimentos processuais e de execugao do projeto respeitem a Instrugdo
Normativa no. 146 de 10 de janeiro de 2007, do IBAMA;

Qualquer ato que venha infringir a legislagdo ambiental vigente e que ndo esteja de acordo com as
exigéncias técnicas sera de inteira responsabilidade da equipe técnica responsavel por este projeto;

A SEMARH deve ser comunicada com antecedéncia sobre o periodo do resgate, que poderd ser
acompanhado pelos fiscais da SEMARH;
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10.

11.

12,
33

14,

15.

16.

17.

18.

19,

20.

Devem ser obedecidos os objetivos propostos no projeto apresentado, sendo que qualquer alteragdo
deverd ser previamente comunicada a SEMARH;

Somente deverdo ser sacrificados e encaminhados para testemunho cientifico os espécimes cuja
identificacdo ndo pdde ser feita em campo, numa quantidade maxima, por campanha, igual ao valor
especificado nos parametros da presente licenca;

Os animais encontrados mortos ou que venham a perecerem durante o monitoramento, seja na drea de
pesquisa ou no centro de triagem serdo devidamente preparados e encaminhados a instituicdo cientifica
conveniada para estudos, de acordo com o permitido nesta licenga. A partir do recebimento do animal pela
instituicdo a responsabilidade total sobre este serd do referido érgéo;

O transporte da fauna serd acompanhada por membro da equipe técnica, juntamente com cépia desta
licenca, acompanhada da ficha com as caracteristicas de cada espécime (tamanho, peso, estado geral,
etc), quantidade, nome cientifico e vulgar, assinada pelo responsavel técnico;

Para o estudo de todos os grupos devera ser abrangido as fitofisionomias presentes na drea de estudo,
contemplando a sazonalidade da regido;

A equipe responsavel pelos trabalhos deverd apresentar relatério das atividades desenvolvidas,
imediatamente apés o término das mesmas. Os relatérios deverdo detalhar sobre os espécimes coletados
(dados especificos) e Declaragdo da Instituicdo Responsavel pelo recebimento de material biolégico
contendo todos os dados referentes aos individuos coletados (Biometria; Classificagdo; Quantidade; Nome
Cientifico etc), Detalhes do tombamento (incluindo o nimero dos tombos) & medida que for encaminhado
o material biolégico. Os relatérios poderdo ser entregues por via digital (CD-ROM);

A SEMARH deverd ser comunicada, imediatamente, em caso de acidentes que envolvam o Meio Ambiente;

A SEMARH reserva-se o direito de revogar a presente Licenga no caso de descumprimento de suas
condicionantes ou de qualquer dispositivo que fira a Legislagdo Ambiental vigente, assim como, a omissdo
ou falsa descrigdo de informagdes relevantes que subsidiam a sua expedicdo, ou superveniéncia de graves
riscos ambientais e de salde;

Conforme disposto na Resolugdo CONAMA 006/86, o Licenciado deverad providenciar a publicagdo do
recebimento da presente licenga no prazo de 30 (trinta) dias a partir desta data, podendo a mesma ser
suspensa, caso ndo haja cumprimento desta;

E expressamente proibido qualquer ato lesivo contra a Fauna de acordo com a Lei 9.605 de 12 de fevereiro
de 1998, em sua segdo I, dos Crimes contra a Fauna no caput do Art. 29, III;

A renovacd@o da presente Licenca deverd ser requerida com antecedéncia minima de 120 (cento e vinte)
dias da expiragdo de seu prazo de validade;

Esta licenca ndo autoriza: - Captura/coleta/transporte de espécies ameacadas de extingdo, salvo quando
constante de projeto especifico aprovado - Captura/coleta/transporte de material biolégico em areas de
dominio privado, sem o consentimento expresso ou tacito do proprietario nos termos dos artigos 594, 595,
596, 597 e 598 do cédigo civil; - Captura/coleta/trasporte de fauna e flora em unidades de conservagdo
federais, estaduais, distritais ou municipais, salvo quando acompanhadas do consentimento do érgdo
administrador competente; - Exportagdo de animal vivo ou material zooldgico; - Esta licenga ndo exime o
coordenador de cumprir o disposto na MP 2186-16/01 que versa sobre acesso ao patriménio genético. No
caso de acesso a amostra de componente do patriménio genético, este somente se dara medante
autorizagdo expressa do Conselho de Gestdo do Patriménio Genético (CGEN), nos termos da Medida
Provisoria 2.186-16/01 e Decreto 3.945/01;

Devera ser encaminhada a SEMARH relatérios trimestrais com os resultados das campanhas e, ao final de
um ano, relatério final com o resultado acumulado das quatro campanhas e tratamento estatistico para
andlise da eficiéncia do programa, como forma de obtengdo da renovagéo da licenga. (monitoramento)

A renovacdo da presente Licenca deverd ser requerida com antecedéncia minima de 120 (cento e vinte)
dias da expiragdo de seu prazo de validade.

A SEMARH reserva-se no direito de fazer novas exigéncias, caso necessario.

Exigéncias Técnicas - Complementares

i

Apresentar no prazo de 30 (trinta) dias a partir desta data, a Anotagdo de Responsabilidade Tecnica de

Servico referente a UEH CACU do profissional Rafael Braga do Amaral, podendo a licenga ser suspensa,

caso ndo haja cumprimento;

No Monitoramento deverd ser contemplado o estudo de provaveis dreas destinadas a soltura da fauna
durante o resgate;

Os baldes utilizados para captura de répteis e pequenos mamiferos devem ser lacrados ao final de cada
campanha, para impedir capturas acidentais;
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Nota

LOCALIZAGAO: » Area de influéncia das UHEs Cagu e Barra dos Coqueiros, no rio Claro, entre os
municipios de Cagu e Cachoeira Alta, Goids.

DESCRICAO DAS ATIVIDADES: e Captura, coleta e transporte de fauna e ictiofauna para monitoramento
pos-enchimento, e avaliacdo dos impactos advindos da implantagdo do empreendimento.

RESPONSABILIDADE TECNICA: » Gerdau Acos Longos S.A. - CNPJ n® 07.358.761/0056-32 (empreendedor)
» Neotropica Tecnologia Ambiental - CNPJ n® 06.078.290/0001-72 (empresa responsavel pelos trabalhos).

EQUIPE TECNICA: s Jaine Silveira dos Reis (CRBio n® 057827/04-D) - Quirépterofauna/Coordenagao Geral
 Flavio Cardoso Poli (CRBio n® 049953/04-D) - Herpetofauna e Caio Stuart Amorim Pereira (CRBio n®
070701/04-D) - Ornitofauna = Kleber do Espirito Santo Filho (CRBio n® 049712/04-D) - Entomofauna e
Humberto Caiado Azevedo (CRBio n® 080201/04-D) - Mastofauna e Rafael Braga do Amaral (CRBio n®
044605/04-D) - Ictiofauna

DETALHES DA CAPTURA: ¢ Mastofauna - Os pequenos mamiferos serdo inventariados e monitorados
através de métodos tradicionais de captura em armadilhas de arame tipo “gancho” e dobraveis de
aluminio tipo “sherman”, sendo um total de 160 armadilhas/area (80 ganchos e 80 shermans). Para
mamiferos de médio e gande porte serdo realizados censos para procura de vestigios e instaladas cAmera-
traps. Os morcegos deverdo ser capturados com redes de neblina, ao nivel do solo, utilizando-se 10 redes
de nailon de malha fina, de tamanho 3,0 m x 12,0 m e malha 38 mm. e Ornitofauna - Para a determinagdo
da avifauna sera utilizada uma combinagado de metodologias répidas de detecgdo de registros
visuais/auditivos e capturas com redes de neblina. Serdo instaladas linhas de 20 redes (10 metros de
comprimento e 2,5 m de altura, malha 32 mm) e Herpetofauna - havera uma combina¢do de métodos
diretos e indiretos. Os métodos diretos s@o o uso de armadilhas de queda (pitfalls), procura visual e
auditiva, visitas a sitios propicios para a reprodugdo de anfibios, procura de carro e encontros ocasionais.
Em cada area de amostragem serdo instalados conjuntos de armadilhas de queda. Cada conjunto é
composto por cinco a dez baldes de 60 ou 100 |, enterrados a intervalos de 15 m. e Ictiofauna - Os
instrumentos de coleta serdo redes do tipo espera, pindas, peneiras e tarrafas.

DESTINO DO MATERIAL BIOLOGICO: « Centro de Estudos e pesquisas Bioldgicas (CEPB) da Pontificia
Universidade Catolica de Goias, Setor Universitario, Goidnia, Goids = Universidade Estadual de Goias,
Unidade de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, Anapolis, Goids.

Validade da Licenga: 26/03/2014

Elaboragdo:

Goiania, 26/03/2013.

Cola S .9 . doy Siloe

Carla Stephanie'Garcia da Silva
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