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Resumo

Uma das espécies endémicas encontradas na bacia do Rio Sdo Francisco é o peixe
Prochilodus costatus, conhecido popularmente como curimba, caracterizado como sendo uma
espécie migradora e um recurso importante para as comunidades de pesca artesanal local. Além
disso, esta espécie pode desempenhar um papel ecoldgico importante, considerando o seu
habito detritivoro, que envolve o processamento de sedimentos, representando uma espécie-
chave para programas de conservacao. Os padrfes genéticos da espécie sugerem um evento
demografico recente que vem moldando a historia evolutiva das populagbes de P. costatus na
bacia do Rio Paraopeba. O Rio Paraopeba sofre com diversas a¢des antrépicas como mineracéo,
esgoto industrial e esgoto doméstico, pesca excessiva, destruicdo de corredores e drenagem
para apoiar o desenvolvimento agricola e em 2019 foi palco do maior desastre ambiental do Brasil
com o Rompimento da barragem de rejeitos de mineragdo na cidade de Brumadinho. Buscando
compreender o padrdo evolutivo da espécie e a acdo antropica sobre o perfil genético, analisamos
individuos coletados anterior e posterior a constru¢cédo da Barragem de Retiro Baixo, na foz do Rio
Paraopeba e as consequéncias que o rompimento da barragem Cérrego do Feijdo traria para
estrutura e diversidade populacional na espécie de P. costatus. As analises indicam que as
populacdes pré e pos implantacdo da UHE de Retiro Baixo tenham passado por um gargalo
populacional recente, o que pode ser atribuido ndo apenas a implantacdo da barragem de Retiro
Baixo como também pela criagdo do reservatério de Trés Marias bem como as mudangas nos
fatores abiéticos, como a poluigdo que influenciaram a migracéo da espécie e a sobrevivéncia ao
longo da bacia. Ja os estudos pds rompimento da barragem do Corrego do Feijdo demonstram
uma significativa perda de diversidade em todos os loci estudados, o que compromete a

sobrevivéncia da espécie.

Palavras chaves: Diversidade Genética, Impacto, Usina Hidrelétrica, Rio Paraopeba, Curimba,

Barragem



Abstract

One of the endemic species found in the S&o Francisco River basin is the fish Prochilodus
costatus, popularly known as curimba, characterized as being a migratory species and an
important resource for the local artisanal fishing communities. In addition, this species can play
an important ecological role, considering its detritivorous habit, which involves the processing of
sediments, representing a key species for conservation programs. The genetic patterns of the
species suggest a recent demographic event that has been shaping the evolutionary history of
Prochilodus costatus populations in the Paraopeba River basin. Seeking to understand the
evolutionary pattern of the species and the anthropic action on the genetic profile, we analyzed
individuals collected before and after the construction of the Retiro Baixo Dam, at the mouth of
the Paraopeba River and the consequences that the rupture of the Cérrego do Feijao dam would
bring to structure and population diversity in the species of P. costatus. The analyzes indicate that
the pre and post implantation populations of the Retiro Baixo HPP have experienced a recent
population bottleneck, which can be attributed not only to the implantation of the Retiro Baixo dam
but also to the creation of the Trés Marias reservoir as well as the changes abiotic factors, such
as pollution that influenced species migration and survival along the basin. Studies after the
rupture of the Cérrego do Feijdo dam demonstrate a significant loss of diversity in all the studied

loci, which compromises the survival of the species.

Keywords: Genetic Diversity, Impact, Hydroelectric Power Plant, Paraopeba River, Curimba,

Dam
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Introducéo

1.1 O impacto das Usinas Hidrelétricas

Nas Ultimas décadas, devido a crescente demanda por energia, ao crescimento da
populacdo mundial e ao desenvolvimento da inddstria, muitos rios vém sofrendo represamento
para a construcdo de usinas hidrelétricas. O Brasil possui cerca de 15% da 4gua doce do mundo,
e sua rede hidrolégica é ampla, densa e complexa. Seus rios apresentam alto potencial de
geracao de energia, pois a maioria deles sao rios de planalto e, além das rupturas de declividade
no leito, sua extensdo, largura e profundidade também sédo grandes. As usinas hidrelétricas
geram mais energia do que outras fontes de energia renovaveis, como a energia edlica. Além
disso, o nivel de poluigdo das usinas hidrelétricas € inferior ao das usinas térmicas ou nucleares
(Lopes & Bedore 2008).

O Brasil ainda consome grande parte da energia elétrica proveniente das usinas
hidrelétricas. Como resultado, muitos rios brasileiros se tornaram uma série de barragens,
causando fragmentacdo de habitat, inundacbes em grande escala, mudancas no ambiente
natural e qualidade da agua (Petts, 1989; Martins & Tamada, 2000). Grandes reservatérios sao
algumas das principais fontes que afetam os recursos pesqueiros e podem ser considerados a
principal ameaca a protecdo dos peixes migradores de agua doce. A barragem provoca
mudancgas nas condi¢des hidroldgicas e bloqueia as rotas de migragéo dos peixes, que precisam
se mover rio acima durante a reproducao para desovar e reter nutrientes (Larinier, 2000;Lopes &
Bedore 2008).

O rio e sua planicie de inundacdo sdo considerados um sistema indivisivel. O sistema
inclui ambientes I6ticos, ambientes permanentemente lenticos e uma planicie de inundacgéo; cada
um tem caracteristicas Unicas que sdo diferentes em um ecossistema especifico. Nestes
ambientes existem lagoas marginais, que ocupam as depressfes laterais do rio e mantém
conexao constante ou intermitente com o rio (Junk et al., 1989). Durante as cheias, as lagoas sdo
submersas, formando canais para habitats ricos porque obtem nutrientes e matéria organica do
rio. Estas lagoas sdo consideradas excelentes viveiros para muitos peixes migradores
(Welcomme, 1979; Agostinho et al., 1993; Vazzoler et al., 1997; Mediros & Maltchik 2001).

Os efeitos observados nos trechos superiores incluem a inundacéo de cachoeiras, que se
deve a eliminacdo de barreiras naturais e a expansao da area da bacia do lago, o que leva a
introducédo de espécies nos trechos superiores e a disseminacdo de espécies sedentarias

(Agostinho, 1994). Os impactos a jusante incluem o controle do nivel de agua para fins de
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barragens, que geralmente causam mudancas que sdo prejudiciais a ictiofauna local, interferem
nos refugios, forrageamento e desova (Martins, 2000; Arantes et al., 2010a). Uma diminui¢do nas
populacBes de peixes foi encontrada em varios rios da América do Sul. Entre outros fatores, isso
se deve a falha no recrutamento devido ao blogueio das rotas de migracédo dos peixes (Pompeu
et al., 2008).

Observa-se geralmente que as espécies sedentdrias e de médio porte dominam, em
detrimento das espécies migrantes e das espécies de grande porte (Agostinho et al., 1999). A
migracdo desempenha um papel fundamental no sucesso da reproducéo dos peixes migradores.
De acordo com o tipo (reproducdo ou alimentacao), direcdo (rio acima ou rio abaixo) e forma
(passivo ou ativo), os padrdes de migragao variam (Pavlov et al., 2002). As espécies herbivoras
sao caracterizadas pelo isolamento entre os nichos de reproducédo, alimentacéo e crescimento
(Northcote, 1984). Em espécies como as curimbas, todo o ciclo de vida vem da agua doce do
sistema fluvial. Os criadouros e os locais de alimentacdo podem ser separados por varios
quildmetros (Pimentel et al., 2020).

A migracdo tem um papel importante no sucesso reprodutivo da espécie, pois promove 0
encontro e a alta concentracdo de ambos os sexos em areas apropriadas para a fertilizacéo e
desenvolvimento dos ovos (Sivasundar et al, 2001; Agostinho et al, 2004). Entretanto, a migragédo
dos peixes vem sendo comprometida pela constru¢éo de usinas hidrelétricas nas ultimas décadas,
especialmente na regido Sudeste do Brasil. Devido a isso, esses peixes tiveram sua dindmica
reprodutiva comprometida e muitos estudos e medidas mitigadoras foram exigidas das agéncias
que exploram esse tipo de atividade. As espécies mais afetadas pela construcdo do reservatério
séo aquelas que dependem da migragdo de longo prazo para se reproduzir, pois as barragens
podem causar mudancas no fluxo do rio e nas caracteristicas fisicas e quimicas, o que pode
impedir ou atrasar a migracao para cima e levar ao declinio. Mesmo a extingdo de espécies que
dependem do movimento vertical em certas fases do seu ciclo de vida (Larinier, 2001).

Em rios da regido neotrépica, espécies de Characiformes e Siluriformes sdo comumente
observadas. Essas espécies usam a parte baixa do rio como principal ambiente alimentar e,
durante a estacdo chuvosa, fémeas e machos migram para areas de altitude para reproducéo
(Martins, 2000). Os alevinos encontram um ambiente ideal de crescimento na lagoa marginal e
possuem bons recursos e condi¢des para crescerem. Outro fator da migracéo reprodutiva € que
0 movimento nem sempre ocorre em uma direcdo. Avancos e recuos na migracao ser devido ao
esgotamento e/ou repouso, linhas de corrente desfavoraveis ou estagnacdo por

intransponibilidade, como uma barragem sem sistema de transposicao de peixes (Martins, 2000).
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Nos neotropicos, 0s peixes sdo muito afetados pela construcdo de reservatérios, pelo
despejo de aguas residuais agricolas, domésticas e industriais nos rios e pela degradacéo das
matas ciliares. O ciclo bioldgico dessas espécies esta relacionado ao ciclo hidrolégico do rio, ou
seja, o ciclo de enchentes e secas que também sofrem alteracfes com a construcao de barragens.
Acima da barragem, a &rea é permanentemente inundada pelo reservatdrio. Abaixo da barragem,
a inundacdo diminui ou ocorre em momento errado. Além de atrapalhar o estimulo da desova,
também altera a conectividade entre o rio e a area de reproducao (Carosfeld et al., 2003). O
impacto das represas sobre as espécies de peixes ja foi comprovado em todo o mundo (Morita e
Yamamoto, 2001; Neraas e Spruell, 2001; Heggenes & Roed, 2006; Reid et al., 2008), geralmente,
o declinio populacional é devido a transicdo de um ambiente fluvial para um ambiente lacustre, e
também ao isolamento de peixes migratorios de areas de desova e alimentacdo. Se habitats
importantes forem perdidos ou inacessiveis, essa ruptura pode levar a extingcéo local (Godinho &
Godinho, 1994; Neraas & Spruell, 2001).

1.2 As Usinas instaladas no Rio Paraopeba

1.2.1 A Pequena Central Hidrelétrica de Salto do Paraopeba

Construida no municipio de Jeceaba entre os anos de 1949 e 1956 pela empresa
Horizontes Energia S.A. tendo atualmente CEMIG como subsidiaria, a Pequena Central
Hidrelétrica (PCH) Salto do Paraopeba possui duas unidades de geracdo de energia, com
poténcia nominal de 2,46 MW (CEMIG, 20-20) e é a barreira fisica que se encontra mais proxima
a nascente do Rio Paraopeba.

A usina estava desativada até marco de 2001, quando a CEMIG realizou reparos
buscando solucionar as paralisa¢cdes causadas pela chegada constante de sedimentos ao
reservatorio e consequente acumulo de entulhos na entrada do circuito de geracdo e nas
proximidades do vertedouro (Vale, 2014). Em 2006, em funcdo dos problemas operacionais,
devido ao assoreamento do trecho fluvial do rio, a usina encontra-se fora de operagéo comercial.
Em 2016 deu-se inicio a um processo de reabilitacdo da PCH Salto do Paraopeba e as obras de

reabilitacdo ainda se encontram em andamento (CEMIG, 20-20).

1.2.2 A Usina Termelétrica de Igarapé
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A Usina Termelétrica lgarapé foi construida e operada pela Companhia Energética de
Minas Gerais (CEMIG) em Minas Gerais. A usina esta localizada em Juatuba, Brasil, na regido
metropolitana de Belo Horizonte em Minas Gerais. A primeira usina termelétrica (CEMIG, 2006).
Movida a 6leo, possui capacidade total de 131.000 kW instalada Unica usina que a CEMIG opera
com combustiveis fosseis. A termelétrica de lgarapé foi projetada para garantir maior
confiabilidade ao sistema energético da empresa em periodos hidroldgicos adversos. A usina usa
agua tratada para operacdo, a qual é captada por meio do barramento Rio Paraopeba no terreno
da usina. Para a preservagéo da ictiofauna e para permitir o fluxo génico de peixes a montante e
a jusante do barramento, a CEMIG construiu uma escada para possibilitar a passagem de peixes
de jusante para montante (CEMIG, 2006).

1.2.3 A Usina Hidrelétrica de Retiro Baixo

A Usina Hidrelétrica de Retiro Baixo (RBA) foi construida no baixo curso do Rio Paraopeba,
situada entre os municipios de Curvelo e Pompeu (CEMIG, 2006). A usina foi construida pela
empresa Retiro Baixo Energética S/A no periodo de 2007 a 2010 entrando em operagado também
em 2010. Para a criacdo do reservatorio foi necessario inundar uma area de 22,58km? de
extensdo. O projeto sofreu uma modificagcdo para a aproximacao do vertedouro das estruturas do
circuito hidraulico e do leito do Rio Paraopeba com o objetivo de diminuir a possibilidade de um
bolsdo de agua parada que poderia acarretar a mortandade de peixes e o favorecimento de
vetores transmissores de doencas (ANAEL, 2005). Como medida mitigativa pela criacdo do
reservatorio, foi realizado a implantagdo de um elevador que possibilite de forma mecénica a
passagem de peixes de jusante para montante, que inclui um elevador para a retirada dos animais
aglomerados durante o periodo de manutencéo possibilitando assim o resgate da ictiofauna local
(CEMIG, 2006).

1.2.4 A Usina Hidrelétrica de Trés Marias

A Usina Hidrelétrica de Trés Marias, foi construida de 1957 a 1962, esta localizada na
parte central de Minas Gerais, compreendendo os municipios de Sao Gong¢alo do Abaeté,
Felixlandia, Morada Nova de Minas, Biquinhas, Paineiras, Pompéu, Martinho Campos, Abaeté e
Trés Marias, tendo partes de seus municipios alagados e formando o Circuito Turistico do Lago

de Trés Marias. (CEMIG, 2006). A usina foi inaugurada em 1962, com sua barragem medindo
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2.700 metros de comprimento formando um reservatorio de 21 bilhdes de metros cubicos de agua.
(CEMIG, 2006).

1.3 O desastre do rompimento da Barragem da Mina Corrego do Feijao em Brumadinho

A ruptura da barragem de rejeitos foi considerada anteriormente um evento raro, mas
apenas nos ultimos cinco anos, o Brasil enfrentou dois grandes desastres envolvendo a ruptura
de rejeitos de ferro: a Barragem de Funddo (5 de novembro de 2015) e a Barragem de
Brumadinho. 25 de janeiro de 2019) (Armstrong et al., 2019). Infelizmente, o risco de desastre de
outra barragem do Brasil também € alto. O ultimo "Relatério Anual de Barragens" lista 45
barragens brasileiras com alto risco de ruptura, incluindo 5 barragens de rejeitos de mineragéo
(Filho e Dias, 2019). Em 5 de novembro de 2015, a barragem de Fund&o de propriedade da BHP-
Vale rompeu, vazando no meio ambiente mais de 50 milhdes de metros cubicos de lama contendo
rejeitos de minério, matando 19 pessoas. (Cordeiro et al., 2019). O desastre também causou a
perda de matas ciliares, o0 que aumentou a eroséo na orla do periodo chuvoso, o que pode atrasar
a recuperacao ambiental da agua do Rio Doce.

Em 25 de janeiro de 2019, o Rio Paraopeba foi palco do maior acidente industrial do século
e um dos maiores desastres ambientais de mineragdo do pais com rompimento da barragem B1
de Brumadinho, causando ao menos 270 mortes. A barragem de rejeitos controlada pela Vale
S.A., denominada mina Cdrrego do Feijdo, era classificada pela empresa como de "baixo risco"
e "alto potencial de poder destrutivo".

Brumadinho é uma das cidades onde esta localizada a Reserva do Parque Estadual Serra
do Rola Moga. A barragem rompida estava localizada em uma zona tampdao criada pelo parque
em 1994 para proteger as seis nascentes que foram destruidas pela lama. Pelo menos 12 milhdes
de metros cubicos de rejeitos de minério foram espalhados.

A onda de rejeitos contaminou o Rio Sdo Francisco, que além de Minas Gerais passa por
outros quatro estados brasileiros como descrito anteriormente, mas antes atingiu barragens das
Usinas Hidrelétricas de Retiro Baixo, em Pompéu e da Usina Hidrelétrica de Trés Marias em Trés
Marias.

Ap6s o rompimento da barragem, os niveis de metais pesados no Rio Paraopeba
aumentaram - por exemplo, 0s niveis de mercurio estavam 21 vezes mais altos do que os niveis
aceitaveis. Segundo dados do Instituto Nacional de Florestas (IEF), o rejeito cobre uma area de

vegetacdo permanentes ao longo dos cursos d'agua (Filho e Dias, 2019).
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Apesar do desastre de Brumadinho, a salde do Rio Paraopeba ainda nédo foi avaliada em
detalhes e ndo h4 estudos suficientes para mensurar o prejuizo (Figura 1) causado pela lama que

se alastrou pela bacia que ja sofria com tantos danos ambientais como o Rio Paraopeba.

Figura 1: Diferenca morfolégica encontrada em um exemplar coletado p6s o rompimento da
barragem Corrego do Feijdo. Em (A) um espécime considerado morfologicamente normal e em
(B) um espécime com grande deformidade no aparelho bucal.

Fonte: Carlos Bernardo Mascarenhas Alves, Arquivo Pessoal, 2020.

1.4 Género Prochilodus

Os peixes do género Prochilodus pertence a ordem Characiformes uma das maiores e
mais diversas ordens, sendo espécies exclusivas de agua doce. E distribuida do sul da América
do Norte & América do Sul central e Africa. E a maior nos principais sistemas de drenagem
neotropical. Diversidade (Buckup, 1998). Characiformes sdo importantes para a pesca, incluindo
a familia Prochilodontidae, que se distingue por sua abundéancia natural, ampla distribuicao na

América do Sul e alta capacidade migratéria (Melo, 2011).
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A familia é conhecida por ser monofilética (Vari, 1983; Castro & Vari, 2004) e contém trés
géneros: Ichthyoelephas (Posada Arango, 1909) - Semaprochilodus (Fowler, 1941), Prochilodus
(Agassiz, 1829). Existem 13 espécies nos rios costeiros e na bacia do Rio Sao Francisco, Brasil
e Guiana (Castro e Vari, 2003; 2004; Melo, 2011).

Os peixes da familia Prochilodontidae podem ser encontrados em diversos habitats,
desde lagoas que correm em dire¢ao as margens de grandes rios, até rios montanhosos de média
velocidade que aparecem em aguas escuras, claras e brancas (Castro & Vari, 2003). Quanto a
alimentacdo, séo considerados iliografos, e se alimentam de detritos e sedimentos (plantas,
animais e detritos presos a vegetacao, rochas e outras superficies) acumulados em superficies
subagquaticas. Foi verificada a adaptabilidade anatdmica da familia a este método de alimentacéo,
como alteragbes na mandibula, arco e sistema digestivo (Bowen, 1984; Bowen et al., 1984;
Aravjo-Lima et al., 1986). A posse deste tipo de recursos alimentares abundantes em &aguas
neotropicais é a explicacdo mais provavel para a abundancia de denticulos em peixes de agua
doce (Castro & Vari, 2003; 2004). Portanto, no ambiente de agua doce da América do Sul é
considerado um dos componentes mais importantes da pesca comercial e de subsisténcia (Lowe-
McConnel, 1975; Goulding, 1981; Vari, 1983).

1.4.1 Prochilodus costatus
A espécie Prochilodus costatus (Figura 2) Valenciennes, 1850, foi classificado primeiramente

como P. affinis Reinhardt, 1874, comumente conhecido como curimatéd-pioa ou curimba, e

relacionado filogeneticamente a P. argenteus (Castro e Vari, 2004).
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Figura 2: Prochilodus costatus

Fonte: Melo, B., 2011.
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Endémico da Bacia do Rio Séo Francisco, a espécie tem importancia comercial para a
pesca profissional, alcancando 6 kg de peso corporal, sendo as fémeas maiores que 0s machos
(Sato et al., 1996). E também considerado migrador de longa distancia (Sato & Godinho, 2003),
alcancando aproximadamente 200 km linearmente (Alves, 2007), principalmente na estacdo
reprodutiva (Camargo & Petrere; 2001). Seu habito detritivoro que envolve a transformacao de
sedimentos (Flecker; 1996) contribui para um importante papel ecol6gico, o que o torna uma
espécie-chave para programas para a conservacao (Carvalho-Costa et al., 2008).

Em bacias hidrograficas da América do Sul, diferentes espécies de populacdes de
Prochilodus tém sido estudadas usando marcadores moleculares nucleares e mitocondriais, que
se tornaram um importante modelo para a pesquisa genética de peixes. No primeiro estudo com
0 objetivo de estudar a estrutura genética de populagcfes, Revaldaves et al. (1997) utilizaram seis
loci polimérficos de isoenzimas em trés subgrupos de P. lineatus no Alto Parana. A baixa taxa de
fixacdo, distancia genética e alta identidade genética indicam que existe uma Unica unidade
reprodutiva com alto fluxo génico na planicie de inundacéo deste estudo (Melo, 2011).

A estrutura populacional e a variabilidade genética populacional comprovada por
marcadores microssatélites tém sido amplamente utilizadas em estudos evolutivos de varios
peixes (Chistiakov et al., 2006; Oliveira et al., 2009), incluindo alguns neotrépicos de agua doce
(Barroso et al., 2005; Hatanaka Et al., 2006; Hrbek et al., 2007; Abreu et al., 2009; Calcagnotto &
DeSalle, 2009; Matsumoto & Hilsdorf, 2009; Pereira et al., 2009; Hausdorf et al., 2011). Os
biomarcadores mais comumente usados sdo regibes mitocondriais e os polimorfismos de

microssatélites especificos.

1.5 Bacia do Rio Sao Francisco

A Bacia do Sdo Francisco, com area de drenagem de 639.219 km?, se estende pelos
Estados de Minas Gerais, Bahia, Goias, Pernambuco, Sergipe e Alagoas, além do Distrito Federal
(ANA, 2002; Pereira et al., 2007). O Sao Francisco possui a maior bacia hidrogréfica em extensao
contida inteiramente no territério brasileiro, cobrindo 7,6% do territério nacional, estando
localizado do sudeste ao nordeste, com dominios ecolégicos variando de Mata Atlantica até
Cerrado e Caatinga (Kohler, 2003; Melo, 2011). Na divisa entre Sergipe e Alagoas o Rio é
conduzido ao Oceano Atlantico, onde em meio a praias, mangues e dunas ocorre o desague do
rio (CEMIG, 2006).

Abastecendo cerca de 14 milhdes de habitantes, a bacia do S&o Francisco banha 504

municipios, sendo a maior parte deles situados em Minas Gerais (>200) e Bahia (>100) (CEMIG,
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2006). Além disso, a Bacia do S&o Francisco possui 36 afluentes mais importantes, dentre os
quais, apenas 19 sdo perenes, sobressaindo na margem direita, os rios Para, Paraopeba, Velhas
e Verde Grande e, pela margem esquerda, os rios Abaeté, Paracatu, Urucuia, Pandeiros,
Carinhanha, Corrente e Grande (ANEEL, 1998). Devido suas dimensdes a Bacia do Sao
Francisco foi dividida em quatro regides conforme os desniveis existentes ao longo da calha do
rio principal. O trecho da nascente até a cidade de Pirapora - MG, é chamado de Alto Sao
Francisco, de Pirapora até a cidade de Remanso — BA, Médio Sao Francisco, de Remanso a
cidade de Paulo Afonso- BA é chamado de Submédio Sao Francisco e seguindo até sua foz, no
Oceano Atlantico, Baixo Séao Francisco (CEMIG, 2006).

A porcdo central é caracterizada por numerosas planicies aluviais e lagoas marginais,
importantes bercarios para o recrutamento de peixes migradores. Desde 1976, o crescimento do
desenvolvimento econdmico na Bacia do S&o Francisco tem sido caracterizado principalmente
pela agricultura irrigada (ONS, 2004). Além da irrigacao, o potencial hidrelétrico do S&o Francisco
aumentou, por meio de instalacdes de usinas hidrelétricas ao longo de sua extensao. Nos ultimos
anos, outras atividades antrépicas ocorreram na Bacia do Sao Francisco, como degradacao do
solo, desmatamento, poluicdo industrial e doméstica, mineracao, destruicdo de varzeas e lagoas
marginais pela agricultura (Sato et al. 1987; Menezes, 1996).

A Bacia do Rio S&o Francisco representa um ponto importante no desenvolvimento dos
estados que o abrange. No entanto, aspectos ecoldgicos importantes relacionados aos peixes na
bacia, como forrageamento e criadouros, comportamento e distancia de propagacdo entre
habitats, ainda sdo pouco conhecidos (Sato & Godinho, 2003; Pereira et al., 2007).

A Bacia também é extremamente importante para o ciclo de vida de varios peixes
migratorios e endémicos na bacia, como Salminus franciscanus Lima e Britski 2007 (dourado),
Prochilodus costatus (curimata-pioa), Prochilodus argenteus, Spix e Agassiz, 1829 (curimata-
pacu) (Castro & Vari, 2007; Lima & Britski, 2007). Outras espécies difundidas também usam essa
area como area migratéria, como Pimelodus maculatus, Lacépede, 1803 (mandi amarelo) e
Pseudoplatystoma corruscans, Spix e Agassiz, 1829 (surubim) (Godinho & Kynard, 2006; Neto,
2008). Todas essas espécies migram para reproducao durante a estagdo chuvosa de outubro a
marco, e sua manutencdo depende do sucesso dessas migracfes (Sato et al., 2003b; Cemig,
2006).
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1.6 O Rio Paraopeba

O Rio Paraopeba é um dos principais afluentes do Rio Sdo Francisco (CEMIG, 2006). Sua
nascente esta localizada na zona sul da cidade de Cristiano Otoni, e sua foz estéa localizada na
barragem de Trés Marias em Felixlandia, Minas Gerais. O comprimento do rio € de 510km, a area
de drenagem da sub-bacia é de 13.643kmz2, percorrendo 35 municipios (CEMIG, 2006). Seus
principais afluentes séo os rios Macaubas, Camapud, Betim, Manso e Serra Azul. As trés ultimas
foram represadas, formando os trés reservatérios que comp8em o sistema Paraopeba: sistema
Vargem das Flores, sistema Rio Manso e sistema Serra Azul (SUPRAM,2010).

O Rio Paraopeba também contém mais da metade dos peixes endémicos do Rio S&o
Francisco (51%). Essas espécies estdo constantemente sob ameaca devido as atividades
antrépicas, como mineracgao, esgoto industrial e esgoto doméstico, pesca excessiva, destruicdo
de corredores e drenagem para apoiar o desenvolvimento agricola (Drummond et al., 2005).
Devido a rica abundancia de espécies e a ocorréncia de espécies ameacadas de extin¢géo, a sub-
bacia do Rio Paraopeba é uma é&rea prioritdria com importante significado de conservacao
biol6gica em Minas Gerais (Drumond et al., 2005).

A principal caracteristica da sub-bacia hidrolégica do Rio Paraopeba é a existéncia dos
seguintes tipos de uso da agua: abastecimento doméstico e industrial, irrigagdo, mineragao,
pesca e piscicultura. Esses usos estdo relacionados as principais atividades econbmicas da bacia
(Sabino et al., 2008). Nas ultimas décadas do século XVII, a Bacia do Paraopeba comecou a ser
ocupada em funcéo da busca por recursos minerais. Com o passar do tempo, a principal atividade
da regido foi a minerag&o. A area passou a realizar atividades de pecuaria e, a partir dai, passou

a ser utilizada como rota de transporte e comércio (CETEC, 1983; Schvartzman, 2002).

1.7 O sequenciamento massivo de DNA e obtencdo de marcadores moleculares para

técnicas de genotipagem

Tecnologias baseadas em sequenciamento de DNA em larga escala (Next Generation
Sequencing-NGS) tém sido usadas em ecologia molecular porque podem gerar rapidamente
grandes quantidades de dados. Varios estudos usando NGS foram conduzidos e aplicados a
estudos de genética de populacbes e conservacao, incluindo espécies nao-modelo (ou seja,
espécies cujo conhecimento do genoma € pobre ou inexistente). Métodos usando NGS tém sido

usados para diferentes fins, incluindo nova montagem de genomas de espécies nao modelo para
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genes mitocondriais e regides de microssatélites em grande escala, o estudo de cédigos de
barras de DNA e a identificacdo de marcadores moleculares. (Johnson et al., 2014).

Em relacdo aos marcadores microssatélites, é possivel identificar centenas de regibes
microssatélites e milhares de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) a partir dos dados
gerados em uma Unica rodada de sequenciamento (Ekblom e Galindo 2011).

Ferramentas moleculares modernas e eficazes tornaram possivel a analise genética em
grande escala e se tornaram um método de rotina em muitos laboratérios em todo o mundo (Poke
et al.,, 2005). Esta ultima é uma regido do DNA que contém polimorfismos (sequéncia ou
comprimento) e difere muito entre os individuos, por isso € facil estudar e analisar as diferengas
entre eles. De acordo com Ferreira et al. (1998), ao verificar o padrdo genético dos marcadores,
de acordo com a lei de heranca de Mendel, os marcadores especificos sdo definidos como
marcadores genéticos. Os marcadores moleculares genéticos tém sido amplamente utilizados
entre os bidlogos. A escolha dos marcadores utilizados depende da natureza da informacgéo
(dominéncia, codominancia, ploidia), dos equipamentos disponiveis no laboratério e do nivel de
variabilidade do marcador, ou seja, ndo importa 0 quanto ainda sdo muito poucas as atitudes
(Anne, 2006; Barroca, 2009). A maior vantagem do uso de marcadores nucleares encontrados
em regides nao codificantes de proteinas é seu alto grau de polimorfismo, que é caracterizado
por um alto grau de heterozigosidade (Schiétterer, 2000; Zane et al., 2002; Ellegren, 2004;).
Quase todas as mutag¢Bes levam a um aumento do polimorfismo, exceto mutagcdes na regiao
codificadora, que podem ser eliminadas por selecdo (Chenuil, 2006; Barroca, 2009).

Ha, uma variedade de técnicas de biologia molecular que podem ser usadas para detectar
a variabilidade genética no nivel da sequéncia de DNA, como RFLP, AFLP, RAPD,
microssatélites e microssatélites (Parker et al., 1998). Com o desenvolvimento e o progresso da
tecnologia de biologia molecular, novos marcadores foram localizados nas regifes do genoma
nuclear e mitocondrial. Esses marcadores tém muitas aplicacdes na pesquisa bioldgica:
reconstrucdo filogenética, teste de paternidade, pericia, posicionamento e pesquisa de
variabilidade genética populacional. Em genética de conservacao, eles sdo Uteis no planejamento
e monitoramento de programas de reproducdo em cativeiro, compreensdo dos sistemas de
acasalamento, deteccdo da estrutura geografica da variacdo genética, gerenciamento do fluxo

génico e compreensdo dos fatores que contribuem para a hereditariedade (Vrijenhoek, 1998).
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1.7.1 Simple Sequence Repeats (SSR)

Os microssatélites se tornaram um dos marcadores moleculares mais comumente usados
para analisar a diversidade genética e populacional (Barroca, 2009; Schlétterer, 2004, Pimentel
et al., 2020). Seu potencial e o uso da amplificacdo por PCR tém produzido uma ampla gama de
aplicacBes em ciéncias bioldgicas e genética individual (Jarne & Lagoda, 1996; Sunnucks, 2000;
Barroca, 2009). Suas caracteristicas Mendelianas, sua alta variabilidade (o nimero médio de
alelos por locus é grande), sua alta incidéncia de heterozigosidade (He) e o rapido
desenvolvimento de métodos estatisticos, podem ser usados para se analisar dados de
microssatélites na bioinformatica (Sunnucks, 2000; Ellegren, 2004). A distribuicdo e o tamanho
dos loci microssatélites podem variar significativamente entre populacdes e até mesmo entre
individuos (Ellegren, 2004). Os amplicons microssatélites variam ndo apenas no comprimento e
no numero de unidades de repeticdo, mas também em termos de sua rigidez, consistente com o
aumento dos padrbes de repeticdo. Devido a muitos alelos ndo consensuais com tamanhos
inconsistentes, eles tém uma alta taxa de mutacédo e sao polimérficos em populagbes naturais,
que podem ser usados para pesquisas populacionais (Urquhart et al., 1993; Gill et al., 1994;
Laszick et al., 2001; Reid et al., 2003; Butler et al. 2009).

1.8 Andlise de variabilidade genética e a manutencdo da diversidade de espécies

pesqueiras

Segundo a pesquisa de Hilsdorf et al. (2006), a protecdo de um determinado recurso
aguatico requer o conhecimento de variaveis fisioldgicas, comportamentais e ecoldgicas,
essenciais para determinar a sobrevivéncia da espécie e seu modo de reproducdo em diferentes
ambientes. (Danzmann et al., 1991).

A definicdo de populaces locais, subpopulacdes e espécies (Dizon et al., 1992) pode
comprometer em termos de homogeneidade genética, importancia do isolamento reprodutivo e
potencial de desenvolvimento (Gulland, 1969; Smith et al., 1990). Para os recursos pesqueiros,
devido a fatores politicos e socioeconémicos, essa definicdo se confunde. (Hilsdorf et al., 2006).

Portanto, a sobrepesca dos recursos pesqueiros pode afetar varias populacbes. Do ponto
de vista genético, o conceito de populacao atribuia essa alta probabilidade a unidade biol6gica,
gue considerava o isolamento reprodutivo, a diferenciacdo genética de outras populagdes, a

especializacdo ecolégica e a adaptabilidade local (Thorpe et al., 2000; Hilsdorf et al. Pessoas,
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2006). Os fatores que podem determinar o isolamento genético de uma determinada populacdo
dependem do poder evolutivo, como sele¢ao natural, fluxo génico, deriva genética, mutacéo e o
tempo necessario para que esses processos ocorram (Chakraborty & Leimar, 1987). Em peixes,
a estrutura genética dentro e entre as populagdes da mesma espécie € afetada pelo fluxo génico
e pelo tamanho efetivo da populacao (Gyllensten, 1985).

Ainda de acordo com o estudo de Hilsdorf et al. (2006), a extincdo de espécies em aguas
continentais e mesmo a reducdo de populacdes de peixes comercialmente valiosas deve-se
principalmente a degradacao e / ou fragmentacado do ecossistema (Beverton , 1992; Agostinho et
al. , 1994), portanto, sua recuperacao biolégica é dificil. A restauracdo da diversidade genética
dentro e entre as populacdes pode ser um fator decisivo para a sobrevivéncia de uma espécie a
médio e longo prazo. A capacidade de uma espécie de se adaptar a ambientes em mudanca
depende muito do nivel de diversidade genética encontrado (Solé-Cava, 2001).

As diferengas genéticas dependem de varios fatores que fazem com que a populacao seja
homogénea ou heterogénea. Por exemplo, o estudo do fluxo génico entre populacbes pode
mostrar até que ponto as populacdes podem ser geneticamente conectadas ou separadas. A
avaliacdo da estrutura genética de espécies distribuidas em uma ou vérias bacias hidrolégicas
determina a intensidade do fluxo génico entre as populagfes. Se a troca génica entre as duas
populagdes for limitada e sob pressé@o da sobrepesca, a possibilidade de recuperagédo de seus
genes é muito pequena e a pesca pode entrar em colapso (Hilsdorf et al., 2006).

Os programas de conservagdo devem garantir, que as medidas mitigadoras adotadas
pelas UHE’s sejam eficientes na manutengéo da biodiversidade local. Para isso, duas principais
estratégias de manejo vém sendo realizadas pelas UHE’s: repovoamento e sistemas de
transposicéo de peixes (STP) (Paiva, 2007). O repovoamento consiste na reproducao de peixes
em cativeiro, reintroducdo dos mesmos nos reservatorios (Agostinho et al., 2007), objetivando
restaurar as populagfes de peixes originais e viabilizar a produgéo pesqueira (Vieira & Pompeu,
2001). Entretanto, existem muitas questfes relativas a eficiéncia do repovoamento quanto a
preservacdo da diversidade genética e a possibilidade de introducdo de doencas, além de
aspectos ecolégicos e econdmicos (Hickley, 1994), apesar de ser amplamente utilizado para a
restauracao de populac6es nos reservatorios (Araki et al., 2007; Madeira et al., 2005; Salvanes
& Braithwait, 2006; Fraser, 2008). Hoje em dia, sdo conhecidos diversos tipos de STPs como,
escadas, elevadores, elevadores com caminh&o-tanque, eclusas, canais naturais e seminaturais.
A aplicacao de um ou outro varia conforme a especificidade, caracteristicas da barragem e do rio,
e guanto as espécies-alvo de peixes a serem transpostas (Larinier, 2000; Lopes & Silva, 2012).

Entretanto, em muitos casos, a escolha do STP nao considera a biologia das espécies de peixes



32

presentes no rio. Porém, ndo ha objetivos claros da necessidade da construcdo de um STP
(Agostinho et al., 2007), pois existem equivocos judiciarios quanto a obrigatoriedade da
construcao destes. Um STP poderia, conforme o caso, impactar negativamente a ictiofauna local
(Agostinho et al., 2004; Agostinho et al., 2007; Pelicice & Agostinho, 2008).

2. Justificativa

Uma das espécies endémicas encontradas na Bacia do Rio S&o Francisco é o peixe
Prochilodus costatus caracterizado como sendo uma espécie migradora (Froese e Pauly, 2006)
€ um recurso importante para as comunidades de pesca artesanal da regido (Camargo e Petrere
Jr, 2001). Além disso, essa espécie pode desempenhar um papel ecolégico importante,
considerando o seu habito detritivoro, que envolve o processamento de sedimentos (Flecker,
1996), representando uma espécie-chave para programas de conservacao. Tendo em vista a
eficiéncia na identificacdo de populacdes de Prochilodus utilizando microssatélites polimaérficos,
considerando as extensfes das regides marginais ameacgadas do Rio Sao Francisco, propomos
estudos de diversidade genética, em grupos populacionais que apresentam perturbacdes
antropicas como a alteracdo da paisagem promovida pela implantacdo de usinas hidrelétricas e
pelo desastre do rompimento da barragem B1 do Cérrego do Feijao, em Brumadinho, que
causaram relevantes impactos para a fauna local. O estudo dos impactos causados por 30
empreendimentos de grande porte na diversidade das espécies é essencial para a avaliagédo de

iniciativas futuras.

3. Objetivos

Avaliar os impactos causados com a instalagéo da Usina Hidrelétrica de Retiro Baixo, e 0
desastre de Brumadinho com o rompimento da Barragem da Mina Corrego do Feijdo na Sub-
bacia do Rio Paraopeba, na diversidade genética e estrutura populacional da espécie de peixe

Prochilodus costatus.
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3.1 Objetivos especificos

i) Avaliar o impacto na diversidade genética de P. costatus no Rio Paraopeba pré e pés a
construcao e ativacao da UHE de Retiro Baixo.

i) Avaliar se houve alteracdo na diversidade genética da populacéo de P. costatus pés instalacdo
da UHE Retiro Baixo com outras amostras do Rio S&o Francisco descritas em trabalhos
anteriores.

i) avaliar os impactos causados no perfil genético de P. costatus pds o rompimento da barragem
B1 da Mina de Cérrego do Feijao no Rio Paraopeba

4. Metodologia

Grande parte da metodologia utilizada neste trabalho foi desenvolvida no LBMM
(Laboratério de Biotecnologia e Marcadores Moleculares da UFMG) pela equipe do projeto GT
(455) intitulado: “Desenvolvimento de tecnologia aplicada a manutengao do estoque pesqueiro
de populagbes nativas de espécies migradoras na regido de influéncia da UHE Trés Marias:
estudo genético e de migracdes reprodutivas”. Este projeto foi realizado em parceria com a Cemig

e PUC Minas, e o trabalho descrito aqui é o resultado deste projeto maior.

4.1 Area de Estudo

O Rio Paraopeba, possui uma extensao aproximada de 510 km e uma area de drenagem
de 13,642 km2 (CETEC, 1983), sendo um dos afluentes mais importantes do Rio Sdo Francisco
no interior do estado de Minas Gerais. Com sua nascente ao sul do municipio de Cristiano Otoni,
possui cerca de 510 Km de extensdo até sua foz no municipio de Felixlandia, Minas Gerais
(CETEC, 1983; Schvartzman, 2002). A regido possui uma area que corresponde a 2,5% da area
total do Estado de Minas Gerais e sedia 0s seguintes municipios: Belo Vale, Betim, Bonfim,
Brumadinho, Cachoeira da Prata, Caetanopolis, Casa Grande, Congonhas, Conselheiro Lafaiete,
Cristiano Otoni, Crucilandia, Entre Rios de Minas, Esmeraldas, Florestal, Fortuna de Minas, Ibirité,
Igarapé, Inhaima, Itatiaiucu, Jeceaba, Juatuba, Mar de Espanha, Marilac, Materlandia, Moeda,
Ouro Branco, Paraopeba, Pequi, Piedade dos Gerais, Queluzito, Rio Manso, Sao Bras do Suacui,

Sao Joaquim de Bicas, Sao José da Varginha e Sarzedo (Sabino et al., 2008).
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O Rio Paraopeba possui duas represas antigas na sua por¢ao superior: a Pequena Central
Hidrelétrica (PCH) Salto do Paraopeba (Alves, 2007) e a Usina Termoelétrica de Igarapé e uma
terceira construida recentemente na sua por¢do mais baixa: Usina Hidrelétrica (UHE) de Retiro

Baixo.

4.2 Coleta de material de Prochilodus costatus

As amostras de P. costatus foram coletadas ao longo da Sub-Bacia do Rio Paraopeba,
anterior & construcéo da barragem para a UHE de Retiro Baixo compreendendo 71 amostras em
duas localidades (Figura 3a): a jusante da Usina Termelétrica de lgarapé (46 individuos) no ano
hidrolégico de 2005/2006 e a jusante da Cachoeira do Choro (25 individuos) no ano hidrolégico
de 2006/2007. E posterior a construcao da UHE de Retiro Baixo compreendendo 285 individuos,
que foram coletadas em trés localidades (Figura3b): a jusante da Pequena Central Hidrelétrica
de Salto do Paraopeba (52 individuos), a Jusante da Usina Termelétrica de Igarapé (154
individuos) e a jusante da Usina Hidrelétrica de Retiro Baixo (79 individuos), nos anos
hidrologicos de 2014/2015 e 2015/2016, amostrando assim, os trechos de alto, médio e baixo do
rio, respectivamente (Tabela 1). Houve também a avaliacdo a espécie de P. costatus ao logo da
subbacia do Paraopeba pds o rompimento da Barragem Bl (Figura 3c), da Mina Cdérrego do
Feijdo, onde 94 individuos foram coletados em 10 pontos distintos durante os anos de 2019 e
2020, sendo eles: Montante de Brumadinho (Dois individuos), Jusante de Brumadinho (20
individuos), Rio Manso (Dois individuos), Condominio Rio Manso (Trés individuos), Sdo Joaquim
de Bicas (Oito individuos), Ribeirdo Macacos (39 individuos), Ponte da Taquera (Oito individuos),
Cachoeira do Choro (Dois individuos), Jusante da Usina Hidrelétrica de Retiro Baixo (Oito
individuos), Jusante da Termelétrica de Igarapé (Dois individuos). Um pequeno fragmento da
nadadeira caudal foi retirado e fixado em etanol para andlises moleculares, sem o sacrificio dos

animais utilizados para as andlises de sequenciamento massivo de DNA (NGS).
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A) Anterior a construgao da Barragem RBA B) Posterior a construcdo da Barragem RBA

1: 150000
C) Posterior ao Rompimento da Barragem em Brumadinho @ % 0 % 50 75 100km
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Figura 1: Rio Paraopeba e as localidades onde as amostras de P. costatus foram coletadas. (1)
coleta a Jusante da Usina Hidrelétrica de Retiro Baixo, (2) Jusante da Cachoeira do Choro, (3)
Jusante da Termoelétrica de lgarapé, (4) Jusante da PCH Salto do Paraopeba, (5) Ponte da
Taquara, (6) Sao Joaquim de Bicas, (7) Rio Manso, (8) Condominio Rio Manso, (9) Jusante de
Brumadinho, (10) Montante de Brumadinho e (11) Ribeirdo Macacos. As coletas prévias a
construcdo da barragem de Retiro Baixo foram feitas nos pontos 2 e 3, enquanto que as coletas
posteriores a construcao da barragem de Retiro Baixo foram feitas nos pontos 1, 3 e 4. As coletas
pbés rompimento da barragem Cérrego do Feijao ocorreram nos pontos 1, 2, 3,5, 6,7, 8,9, 10 e
11
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Tabela 1: Dados das amostras P. costatus utilizadas no presente estudo. As cores indicam a
qual grupo as amostras pertencem: Rosa — Anterior a construcdo da barragem RBA, Azul —

Posterior & construcdo da barragem RBA e Laranja posterior ao rompimento da barragem

Cérrego do Feijao em Brumadinho, totalizando 450 amostras analisadas.

Jusante UHE Retiro RBA Foz 2014/2015 38
Baixo 2015/2016 41

8
2019/2020
Jusante Cachoeira CC Central
do Choro 2019/2020 2
Jusante da IGA Central
Termelétrica Igarapé 2014/2015
2015/2016
2019/2020
Jusante da PCH SAL Nascente 2014/2015
Salto do Paraopeba
Ponte da Taquara PTAQ Central 2019/2020
Sao Joaquim de SJB Central 2019/2020
Bicas
Rio Manso RM Central 2019/2020 2
Condominio Rio CRM Central 2019/2020 3
Manso
Jusante de JBRUM Central 2019/2020 20
Brumadinho
Montante de MBRUM Central 2019/2020 2
Brumadinho
Ribeirdo Macacos RIBMAC Central 2019/2020 39
Total 450

* As amostras marcadas em rosa foram utilizadas nas analises anterior a construcdo da
barragem de RBA, as em azul foram utilizadas nas analises posterior a construcao da barragem
de RBA e as em laranja utilizadas nas andlises pés rompimento da barragem Corrego do

Feijao.
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4.3 Licenca de coleta

As amostras do peixe P. costatus do presente estudo foram coletadas na regido de
influéncia da represa de Trés Marias (MG), de acordo com a licenca permanente de coleta do
Instituto Chico Mendes de Conservac¢do da Biodiversidade (ICMBio), sob nimero de protocolo:
57204-1 e com a licenga proviséria do Instituto Estadual de Florestas (IEF) sob nuamero de
protocolo: 014.007 2017.

4.4 Obtencao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada seguindo o seguinte protocolo: pedacos de nadadeira de
aproximadamente 12,5 mm?2 de didmetro foram colocadas em placas de 96 pocos e as mesmas
foram acrescentados 550 pl de TEN9 (Tris-HCI 50 mM; EDTA 10 mM; NaCl 200 mM), 1% de SDS,
e 7 ul de Proteinase K (200 pg/ml). A placa foi incubada a 50 °C overnight, e por fim, o
sobrenadante foi retirado e transferido para uma nova placa. O DNA foi entdo purificado com um
kit de purificacdo Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), baseado em beads magnéticas de

afinidade com o DNA, seguindo as instru¢des do fabricante (Beckman Coulter).

4.5 Desenvolvimento dos marcadores

Sequéncias de DNA de P. costatus, gerados a partir do sequenciamento massivo de DNA
(NGS), foram avaliadas in silico e regides contendo microssatélites foram analisadas e
selecionadas para desenho de primers, através da ferramenta MSATCOMMANDER. Os primers
foram sintetizados e testados para estabelecimento das melhores condi¢bes de amplificacéo,
para que apenas bandas especificas fossem geradas. Os primers foram sintetizados e testados
para estabelecimento das melhores condi¢cdes de amplificacdo, para que apenas bandas
especificas fossem geradas. As condicbes para estabelecimento da especificidade dos
marcadores incluiram temperatura de anelamento, diferentes concentracées de DMSO (3, 5 e
7%), diferentes tampdes (IC e IV B — Phoneutria) e ciclagem. Os amplicons foram avaliados em

gel de poliacrilamida 8%, corados com nitrato de prata.
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As sequéncias dos marcadores utilizados neste trabalho, bem como a metodologia de
escolha dos melhores loci foram divulgados por Pimentel, (2018), como mostrado na tabela a

seqguir:

Tabela 2: Primers usados na aplificacdo de marcadores de microssatélites selecionados para a
genotipagem de P. costatus

ATTCCTGTCAATTTCCGGCC AGGCCCAAACAGAAGGTAGG ATT 130 IVB 58 0,03
GATCAGACCTCAGACGGGAC GTTGTACGGAGATGCACTGC CCGT 197 IC 60 0,05
AGAGCTGGGATAGGCTCCAGC CCTGGACAGGCTCCCAGTCC AATG 130 IVB 64 0,07
GACGGAACGTCTTTAGAACC TCTGCACATGCACGAGCGCGG AAG 167 IVB 62 0,05
TGAAGGTGCACAGGGATAGT TGTGAAGGTCCTGGAACCCAC TTTA 130 IVB 62
CTTAGTGAACTGGAGCACG GGTCCAGATTGGGCATATACAC AAC 183 IC/IVB 58
AGCTTAGATGTGTACTAAC GTTGAGCAGTGGTGGGGTAC AAAG 153 IC 55
GGTGTTTGGTTAATCACCCC AGAGATGTGCTTATGCACGC AAAG 146 IVB 62 0,07

Fonte: Pimentel, et al., 2018 (Adaptado).

4.6 Genotipagem NGS

As PCRs foram divididas em duas etapas: PCR sem adaptador (PCR1) e PCR com
adaptador (PCR2) (protocolo ilumina 16S), como padronizado por Pimentel, et al. 2018. Foram
realizados PCRs individuais de cada loci selecionado. A reacéo teve um volume final de 25l
composta por 12,5l de kit premix IVB Pht 2x, 8,5 ul de agua ultrapura, 2,0ul de mix de primers
(5 pcmol/pul) e 2,0 ul de DNA molde (~10ng/ul). A ciclagem foi realizada no termociclador (Veriti®
96 - Well Thermal Cycler, Applied Biosystems) e as condi¢cdes de amplificacdo da PCR1
consistiram em uma desnhaturacdo a 95°C por cinco minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturagdo a 95°C por 20 segundos, anelamento dos primers a 55°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 30 segundos, seguida por ultimo pela extensédo a 72°C por 10 minutos.

A amplificacdo dos primers com adaptador (PCR2) foi realizada no termociclador Veriti®
96 - Well (Thermal Cycler, Applied Biosystems) utilizando 25 pl de uma solugédo composta por
12,54l de kit premix IVB Pht 2x, 9,5ul de agua ultrapura, 2,0yl de mix de primers e 1,0ul de
amplicon (PCR1), onde foi realizado a desnaturagcéo a 95°C por 5 minutos, seguida de 10 ciclos
de desnaturacdo a 95°C por 20 segundos, anelamento dos primers a 55°C por 30 segundos e

extensdo a 72°C por 30 segundos, seguida por ultimo pela extenséo a 72°C por dez minutos.

30
25
25
30
25
25
25
25
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Para a montagem dos fragmentos a serem sequenciados foi utilizado o protocolo 16S da
lllumina. Os amplicons obtidos foram quantificados e a pureza foi observada em
espectrofotbmetro (Thermo Scientific NanoDrop® 2000) utilizando-se 1,5uL do DNA diluido em
25 pl de Tris- HCI (10mM pH 8,5) e também quantificadas utilizando StepOnePlus System Applied
Biosystems® PCR utilizando o kit KAPA Biosystems (Library Quantification Kit. lllumina®)
conforme protocolo especificado do fabricante, normalizando as concentracdes em 4,0 nmol/l.

As amostras foram submetidas ao sequenciamento pelo MiSeq® System lllumina,
seguindo as especificagbes do protocolo da lllumina e as reads geradas foram submetidas as

analises de bioinformaéatica.

4.7 Andlises de Bioinformatica (NGS)

Foi utilizado um pipeline desenvolvido pela equipe do LBMM, que consiste resumidamente
nas seguintes etapas: a genotipagem foi realizada utilizando os 8 loci: ProC10. ProC18, ProC22,
ProC36, ProC37, ProC44, ProC48 e ProC49, seguindo o método de genotipagem desenvolvido
por Pimentel et al. (2018) Os procedimentos subsequentes foram feitos seguindo o 16S
Metagenomic Sequencing LibraryB, onde a biblioteca de genotipagem foi preparada adicionando
5 ul de DNA (4 nM) e 5 ul de NaOH 0,2 N a desnaturagdo das cadeias de DNA durante 5 min.
Além disso, a biblioteca de genotipagem foi diluida utilizando tampao especifico para atingir a
concentracdo final de 10 pMol de DNA e o volume final de 1000 pL dos quais 600 pL foi finalmente
seguido para sequenciacdo em MiSeq (Figura 4), as leituras obtidas do sequenciamento foram
fitradas e selecionadas por qualidade e comprimento através do software PrinSeq-Lite
(Schmieder & Edwards, 2011). Além disso, usando Bowtie2 (Sensibilidade anterior), as leituras
fitradas foram alinhadas contra uma referéncia (dados genbmicos) para verificar a
correspondéncia do contig com a sequéncia de referéncia. Subseglentemente, um
realinhamento local de todos as leituras filtradas e alinhadas com qualidade (Phred 30) na regido
do motivo foi realizada pelo Realign targer criador e ferramentas de realinhamento Indel do pacote
GATK para aumentar a confianca na deteccao de diferentes alelos. O produto dessas etapas foi
submetido ao software RepeatSeg (Highnam et al. 2012) para identificacdo de alelos e um arquivo

output em .xlIs foi gerado com os genétipos individualizados da amostragem.
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Figura 2: Representagdo esquematica da estratégia de genotipagem, obtencdo do amplicon
individualizado e fluxograma das analises de bioinformatica.

Fonte: Pimentel, et al., 2018

As analises coletadas posterior ao rompimento da barragem Coérrego do Feijao foram

processadas utilizando o Software PHTSeq — Solu¢cdes em Andlises de Sequéncias Gendmicas,

2021 (Software em elaboracdo pela empresa Phoneutria Biotecnologia e Servicos LTDA).

Utilizando o default do programa, como qualidade das amostras de PHRED Q30, exclusdo de

reads com tamanhos menores que 60 nucleotideos, cobertura de alinhamento minimo de 90% e

genotipos definidos com um peso minimo de 20 sequéncias.
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4.8 Andlise de genética de populacdes

O GenAlEx versdo 6.4 (Peakall e Smouse, 2006) foi usado para estimar o equilibrio de
Hardy-Weinberg. Os célculos de frequéncias genotipicas foram feitos manualmente.

Uma analise molecular da variancia (AMOVA) foi realizada também no programa GenAlEx
versdao 6.4 (Peakall e Smouse, 2006) para avaliar a distribuicdo da variacdo genética
intraespecifica e auxiliar na avaliacdo da estrutura populacional, cuja analise provém a
diferenciacdo dentro e entre as populacdes. A significancia de cada estatistica F foi testada
através de 9999 permutagfes. A analise toma por base a matriz de distancia entre pares de
individuos baseado na estimativa Rst, sendo obtida pela soma de quadrados dos desvios totais,
entre populacdes, entre individuos dentro da populagéo, e dentro de individuos.

A AMOVA foi realizada para avaliar a estrutura genética comparando os locais de
amostragem, anterior e posterior da constru¢ao da barragem de Retiro Baixo, através dos indices
de Weir & Cockerham (1984) e depois a mesma avaliacao foi feita para os dados p6s rompimento
da barragem. O pacote adegenet (Jombart et al. 2010) para o software R também foi utilizado por
permitir a realizacdo de analise DAPC (Discriminant Analysis of Principal Components). Uma
andlise de componentes principais (PCA) e uma analise de discriminante (DA), onde a variagdo
genética é dividida por um componente entre grupos e outro componente dentro do grupo, de
modo a maximizar a variagdo entre grupos e minimizar a variagdo dentro do grupo. Um método
bayesiano de agrupamento foi realizado usando a fungé&o find.clusters também pelo pacote R
adegenet para avaliar a estrutura populacional desta espécie na Bacia do Rio Paraopeba. O
método detecta a gama de possiveis aglomerados K (Knumber de aglomerados de individuos
caracterizados por frequéncias alélicas em cada locus) presentes no conjunto de dados e para
comparar 0s grupos amostrais. Para isso, através da fungdo compoplot, foram feitas duas
DAPCs: (i), sdo calculadas probabilidades de atribuicdo dos individuos a cada um dos K grupos
encontrados através da funcao find.clusters; onde foi considerado um modelo admixture
relacionando a frequéncia alélica das populacdes amostradas, o qual incluiu a informacao, a priori,
dos locais e individuos amostrados de modo que pudéssemos inferir quais eram os individuos
com gendtipos multilocus “misturados” de cada local e entre os diferentes locais; e (ii) foi
considerado uma estrutura genética separada por regides, locais do Rio Paraopeba, onde foi
possivel inferir pool génicos e conectividade entre as regibes e populacbes estudadas, sdo
calculadas probabilidades de atribuicdo dos individuos aos grupos/populacdes previamente
estabelecidos. Para atribuir um individuo a um determinado grupo ou populacéo, foi considerada

uma probabilidade de atribuicdo maior que 50% (Jombart et al 2010).
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Na Tabela 3, sdo mostrados os genétipos dos 71 individuos avaliados pré barramento,

sendo que “0” denota locus cujo geno6tipo ndo pdde ser obtido por uma falha de amplificacdo ou

por causa de numero insuficiente de reads de boa qualidade, os nimeros indicam o tamanho em

pares de bases do microssatélite encontrado para cada alelo. Os homozigotos possuem

tamanhos idénticos sendo identificados por nimeros idénticos (20-20 —ambos os alelos possuem

20 bases de repeticdo no microssatélite) e os heterozigotos possuem tamanhos diferentes sendo

identificados por numeros diferentes (23-20 um alelo possui 23 bases e o outro 20 bases de

repeticdo no microssatélite).

Tabela 3: Genotipagem dos individuos de 01 a 71 obtidos por amplificagéo seguida por

sequenciamento massivo de DNA em plataforma lllumina. O zero indica que o genétipo néo foi

localizado e os nimeros o tamanho do fragmento de microssatélite para cada alelo.

Ind/Loci ProC10 ProC18 ProC22 ProC36 ProC37 ProC44 ProC48 ProC49

06IGAO1 23-23 23-23 32-32 22-22 22-22  45-45 0 41-61
061GA02 20-23 23-23 28-28 13-22 22-31 29-37 38-38 41-41
06IGAO3  23-23 23-23 32-32 22-22 0 33-33 0 61-49
061GA04 23-23 0 36-36 22-22 0 37-45 0 33-33
06IGAO5 20-23 0 28-28 22-22 0 45-45 0 37-37
06I1GAO6  20-23 0 28-32 22-22 0 37-41 0 41-41
06IGAO07 0 0 32-40 0 0 0 0 53-53
06IGA08 20-20 27-23 28-28 22-22 27-27 29-29 0 37-53
06IGA09 20-23 23-23 32-44 22-25 31-39 37-37 0 65-65
06IGA10 23-23 23-23 32-36 22-22 0 41-41 0 49-49
06IGA11 23-23 23-27 28-40 19-22 0 41-37 0 53-61
06I1GA12 23-23 27-27 0 22-22 0 33-33 0 37-37
06IGA13 23-23 23-23 36-36 22-22 0 41-41 0 41-41
061GA14 23-23 27-27 0 22-25 0 37-37 0 37-41
06IGA15 23-23 23-23 0 22-22 0 41-49 0 65-65
06I1GAl16 20-23 27-27 32-36 22-22 27-27 37-37 0 41-41
06IGA17 20-23 0 36-36 22-22 0 0 0 53-33
06I1GA18 23-23 0 28-28 19-19 0 57-57 0 53-41
061GA19 0 0 0 0 0 0 0 37-37
061GA20 20-23 23-23 36-36 22-22 0 45-45 0 53-41
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Na Tabela 4 sdo mostrados os genétipos dos 285 individuos avaliados pos barramento,

assim como na tabela anterior, “0” indica locus cujo gendtipo ndo pdde ser obtido por uma falha

de amplificagcéo ou por causa de numero insuficiente de reads de boa qualidade. Os homozigotos

possuem tamanhos idénticos sendo identificados por nUmeros idénticos (20-20 — ambos os alelos

possuem 20 bases de repeticdo no microssatélite) e os heterozigotos possuem tamanhos

diferentes sendo identificados por nUmeros diferentes (23-20 um alelo possui 23 bases e 0 outro

20 bases de repeticdo no microssatélite).

Tabela 4: Genotipagem dos 285 individuos de P. costatus obtidos por amplificacdo seguida por
sequenciamento massivo de DNA em plataforma lllumina. O zero indica que o genétipo néo foi
localizado e os nimeros o tamanho do fragmento de microssatélite para cada alelo.

Ind/Loci ProC10 ProC18 ProC22 ProC36 ProC37 ProC44 ProC48 ProC49

14SAL254 23-23 31-31 40-36 22-22 23-23 45-37 0 57-53
14SAL255 23-20 27-23 40-36 22-22 19-19 37-29 42-38 57-57
14SAL256 20-20 23-23 40-40 22-22 27-23 0 42-38 45-45
14SAL257 23-23 19-19 36-36 2216 31-23 45-37 38-34 0
14SAL258 23-20 23-23 40-36 22-22 23-23 45-33 0 49-49
14SAL259 20-20 19-19 36-36 22-22 23-23 33-33 38-38 45-45
14SAL260 23-20 23-23 36-36 22-22 23-23 0 0 0
14SAL261 23-20 0 36-36 22-22 23-23 37-37 0 4541
14SAL262 23-20 23-23 36-36 22-22 23-23 45-45 0 49-49
14SAL263 23-23 27-27 36-36 22-22 0 37-37 0 0
14SAL264 23-23 23-23 44-44 22-22 31-31 37-37 46-46 57-41
14SAL265 23-20 23-23 36-36 22-22 23-23 49-41 0 41-41
14SAL266 20-20 23-23 36-36 22-22 23-23 37-37 0 0
14SAL267 23-20 23-23 36-36 0 23-23 37-37 0 0
14SAL268 20-20 19-19 36-36 22-22 23-23 41-37 0 49-49
14SAL269 23-20 27-23 36-36 22-22 23-23 0 0 49-49
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Na Tabela 5, sdo mostrados os genétipos dos 94 individuos avaliados pés rompimento da

Barragem B1 da Mina Cérrego do Feijao, sendo que “0” denota locus cujo gendétipo ndo pdde ser

obtido por uma falha de amplificacdo ou por causa de numero insuficiente de reads de boa

qualidade. Os homozigotos possuem tamanhos idénticos sendo identificados por numeros

idénticos (20-20 — ambos os alelos possuem 20pb de repeticdo no microssatélite) e os

heterozigotos possuem tamanhos diferentes sendo identificados por nimeros diferentes (23-20

um alelo possui 23 bases e o outro 20 bases de repeticdo no microssatélite).

Tabela 5: Genotipagem dos individuos de 01 a 94 obtidos por amplificagdo seguida por
sequenciamento massivo de DNA em plataforma lllumina. O zero indica que o genétipo néo foi
localizado e os nimeros o tamanho do fragmento de microssatélite para cada alelo.

Loci/Ind ProC10 ProC18 ProC22 ProC36 ProC37 ProC44 ProC48 ProC49
MBRUM 0 23-23 0 0 19-19 O 0 85-85
MBRUM 0 23-23 40-36 0 19-19 O 0 0

RM19/20 20-20 27-27 4036 O 19-19 O 38-34  93-93
RM19/20 23-23 27-23  40-36 5252 19-19 O 38-34  93-85
JBRUM19/20 23-23 0 3420 0 19-19 O 0 93-81
JBRUM19/20 20-20 27-23 28-27 52-52 O 0 0 93-93
JBRUM19/20 23.23 23-23 0 0 0 0 0 89-89
JBRUM19/20 23-23 23-23 36-32 5252 O 0 0 85-85
JBRUM19/20 23.23 O 3627 O 19-19 O 0 81-71
JBRUM19/20 O 0 40-32 0 19-19 0 0 93-89
JBRUM19/20 0 0 40-40 52-52 19-19 O 0 93-93
JBRUM19/20 23-23 23-23 36-32 52-52 19-19 O 0 81-81
JBRUM19/20 23-20 23-23  40-36 5252 19-19 O 0 0

JBRUM19/20 20-20 23-23 40-27 5252 0 0 0 93-81
JBRUM19/20 20-20 23-27  40-36 5252 19-19 O 0 93-93
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5.2 Comparacao das amostras anterior e posterior a Construcao da Barragem da Usina
Hidrelétrica de Retiro Baixo

5.2.1 Diversidade Genética

Ao estimarmos a frequéncia alélica, observamos que os loci sdo altamente polimérficos
com um numero de alelos por locus variando do menos polimérfico com 3 alelos (Locus ProC10)
ao mais polimérfico com 11 alelos (Locus ProC49). Os loci escolhidos apresentaram uma média

de 6,87 alelos por locus, totalizando 52 alelos (Figura 7).
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Figura 3: Comparacéo da distribuicdo das frequéncias alélicas para 8 loci de microssatélites entre as duas
populacdes de P. costatus analisadas
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E possivel observar que os alelos que frequéncia rara na populac&o anterior a construgéo
da barragem se perderam, enquanto que os outros mudaram a sua frequéncia pos da instalagéo
da barragem. Foi observado que na populagéo pré barramento 3 dos 45 alelos (ProC22 — Alelo
48, ProC37 — Alelo 22 e ProC49 — Alelo 65) eram Unicos e raros, ndo foram amostrados
posteriormente. J& na populacdo pds barramento, amostramos 10 alelos (ProC18 — Alelo 11,
ProC22 — Alelo 31, ProC37 — Alelos 19 e 35, ProC44 — Alelo 25, ProC48 — Alelos 30, 31 e 46,

ProC49 - Alelos 47 e 52) que ndo foram encontrados nas amostras de pré barramento.



Tabela 6: Distribuicdo de alelos por locus
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*Os resultados em rosa e azul correspondem, respectivamente, aos alelos que sédo exclusivos de

pré e pds barramento da Usina de Retiro Baixo, no Rio Paraopeba.

Alelos Total
20, 23, 26 3
15, 19, 23, 27, 31 5
28, 32, 36, 40, 44, 48 6
10, 13, 16, 19, 22, 25 6
22,23, 27,31, 39 5
29, 33, 37, 41, 45, 49, 53,57 8
34, 38, 42 3
33, 37,41, 45, 49, 53,57,61, 9
65

45

5.6

5.2.2 Avaliagéo dos resultados por locus

Alelos

20, 23, 26

11, 15, 19, 23, 27, 31
28, 31, 32, 36, 40, 44

10, 13, 16, 19, 22, 25

19, 23, 27, 31, 35, 39
25,29, 33,37, 41, 45, 49, 53,
57

30, 31, 34, 38, 42, 46
33,37, 41, 45,47, 49, 52, 53,
57, 61

Total

© OO O O O

52
6.8

O locus ProC 10 se mostrou pouco polimérfico nos estudos de diversidade, onde apenas

trés alelos foram encontrados nas analises pré e pds barramento, séo eles: 20, 23 e 26. Cinco

combinag8es de gendtipos possiveis foram observadas, os homozigotos para os alelos 20/20 e

23/23 e os heterozigotos para os alelos 20/23, 20/26 e 23/26 (Tabela 7), sendo que a combinagéo

20/26 so6 foi encontrada no pés barramento, em um Unico individuo. Quatro individuos amostrados

no pré barramento e 22 individuos amostrados no pés barramento ndo tiveram seus genoétipos

identificados para este locus. Partindo do nimero de individuos genotipados, foram calculadas

as frequéncias genotipicas observadas e esperadas baseadas no Equilibrio de Hardy Weinberg
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Tabela 7: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o locus ProC10 pré e pos
barramento

Observada Esperada Observada Esperada

N Freq. N Freq. N Freq. N Freq.

10 0,49 199 0084 55 0,209 535 0,139
0432 57,8 0247 141 0536 137,2 0,292
---- 0,008 0,76 0,003
0,358 47,9 0,180 0239 61,1 0,152
4 0,059 79 0024 2 0,007 1,79 0,003

4 22

Para o locus ProC 18 foram encontrados seis alelos, séo eles: 11, 15, 19, 23, 27 e 31,
sendo que o alelo 11 foi encontrado apenas nas amostras pds barramento. As composicoes de
gendtipos foram para homozigotos:15/15, 19/19, 23/23, 27/27, 31/31, e para heterozigotos: 19/23,
23/27, 23/11, 23/15, 27/15, 27/19, 31/23, 31/27, sendo que o gendtipo 15/15 aparece apenas um
individuo e exclusivamente no pré barramento e os genotipos 23/11, 23/15, 27/15, 31/23,
aparecem em um individuo cada, 31/27 em dois individuos e 27/19 em trés individuos amostrados

no pés barramento (Tabela 8).

Tabela 8: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o locus ProC18 pré e pés
barramento

Observada Esperada Observada Esperada
N Freq. N Freq. N Freq. N Freq.
1 0,015 1,92 0,00022 1 0,004 0,0040

1 0,015 1,92 0,012 18 0,072 9 0,0126
42 0,655 83,8 0,177 150 0,600 300 0,181
11 0,171 21,8 0,117 42 0,168 84 0,1567
7 0,109 13.9 0,019 19 0,076 38 0,0338
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1 0,004 2 0,06

1 0,004 2 0,0017
1 0,004 2 0,0034
1 0,004 2 0,0014
3 0,012 6 0,0235
1 0,004 2 0,0068
2 0,008 4 0,0294

35

Para o locus ProC22, sete alelos foram detectados: 28, 31, 32, 36, 40, 44 e 48. Esses
alelos se agruparam em 19 composic8es genotipicas diferentes com sete homozigotos, séo eles:
28/28, 31/31, 32/32, 36/36, 40/40, 44/44 e 48/48 e doze heterozigotos, sendo que o gendtipo
28/28 aparece uma Unica vez. Os genotipos dos individuos 21, 25, 27 e 35 nao foram localizados
(Tabela 9). O locus ProC 22 se apresentou com um bom numero de alelos para estudos de

diversidade além de bons resultados de amplificacdes em todas as reacoes.

Tabela 9: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o locus ProC22 pré e pés
barramento

Observada Esperada Observada Esperada

N Freq. N Freq. N Freq. N Freq.

9 0,152 17,9 0,025 26 0,101 51,7 0,0049
0,101 11,9 0,087 12 0,046 23,5 0,0291

---- 1 0003 15 00008
BN, @ oo 35 008

1 0,016 1,8 0,054 15 0,058 29,6  0,0351
0,050 0,016 4 0,015 76 00116
---- 12 0,046 23,5 0,0291
0,169 199 0,073 43 0,167 855  0,0432

12 0,203 239 0,091 24 0,093 47,6  0,1044

2 0,033 38 0,027 10 0,039 19,9  0,0346
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2 0,033 38 0,022 ----
6 0,101 11,9 0,028 0,277 141,8 0,063
2 0,033 38 0,016 13 0,050 256 0,041
1 0,016 0,002 15 0,058 29,6 0,006
---- 6 0,023 11,7 0,014
0,016 0,014 6 0,023 11,7 0,017
---- 1 0,003 1,5 0,005
0,033 0,001 0,023 11,7 0,0012

12

O locus ProC 36 apresentou seis alelos definidos, séo eles: 10, 13, 16, 19, 22 e 25. Esses alelos
se apresentaram em dez combinacdes diferentes sendo dois homozigotos (19/19 e 22/22) e oito
heterozigotos (22/10, 22/13, 22/16, 22/19, 25/13, 25/16, 25/19 e 25/22). A combinacéo 19/19 foi
amostrada somente no pré barramento e as combinacdes 25/13, 25/16 e 25/19 foram amostradas
somente pOs barramento (Tabela 10). Trés individuos pré barramento e 43 individuos poés

barramento nado tiveram seus genaétipos identificados.

Tabela 10: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o locus ProC36 pré e pos

barramento

Observada Esperada Observada Esperada
N Freq. N Freq. N Freq. N Freq.
1 0,014 19 0,006 3 0,012 5,8 0,005
1 0,014 1,9 0,006 2 0,008 3,8 0,005
1 0,014 1,9 0,006 0,033 15,9 0,017
1 0014 1,9 0,0012 ----
4 0,058 7,8 0,034 0,024 11,6 0,013
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51 0,750 102 0,227 206 0,851 411,8 0,243
1 0,004 1,9 0,0004
1 0,004 1,9 0,0012
1 0,004 1,9 0,0009
14 0,005 2,4 0,0345
3 43

O locus ProC 37 apresentou sete alelos definidos, sdo eles: 19, 22, 23, 27, 31, 25, e 39.
Esses alelos se apresentaram em 19 combinactes diferentes sendo sete homozigotos: 19/19,
22/22, 23/23, 27/27, 31/31 35/35 e 39/39 e 12 heterozigotos 23/19, 27/23, 31/19, 22/31, 31/23,
31/27, 35/23, 35/27, 35/31, 39,23, 39,27 e 39/31. As combinacbes 22/22 e 22/31 foram
amostradas somente no pré barramento e as combinac¢des 19/19, 23/19, 31/19, 31/27, 31/31,
35/23, 35/27, 35/31, 35/35, 39/23 e 39/27 foram encontradas somente nos individuos amostrados
pdés barramento (Tabela 11). 52 individuos no pré barramento e 71 individuos pds barramento

nao tiveram seus genotipos localizados.

Tabela 11:Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o locus ProC37 pré e pés
barramento

Observada Esperada Observada Esperada

N Freq. N Freq. N Freq. N Freq.

L L
-—--

0,263 0,0441 110 0,514 219,9 0,123
2 0,105 3,9 0,088 16 0,074 31,6 0,071
6 0,315 11,9 0,044 23 0,107 45,7 0,010

---- 0,004 1,7  0,0006
1 0,052 1,9 0,004 ----

0052 1,9 0,032 0,065 27,8 0,059

---- 0,065 27,8 0,007




0,014
0,004
0,009
0,014
0,032
0,009
0,018
0,037

1 0,052 1,9 0,008
2 0,105 3,9 0,002
52

o A N N WODN P W

71

5,9
1,7
3,8
59
13,6
3,8
7,7
15,8
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0,009
0,002
0,002
0,00019
0,034
0,009
0,008
0,002

O locus ProC 44 tem alto e contém nove alelos: 25, 29, 33, 37, 41, 45, 49, 53 e 57. 26
combinacfes de gendtipos possiveis foram observadas sendo nove homozigotos: 25/25, 29/29,
33/33, 37/37, 41/41, 45/45, 49/49, 53/53 e 57/57 e 17 heterozigotos: 29/25, 33/25, 33/29, 37/25,
37/29, 37133, 41/25, 41/33, 41/37, 45/29, 45/33, 45/27, 45/41, 49/29, 49/37, 49/41 e 53/37 (Tabela
12). As combinagdes 25/25, 29/25, 33/25, 33/29, 37/25,37/33, 41/25, 45/33, 45/41 e 49/29 foram

encontradas exclusivamente nos individuos amostrados pos barramento. Onze individuos

amostrados pré barramento e 77 amostrados pés barramento ndo tiveram seus genotipos

encontrados.

Tabela 12: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o locus ProC44 pré e pos

barramento

Observada Esperada Observada

N Freq. N Freq. N Freq.

BN
I
2 0,033 3.9 0,003 9 0,043
T

2 0,009

1 0,016 1,9 0,0025 21 0,100

L

Esperada

N Freq.
7,9 0,003
3,7 0,001
17,8 0,002
1,6 0,003
3,7 0,009
41,6 0,009
1,6 0,010
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0,066 7,9 0,027 7 0,033 13,7 0,029

0,283 339 0,054 73 0,350 1456 0,081
---- 1 0,004 1,6 0,003
0,033 0,0125 1 0,004 1,6 0,016

3 0,050 6,0 0,058 12 0,057 237 0,048

7 0116 1,9 0,015 18 0,086 357 0,007
0,016 13,9 0,007 1 0,004 1,6 0,009

0,033 0,030 9 0.043 17,8 0,050
---- 1 0,004 1,6 0,014
0,083 0,004 14 0,067 27,8 0,007
---- 1 0,004 1,6 0,002
1 0,016 0,023 2 0,009 3,7 0,012

3 0,050 6,0 00125 2 0,009 3,7 0,003

2 0,033 39 00025 4 0,019 7.9  0,0004

1 0016 19 0,015 3 0,014 5,8 0,008

3 0,050 6,0 0,001 3 0,014 58  0,0001

1 0,016 1,9 0,06 1 0,004 1,6 0,004

11 i

O locus ProC 48 apresentou seis alelos nas analises de polimorfismos, séo eles:
30, 31, 34, 38, 42 e 46. A distribuicdo desses alelos se deu da seguinte forma: seis homozigotos:
30/30, 31/31, 34/34, 38/38, 42/42 e 46/46 e oito heterozigotos: 34/30, 38/30, 38/34, 42/30, 42/34,
42/38, 46/34 e 46/38. Nove dessas combinag¢des: 30/30, 31/31, 34/30, 38/30, 42/30, 42/34, 46/34,
46/38 e 46/46 (Tabela 13) foram encontradas somente nos individuos amostrados pos
barramento. 59 individuos amostrados pré barramento e 120 amostrados pés barramento nao

tiveram seus genotipos encontrados.

Tabela 13: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o locus ProC48 pré e p6s
barramento

Observada Esperada Observada Esperada
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33

0,083 0,162 19
0,416 0,084 57

---- ?
I I

0,083 0,048 13
1 0,083 19 0,006

(3]

o B~ O1

Freq.

0,018
0,006
0,300
0,200
0,024
0,115
0,345
0,012
0,300
0,078
0,048
0,300
0,024
0,036

N

59
1,9
99,0
66,0
7,92
37,9
113.8
3,96
99,0
25,7
15,8
99,0
7,92
11,8

120

Freq.

0,001
0,009
0,017
0,041
0,011
0,055
0,018
0,007
0034
0,022
0,007
0,018
0,012
0,002
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O locus ProC 49 apresentou 11 alelos nas analises de polimorfismos, séo eles: 33, 37, 41,
45, 47, 39, 52, 53, 57 e 61. A distribuicdo desses alelos se deu da seguinte forma: 33/33, 37/37,
41/41, 45/45, 49/49, 53/53, 57/57 e 61/61 combinando em sete homozigotos e 33/45, 37/33, 41/33,
41/37, 45/37, 45/41, 47/37, 47149, 49/33, 49/37, 49/41, 49/45, 52/41, 53/33, 53/37, 53/41, 53/45,
53/49, 57/37, 57/41, 57/45, 57/53, 61/33, 61/37, 61/41, 61/45, 61/49, 61/53, 61/57 e 65/33

combinando em 30 heterozigotos (Tabela 14). O locus ProC 49 de acordo com os resultados é o

mais polimérfico de todos os oito loci analisados. Seis individuos amostrados pré barramento e

106 amostrados pés barramento ndo tiveram seus genétipos encontrados.

Tabela 14: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o locus ProC49 pré e pds

barramento

Observada Esperada Observada

Esperada
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N Freq. N Freq. N Freq. N Freq.
3 0,046 5,9 0,005 0,072 25,7 0,013
2 0,030 3,9 0,015 0,078 27,9 0,020
5

---—
----

0,030 0,032 0,022 7,8 0,033

0,153 19,8 0,025 29 0,162 57,9 0,034
0,022 7,8 0,025
0,015 0,0009 0,078 27,9 0,004
0,005 1,7 0,0008
0,005 1,7 0,0008
0,005 1,7 0,020

1
1
0,015 0,139 1
1 0,015 1,9 0,018 4 0,022 7,8 0,015
5
2

4 0061 7,9 0,029 0,027 96 0,033
0011 39 0,012
1 0015 1,9 0,008 15 0,083 29,7 0,007
---- 1 0,005 1,7  0,0007
0,030 39 0,020 2 0,011 39 0,018
0,030 39 0,027 1 0,006 1,7 0,014
0,046 59 0,044 0,022 0,030
-ﬁ-ﬂ
16 0,089 31,8 0,006
1 0,005 1,7 0,11
15 0,083 297 0,23
2 0,011 39 0,008
9 0,008 4 0022 7,8 0,010
90,0009 7 0,039 139 0,004

I o oo

0,015
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0,030 3,9 0,034 0,022 7,8 0,018
0,030 3,9 0,019 0,005 0,008

0,030 3,9 0,029 3 0,016 5,7 0,008
0,030 3,9 0,006 1 0,005 1,7 0,006
0,061 7,9 0,011 0,005 1,7 0,002

0015 19 0003 ----
o030 3903 o0005 |GGG

6 106

N P BB DN DNEPDN

5.2.3 Diversidade populacional

Foi possivel determinar a Heterozigosidade, estatistica F e indices de polimorfismo,
calculadas para cada grupo pré e pos construcao da barragem, considerando os 71 e 285
individuos, amostrados respectivamente (Tabela 15). Ambas as populac6es apresentam valores
de F préximos a zero (F = 0,329 p6s barramento e F = 0,377 pré barramento respectivamente)
com frequéncias alélicas semelhantes. O indice | que mostra a medida da diversidade alélica e
genética, equivalente ao indice Shannon-Weaver, indica que a populagdo pré barramento é um
pouco mais diversa (1= 1,188) que a populacéo pds barramento a menos diversa (| = 1,091). Ne
representa uma estimativa do niumero de alelos igualmente frequentes em uma populagéo ideal,
permitindo comparacdes significativas de diversidade alélica através de loci com diversas
distribuicbes de frequéncia alélica calculado por loci de HE para cada populagdo. O Ne da
populacéo de pré barramento (Ne=3.200) também se mostrou o maior das populagdes, indicando
que esta populacdo é a que possui a maior diversidade alélica, em contraposicdo com a

populacdo de pds barramento que possui Ne = 2,759.

Tabela 15: Diversidade genética avaliada nas populacdes de P. costatus estudadas

Pré barramento de Retiro Baixo
N Na Ne | Ho He uHe F
Total Mean 25,875 5,125 3,200 1,188 0,345 0,593 0,611 0,377
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N Na Ne | Ho He uHe F
_Mean 37,021 4,813 2,759 1,091 0,344 0561 0,580 0,329

Estimativas adicionais da diferenciagdo genética entre as populacdes (AMOVA), mostra
gue, pré barramento de Retiro Baixo, uma propor¢éo da variagdo genética (54%) pode ser
atribuida a variagéo entre individuos, 46% da variagdo ocorre devido a diferengas dentro dos
individuos, e nenhuma proporcéo é atribuida entre as populagdes indicando que os pontos de
IGA/2006 e CC/2007 correspondem a individuos de uma unica populacdo (Figura 8). Ja nas
amostras pés barramento, 57% corresponde a variacdo entre individuos, 38% dentro dos
individuos e agora é atribuido uma variacao de 5% entre as populacdes.

AMOVA - Anterior a construgdo da AMOVA - Posterior a construcao da
Barragem RBA Barragem RBA

Among
Pops
5%

Among
Pops
0%

Figura 4: Andlise de variancia molecular (AMOVA) entre as populacdes de P. costatus pré e pos
construcao da Barragem de Retiro Baixo.

5.3 Estrutura populacional

O DAPC foi testado em todos os individuos com melhor ajuste para os clusters
encontrados em K = 3 para as populagdes pré barramento (Figura 9). As populagdes de CC/2007
e IGA/2006 mostraram a probabilidade de associagdo que compartiiham um mesmo perfil
genético composto por 5 pools génicos em ambas as populagcdes, com a frequéncia de
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distribuicdo pouco divergente. Os graficos de pizza mostram a distribuicdo dos pools génicos e
suas frequéncias para cada populacao e os graficos em barras a distribuicdo por amostras, onde
cada linha representa um individuo. A populacdo CC/2007 esta dividida em 12% do cluster a, 16%
do cluster b e 24% dos clusters 3, 4 e 5. Ja na populacdo IGA/2006 ha 7% do cluster a, 13% do

cluster b e 20% do cluster ¢, 27% do cluster d e 33% do cluster e.

CCo7

& |
&I
PR LA

3 Pool Génico A
[ Pool Génico B
M Pool Génico €
M rool Génico D
B pool Génico E

Figura 5: Atribuicdo de DAPC e subsequente agrupamento de individuos com clusters 6timos de
K = 3, apara amostras coletadas pré barramento da UHE de Retiro Baixo. Parcela de DAPC para
cinco perfis genéticos atribuidos, cada um indicado por cores diferentes. Graficos de pizza
indicam a proporcdo de individuos de cada populagdo (CC/2007 e IGA/2006) atribuido aos
conjuntos genéticos relativos criados pelo DAPC.

Para as populacdes p6s barramento, o melhor ajuste para os clusters foi em K= 11. Todas
as populacbes mostraram a probabilidade de associacdo, compartilhando clusters genéticos
composto agora por 11 pools génicos (Figura 10). Excluindo-se SAL15 (com apenas 5 individuos)
observamos que os clusters, b, c, h, i e j foram compartilhados por todas as subpopulacdes. Os
demais clusters se divergem nas demais subpopulacbes. Os graficos de pizza mostram a
distribuicdo dos pools génicos e suas frequéncias para cada populacdo de amostragem e o0s
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graficos de barras a distribuicdo por amostras, onde cada linha representa um individuo. E

possivel observar a mudanca na frequéncia dos clusters se ressaltarmos de um ano para o outro.
A populacdo RBA/2014 esta dividida em 18% do cluster a, 16% do cluster b e ¢, e 10% do cluster

d, 5% do cluster e, 11% do cluster 8 e 8% para os clusters i, j e k, ndo sendo amostrados os

clusters f e g. J& na populacdo RBA/2015 ha 5% dos clusters a, d, h e i, 27% do cluster b, 17%

do cluster ¢, 12% do cluster e, 7% do cluster f e 17% do cluster j, ndo sendo amostrados os

clusters g e k. Na populacéo de IGA/2014 encontramos, 20% para o cluster b, 18% para o cluster

¢, 16% para o e, 13% para o cluster a, 11% para o i, 7% para os clustersh e j, 5% parao 6 e 4

para os clusters g e k ndo sendo amostrado o cluster d. Quando nos atentamos para SAL/2014

visualizamos 21% para o cluster ¢, 15% para k, 13% para os clusters g e i, 11% para o d, 9%

para o cluster j, 8% para o f, 6% para o h, 4% para o b ndo sendo observados os clusters a e e.

Para SAL/2015, por conter um n amostral insuficiente, s6 encontramos 3 clusters; a, e e h.

\vp{,.

[Z] Pool Génico A
B Pool Génico B
 Pool Génico C
B Pool Génico D
M pool Génico E

.....

9 llﬁlllﬂl

B Pool Génico F n
B Pool Génico G

[ Pool Génico H

B ool Génico |

B Pool Génico )

Figura 6: Atribuicdo de DAPC e subsequente agrupamento de individuos com clusters 6timos de
K = 14, para amostras coletadas pés UHE de Retiro Baixo. Parcela de DAPC para 11 perfis
genéticos atribuidos, cada um indicado por cores diferentes. Graficos de pizza indicam a
proporcdo de individuos de cada grupo amostral (SAL/2014, SAL/2015, IGA/2014, IGA/2015,
RBA/2014 e RBA/2015) atribuido aos conjuntos genéticos relativos criados pelo DAPC.
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A anadlise de DAPC identificou um total de dois perfis genéticos de P. costatus e varios
genotipos multiloci. Os individuos sdo agrupados de acordo com sua populacdo da origem. Os
clusters sdo codificados com cores diferentes e a fracdo de cada cor individual representa a
probabilidade de atribuicdo ao cluster dessa cor (Figura 11). Nas populacdes de CC07 e IGA06
€ possivel ver uma mistura das populacdes ndo sendo possivel distinguir a origem de cada
amostragem. Para descrever os dados pré barramento, 7 componentes principais foram gerados
e apenas uma funcao discriminante foi reconhecida.

HGADG CCo7

B IGADE O CCo7

Figura 7: Agrupamento populacional por DAPC nas amostras pré barramento. Foram utilizados 7
componentes principais e 1 fungdo discriminante. Plot da estrutura Bayesiana para 8 loci de
microssatélites para 71 individuos relacionados. Gréafico de barras mostrando a designacéao da
populacéo dividido pela designagédo a priori da populagdo. As cores indicam a contribui¢cdo
percentual dos individuos das populacdes para os clusters atribuidos (eixo y), sendo os individuos
representados por cada linha (eixo x). As linhas pretas superiores separam as populacdes das
quais os individuos pertencem.

Ja para o periodo pés barramento, 11 componentes principais foram gerados e 5 fungdes
discriminantes (eigenvalues) foram usadas (Figura 12). Eigenvalues séo correspondentes a razao
da variancia entre os grupos sobre a variancia dentro de grupos para cada fungéo discriminante.
Todas as populacées aparecem sobrepostas. Os numeros em destaque representam 0s
individuos que, embora pertencam a uma determinada populacéo, possuem caracteristicas que

os diferem do grupo.
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Figura 8: Agrupamento populacional por DAPC pds barramento. Foram utilizados 11
componentes principais e 5 fun¢des discriminantes. Plot da estrutura Bayesiana para 8 loci de
microssatélites e 285 individuos relacionados. Grafico de barras mostrando a designagédo da
populacéo dividido pela designagédo a priori da populagédo. As cores indicam a contribuicdo
percentual dos individuos das populacdes para os clusters atribuidos (eixo y), sendo os individuos
representados por cada linha (eixo x). As linhas pretas superiores separam as populacdes das
quais os individuos pertencem.

@ RBA14
@ RBA15

5.4 Comparacdo das amostras anteriores a construcdo a Usina Hidrelétrica de Retiro
Baixo com produto publicado por Pimentel et al. 2020

Outro produto do P&D455 foi gerado por Pimentel, et al., 2020 onde amostras de P.

costatus do Rio Paraopeba foram comparadas com varios pontos do Alto da Bacia S&o Francisco,
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demonstrando que o Rio Paraopeba possui um perfil genético completamente distinto e Unico em
comparacdo com o restante da bacia do Sao Francisco (Figura 13). As analises que foram
utilizadas para esse estudo, se referem aos anos hidrolégicos correspondentes ao periodo de
pds barramento.

N

Figura 9: Distribuicdo dos pools génicos apresentados no artigo “Genetic evaluation of migratory
fish: Implications for conservation and stocking programs”. Mostrando a diferenga do Rio
Paraopeba, concentrando um perfil genético Unico em comparagédo com outros pontos do Alto da
Bacia do Rio S&o Francisco.

Fonte: Pimentel, et al., 2020.
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Tendo em vista esse resultado, comparamos os dados dos pontos 1 e 2 de Pimentel, et
al., 20-20 com a amostragem pré barramento para visualizarmos se a instalagéo da Barragem de
Retiro Baixo foi a causadora da divergéncia nos perfis genéticos encontrados, ou se a diversidade
Unica do Rio Paraopeba que o difere da bacia do Alto Sdo Francisco foi anterior a esta instalagédo

(Figural4) e tendo como causa da barreira fisica a constru¢do da represa de Trés Marias que
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impede que o Rio Paraopeba tenha um fluxo continuo direto com o Rio S&o Francisco.

O resultado mostrou que, desde antes mesmo da implantacdo da barragem de Retiro
Baixo o perfil do Rio Paraopeba € divergente do perfil amostrado por Pimentel, et al., 2018 no
Alto Rio S&o Francisco. Das 114 amostras de SFU analisadas, 100% se encontram em um perfil
genético unico e completamente distinto do perfil de Paraopeba. J& quando olhamos para o perfil
de Paraopeba, 96% dos individuos (71 amostras) apresentam um perfil genético Gnico do
Paraopeba, com excecéo de 3 individuos (4% da populacdo) que apresentam perfis semelhantes

Figura 10: Analise do perfil genético da amostragem de pré construcdo da Barragem de Retiro Baixo em
comparacado com 114 amostras cedidas pelo P&D455 localizado a montante do Rio S&o Francisco, mostrando
que pré instalacdo da UHE de Retiro Baixo a diversidade genética do Rio Paraopeba ja se diferenciava do

restante do Alto da Bacia do Rio Sao Francisco.
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ao de SFU, provavelmente advindos de peixamentos realizados antes de 2005 pela CODEVASF,

no Rio Paraopeba.

5.5 Andlise de amostras de P. costatus coletados ao longo da Subbacia do Rio
Paraopeba posterior ao rompimento da barragem B1 da Mina Corrego do Feijao

5.5.1 Diversidade Genética

Novamente o Software GenAlex foi utilizado para estimar a frequéncia alélica onde
observamos perda de polimorfismo em todos os loci. O locus ProC10 apresentou a perda de um
alelo (3 ->2); o locus ProC18 perdeu 4 alelos mas foi observado um alelo novo (7->4), o locus
ProC22 perdeu 3 alelos mas observou-se 5 novos alelos se tornando o locus mais polimérfico
encontrado posterior ao rompimento da barragem (7->10). Para o locus ProC 36 nao foi
encontrado nenhum dos seis alelos encontrados anteriormente mas amostramos trés novos
alelos (6->3); o locus ProC37 que anterior ao rompimento da barragem da Mina Cérrego do Feijao,
era altamente polimérfico com sete alelos se tornou monomérfico mantendo apenas o alelo 19
(7->1); o locus ProC48 (6->8) anteriormente com seis alelos apresentou nas andlises pés
rompimento da barragem oito alelos, sendo quatro deles alelos néo encontrados nas amostras
anteriores ao rompimento. E para o locus ProC49 (11->6) que anteriormente era o mais
polimorfico com 11 alelos agora possui apenas seis, sendo que todos 0s novos seis alelos nao
foram observados anteriormente ao rompimento da barragem. Nao foi possivel observar o locus
ProC44 para nenhum dos individuos amostrados p6s o rompimento da barragem do Cérrego do
Feijdo. A média de alelos por locus foi de 4,25 de um total de 34 alelos

O software GenAlex foi utilizado para estimar a frequéncia alélica (Figura 15) encontrada
anteriormente na sub-bacia do Rio Paraopeba com a nova frequéncia encontrada pds o

rompimento da barragem da Mina do Corrego do Feijao
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Figura 11: Comparacao da distribuicdo das frequéncias alélicas para oito loci de microssatélites entre as popula¢des anterior e posterior
a Barragem de Retiro Baixo e posterior rompimento da Barragem da Mina do Feijao
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5.5.2 Avaliagéo dos resultados por locus

O locus ProC 10 teve uma reducéo de alelos, onde apenas dois alelos foram encontrados
nas analises pds rompimento da barragem, séo eles: 20 e 23. O alelo 26 néo foi amostrado. Trés
combinac6es de gendtipos possiveis foram observadas, os homozigotos para os alelos 20/20 e
23/23 e os heterozigotos para os alelos 20/23, (Tabela 16). Treze individuos coletados p6s o
rompimento da barragem, nao tiveram seus genétipos identificados para este locus. Partindo do
namero de individuos genotipados, foram calculadas as frequéncias genotipicas observadas e

esperadas baseadas no Equilibrio de Hardy Weinberg

Tabela 16: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o locus ProC10 pés
rompimento da barragem B1 da Mina Cérrego do Feijao

Observada Esperada

N Freq. N Freq.

19 0,202 37,9 0,036

45 0,478 89,8 0,108

17 0,180 33,84 0,125
13

Para o locus ProC 18 foram encontrados quatro alelos, sao eles:10, 18, 23 e 27, sendo
que o alelo 10 foi encontrado apenas nas amostras pés rompimento da barragem. Os alelos 11,
15, 19 e 31 nao foram amostrados nessa analise. As composi¢cdes de genétipos foram para
homozigotos: 23/23 e 27/27 e para heterozigotos: 23/27, 23/18 e 23/10 sendo que 0s genotipos
23/18 e 23/10 aparecem em apenas um individuo, cada (Tabela 17). Quatorze individuos ndo

tiveram seus gendétipos localizados.
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Tabela 17: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o locus ProC18 pés
rompimento da barragem B1 da Mina Cérrego do Feijao

ProC 18 POS ROMPIMENTO DA

BARRAGEM

Observada

Esperada

N Freq. N Freq.

21 0,223 41,9 0,097
21 0,223 41,9 0,091
36 0,382 71,8 0,189
1 0,010 1,88 0,003
1 0,010 1,88 0,003
1

Para o locus ProC22, dez alelos foram detectados:15, 20, 24, 27, 28, 31, 32, 34, 36 e 40.
Os alelos 15, 20, 24, 27 e 34 ndo haviam sido amostrados anteriormente e ja os alelos 44 e 48
ndo foram identificados nessa analise. Os alelos se agruparam em 19 composi¢des genotipicas
diferentes com dois homozigotos, sao eles: 27/27 e 40/40, e 17 combinagdes de heterozigotos:
40/36, 40/34, 40/32, 40/31, 40/27, 40/24, 36/32, 36/31, 36/28, 36/24, 34/20, 32/27, 31/27, 31/15,
28/31, 28/27 e 24/27. Quatorze individuos nédo tiveram seus genotipos localizados (Tabela 18). O
locus ProC 22 apresentou nesta andlise a maior diversidade genotipica mesmo com a nédo

amostragem de dois alelos anteriormente encontrados.
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Tabela 18: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o locus ProC22 poés

rompimento da barragem B1 da Mina Cérrego do Feijao

ProC 22 POS ROMPIMENTO DA
BARRAGEM
Observada Esperada

N Freq. N Freq.
15 0,159 29,8 0,088
27 0,287 539 0,113
5 0,053 9,96 0,015
1 0,010 1,88 0,015
2 0,021 3,94 0,034
3 0,031 582 0,046
3 0,031 582 0,015
3 0,031 5,82  0,0009
2 0,021 3,94 0,022
2 0,021 3,94 0,011
2 0,021 3,94 0,009
1 0,010 1,88  0,0002
1 0,010 1,88 0,004
5 0,053 9,96 0,009
1 0,010 1,88  0,0005
1 0,010 1,88 0,003
3 0,031 582 0,004
2 0,021 3,94 0,006

1 0,010 1,88 0,004

24/27

O locus ProC 36 apresentou trés novos alelos definidos, sdo eles: 42, 52 e 60. Esses

alelos se apresentaram em trés combinacfes genotipicas, todas homozigotas 42/42 52/52 e

60/60. Sendo que as combinacdes 42/42 e 60/60 foram encontradas em apenas um individuo,

cada (Tabela 19). Nenhum dos seis alelos amostrados anteriormente (10, 13, 16, 19, 22 e 25)

foram encontrados nesta andlise. Trinta e oito individuos nédo tiveram seus genétipos localizados.
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Tabela 19: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o locus ProC36 poés
rompimento da barragem B1 da Mina Cérrego do Feijao

ProC 36 POS ROMPIMENTO DA
BARRAGEM

Observada

Esperada

N Freq. N Freq.
42/42 1 0,010 1,88 0,0002
5

52/52 54 0,574 107,9 0,082

60/60 1 0,010 1,88 0,0002

5
»

O locus ProC 37 que nas andlises anteriores apresentou sete alelos definidos (19, 22, 23,
27, 31, 25, e 39), agora pos rompimento da barragem apresentou apenas um alelo: 19, o que fez
com que um locus altamente polimorfico se tornasse monomorfico, resultando em 73
combinagbes homozigoticas 19/19. (Tabela 20). Vinte e um individuos ndo tiveram seus
genatipos localizados.

Tabela 20: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o locus ProC37 poés
rompimento da barragem B1 da Mina Corrego do Feijao

ProC 37 POS ROMPIMENTO DA
BARRAGEM

Observada

Esperada

N Freq. N Freq.

19/19 73 0,776 1458 0,159

NA 21

O locus ProC 44 néo foi observado por nenhum individuo amostrado pds rompimento da
barragem B1 da Minas Corrego do Feijéo.
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O locus ProC 48 (Tabela 21) apresentou oito alelos nas analises de polimorfismos, sdo
eles: 11, 26, 17, 28, 31, 34, 38 e 42. A distribuicdo desses alelos se deu da seguinte forma, dois
homozigotos: 38/38 e 42/42 e sete heterozigotos: 38/34, 42/38, 38/31, 38/27, 38/11, 38/26 e 34/28.
Sete dessas combinacfes: 42/42, 42/38, 38/31, 38/27, 38/11, 38/26 e 34/28 foram encontradas
somente em um individuo, cada. Os alelos 11, 26, 27 e 28 foram exclusivos da analise pos
rompimento da barragem e os alelos 30 e 46 amostrados anteriormente nao foram identificados

nessa andlise. Oitenta e dois individuos nao tiveram seus genoétipos encontrados.

Tabela 21: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o locus ProC48 pés
rompimento da barragem B1 da Mina Cérrego do Feijao

Observada Esperada

N Freq. N Freq.
1 0,010 1,88 0,0001
1 0,010 1,88 0,0001
2 0,021 3,94 0,002
3 0,031 5,82 0,002
1 0,010 1,88 0,0005
1 0,010 1,88 0,0005
1 0,010 1,88  0,0005
1 0,010 1,88 0,0005
1 0,010 1,88 0,0002

82

O locus ProC 49 apresentou seis alelos nas analises, sao eles: 71, 81, 85, 86, 89 e 93
todos amostrados exclusivamente nas amostras pos rompimento da barragem. A distribui¢éo
desses alelos se deu da seguinte forma:71/71, 81/81, 85/85, 89/89 e 93/93 combinando em cinco
homozigotos e 93/85, 93/81, 81/71, 93/89, 93/71, 89/86, 85/81 e 89/85 combinando em oito
heterozigotos (Tabela 22). Os dez alelos descritos nas andlises anteriores (33, 37, 41, 45, 47, 39,
52, 53, 57 e 61) ndo foram encontrados nas amostras coletadas po6s o rompimento da barragem.

Vinte e dois individuos nédo tiveram seus genétipos encontrados.
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Tabela 22: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o locus ProC49 pés

rompimento da barragem B1 da Mina Cérrego do Feijao

ProC 49 POS ROMPIMENTO DA
BARRAGEM
Observada Esperada

N Freq. N Freq.
33 0,351 659 0,085
4 0,042 789 0,021
7 0,074 13,9 0,043
7 0,074 13,9 0,043
4 0,042 7,89 0,027
1 0,010 1,88 0,001
1 0,010 1,88  0,0003
1 0,010 1,88 0,005
5 0,053 9,96 0,005
1 0,010 1,88 0,010
3 0,031 582 0,005
3 0,031 582 0,006

2 0,021 3,94 0,002

71/71

E possivel observar uma perda de alelos na populagéo de P. costatus no Rio Paraopeba,

guando comparamos os alelos descritos anteriormente com as amostras coletadas pos o

rompimento da barragem Coérrego do feijdo. enquanto que os outros mudaram a sua frequéncia

pos da instalacao da barragem. Nos anos de 2014, 2015 e 2016 encontramos 52 alelos para os

8 diferentes loci estudados, desses, 32 alelos ndo foram amostrados nessa nova analise (Valor

desconsiderando o locus ProC44). Essa perda alélica € um indicio de uma drastica reducdo na

diversidade da espécie com um forte efeito gargalo. Em contrapartida 19 alelos ndo descritos

anteriormente foram encontrados.
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Tabela 23: Distribuicdo de alelos por locus

Loci Alelos Total Alelos ndo amostrados

M{eJexlol 20, 23 26

ProC18 , 2, 23e27 4 11, 15,19 e 31

ProC22 ., ., ,28,31,32, ,36e40 10 44 e 48

ProC36 ,b2e 3 10, 13, 16, 19, 22 e 25

ProC37 [k 1 22,23,27,31,35€e 39

ProC48 , 26,27,28,31,34,38e 42 8 30 e 46

ProC49 , 81, 85,86,89e 6 33, 37,41, 42, 47, 49, 52, 53, 57, 61 e 65

Total 34
Média 4.8

*Os resultados em laranja, correspondem aos alelos que foram amostrados exclusivamente nas

amostras coletadas pds rompimento da barragem Corrego do Feijao, no Rio Paraopeba.

Utilizando a funcdo de frequéncia e HFP pelo software GenAlex (Tabela 24) foi possivel
determinar o indice de fixacdo F = 0,165 indicando pouca diferenciagdo genética nos pontos
coletados. O indice | que mostra a medida da diversidade alélica e genética, equivalente ao indice
Shannon-Weaver, (I= 0,417) nos mostra uma populagdo com pouca diversidade genética. Ne,
gue indica uma estimativa do numero de alelos igualmente frequentes em uma populacao ideal,
foi de Ne=1,380 o que corrobora com os dados de que a populagcdo diminuiu ainda mais a
diversidade alélica quando comparamos com o0s resultados encontrados anteriormente ao

rompimento da barragem.

Tabela 24: Diversidade genética avaliada nas populacdes de P. costatus estudadas

_ N Na Ne | Ho He uHe F
_Mean 5288 1,850 1,380 0,417 0,288 0,239 0,288 0,165
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A andlise de variancia molecular (AMOVA) também foi calculada para as amostras
posterior ao rompimento da Barragem Corrego do Feijdo. A AMOVA (Figura 16) entre as
populacdes analisadas mostra uma proporcéo de 52% de variagéo genética atribuida a variagéo
entre os individuos, 37% da variagdo pode ser encontrada dentro dos individuos e 11% da

diferenca molecular ocorre entre as populagdes

Percentages of Molecular Variance

Figura 12: Analise da variancia molecular (AMOVA) encontrada na populagédo pds rompimento
da Barragem do Cérrego do Feijao

Os dados indicam que as diferencas entre os pontos de coletas aumentaram e que as
diferencas dentro dos individuos aumentaram em relacdo aos dados anteriores ao rompimento

da barragem.

5.5.3 Estrutura Populacional

Com o pacote Adegenet no Software Rstudio, calculamos o DAPC em todos os individuos
com o melhor ajuste de clusters em K = 3. Houve uma grande variacdo de perfil genético nos
pontos de coletas. Ao todo foram encontrados 9 perfis genéticos diferentes distribuidos de formas
distintas. Os gréficos de pizza mostram a distribuicdo dos pools génicos e suas frequéncias para
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cada populacdo de amostragem e os graficos de barras a distribuicdo por amostras, onde cada
linha representa um individuo (Figura 17). A populacdo de JBRUM apresentou a maior variacao
de perfis genéticos tendo oito dos nhove perfis encontrados sendo, portanto, 0 mais diverso, e esta
dividia em 30% do cluster 2, 15% dos clusters 1 e 5, 10% dos clusters 6 e 7 e 5% dos clusters 3
e 4. No ponto de RIBMAC foram encontrados sete perfis genéticos sendo 23% do cluster 7, 20%
do cluster 4, 18% dos clusters 2 e 5, 13% do cluster 3, 5% do cluster 6 e 3% do cluster 1. Em
PTAQ foram encontrados seis perfis genéticos 25% para os clusters 7 e 9 e 12,5% para o0s
clusters 2, 5, 6 e 8 cada. No ponto SJB cinco perfis foram encontrados, divididos em 25% para
os clusters 1, 6 e 9 e 12,5% para os clusters 4 e 5. J& nos pontos a RBA (50% do cluster 4, 38%
do cluster 7 e 12% do cluster2) e CRM (33,3% para os clusters 1, 6 e 9 cada) foram encontrados
trés perfis genéticos. As populacdes de MBRUM (50% do cluster 1 e 50% do cluster 6), RM (50%
do cluster 5 e 50% do cluster 6), IGA (50% do cluster 1 e 50% do cluster 9), e CC (50% do cluster
1 e 50% do cluster 7), apresentaram apenas dois perfis genéticos distintos, cada, sendo portando
0S pontos menos diversos amostrados.

A analise DAPC gerou 10 agrupamentos de componentes principais e 9 funcbes
discriminantes (eigenvalues) foram usados. Apesar das populac¢des dos pontos de MBRUM, SJB,
PTAQ e IGA possuirem suas diferengas essas ndo foram suficientes para isolar as populacdes

que se encontram todas sobrepostas (Figura 18).
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Figura 13: Atribuicdo de DAPC e subsequente agrupamento de individuos com clusters 6timos de K = 3, para amostras coletadas pés
rompimento da barragem de Corrego do Feijdo. Parcela de DAPC para 9 perfis genéticos atribuidos, cada um indicado por cores
diferentes. Graficos de pizza indicam a proporc¢éo de individuos de cada grupo amostral (MBRUM, JBRUM, RM, SJB, RM, CRM, PTAQ,
CC, RBA e IGA) atribuido aos conjuntos genéticos relativos criados pelo DAPC.
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Figura 14: Agrupamento populacional por DAPC. Foram utilizados 10 componentes

principais e 9 fungBes discriminantes. Plot da estrutura Bayesiana para 8 loci de
microssatélites para 94 individuos relacionados. Gréfico de barras mostrando a designacao
da populacdo dividido pela designacdo a priori da populacdo. As cores indicam a
contribuicdo percentual dos individuos das populac6es para os clusters atribuidos (eixo y),
sendo os individuos representados por cada linha (eixo x). As linhas pretas superiores

separam as populagées das quais os individuos pertencem.



86

6. Discusséao

6.1 O impacto da instalacdo da UHE de Retiro Baixo

As oscilacbes das populacdes de P. costatus da bacia do Rio Paraopeba nos mostra
uma complexa interacdo de sua diversidade genética contemporéanea e, recentes acées
antropicas na regido. Este estudo é o primeiro a integrar periodos temporais com a
influéncia das barragens implementadas nas constru¢cdes de usinas hidrelétricas na
diversidade genética de uma populacdo. E um dos poucos estudos empiricos realizados
em um rio brasileiro, que apresenta interferéncia diretamente abidtica e antrépica, que
incorpora explicitamente esses fatores que moldaram a evolucdo desta importante espécie
migradora.

O Rio Paraopeba é um dos principais afluentes do Rio S&o Francisco e uma
importante fonte de abastecimento urbano e apesar disso enfrenta indices alarmantes de
poluicdo sendo que 90% dos 35 municipios banhados pelo rio ndo tratam o esgoto
domeéstico (Sartori, 2017). A atividade mineradora na regido central do estado € também
um grave fator e compromete a qualidade da agua em rios afluentes do Rio Paraopeba. O
volume de lixo é tao grande no rio, que em alguns pontos, como perto do entroncamento
do Rio Paraopeba com o Rio Betim, regido altamente industrializada, a taxa de oxigenacéo
é nula (Sartori, 2017). Nesse trecho sdo encontrados lixo organico e quimico das industrias
metallrgicas, o que acaba impedindo qualquer tipo de vida aquética. A poluigcdo encontrada
pode ser uma das causas do aumento das mutac¢des observadas nas populagdes recentes
(Sartori, 2017).

Este estudo delineou a estrutura genética das populagbes de P. costatus no Rio
Paraopeba ao longo de varios anos hidrolégicos (Pré barragem RBA: 2005/2006 e
2006/2007 — Po6s Barragem RBA: 2014/2015 e 2015/2016). Os dados demonstraram
estabilidade populacional com base em DAPC e AMOVA. Comparando a média de He (He
= 0,593) detectada aqui para as populacdes de P. costatus pré barragem RBA com a média
de He pdés barragem RBA (He = 0,561) mostra que a diminuicdo do heterozigoto
interpopulacional pode ser consequéncia das pressdes de selecdo que podem estar
atuando na frequéncia de alguns loci, e, possivelmente, afetando as frequéncias alélicas e
de heterozigosidade.

A diversidade alélica encontrada variou de um minimo de 3, obtida para o locus

ProC 10 até um maximo de 11, obtida para o locus proC 49, sendo, portanto, este ultimo
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um locus mais polimérfico. A diversidade alélica encontrada com os marcadores tri e tetra
nucleotideos utilizados também foi observada nos trabalhos de Melo 2011, Costa et al.,
2008. Estimar Ne contemporaneo e passado é importante para sugerir ou inferir perda de
diversidade uma vez que permite analisar os niveis de variacdo genética e seu impacto na
aptiddo de populagdes selvagens sob interferéncia humana (Palstra e Ruzzante 2008).
Nosso estudo forneceu evidéncias de uma reducdo de Ne (Ne = 3,200 pré barragem RBA
e Ne = 2,759 pés barragem RBA) de P. costatus desde que houve a implementacéo da
barragem de RBA. A heterozigosidade observada, pré (Ho = 0,345) e p6s barragem RBA
(Ho = 0,344) teve valores médios baixos e significativamente menores do que a
Heterozigosidade esperada (He = 0,593 pré barragem RBA e He = 0,561 pds barragem
RBA) indicando que a populacdo néo esta em equilibrio de Hardy e Weinberg. Os valores
de Ho séo equivalentes aos valores encontrados no trabalho de Pimentel et al., 2020, e
equivalentes aos valores encontrados no trabalho de Costa et al., 2008, nesta mesma
regido, também com P. costatus, realizado a mais de 10 anos. Além disso, os valores de
F(is)variaram de uma média de 0,377 pré barragem RBA e 0,329 po6s barragem RBA,
indicando valores de endogamia preocupantes.

Segundo Agostinho et al.,, (2004), a construcao de hidrelétricas impacta as
populacdes de peixes devido a fragmentacao espacial e transformacgéo do ambiente, o que
pode influenciar diretamente no tamanho efetivo de tais populacdes.

A espécie P. costatus tem sido ameacado devido a perda e fragmentacé@o de seu
habitat natural desde 1960 promovido pela expansdo dos programas de construgdo de
usinas hidrelétricas. Mostramos que a instalacao da hidrelétrica ndo apenas de RBA, mas
também a UHE de Trés Marias contribuiu para graus variaveis de modificagbes na
distribuicdo da diversidade genética e entre as populagbes de pré e pos barragem RBA
(Campos et al. 2008: Finnengan e Stevens 2008: Hansen et al. 2009: Marie et al., 2010:
Perrier et al., 2011b, 2013; Pimentel et al., 2020). No passado recente (1960-80), a
populacdo efetiva da P. costatus diminuiu repentinamente, o que pode ser devido a
fragmentagdo do meio ambiente causada pela constru¢éo da Hidrelétrica de Trés Marias.
A baixa diversidade alélica causada por este evento ainda é detectada hoje, portanto,
programas de repovoamento ndo parecem ser efetivos na expansdo da diversidade
genética desta espécie na bacia hidrogréfica (Ludwig et al., 2020).

Assim, as oscilagbes detectadas no passado recente provavelmente sao
consequéncia da fragmentacao do leito original do Rio Sao Francisco, e a construcédo do

Reservatério de Trés Marias pode ter funcionado como um grande depoésito de peixes,
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impedindo a conex&do do Rio Paraopeba com o restante dos afluentes do Alto Rio S&o
Francisco, causando o isolamento dessa populacéo (Allendorf & Seeb, 2000; Habicht et al.
2004; Ramstad et al. 2004).

A migracdo e a conectividade entre as populacdes dos Rio Paraopeba e Rio Séo
Francisco foram comprometidas apdés a fragmentacdo do leito original do rio (Sato &
Godinho, 2004).

Quando comparamos o perfil genético das amostras deste estudo com o trabalho
de Pimentel et al., 2020, podemos perceber que ndo h& subdivisdo das amostras do Rio
Paraopeba, pré barragem RBA, quando comparada a populacédo avaliada a montante do
Rio Sao Francisco. Assim, é provavel que o padrdo genético Unico e os indices de
diversidade genética distintos observados no Paraopeba refltam a implementacdo da
barragem de Trés Marias e ndo apenas a instalacdo da Barragem de Retiro Baixo. Padrao
também observado por Ludwig et al., 2020. Além disso, ndo ha programas de
repovoamento no Rio Paraopeba e a pesca esta proibida no rio desde 2004 por lei estadual
(Decreto n° 43.713, de 14 de janeiro de 2004), o que pode ter contribuido para distingdo da
populagdo presente no Rio Paraopeba (Veado et al. 2006; De Vilhena et al. 2008; Calazans
et al. 2018). O intervalo de tempo (numero de geracdes para atingir o equilibrio
mutacaoderiva apds grandes eventos demograficos) pode ter sido suficiente para gerar
mudancas significativas nos padrdes genéticos nessas populacdes, fato detectado por Pil
et al. (2017) em P. argentus, espécie irma, migradora, também encontrada na bacia do Rio
Sao Francisco.

Deste modo, concluimos que os padrdes genéticos apresentados na avaliagdo da
implantacdo da UHE de Retiro Baixo, nos sugerem que um evento demogréafico recente
vem moldando a histéria evolutiva das populagbes de P. costatus na bacia do Rio
Paraopeba, e os resultados mostram que as populacdes tém passado por um recente
gargalo populacional, o que pode ser atribuido ndo apenas a implantacdo da barragem de
Retiro Baixo, como também ao reservatorio de Trés Marias e as mudangas nos fatores
abioticos, como a poluigéo, que influenciaram a migracéo e a sobrevivéncia desta espécie

ao longo da bacia.
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6.2 Avaliacao do Impacto do desastre de Brumadinho

Os resultados apresentados neste trabalho sdo os primeiros que retratam o impacto
da diversidade genética e estrutura populacional de uma espécie apds o desastre ocorrido
em Brumadinho.

De acordo com os dados deste estudo, € provavel que a espécie P. costatus tenha
sofrido danos na sua estruturacao genética. Pelos estudos anteriores aqui mostrados e pelo
trabalho de Pimentel et al., 2020 a espécie vinha se diferenciando e apresentando um perfil
genético Unico e proprio no Rio Paraopeba, distinto do restante da bacia do Rio Sdo
Francisco. O estudo mostrou que a diversidade do grupo, que ja estava reduzida se tornou
ainda menor apds o rompimento da barragem B1 do Cérrego do Feijao o que pode acarretar
prejuizos a sobrevivéncia da espécie. Danos a estrutura genética podem persistir para as
geracdes subsequentes e causar efeitos nos niveis individual e ecossistémico (Carita e
Marin-Morales, 2008).

Foi possivel observar mudancas no perfil genético da regido apds rompimento da
barragem, ja que muitos alelos (35) e combinagcfes genotipicas encontradas antes do
desastre ndo foram identificados. Em contrapartida, 19 novos alelos foram encontrados
exclusivamente nas amostras coletadas pés o rompimento da barragem B1 do Cérrego do
Feijdo. Peixes migratérios itéropicos, como P. costatus (Sato & Godinho 2004), retornam a
sua area de moradia apds a época de desova (Braga-Silva et al. 2016). Além disso, é
possivel que existam sub-populacdes espalhadas pelas calhas e tributarios menores para
essa espécie (Lopes, 2017). Como os peixes coletados nesta etapa eram em sua maioria,
adultos, esses novos alelos podem ser provenientes de espécimes que anteriormente se
encontravam apenas nos rios afluentes da sub-bacia Rio Paraopeba que posterior ao
rompimento da barragem sairam de seus leitos originais e migraram para o leito principal
do Rio Paraopeba, uma vez que as coletas foram feitas logo ap6s o desastre da barragem,
ndo dando tempo o suficiente para observar a mutacdo que os rejeitos poderiam causar
nos individuos nascidos no Rio Paraopeba p6s rompimento da barragem. . O surgimento
dos novos alelos alterou a Heterozigosidade observada, (Ho = 0,288) que teve valores
médios maiores que a Heterozigosidade esperada (He = 0,239) com média, F = -0,165,
sugerindo excesso de heterozigotos em relacdo ao modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg.

Outra evidéncia de que o surgimento desses novos alelos encontrados pode ser
proveniente de peixes que se encontravam nos leitos secundérios do Rio Paraopeba foi o

fato da coleta ter sido realizada no periodo migratério do peixe. Diversos fatores interferem
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da decisdo do individuo de P. costatus decidir iniciar a migracdo. Entre eles fotoperiodo,
temperatura da agua. (Lopes, 2019) onde a turbidez e o pH da agua, apesar de serem
importantes ndo interferiram na escolha do individuo na decisdo de migrar.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) mostrou que a maior parte da variancia
encontrada (52%) agora € dentro dos individuos. J& entre as popula¢des, 0 componente
de variancia entre as populacdes agora € foi de 11% indicando um aumento na
diferenciacéo dos pontos estudados, quando comparamos com as amostras anteriores.

Este estudo mostrou a presenca de nove pool génicos. Em cinco dos 10 pontos de
coleta foram encontrados apenas dois pools. O gréfico de estruturacdo nos mostra que 0s
pontos a montante de Brumadinho, que néo sofreu os impactos dos rejeitos e a Jusante de
RBA, mostraram um perfil genético divergente dos outros pontos. Provavelmente foram os
locais menos afetados pelos rejeitos e o perfil genético possui caracteristicas mais proximas
com o que foi descrito anteriormente.

As amostras coletadas apés o rompimento da barragem, foram dificeis de serem
processadas, devido ao alto indice de inibidores presentes nos tecidos coletados, o0 que
justifica o alto indice de gendtipos nao identificados pelo sequenciamento. A contaminacao
e acumulacdo dos metais presentes nos rejeitos da barragem foram encontrados em nos
tecidos de diversas espécies de peixes no Rio Paraopeba e podem persistir e se propagar
ao longo da cadeia tréfica, o que pode atrasar a recuperacao deste desastre ambiental
(Escobar, 2015). De acordo com Parente et al., 2021, mercuario e o chumbo foram metais
mais concentrados nos musculos dos peixes do Rio Paraopeba. Além disso, Hedayati et
al., 2015; Dolci et al., 2017; Tuzuki et al., 2017 mostraram que altas concentragfes de
metais como o de Manganés, também encontrado com valores elevados no Rio Paraopeba,
podem causar efeitos letais, subletais e citogenotéxicos em peixes.

Neste estudo, foi possivel observar um individuo com alteragdo na estrutura e
morfologia de seu aparelho bucal, mas em nosso estudo néo foi possivel observar
especificadamente modificagfes genéticas que levariam a essa alteragcdo. Esse tipo de
aberracdo precisa ser melhor estudada. Quadra, et al., 2019 observou efeitos
citogenotoxicos, como alteracdes nos indices mitéticos e de fase, e aumento na frequéncia
de aberragbes cromossdmicas no desastre de Mariana, com o rompimento da Barragem
do Fundao.

Os dados apresentados aqui demonstram a necessidade de monitoramento a longo
prazo, de toda bacia hidrografica do Sdo Francisco devido ao avanco de rejeitos e dos

danos observados no Rio Paraopeba em amplas escalas temporais e espaciais para apoiar
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estratégias de mitigacdo e um entendimento profundo dos efeitos que ainda estdo

ocorrendo neste ecossistema.

7. Concluséo

Este estudo destacou a complexa interacdo de eventos ecoldgicos e evolutivos na formacéao
da histéria de vida de P. costatus na sub-bacia do Rio Paraopeba. As populacbes de
Prochilodus costatus foram submetidas a um evento de gargalo abrupto no passado recente
(1960-80), provavelmente devido a fragmentacdo ambiental promovida pela construcéo de
barragens hidrelétricas. Os resultados deste trabalho mostram que as populacdes de P.
costatus ainda estao sujeitas a depressao por endogamia, devido as mudangas ambientais
causadas por acdes antropicas, levantando a questdo de quanto tempo essas populacdes
irdo persistir. Os principais resultados observados séo:

* Pré construgcédo da Barragem de Retiro Baixo havia apenas uma populacdo ao longo do
Rio Paraopeba nos pontos amostrados;

* Apds a construcdo da Barragem de Retiro Baixo a populagao ainda é a mesma e unica ao
longo de toda a extenséo do Rio;

* A populagao pos construgdo da Barragem comega a ter uma estruturagao, ndo observada
anteriormente;

* Apdés a construgcdo da Barragem houve um aumento no nuimero de alelos nos loci
estudados;

* A populacao do Rio Paraopeba ¢é distinta do Restante da Bacia do Alto Sao Francisco
desde antes da construgéo da Barragem de Retiro Baixo;

* Pés rompimento da barragem Cérrego do Feijdo houve uma grande perda alélica nos loci
estudados;

* Houve uma alteragao no perfil genético encontrado pds rompimento da barragem de
rejeitos;

* Necessidade de avaliagdo e monitoramento genético da espécie de P. costatus ao longo

do Rio Paraopeba e de toda bacia do S&o Francisco.
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ABSTRACT
Hypostomus francisci, commonly known as “cascudo”

, is a fish of ecological importance found in the upper
S~ao Francisco River, Minas Gerais, Brazil. Here we present the complete mitogenome (mtDNA) of H.
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francisci. The whole molecule is 16,541 bp long and contains 13 protein-coding genes (PCGs), two rRNA

genes, 22 tRNA genes, and one control region (D-loop). All the PCGs in the H. francisci mtDNA use the
standard ATG start codon, except for Cox1, which utilizes GTG. Seven of the 13 PCGs contain TAA stop
codons, three contain a TAG, and three contain the incomplete stop codons TA or T.

Material, results, and discussion

Hypostominae is the richest subfamily within Loricariidae, with
477 valid species (Eschmeyer et al. 2017). Hypostomus (Lacepede,
1803) is the most diverse genus, currently comprising about 135
species (Isbrucker€ 2001; Armbruster 2004; Dias and Zawadzki
2018). H. francisci is the most common Hypostomus species in the
basin S~ao Francisco (Lutken€ 1874; Alves and Pompeu 2010).
The taxonomy of Hypostomus from the S~ao Francisco River is
still poorly understood (Ramos et al. 2017).

DNA was extracted from the muscle tissue of one H. francisci
specimen collected in the Abaete River, a tributary of the S~ao
Francisco River, Minas Gerais, Brazil (UTM 23K 0450882
7997412). The voucher (NUP 20522) was deposited in the
collection of the Museum of Nupelia, State University of Maringa,
Parana, Brazil. The genomic library was constructed and sequenced
using a paired-end 150 bp strategy in a MiSeq platform
(IMluminavr). The assembly was generated using the software Mira
4.0 (Chevreux et al. 1999) and Geneious R7.1.3 (Drummond et al.
2009).

The full mtDNA was 16,541 bp long, resolved with 20 of
coverage (GenBank accession number MKO026008). The GC
content was 41.28%, and individual base frequencies were as
follow: 31.42% of A, 27.30% of T, 26.37% of C, and14.91% of G.
Annotation was performed in the MitoFish webserver (lwasaki et
al. 2013) and the Mitos Web Server (Bernt et al. 2013) was used

KEYWORDS

Complete mtDNA,; cascudo;
next-generation sequencing;
Hypostomus francisci
presented two rRNA, 22

tRNA, 13 proteincoding genes (PCGs), and one control region.
Genes arrangement was similar to that of a typical vertebrate
mitogenome. The gene Cox1 contained a GTG start codon, while
all the other PCGs displayed the usual ATG start codon. Seven
(ND1, COI, ATP8, ATP6, ND4L, ND5, and CytB) of the 13 PCGs
contained a TAA stop codon, three (ND2, ND3, and NDG6)
contained TAG stop codons, and the others terminated in T or TA
and were likely completed as TAA by post-transcriptional
polyadenylation (Ojala et al. 1981). An 899 bp control region, or
displacement loop (D-loop), was located between the tRNAP™ and
tRNAP |oci. Eight of the 22 tRNAs (tRNAS"™, tRNAAIa, tRNAAsn,
tRNAcys, tRNATyr, tRNAser2, tRNAGIu, tRNAPr) and one PCG
(ND6) were encoded on the light strand. The remaining genes were
encoded on the heavy strand. All tRNAs ranged from 67 to 75 bp
in length, and each folded into a typical secondary structure. Two
of them (tRNAMetand tRNAT™®) overlapped on a single nucleotide.
Sequences were clustered (Figure 1) with the MEGA software
version 7.0.14 (Kumar et al. 2016) for analysis of similarity of the
mitogenomes. Together they formed a sister group of H.
incognitum, thus maintaining the grouping of the Family
Loricariidae and the Order Siluriformes. Therefore, taxonomic and
molecular investigations are crucial for its conservation.
Characterization of the mtDNA genome of Hypostomus species
can significantly contribute to elucidate the taxonomy of the group
since only one species of the genus — H. plecostomus (Liu et al.,
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Figure 1. Tree of similarity of mitochondrial DNA (mtDNA) sequences. Comparison of the mitogenomes of ten species of the Order Siluriformes: Hypostomus
Plecostomus (NC_025584.1), Hypoptopoma incognitum (NC_028072.1), Amblydoras gonzalezi (NC_015745.1), Platydoras armatulus (NC_025585.1),
Centromochlus perugiae (NC_015748.1), Corydoras rabauti (NC_004698.1), Corydoras nattereri (KT239009.1), Pimelodus pictus (NC_015797.1), Pimelodus
maculatus (NC_032695.1), and Lophiosilurus alexandri (KT990219.1); and five species of the Order Characiformes: Hoplias intermedius (NC_033860.1),
Salminus brasiliensis (NC_024941.1), Leporinus elongatus (NC_034281.1), Brycon orgignyanus (NC_024938.1), and Prochilodus costatus (NC_027690.1).
Characiform species were used as the outgroup. The consensus tree was constructed using the Kimura-2 parameter model (Kimura 1980) and 1000 bootstrap. The
D-loop region was excluded from this analysis due to its high variability (Gonder et al. 2007). Hypostomus francisci grouped with H. plecostomus, and together
they formed a sister group of H. incognitum, thus maintaining the Family Loricariidae as a single clade. Percentage support values for each group are indicated
on the branches.
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