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INTRODUCAO

Atualmente as populagfes de peixes de agua doce sao fortemente afetadas pelas
instalagdes de usinas hidrelétricas, principais responsaveis pela perda de conectividade entre
populacdes ao longo de um rio e seus tributarios (AGOSTINHO et al., 2016). A fim de se
mitigar os impactos negativos causados por tais empreendimentos, estratégias visando a
manutencado e conservacgao das espécies afetadas devem ser desenvolvidas. Uma das formas
mais eficientes para a conservacao de uma determinada populacao é o conhecimento de sua
estrutura genética por meio de parametros como diversidade alélica, niveis de endogamia,
heterozigosidade, dentre outros (BERT et al., 2002). Neste cenario os marcadores
moleculares se apresentam como uma das técnicas mais eficientes. Dentre os marcadores
moleculares, os do tipo microssatélites podem ser facilmente obtidos por meio de Next-
Generation Sequencing, 0 que torna sua producdo pouco onerosa (KUMAR & KOCOUR,
2017). Além de apresentarem alta reprodutibilidade, estes marcadores sdo muito vantajosos
por serem abundantes no genoma dos eucariotos e fornecerem informacfes sobre
diferenciac&o genética e fluxo génico (MEGLECZ et al., 2014). Apesar da grande importancia
econdmica que muitas espécies nativas, como a cachara (Pseudoplatystoma punctifer),
desempenham na regido do rio Teles Pires, pouco se sabe sobre os estoques que habitam
tal regido. A escassez de informacgdes genéticas a respeito da espécie torna-se um agravante
ainda maior quando se considera 0s impactos antrépicos aos quais a mesma esta sujeita. No
local onde a barragem da usina Teles Pires foi construida havia um conjunto de corredeiras
conhecida como Sete Quedas, a qual ndo se sabia se consistia em uma barreira geografica
gue impedia totalmente o contato entre as popula¢des a jusante e & montante da mesma, ou
se os individuos tinham capacidade de transp6-la e mesclar geneticamente as duas
populacdes. Os esforcos para manejo desta espécie dependem primordialmente desta
resposta considerando que, caso as duas populagdes consistam em recursos geneéticos
distintos, qualquer acao antrépica no sentido de junta-las pode causar mais efeitos negativos
do que a propria construcdo das barragens. O uso de técnicas moleculares em estudos que
visam a orientacdo de programas de manejo e conservacéo consiste em um grande avanco
para a manutencéo da biodiversidade local.
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OBJETIVOS

Este projeto teve como objetivo principal gerar informag6es que sirvam de subsidio
para medidas de manejo e conservacao de populacbes de Pseudoplatystoma punctifer
(Castelnau,1855) localizadas a jusante e a montante das Usinas Hidrelétricas Teles Pires e
Sao Manoel e reduzir possiveis impactos negativos a biodiversidade local. Tais orientacdes
foram baseadas em dados como a quantificacdo da divergéncia genética intra e
interpopulacional, identificacdo dos modelos de estruturacdo genética das populacbes e
identificacéo da direcéo e intensidade do fluxo génico nas populagdes, todos obtidos por meio
de marcadores microssatélites previamente descritos na literatura para a espécie
Pseudoplatystoma punctifer.

METODOLOGIA

No presente trabalho foram utilizados tecidos de nadadeira coletados em 13 pontos ao
longo do rio Teles Pires — MT, 9 pontos a montante e 4 pontos a jusante dos reservatorios das
usinas. As usinas hidrelétricas se responsabilizaram pela coleta e envio do material para
analises laboratoriais. Para a extracdo de DNA foi utilizado o método salino descrito por
Aljanabi e Martinez (1997). No total foram utilizados 65 individuos, 27 coletados a jusante e
39 coletados a montante do reservatdrio. A pureza a pureza (260 nm/280 nm) e a
concentracdo (em ng.uL') do DNA foram determinadas por densidade Optica via
espectrofotometria de microvolume (NANOVUE DNA da GE Healthcare®). Os 15 primers
foram descritos por Saulo-Machado et al. (2011) e sdo apresentados na Tabela 1. As reacdes
de PCR foram padronizadas quanto a quantidade de MgCl, e quanto a temperatura de
anelamento dos primers. Os amplicons foram entdo analisados em gel de agarose 2 % para
visualizagdo do DNA e determinag&o das melhores condi¢des da reacdo. Em seguida os loci
microssatélites foram testados nos 65 individuos coletados e analisados em gel de
poliacrilamida. A determinacdo dos gendtipos para cada locus foi realizada com auxilio do
equipamento DNA Analyzer 4300 (Li-Cor® Inc.) e do software SAGA GT (Li-Cor® Inc.). O
desequilibrio de ligacdo e numero de migrantes por geragdo foram avaliados por meio do
GENEPOP v. 4.0; para averiguar a existéncia de alelos nulos foi usado o Micro-Checker; o
software HW-Quickcheck foi utilizado para avaliar o desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg;
a analise discriminante de componentes principais (DAPC) no software R foi usada para
verificar presenca de estruturacdo genética nas populacdes. Pelo programa Cervus v. 3.0 foi
determinado o conteudo de informacado polimérfico (PIC); a heterozigosidade observada e
esperada, bem como riqueza alélica e indices de diferencia¢éo genética, foram estimados por
meio do software FSTAT 2.9.3.2; a probabilidade de um individuo atribuido a uma populagéo
ser, originalmente, de outra populacéo foi calculada pelo software GeneClass. Migrate-n foi
utilizado para averiguar a direcéo do fluxo génico entre as populacoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O DNA extraido mostrou alto grau de pureza e concentragdes satisfatérias. Dos 15 loci
microssatélites testados, 12 puderam ser amplificados com eficiéncia. O locus Ppu6 teve
baixa eficiéncia nas amplificacdes, o locus PpulO ndo pbéde ser amplificado em nenhum
individuos e o locus Ppul5 apresentou um tamanho de pares de base maior do que o
marcador de pares de base utilizado no genotipador, de modo que foram descartados das
andlies.. Os gendtipos foram eficientemente determinados por meio de gel de poliacrilamida
em sequenciador semiautomatico. O programa HW-Quickcheck mostrou que a maioria dos
loci se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg e também mostrou que a
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heterozigozidade observada estd menor que o esperado. Por meio do MicroChecker foi
possivel constatar a possibilidade de existéncia de alelos nulos em quase todos os loci, o que
pode ser devido ao excesso de homozigotos. Segundo o programa CERVUS, 8 dos 15 loci
utilizados sao altamente informativos, trés sdo moderadamente informativos e apenas um é
pouco informativo, o que indica que os marcadores ndo estdo fornecendo informacotes
redundantes. Os dados obtidos pelo FSTAT (Tabela 1) evidenciaram uma alta diferenciacédo
genética entre as populacdes de cachara, de modo que as populac¢des a jusante e & montante
dos reservatorios consistem em populacdes distintas e, consequentemente, em recursos
genéticos diferentes. Além disso observou-se alto indice de endogamia, que pode ser
ocasionado pelo cruzamento de individuos aparentados dentro das populacdes. Este € um
fator desvantajoso uma vez que pode gerar a fixacdo de alelos deletérios (FREEMAN &
HERRON, 2009).

Tabela 1. Valores do indice de endogamia e de diferenciaciio genética em populagdes de
P. punctifer coletadas a montante e a jusante dos reservatorios da UHE Teles Pires e Séo

Manoel.

Espécie Fis Fzr

Pseudoplatystoma punctifer 0,581 0.182*

*Significativo para 93% de confiabilidade (p < 0,05)

A Figura 1 corresponde ao resultado obtido pelo DAPC no software R (Figura 1), que
mostra claramente a estruturacéo das populagfes analisadas e caracterizam as corredeiras
Sete Quedas como barreira semipermeével.

Figura 1. Estruturacio genética entre populacdes de Pseudoplatyvstema punctifer
coletadas a jusante e & montante dos reservatorios da UHE Teles Pires e Sdo Manoel.

o

0B

membarship

= Pop 1
| Pop2

indraduals

Verde: Montante; Azul: Jusante.

Tais informacdes foram corroboradas pelos programas GeneClass, Genepop e
Migrate-n, pois os mesmos indicam baixo nimeros de migrantes por geracao (0,4) e mesma
intensidade de fluxo génico em ambas as dire¢des. Estes resultados demonstram que as
corredeiras Sete Quedas consistiam em uma barreira natural semipermeavel, embora o fluxo
génico entre as duas populacdes nao fosse frequente.
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CONCLUSAO

As andlises genéticas atenderam os objetivos especificados. A estruturacdo das
populacdes de Pseudoplatystoma punctifer foi evidenciada, de modo que as populacdes a
jusante e a montante dos reservatorios consistem em recursos genéticos distintos e devem
ser manejados separadamente. Essas informacdes devem ser levadas em conta para futuros
programas de manejo da cachara, que devem preservar as particularidades genéticas de cada
populacdo. O indice de endogamia encontrado ressalta a necessidade de monitoramento a
longo prazo desta espécie.
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