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SUMARIO EXECUTIVO

A andlise molecular utilizando microssatélites em quatro espécies de peixes: o lambari Astyanax
lacustris, o acard Geophagus brasiliensis, a curvina Pachyurus adspersus e a traira Hoplias
malabaricus da bacia do Rio Doce, permitiu definir aspectos gerais dos padrdes de variacdo que séo
relevantes para o estabelecimento de uma linha historica de referéncia e como subsidio para medidas
mitigadoras dos impactos no ecossistema aquatico na bacia. Os padrdes gerais obtidos com
microssatélites, mostram uma estruturacdo intensa das quatro espécies ao longo da calha do Rio
Doce e dos tributarios entre si e com a calha. Os indices genéticos classicos de Wright Fis
(coeficiente de endocruzamento de cada individuo) e Fst (a proporcdo da variancia total contida
dentro das populagdes em relacdo a variancia total das populagdes) foram majoritariamente
significativas para todas as espécies, exceto no Lambari Astyanax lacustris, que apresentou valores
nao significativos entre o trecho do Baixo Rio Doce com o Rio Manhuacu, entre os rios Manhuacu e o
Santo Antdnio e entre 0 Médio Rio Doce com o Rio Santo Antdnio. Da mesma forma, a Curvina

Pachyurus adspersus nao apresentou valores significativos entre o0 Médio e o Baixo Rio Doce. assim



como um valor nao significativo de Fis. O indice Garza-Williamson, que expressa gargalos genéticos
recentes, também foi significativo em todas as amostras. As comparacfes dos padrdes de
frequéncias alélicas obtidas neste projeto com as obtidas pelo PMBA no baixo Rio Doce sé&o
consistentes com a capacidade conhecida de dispersdo de cada espécie. Embora o Lambari n&do seja
considerado uma espécie com comportamento de piracema, a homogeneidade de suas populacdes
pode ser devida a existéncia de grandes popula¢bes mais resilientes perdas alélicas. J& no caso do
Acara, parte de sua estrutura populacional pode ser consequéncia d a existéncia de linhagens
multiplas. As comparagfes par-a-par dos valores de Fsrt assim como valores divergentes de
diversidade génica (ou de heterozigosidade esperada) permitiram definir tributarios como os rios
Piranga, Santo Antbnio e Manhuacu com maior grau de estruturacdo e que merecem atencao
especial em termos de conservagdo. Os dados obtidos apontam para a perda de interconexao entre

0s segmentos da calha e graus variaveis dependendo da espécie, entre a calha e os afluentes.

1 OBJETIVOS

e Avaliar temporalmente a variabilidade e estruturacdo genética das populacdes de peixes dos
tributarios e da calha principal da bacia do Rio Doce.

e Ampliar o conhecimento sobre a diversidade e a distribuicdo da ictiofauna da bacia do Rio Doce

e Produzir um ranking da importancia ecoldgica e conservacionista de cada tributario baseado na

contribuicdo potencial ou real do seu aporte de peixes para a calha principal.

e Investigar a conectividade (fluxo génico entre as populacdes de espécies de peixes) entre 0s

tributarios e a calha principal do Rio Doce.

e Produzir um estudo da histéria evolutiva recente da ictiofauna da bacia do Rio Doce.

2 INTRODUCAO

Em 05 de novembro de 2015, a ruptura da Barragem de Funddo causou a liberacdo de
aproximadamente 60 milhdes de metros cibicos de rejeito de minério que desceram como uma onda
de alta energia, chegando a foz do Rio Doce no dia 22 do mesmo més e percorrendo mais de 600 km
(MARTA-ALMEIDA, 2016; QUEIROZ et al., 2022). Os impactos causados pela passagem do material
de descarte da barragem de Fundao foram relativamente bem documentados: no dia 10 de novembro
de 2015, o decreto 46.892/2015 emitido pelo Governo do estado de Minas Gerais, instituiu uma forga-
tarefa para a avaliacdo dos danos causados pela passagem do rejeito nos municipios do estado
(SEMAD, 2016). Como parte dessa iniciativa, foi realizado um resumo com base nos relatorios da
SEMAD e do IBAMA, que estimaram a mortandade em mais de 11 toneladas de peixes. Porém, o



proprio relatério apontou os obstaculos para uma avaliagdo mais objetiva dessa mortandade,

considerando que grande parte dos peixes mortos ficou soterrada no proprio rejeito de minério.

Por outro lado, a composicao taxondmica dos peixes mortos foi abordada pelo relatério do IBAMA
(2016), a partir de atividades de campo realizadas no periodo de 16 a 23 de novembro entre Baixo
Guandu e Linhares, quando 6 a 13 pessoas percorreram 0s aproximadamente 150 km de rio. A
atividade resultou na coleta de 7.410 peixes mortos correspondentes a 21 espécies. Além desse
esforco, a coleta de peixes no rio e estuario alcancou 29.300 individuos que corresponderam a 14

toneladas de biomassa de peixes.

A mortandade provocada pela passagem do rejeito pode ser explicada por dois fatores abioticos:
a grande turbidez e a deplecéo de oxigénio dissolvido; esses fatores podem ter sido agravados pelo
fato que a vazao dos tributéarios era particularmente baixa na data da ruptura. Em Minas Gerais, a
turbidez de 5 NTUs, anterior a chegada do rejeito, aumentou para 12.258 NTUs no dia da chegada do
rejeito e 228.229 NTUs nos trés dias seguintes (CHAVES et al., 2016). Esses valores foram 2 mil
vezes mais elevados que o nivel aceitavel para o maximo aceitdvel de 100 NTUs para rios Classe 2
segundo o DN COPAM CERH No. 001/2008.

De forma simultinea ao aumento da turbidez, ocorreu uma diminuicao drastica dos niveis de
oxigénio dissolvido. Oito dias apés a ruptura da barragem de Fund&o, o teor de oxigénio dissolvido do
Rio Doce em Conselheiro Pena foi de 1,1 mg/L, sendo muito inferior ao minimo previsto para 0s rios
Classe 2 (5,0 mg/L). Nos dias 18, 19 e 20 de novembro, ou seja, treze, quatorze e quinze dias depois
da ruptura da barragem de Fundao, o Rio Doce em Aimorés, apresentou teores de oxigénio inferiores
ou iguais ao minimo para os rios Classe 2 (4,4; 5,2 e 5,0 respectivamente) (IGAM, 2021). Também
foiobservado uma reducao da média do teor de oxigénio até 500 km da barragem de Fundao (IGAM,
2021), sugerindo um periodo mais curto de permanéncia das condi¢cdes andxicas a partir de
Conselheiro Pena. Além da mortalidade imediata, este profundo distirbio afetou de forma
desconhecida as espécies de peixes da calha do Rio Doce, tanto em seus aspectos demogréficos
como na capacidade de manterem populagdes viaveis entre as possiveis metapopulacdes (HANSKI,
1998).

A relagéo entre metapopulagfes e a genética € evidente: a perda de alelos derivada da extingao
e substituicdo de popula¢cdes aumenta a deriva genética, reduzindo a diversidade alélica neutra
dentro de populacdes locais e no conjunto das metapopulacdes (OVASKAINEN; SAASTAMOINEN,
2018). No processo de aumento ou declinio das populagfes, o tamanho efetivo de uma populagéo
local pode ser muito menor que o tamanho do censo dos individuos e a recuperacdo da riqueza
alélica dependera das taxas de imigracdo, o qual representa um dos aspectos do “efeito-resgate”
(BROWN; KODRIC-BROWN, 1977). A independéncia da variacao genética do aspecto demografico é
evidente, por exemplo, no rapido crescimento populacional de espécies introduzidas como a Piranha-
vermelha Pygocentrus nattereri, a qual provavelmente foi estabelecida a partir de poucos individuos
(RRDM, 2021)



Esta mortandade pode ter afetado a demografia e a variabilidade genética das espécies de
peixes e este projeto objetiva um estudo preliminar desses efeitos, utilizando os padrdes de varia¢do
dos microssatélites. Os microssatélites (LITT; LUTTY, 1989), também chamados de STRs (short
tandem repeats) encontram-se dentro da grande categoria de regides nucleares variaveis de
nucleotideos repetidos de um até oito vezes (RICHARD et al., 2008); esses nucleotideos sdo também
chamados DNA motifs e pertencem ao grupo de sequéncias repetidas em tandem (VNTR, em inglés),

junto com outro grupo de marcadores, os minissatélites (WRIGHT, 1994).

Os microssatélites sédo regibes curtas de DNA bastante frequentes no genoma, ocorrendo na
faixa de milhares a dezenas de milhares de cépias e estdo afastadas entre elas por espagos
geralmente menores que 1 kilobase (1 kilobase = 1000 pares de bases). Alguns microssatélites
apresentam baixos niveis de repeticao. A grande maioria destes marcadores se encontra dispersa no
genoma, mas sdo mais frequentes em regibes ndo codificadores do que em regifes codificadoras
(GRAUR, 2016).

Os microssatélites apresentam grande abundancia nos genomas de organismos eucariotos e
sofrem uma alta taxa de muta¢Bes. Essas mutagBes ocorrem como variagdes nos comprimentos dos
microssatélites, como consequéncia de erros na replicacio do DNA e podem gerar um grande
namero de alelos por locus (até 50), como demonstrado para o bacalhau do Atlantico Gadus morhua
(BROOKER, et al. 1994). Em analises de genética de populagdes, assume-se que estes marcadores
sdo de carater seletivamente neutro e sdo, portanto, informativos para entender processos genéticos
como gargalos populacionais (WRIGHT; BENTZEN, 1994), adapta¢cfes locais (NIELSEN, 2005),
tamanho populacional e fluxo génico (SLATKIN, 1995; GAGGIOTTI et al., 1999).

Nas ultimas duas décadas, o desenvolvimento de técnicas como 0s microssatélites tem permitido
a varredura rapida do genoma em diversas espécies de peixes neotropicais, com diferentes objetivos.
Este projeto n&o visa a revisdo de todos os trabalhos publicados e por esse motivo; os trabalhos
citados séo apenas ilustrativos dos grupos taxondmicos-alvo e dos objetivos dos estudos. Barbosa et
al. (2006) desenvolveram primers para a curimba Prochilodus argenteus, uma espécie de grande
relevancia econémica e em 2008, Barbosa e colaboradores desenvolveram primers para Prochilodus
costatus e Prochilodus lineatus. Posteriormente, Pimentel et al. (2018) desenvolveram um método de
triagem de alelos utilizando microssatélites em Prochilodus costatus. Souza et al. (2018)
desenvolveram primers de microssatélites para Brycon orbignyanus, uma espécie de peixe
caraciforme sensivel a altera¢cdes ambientais e de ampla distribuicdo na bacia do Rio de la Plata e
outras bacias; Yazbeck et al. (2018) publicaram um painel genémico para essa mesma espécie.
Zaganini et al. (2012) obtiveram primers para o lambari-de-rabo-amarelo Astyanax altiparanae, de
ampla distribui¢cdo na bacia do Rio Parand. Quérouil et al. (2015) obtiveram primers de microssatélites
em ciclideos do género Apistogramma, com o objetivo de separar linhagens dentro do taxon,
estabelecer padrdes filogeograficos e promover a conservacédo de populacdes. Ferreira et al. (2013)
desenvolveram 14 primers para o complexo de espécies do acard Geophagus brasiliensis.
Finalmente, Villanova et al. (2015) desenvolveram primers de microssatélites para o piau Leporinus
obtusidens.



Este projeto é o primeiro que tem como objetivo, a avaliacdo da estrutura genética utilizando
marcadores de microssatélites de quatro espécies de peixes em toda a bacia do Rio Doce. As
analises ficaram restritas as espécies que apresentaram maior tamanho amostral suficiente em areas

impactadas e ndo impactadas pelo rejeito de minério.

Dentre as espécies selecionadas, duas espécies pertencem a ordem Characiformes: o Lambari-
de-rabo-amarelo Astyanax lacustris e a predadora Traira Hoplias malabaricus. Além delas, foi
selecionada uma espécie da ordem Cichliformes, o Acara Geophagus brasiliensis e uma espécie da
ordem Perciformes, a Curvina do Rio Doce, Pachyurus adspersus. E relevante lembrar alguns
aspectos da ecologia e da genética de cada espécie, conforme o relatério do ano 3 (RRDM, 2021).
Todas elas sdo de ampla distribuicdo na bacia e as extensas analises feitas pelo PMBA utilizando
barcode (COlI), indicam que apresentam um nudmero variavel de linhagens com profundo grau de
divergéncia que podem indicar a existéncia de possiveis espécies dentro de cada espécie
morfolégica. O uso do barcode tem sido muito estimulado pela facilidade de obtencdo desses dados.
A citocromo-oxidase subunidade | (COI) é um gene localizado no DNA mitocondrial, herdado da linha
materna (corresponde ao sobrenome materno de cada individuo) e portanto, conta apenas um
aspecto da histéria do individuo. Dependendo da espécie, é necessario determinar se os individuos
portadores de COIl muito divergentes cruzam entre si ou ndo. Se ha cruzamento, as variacdes
representam fragmentos histéricos dentro da mesma espécie. Por outro lado, se ndo ha cruzamento
em simpatria, entdo os dados barcode estédo sim, representando os limites entre espécies. Por esse
motivo, o uso de marcadores nucleares como microssatélites, cromossémicos ou Radseq é relevante
para uma melhor compreensdao das variagBes mitocondriais e podem apresentar resultados
incongruentes entre si (ex. TING et al.2008; SOTA; VOGLER, 2001; HIRANO et al., 2019).

Figura 1: O Lambari Astyanax lacustris (Lltken 1875)

Esta espécie é a que apresenta maior ocorréncia em toda a bacia (Figura 1). Esta dentro das dez
espécies com maiores indices de recrutamento, ocupando a oitava posi¢cdo. Os machos apresentam
relacdo gonadossomética relativamente constante ao longo do ano, enquanto que as fémeas
apresentam um aumento dessa relagdo no periodo chuvoso, sendo que a média da RGS do terceiro

ano foi significativamente maior que as dos anos anteriores. O fator de condi¢do, que expressa o



bem-estar do peixe, se manteve constante para os dois sexos ao longo do ano. Foi considerada
como espécie tolerante as condi¢des existentes nos locais afetados pela passagem ou presenca do
rejeito de minério. Apresentou habitos insetivoros terrestres no Baixo Rio Doce. Em termos genéticos,
as andlises com microssatélites realizadas no Baixo Rio Doce mostraram que A. lacustris e o Lambari
Deuterodon intermedius foram as espécies que apresentaram maior nimero de alelos, maior
amplitude no tamanho dos alelos e maior diversidade génica em relacéo a todas as outras espécies
analisadas. Os valores de Fst foram néo significativos nos dois primeiros anos, mas eles se tornaram
significativos no terceiro ano. Em termos de barcode, a andlise indica que A. lacustris é formada por
mais de uma linhagem na bacia do Rio Doce (2-12 dependendo do algoritmo de delimitacdo de
espécie utilizado). Este alto nivel de variacéo ja tinha sido indicado por Cunha et al. (2019), que

indicaram também alto nivel de homogeneidade cariotipica entre as amostras.

Figura 2: A Traira Hoplias malabaricus (Bloch, 1794)

A traira é também uma espécie de ampla distribuicdo na bacia e tem sido objeto de nhumerosos
estudos (Figura 2). Ocupa a décima-terceira posi¢cao no ranqueamento de recrutamento no Baixo Rio
Doce. Apresenta condi¢gdes de reproducdo durante o ano todo. Da mesma forma que o lambari, é
uma espécie tolerante as condigGes atuais das areas afetadas pelo rejeito de minério. A dieta da
espécie sofre alteracbes ao longo das fases de vida e no Baixo Rio Doce, apresenta habitos
piscivoros. As analises de barcode indicam que esta espécie é representada por um maximo de 24 e
um minimo de quatro linhagens na bacia do Rio Doce, assim como pela presenca de duas formas
cariotipicas: uma delas apresenta cromossomos sexuais do sistema XX/XY e outro ndo apresenta
esse tipo diferenciado de cromossomos (JACOBINA et al, 2011). Estudos realizados com
abordagens citogenéticas e moleculares também indicam uma complexa relacéo filogeogréfica entre
as populacdes da bacia do Rio Doce com as bacias costeiras do nordeste e do sul do pais (SANTOS
et al., 2009).



Figura 3: O Acara Geophagus brasiliensis (Quoy & Gaimard 1824)

O acara tem uma ampla ocorréncia na bacia do Rio Doce (Figura 3). Est4 dentro das dez
espécies com maiores indices de recrutamento, ocupando a terceira posi¢cao. Sua reproducdo ocorre
durante a primavera e o verdo, com maior intensidade durante a época de chuvas. E uma das
espécies tolerantes as condicdes preponderantes dos locais onde o rejeito de minério passou ou
ainda se encontra no substrato. Sua dieta é de invertebrados e algas presentes no substrato e os
espécimes coletados no Baixo Rio Doce foram considerados de habito alimentar invertivoro,
consumindo insetos aquaticos, moluscos e microcrustaceos. Nas andlises genéticas, trés linhagens
foram detectadas na bacia (ver também Anexo deste relatério), sendo que a variante do Baixo Rio

Doce foi considerada como pertencente a Geophagus santosi.

Figura 4: A Curvina Pachyurus adspersus (Steindachner 1879)

Esta espécie é de ampla ocorréncia na bacia e uma das mais abundantes (Figura 4). Ocupa o
primeiro lugar no ranqueamento de recrutamento no Baixo Rio Doce, com abundancia de juvenis
nesse trecho do rio. E uma espécie de grande relevancia na pesca artesanal. Ocorre tanto em
ambientes de agua parada como corrente e em diferentes tipos de substrato. Alimenta-se de
pequenos invertebrados aquéticos, como larvas de Chironomidade, Ephemeroptera e Odonata. Em
termos de reproducdo, o pico das atividades reprodutivas ocorre nos meses chuvosos e é mais

evidente nas fémeas. Da mesma forma que no Lambari A. lacustris, a relacdo gonadossomatica nas



fémeas, foi significativamente maior no ano 3 do que nos dois anos anteriores, no Baixo Rio Doce.
Em termos de tolerancia as condi¢Ges predominantes nos locais atingidos pelo rejeito de minério, ela
foi considerada como intolerante, por apresentar um grau intermediario de estresse oxidativo (a ser
apresentado no subprojeto V deste projeto). A analise discriminante de componentes principais indica
homogeneidade da espécie no Baixo Rio Doce, com duas variantes de COI, as quais foram
consideradas como pertencentes a uma linhagem anica; foi a espécie que apresentou os menores
niveis de diversidade nesse tipo de marcadores, mesmo sendo a espécie que apresentou maior

tamanho amostral em todos os locais de coleta.

Como parte da avaliacdo dos efeitos bioldgicos do desastre, os dados sobre a divergéncia
genética de populacbes sao essenciais para compreender aspectos demograficos das espécies
escolhidas. Eles também permitem embasar o modelo conceitual do impacto do rejeito de minério
nesta fauna e interpretar de maneira objetiva, a realidade da persisténcia e de resposta das

populac8es aos processos histéricos de degradacdo da bacia e a passagem do rejeito de minério.

3 METODOLOGIA MICROSSATELITES

As amostras foram coletadas dentro da malha amostral do projeto (Figura 5, Tabela 1. As coletas
foram iniciadas no dia 14 de fevereiro de 2020 e se encerraram em 30 de setembro de 2020. Os
peixes foram coletados com redes de espera de 10 metros de comprimento e malhas de 15, 20, 25,
30, 35, 40, 50, 60, 70 e 80 mm (distancia entre noés), perfazendo assim um conjunto de 10 redes de
10 metros. Em cada ponto de coleta, foram utilizados dois conjuntos de redes totalizando 20 redes e
200 metros em cada ponto. As redes foram armadas no entardecer do dia (as 18:00 horas) e

retiradas na manha do dia seguinte (as 6:00 horas), perfazendo 12 horas na coluna d’agua.

Amostras de tecido muscular foram obtidas de espécimes frescos ou de individuos coletados vivos e
eutanasiados em solucéo contendo eugenol a 4%, um composto ativo do 6leo de cravo, de acordo
com a PORTARIA CFBio N° 148/2012, que regulamenta os procedimentos de captura, contencao,
marcacao e coleta de animais vertebrados previstos nos Artigos, 4°, 5°, 6° e 8° da Resolu¢do CFBio
n® 301/2012 e pelo CONCEA em diretrizes para pratica de eutanasia em peixes. As amostras foram
fixadas imediatamente em etanol 90% e condicionadas em tubos tipo Eppendorf. Posteriormente, os
tubos foram transferidos e estocados em freezer -20 °C até seu processamento.

Figura 5: Mapa da bacia hidrogréafica do Rio Doce. Pontos em verde séo pontos-referéncia,
representados por afluentes que ndo tiveram contato com o rejeito. As areas afetadas pelo rejeito

estdo representadas por pontos vermelhos.
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Tabela 1: Localizagdo, coordenadas geogréficas, data da coleta no periodo chuvoso e seco. Area afetada se refere a trechos

que tiveram contato direto com a passagem do rejeito

Coédigo do | Nome da | Localidade Coordenadas Data coleta | Data coleta | Area
ponto drenagem (chuvoso) (seco) afetada
Ponto 3 Rio Gualaxo | Paracatu de | 23k 0688284 | 19/02/2020 11/08/2020 Sim
do Norte baixo, subdistrito | 7754717
de Monsenhor
Horta, Mariana,
MG
Ponto 4 Rio do | Barra Longa, MG | 23k 0704609 | 03/03/2020 25/09/2020 Sim
Carmo 7756231
Ponto 5 Rio Piranga | Guaraciaba, MG 23k 0709518 | 06/03/2020 18/08/2020 Nao
7726784
Ponto 6 Rio Piranga | Rio Doce, MG 23k 0719392 | 29/02/2020 10/09/2020 N&o
7750689




Cédigo do | Nome da | Localidade Coordenadas Data coleta | Data coleta | Area
ponto drenagem (chuvoso) (seco) afetada
Ponto 7 Rio Doce Rio Doce, MG 23k 0717886 | 16/02/2020 05/09/2020 Sim
7756690
Ponto 8 Rio Doce Rio Doce, MG 23k 0724451 | 18/02/2020 03/09/2020 Sim
7765328
Ponto 9 Rio Doce Naque, MG 23k 0782354 | 19/03/2020 28/08/2020 Sim
7869156
Ponto 10 Rio Doce Rio Doce, UHE | 23k 0721890 | 15/02/2020 02/09/2020 Sim
Risoleta neves, | 7764082
MG
Ponto 13 Rio Doce Sdo José do | 23k 0735965 | 20/03/2020 21/08/2020 Sim
Goiabal, MG 7785306
Ponto 15 Rio Carmo Rio Doce, MG 23k 0716721 | 27/02/2020 04/09/2020 Sim
7756192
Ponto 16 Rio Piranga | UHE Brito, MG 23k 0710222 | 05/03/2020 11/09/2020 Nao
7737948
Ponto 17 Rio Jaguaracu, MG 23k 0732869 | 13/03/2020 18/09/2020 N&o
Piracicaba 7829391
Ponto 18 Rio Casca Jequiri, MG 23k 0742458 | 19/03/2020 09/09/2020 Nao
7733441
Ponto 19 Rio Casca Sdo José do | 23k 0746357 | 16/03/2020 12/09/2020 N&o
Goiabal, MG 7781360
Ponto 20 Rio Periquito, MG 23k 0797357 | 10/03/2020 18/09/2020 Nao
Corrente 7896137
Ponto 21 Rio Doce Tumiritinga, MG 24k 0219512 | 10/03/2020 02/09/2020 Sim
7900508
Ponto 22 Rio Barra do Cuieté, | 24k 0233687 | 05/03/2020 20/08/2020 Nao
Caratinga MG 7890184




Cédigo do | Nome da | Localidade Coordenadas Data coleta | Data coleta | Area
ponto drenagem (chuvoso) (seco) afetada
Ponto 23 Rio Doce Aimorés, MG 24k 0282205 | 15/02/2020 08/09/2020 Sim
7844032
Ponto 24 Rio Matip6 Raul Soares 23k 0757449 | 18/03/2020 22/09/2020 N&o
7795917
Ponto 25 Rio  Santo | Naque, MG 23k 0779627 | 18/03/2020 17/09/2020 N&o
Antonio 7871089
Ponto 26 Rio Doce Resplendor, MG 24k 0263294 | 04/03/2020 19/08/2020 Sim
7861088
Ponto 27 Rio Doce Conselheiro 24k 0242767 | 06/03/2020 21/08/2020 Sim
Pena, MG 7877983
Ponto 28 Rio Doce Governador 23k 0813646 | 11/03/2020 15/09/2020 Sim
Valadares, MG 7904202
Ponto 29 Rio Suacui | Matias  Lobato, | 24k 0202153 | 11/03/2020 19/09/2020 Nao
Grande MG 7937309
Ponto 30 Rio Suacui | Matias  Lobato, | 24k 0188844 | 13/03/2020 20/09/2020 N&o
Grande MG 7943845
Ponto 31 Rio Doce Aimorés, MG 24k 0279689 | 27/02/2020 12/08/2020 Sim
7849766
Ponto 32 Rio Doce Baixo  Guandu, | 24k 0288311 | 16/02/2020 14/08/2020 Sim
ES 7841895
Ponto 33 Rio Aimorés, MG 24k 0270455 | 17/02/2020 15/08/2020 N&o
Manhuacu 7843334
Ponto 34 Rio Aimorés, MG 24k 0261172 | 18/02/2020 10/09/2020 N&o
Manhuacu 7842938
Ponto 35 Rio Guandu | Baixo Guandu, | 24k 0288291 | 28/02/2020 13/08/2020 Né&o
ES 7828762
Ponto 36 Rio Doce Colatina, ES 24k 0327949 | 29/02/2020 03/09/2020 Sim




Cédigo do | Nome da | Localidade Coordenadas Data coleta | Data coleta | Area
ponto drenagem (chuvoso) (seco) afetada

7838898

As andlises genéticas foram realizadas em DNA gendmico, extraido das amostras pelo método
de CTAB 2% (DOYLE, 1991). Para cada amostra foram amplificados, via Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), dez loci de microssatélites, utilizando primers especificos para cada espécie
(RRDM, 2022). Posteriormente, os produtos da amplificacdo de cada microssatélite foram misturados
formando um pool para cada individuo, os quais foram purificados com PEG a fim de eliminar
fragmentos pequenos e restos de reagentes que podiam interferir os adaptadores na etapa seguinte.
Na sequéncia, foram ligados os adaptadores contendo as sequéncias identificadoras de cada
individuo. Em cada uma das extremidades dos fragmentos foram ligados dois tipos de adaptadores, o
adaptador A e o adaptador P, respectivamente, de modo que o numero de combina¢fes de
sequéncias identificadoras abrangesse o nimero de combinagcBes possiveis entre os diferentes
adaptadores, permitindo que cada individuo recebesse uma combinagdo Unica de sequéncia

identificadora e limitando o ndmero de individuos por chip as combinacdes possiveis dos barcodes.

Apos a ligagdo dos adaptadores, os pools de microssatélites por individuo foram purificados
novamente e misturados de forma equimolar para a formag¢édo das bibliotecas gendémicas de cada
espécie. Essas bibliotecas foram cortadas no Pippin Prep (Sage Science), a fim de selecionar
fragmentos com tamanho ideal para processamento no sequenciador de Nova Geracdo (Next
Generation Sequencing — NGS) ION TORRENT PGM. Por fim, um novo pool contendo todas as
espécies, foi utilizado para compor a biblioteca genémica final. Esta biblioteca gendmica foi aplicada
no chip ION PGM 318 (Life Technologies), com capacidade de geracdo de aproximadamente 10
milhGes de leituras (reads), permitindo a analise de microssatélites a partir de uma ou poucas
genotipagens por sequenciamento (Genotype-by-Sequencing — GBS). As sequéncias resultantes

foram separadas por individuo e por microssatélite, para andlises posteriores.

Para cada locus de microssatélite, foram estimados os indices de diversidade genética: numero
de alelos, amplitude no tamanho dos alelos e heterozigosidade observada e esperada. O grau de
polimorfismo de cada locus de microssatélite foi estimado, considerando todas as populacdes. Para
cada populacado local (ponto de amostragem), foi estimado o nimero médio de alelos, amplitude

média do tamanho dos alelos e a diversidade génica.

A estrutura genético-populacional de cada espécie e entre as populacdes locais foi estimada
utilizando a Analise de Variancia Molecular (AMOVA) no programa Arlequin v. 3.5 (EXCOFFIER;
LISCHER, 2010). A AMOVA mede os niveis hierarquicos da distribuicdo da variabilidade genética e
permite estimar os indices de endogamia totais (Fis, Fst € Fir) (SEWALL WRIGHT, 1950) As
estatisticas F foram calculadas em dois niveis, das subpopula¢des em relacdo ao total de populacdes

(FsT) e da média de variagao de cada individuo em relagdo a cada subpopulacéo (Fis). Fis € também




chamado de coeficiente de endocruzamento e expressa a por¢cdo da varidncia que ocorre em cada
individuo (portanto, altos valores deste parametro sugerem muito endocruzamento), enquanto que

valores negativos indicam excesso de heterozigotos.

As medidas Fst sdo também conhecidas como indice de fixacdo e podem ser interpretadas
como a variancia de alelos entre populacées ou como a correlagédo entre dois alelos herdados do pai
e da mae (probabilidade de identidade por descendéncia) para cada individuo. Em condi¢Bes de
pequenas populagfes ou de autofecundacéo, o valor do Fst € de 1 e em popula¢des muito grandes e

panmiticas (onde todos os individuos tém a mesma chance de cruzar com outros), é proximo a 0.

O Fst é representado na seguinte formula:

ST = = = —
O'% p(1—p)

Onde p-barra representa a média da frequéncia de um alelo na populacgéo total, s é a variancia
da frequéncia do alelo nas diferentes subpopulac¢des, ponderado pelo tamanho das subpopulacées e
o1 é o estado do alelo no total das populagdes (HOLSINGER; WEIR, 2009).

Os indices de endogamia foram estimados para cada populagdo local, com o objetivo de
detectar possiveis graus de ameaca de perda de variabilidade genética. Os desvios do equilibrio de

Hardy-Weinberg (HWE) foram estimados para cada locus, utilizando o software Arlequin v. 3.5.

As estimativas de pardmetros genéticos também incluiram o parmetro Garza-Williamson (G-W)
(GARZA; WILLIAMSON, 2001). O indice G-W foi proposto por esses autores como uma relagao
média entre o nimero de alelos e o tamanho dos alelos numa dada amostra. Conforme 0os mesmos
autores, este parametro permite distinguir entre reducdes recentes do tamanho populacional e casos

onde as popula¢ges mantiveram-se pequenas ao longo do tempo.

Conforme estudos de reamostragem em espécimes de taxons diferentes, o tamanho minimo
amostral de estudos de genética de populacSes para a obtencado de parametros estatisticos das
frequéncias alélicas em cada locus (portanto, o nivel de heterozigosidade esperada) deve ser de 25 a
30 espécimes (HALE et al., 2012). Esta exigéncia reduziu o nimero de espécies e de populagbes que
pudessem ser analisadas neste estudo e em alguns casos, tamanhos amostrais menores foram
utilizados para formar agrupamentos espaciais maiores (comparagdes entre as porgoes alta, média e
baixa da bacia do Rio Doce) (Tabela 2). Foi realizado o contraste dos valores de Fst par a par entre

as localidades, para evidenciar estruturacéo populacional (revisado em KITADA et al., 2021).

Finalmente, os resultados dos padrbes de variacdo dos microssatélites foram também
analisados com a fungéo discriminante de componentes principais DAPC (PRITCHARD et al., 2000;
JOMBART et al., 2010; GRUNWALD; GOSS, 2011) a qual permite a identificacdo e descricdo de
individuos geneticamente aparentados. Com o objetivo de representar os padrdes espaciais e

temporais de variacdo para toda a bacia, o DPAC incluiu os resultados obtidos nos anos 1, 2 e 3 do



PMBA (RRDM, 2018; RRDM, 2019; RRDM, 2020). O DPAC permite a representacao grafica de
conjuntos de alelos e uma comparacéo direta da diferenciacdo de populacbes dentro da mesma
espécie. Conforme Jombart et al. (2010), o PCA é uma ferramenta eficiente, mas ndo permite
visualizar a caracterizagdo da estrutura genética das popula¢gBes biolégicas nem a deteccdo de
grupos que ndo tenham sido definidos a priori. A PCA tem como objetivo a variacdo geral dos
individuos, tanto dentro de popula¢des como dentro de cada populacdo. Para trabalhar de forma mais
eficiente a diferenca entre as populacdes, os autores propdem a Analise Discriminante (DA) como
uma forma de expressar as populacdes existentes numa dada amostra, de forma semelhante ao valor
K do software Structure, reduzindo a variancia dentro de uma mesma localidade e acentuando a
varidncia entre as amostras, tornando assim, mais evidente a existéncia de agrupamentos

diferenciados.

Nas espécies Acard Geophagus brasiliensis, Curvina Pachyurus adspersus e Traira Hoplias
malabaricus, as andlises foram complementadas com a incorporacédo de dados do Baixo Rio Doce,
obtidos durante os trés anos de atividades do PMBA (RRDM, 2019; RRDM, 2020; RRDM, 2021).

4 RESULTADOS
4.1 PARAMETROS GENETICOS

No Lambari-de-rabo-amarelo Astyanax lacustris, os resultados de seis amostras mostraram
um numero de alelos minimo no Rio Manhuagu, e uma sequéncia crescente de alelos nos afluentes
Suacui e Santo Antdnio. Ja em termos de sec¢8es da calha, os valores foram menores no Médio Rio
Doce, e aumentaram sequencialmente no Alto e Baixo Rio Doce. A amplitude do tamanho dos alelos
foi maior no Baixo e no Alto Rio Doce. Por outro lado, a diversidade génica (ou heterozigosidade
esperada) foi mais alta na amostra do Santo Antonio. Para esta espécie, todos os parametros
genéticos foram significativos, indicando alto grau de fixacdo (Fis) dos espécimes dentro de cada
amostra (a qual foi considerada nesta andlise como subpopulacdo) e alto grau de fixacdo de cada
subpopulacdo em relacdo ao total amostrado (Fst). O indice G-W indicou que todas as amostras

apresentam valores significativos, sugerindo algum tipo de gargalo genético (Tabela 3).

No Acara Geophagus brasiliensis, nao foi possivel coletar essa espécie no Médio Rio Doce e
a analise foi restrita ao Alto e Baixo Rio Doce, além dos afluentes rios Manhuagu e Piranga. Nesta
espécie, 0 numero e a amplitude do tamanho dos alelos foram mais altos no Baixo Rio Doce e ambos
os afluentes apresentaram nimero relativamente baixo de alelos, sendo que a amplitude do tamanho
dos alelos foi maior no Manhuacu do que no Piranga. Porém, a diversidade génica foi maior no

Manhuacu em relacdo as outras localidades (este padrdo pode ser explicado porque neste rio, a



analise de barcode indica a presenca de linhagens divergentes). Da mesma forma que para A.
lacustris, os parametros genéticos Fis, Fst indicaram valores significativos e os resultados de G-W

também sugerem gargalos populacionais (Tabela 3).

Na terceira espécie, a Curvina Pachyurus adspersus, ndo houve coletas na porcdo alta da
calha do Rio Doce, sendo analisadas amostras das sec6es média e baixa do rio, além dos tributarios
Piranga e Santo Antdnio. Nesta espécie, o nimero médio de alelos foi também maior no Baixo Rio
Doce, um padrdo que se mantém para todas as espécies. Os valores de niumeros médios de alelos
foram decrescendo na sequéncia: Médio Rio Doce, Piranga e Santo Antonio. A amplitude de variacédo
dos tamanhos dos alelos seguiu em linhas gerais, os valores dos nimeros de alelos. Ja a diversidade
génica foi bem mais alta no Rio Piranga. Nesta espécie, apenas as subpopula¢des apresentaram-se
significativamente divergentes da populacéo geral (ou seja, de todas as amostras). Nesta espécie, 0s
valores de variancia alélica entre os individuos e suas populac¢des (Fis) ndo foram significativos, mas
o valor de divergéncia entre as subpopula¢fes com o total (Fsr) foi significativo. Novamente, o indice
G-W foi significativo tanto no médio quanto no baixo Rio Doce.Porém, o indice G-W indicou que todas

as amostras apresentam algum tipo de gargalo (Tabela 3).

A quarta espécie, a Traira Hoplias malabaricus foi amostrada nas trés sec¢des da calha do Rio
Doce, mas as amostras do Alto e Médio Rio Doce foram relativamente pequenas (N=10) e os
resultados devem ser considerados como preliminares. Nesta espécie, novamente o Baixo Rio Doce
apresentou o maior niumero de alelos, seguido pelo Alto e pelo Médio Rio Doce. A amplitude do
tamanho dos alelos e a diversidade génica também foram superiores no Baixo Rio Doce. Novamente,
e seguindo o padrdo das primeiras duas espécies, todos 0s parametros genéticos indicam efeitos de

gargalo nas trés secdes da bacia (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.).



Tabela 2: Espécies, tamanhos amostrais, locais, se¢6es da bacia, condigées de impacto e identificacdo dos pontos na malha amostral dos espécimes analisados com a técnica de microssatélites.

Quando necessario, dados de G. brasiliensis, Hoplias malabaricus e P adspersus coletados no PMBA foram utilizados para fins comparativos.

Espécie N Referéncia Local de coleta Situacéo Ponto amostral
Astyanax lacustris 8 Rio Gualaxo do Norte em Paracatu de Baixo - MG Alto rio Doce afetado Ponto 03
Astyanax lacustris 1 Governador Valadares Médio rio Doce afetado Ponto 28
Astyanax lacustris 11 Sao José do Goiabal Alto rio Doce afetado Ponto 13
Astyanax lacustris 6 Rio Santo Antdnio em Sto Antonio do Rio Abaixo - MG Tributario - Sto Antdnio ndo afetado | Ponto 11
Astyanax lacustris 5 Rio Doce em Naque - MG Médio rio Doce afetado Ponto 09
Astyanax lacustris 5 Rio Doce em Aimorés - MG Médio rio Doce afetado Ponto 31
Astyanax lacustris 6 Rio Doce em Aimorés - MG Médio rio Doce afetado Ponto 23
Astyanax lacustris 10 Rio Doce em Tumiritinga MG Médio rio Doce afetado Ponto 21
Astyanax lacustris 7 Rio Doce em Colatina - ES Baixo rio Doce afetado Ponto 36
Astyanax lacustris 22 Rio Manhuagu em Aimorés - MG Tributario - Manhuacgu néo afetado | Ponto 34
Astyanax lacustris 13 Rio Manhuagu em Aimorés - MG Tributario - Manhuacgu néo afetado | Ponto 33




Espécie N Referéncia Local de coleta Situacéo Ponto amostral
Astyanax lacustris 5 Rio Doce em Ponte Queimada, PERD - MG Médio rio Doce afetado Ponto 02
Astyanax lacustris 16 Rio Doce - Baixo Guandu Baixo rio Doce afetado Ponto 32
Astyanax lacustris 5 Rio Doce em Conselheiro Pena - MG Médio rio Doce afetado Ponto 27
Astyanax lacustris 21 Rio Suacui Grande em Matias Lobato - MG Tributario - Suacui ndo afetado | Ponto 29
Astyanax lacustris 9 Rio Suacui em Mathias Lobato Tributario - Suacui ndo afetado | Ponto 30
Astyanax lacustris 18 Rio Santo Anténio em Naque - MG Tributario - Sto Antdnio ndo afetado | Ponto 25
Astyanax lacustris 2 Rio Doce - Linhares ES Baixo rio Doce afetado Ponto 37
Astyanax lacustris 1 Rio Doce - Linhares/Povoacédo ES Baixo rio Doce Afetado Ponto 39
Astyanax lacustris 9 Rio Doce em Candonga - MG Alto rio Doce afetado Ponto 10
Astyanax lacustris 2 Rio Doce Jusante da UHE Candonga Alto rio Doce afetado Ponto 08
Astyanax lacustris 4 Rio Carmo - MG Alto rio Doce afetado Ponto 15
Astyanax lacustris 4 Foz Rio do Carmo com Piranga Alto rio Doce afetado Ponto 07




Espécie N Referéncia Local de coleta Situacéo Ponto amostral
Astyanax lacustris 3 Rio Santo Antdnio em Santo Antdnio da Fortaleza - MG Tributario - Sto Antdnio ndo afetado | Ponto 14
Astyanax lacustris 4 Rio Santo Antdnio Jusante Rio Tanque Ferros - MG Tributério - Sto Ant6nio ndo afetado | Ponto 12
Astyanax lacustris 5 Povoagéo - Foz do Doce Baixo rio Doce afetado Ponto 40
Astyanax lacustris 1 Rio Doce em Resplendor - MG Médio rio Doce afetado Ponto 26
Total Astyanax lacustris 203

Geophagus brasiliensis 8 Rio Doce em Candonga - MG Alto rio Doce afetado Ponto 10
Geophagus brasiliensis 5 Rio Piranga a montante da foz com Rio do Carmo — MG Tributario - Piranga nao afetado | Ponto 06
Geophagus brasiliensis 12 Rio Piranga Jusante UHE Brito - MG Tributario - Piranga nao afetado | Ponto 16
Geophagus brasiliensis 18 Rio Doce em Guaraciaba — MG Tributario - Piranga nao afetado | Ponto 05
Geophagus brasiliensis 1 Sao José do Goiabal Alto rio Doce afetado Ponto 13
Geophagus brasiliensis 15 Rio Manhuagu em Aimorés — MG Tributario - Manhuacu nao afetado | Ponto 34
Geophagus brasiliensis 9 Rio Manhuagu em Aimorés — MG Tributario - Manhuacu ndo afetado | Ponto 33




Espécie N Referéncia Local de coleta Situacéo Ponto amostral
Geophagus brasiliensis 7 Rio Carmo — MG Alto rio Doce afetado Ponto 15
Geophagus brasiliensis 6 Rio Do Carmo em Barra Longa - MG Alto rio Doce afetado Ponto 04
Geophagus brasiliensis 6 Foz Rio do Carmo com Piranga Alto rio Doce afetado Ponto 07
Geophagus brasiliensis 2 Rio Doce Jusante da UHE Candonga Alto rio Doce afetado Ponto 08
Geophagus brasiliensis 3 Rio Gualaxo do Norte em Paracatu de Baixo - MG Alto rio Doce afetado Ponto 03
Total Geophagus brasiliensis 92

Hoplias malabaricus 9 Rio Doce em Candonga — MG Alto rio Doce afetado Ponto 10
Hoplias malabaricus 2 Rio Gualaxo do Norte em Paracatu de Baixo - MG Alto rio Doce afetado Ponto 03
Hoplias malabaricus 14 Rio Doce em Aimorés — MG Médio rio Doce afetado Ponto 23
Hoplias malabaricus 3 Rio Doce em Aimorés — MG Médio rio Doce afetado Ponto 31
Hoplias malabaricus 5 Rio Doce em Resplendor — MG Médio rio Doce afetado Ponto 26
Hoplias malabaricus 5 Foz Rio do Carmo com Piranga Alto rio Doce afetado Ponto 07




Espécie N Referéncia Local de coleta Situacéo Ponto amostral
Hoplias malabaricus 1 Rio Doce Jusante da UHE Candonga Alto rio Doce afetado Ponto 08
Hoplias malabaricus 1 Rio Doce em Gov. Valadares - MG Médio rio Doce afetado Ponto 28
Total Hoplias malabaricus 40

Pachyurus adspersus 7 Rio Piranga Jusante UHE Brito - MG Tributario - Piranga ndo afetado | Ponto 16
Pachyurus adspersus 19 Rio Doce em Guaraciaba — MG Tributario - Piranga ndo afetado | Ponto 05
Pachyurus adspersus 14 Rio Santo Anténio em Sto Ant6nio do Rio Abaixo - MG Tributario - Sto Antdnio ndo afetado | Ponto 11
Pachyurus adspersus 1 Rio Doce em Tumiritinga MG Médio rio Doce afetado Ponto 21
Pachyurus adspersus 2 Rio Doce em Colatina — ES Baixo rio Doce afetado Ponto 36
Pachyurus adspersus 21 rio Doce - Baixo Guandu Baixo rio Doce afetado Ponto 32
Pachyurus adspersus 20 Rio Doce em Resplendor — MG Médio rio Doce afetado Ponto 26
Pachyurus adspersus 2 Rio Doce em Naque — MG Médio rio Doce afetado Ponto 09
Pachyurus adspersus 17 Rio Doce em Aimorés — MG Médio rio Doce afetado Ponto 31




Espécie N Referéncia Local de coleta Situacéo Ponto amostral
Pachyurus adspersus 5 Rio Doce em Conselheiro Pena - MG Médio rio Doce afetado Ponto 27
Pachyurus adspersus 1 Rio Doce - Linhares/Povoacgéo ES Baixo rio Doce Afetado Ponto 39
Pachyurus adspersus 4 Rio Santo Anténio Jusante Rio Tanque Ferros - MG Tributario - Sto Antdnio ndo afetado | Ponto 12
Pachyurus adspersus 4 Rio Santo Anténio em Santo Antbnio da Fortaleza - MG Tributario - Sto Antdnio ndo afetado | Ponto 14
Pachyurus adspersus 4 Rio Doce - Baixo Guandu Baixo rio Doce afetado Ponto 01 -RRDM
Pachyurus adspersus 1 Rio Doce - Fazenda Trés Marias Baixo rio Doce afetado Ponto 03 -
RRDM
Pachyurus adspersus 2 Rio Doce — proximo a Lagoa do Oleo Baixo rio Doce afetado Ponto 02 -
RRDM
Total Pachyurus adspersus 124




Tabela 3: Resultados dos parametros genéticos obtidos em quatro espécies da bacia do Rio Doce. N = tamanho da amostra, Fsr Fis € G-W séo indices que estimam o grau de endocruzamento dos

individuos e das populagdes. Valores em negrito indicam valor significativo a 5%. As espécies e seus parametros estéo identificados por cores.

Espécie Estacdes de coleta N No médio de alelos | Amplitude Diversidade FST FIS G-W Index (S.D.)
(xSD) dos alelos génica (xSD)*

Astyanax lacustris Alto Rio Doce 21 9,87 (3,90) 22,12 (11,70) 0,793 (0,450) 0,041 0,336 | 0,465 (0,131)
Baixo Rio Doce 50 12,25 (5,89) 25,50 (11,23) 0,711 (0,380) 0,484 (0,215)
Rio Manhuagu 10 5,12 (2,53) 18,00 (13,41) 0,692 (0,411) 0,372 (0,197)
Médio Rio Doce 17 7.25 (4,26) 18,50 (14,64) 0,534 (0,506) 0,479 (0,248)
Rio Santo Antdnio 18 8,62 (2,97) 20,50 (12,69) 0,801 (0,540) 0,458 (0,128)
Rio Suacui 20 6,50 (4,10) 21,37 (15,98) 0,371 (0,312) 0,367 (0,216)

Geophagus brasiliensis | Alto Rio Doce 30 8,00 (4,00) 15,00 (8,12) 0,537 (0,357) 0,244 0,044 | 0,526 (0,168)
Baixo Rio Doce 50 11,57 (6,10) 16,42 (7,32) 0,684 (0,373) 0,646 (0,127)
Rio Manhuagu 12 5,85 (2,91) 15,14 (9,94) 0,694 (0,448) 0,421 (0,193)
Rio Piranga 28 5,85 (2,79) 11,71 (8,11) 0,588 (0,361) 0,525 (0,210)




Espécie Estacdes de coleta N No médio de alelos | Amplitude tamanho | Diversidade FST FIS G-W Index (S.D.)
(xSD) dos alelos génica (xSD)*
Pachyurus adspersus Baixo Rio Doce 50 6,00 (2,23) 7,14 (4,45) 0,530 (0,293) 0,211 - 0,818 (0,196)
0,242
Médio Rio Doce 26 5,50 (2,07) 6,66 (3,07) 0,413 (0,274) 0,730 (0,150)
Rio Piranga 5 4,28 (1,49) 6,28 (2,69) 0,733 (0,447) 0,604 (0,096)
Rio Santo Ant6nio 8 3,28 (1,11) 4,42 (2,50) 0,572 (0,371) 0,662 (0,188)
Hoplias malabaricus Alto Rio Doce 10 3,85 (1,34) 3,85 (1,95) 0,532 (0,345) 0,148 0,087 | 0,821 (0,131)
Médio Rio Doce 10 3,50 (1,41) 4,75 (2,37) 0,524 (0,326) 0,660 (0,262)
Baixo Rio Doce 31 5,50 (2,20) 7,00 (3,33) 0,612 (0,348) 0,730 (0,192)




Os valores p de significancia de Fst foram contrastados em compara¢cfes pareadas de cada
local, para identificar o grau de divergéncia entre as localidades (ou seja, a estruturacdo das
populacées). No caso do Lambari Astyanax lacustris (Tabela 4), todos os valores foram significativos,
exceto entre as amostras do Baixo Rio Doce e o Rio Manhuagu, entre os rios Manhuacu e Santo
Antdnio e entre o Médio Rio Doce e o0 Rio Santo Antbnio. Estes valores néo significativos sugerem
maior intercambio genético entre essas localidades, ou seja, a auséncia de estrutura populacional

diferenciada entre as localidades.

Os valores do Fst para o Acara G. brasiliensis e para a Traira H. malabaricus foram significativos
entre todas as localidades (Tabela 5Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. e Tabela 6Erro!
Fonte de referéncia ndo encontrada., respectivamente). O padrdo obtido para a Curvina Pachyurus
adspersus mostra um padrdo bastante curioso, onde apenas a comparagdo entre o Médio e Baixo
Rio Doce néo foi significativo (Tabela 7). Dados obtidos com o DNA barcode (RRDM 2019) indicam
dois grupos bem definidos, um que ocorre no Alto Rio Doce e outro, no restante da bacia. Os dados
de microssatélites permitem demonstrar uma subdivisdo ainda maior entre a calha e alguns dos

tributarios.

Tabela 4: Valores p das comparag8es pareadas das populacdes do Lambari Astyanax lacustris analisadas com microssatélites
da bacia do Rio Doce. Localidades: 1 - Alto Rio Doce; 2 — Baixo Rio Doce; 3 — Rio Manhuagu; 4 — Médio Rio Doce; 5 — Rio

Santo Antonio; 6 — Rio Suagui. Valores em negrito sdo significativos ao nivel de 0,05.

2 0.00000+-0.0000 *

3 0.00010+-0.0001 0.17840+- *
0.0037
4 0.00188+-0.0004 0.00634+- 0.00426+- *
0.0007 0.0007
5 0.00723+-0.0008 0.00426+- 0.25869+- 0.08494+- *
0.0007 0.0040 0.0026
6 0.00000+-0.0000 0.03544+- 0.00465+- 0.03128+- 0.01584+- *

0.0019 0.0007 0.0019 0.0014




Tabela 5: Valores p das comparagOes pareadas das populagdes do Acara Geophagus brasiliensis analisadas com
microssatélites da bacia do Rio Doce. Localidades: 1 - Alto Rio Doce; 2 — Baixo Rio Doce; 3 — Rio Manhuagu; 4 — Piranga.

Valores em negrito séo significativos ao nivel de 0,05.

2 0.00000+-0.0000 *

3 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 *

4 0.00109+-0.0003 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 *

Tabela 6: Valores p das comparag6es pareadas das populagdes da Traira Hoplias malabaricus, analisadas com microssatélites
da bacia do Rio Doce. Localidades: 1 - Alto Rio Doce; 2 — Baixo Rio Doce; 3 — Médio Rio Doce. Valores em negrito sdo

significativos ao nivel de 0,05.

2 0.00040+-0.0002 *

3 0.00663+-0.0009 0.00000+-0.0000 *




Tabela 7: Valores p das comparagfes pareadas das populagdes da Curvina Pachyurus adspersus analisadas com
microssatélites da bacia do Rio Doce. Localidades: 1 - Baixo Rio Doce; 2 — Médio Rio Doce; 3 — Rio Piranga; 4 —Rio Santo

Antdnio. Valores em negrito séo significativos ao nivel de 0,05.

1 2 3 4
1 *
2 0.12108+-0.0035 *
3 0.00000+-0.0000 0.00010+-0.0001 *
4 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 0.04554+-0.0023 *

4.2 ANALISE DAPC

Posteriormente, foi realizada uma Andlise Discriminante de Componentes Principais (DAPC),
para todas as quatro espécies para visualizar o grau de diversidade dos microssatélites, incorporando
para cada espécie, todos os resultados obtidos pelo PMBA no Baixo Rio Doce (Figura 6, Figura 7,

Figura 8 e Figura 9).

No caso do Lambari Astyanax lacustris, observou-se uma tendéncia de agrupamento das amostras, a
esquerda no grafico (Figura 6). Em geral, os dados aparecem agrupados sem demonstrar grandes
espacos dentro da bacia, consolidando a ideia de ser uma espécie com um grau relativamente maior
de panmixia (cruzamento aleatério entre os individuos) de todas as amostras da bacia. Essa
homogeneidade pode ser explicada porque ha um grande fluxo génico entre as popula¢des ou
porque esta espécie apresenta grandes populacdes que tém menor chance de perda ao acaso de

alelos.




Figura 6: Analise Discriminante de Componentes Principais das varia¢cdes de microssatélites obtidas em populagées do

Lambari-de-rabo amarelo Astyanax lacustris.
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No caso do DAPC da Traira Hoplias malabaricus, observa-se uma variagdo evidente das
frequéncias alélicas entre os anos 1, 2 e 3 (Figura 7), todas elas coletadas nos trés anos de
atividades do PMBA (RRDM, 2019; RRDM, 2020 e RRDM, 2021). As amostras do Baixo Rio Doce

sdo também diferenciadas das obtidas nas populac¢des do Alto e Médio Rio Doce.



Figura 7: Andlise Discriminante de Componentes Principais das varia¢cdes de microssatélites obtidas em populagées de Traira
Hoplias malabaricus. O Baixo Rio Doce esta representado pelos nomes ano 1, ano 2 e ano 3 e séo resultados dos 3 anos de
atividades do PMBA.
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Na analise de DAPC do Acara Geophagus brasiliensis, o grau de dispersao dos conjuntos de
frequéncias alélicas é ainda maior, caracterizando visualmente trés grupos: um formado pelas
amostras do Baixo Rio Doce, um segundo coletado no Rio Manhuacu e ainda um terceiro, formado
por amostras do Alto Rio Doce e do Rio Piranga (Figura 8). Este padrdo esta em concordancia com
0s padrdes obtidos pelo DNA barcode (de natureza mitocondrial) (UFV, 2022) e, porque o0s
microssatélites sdo de natureza nuclear, corrobora a existéncia de linhagens cripticas dentro deste
taxon formal (espécies que sao diferentes mas apresentam morfologia semelhante). De fato, desde o
ano 1 do PMBA (RRDM 2019), os dados de barcode demonstram que as populacdes de Geophagus
brasiliensis representam linhagens com alto grau de divergéncia molecular, o qual sugere a
ocorréncia de trés linhagens de Geophagus brasiliensis dentro da bacia (Tabela 8 do Anexo 1).



Figura 8: Analise Discriminante de Componentes Principais das variacdes de microssatélites obtidas em populag6es de Acara

Geophagus brasiliensis.
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O DAPC da Curvina Pachyurus adspersus demonstra um padrdo ainda mais extremo que o
observado no Acara. A Curvina apresenta trés grupos na bacia: um grupo bem homogéneo que
aparece com 0s nomes ano 1, ano 2 e ano 3, localizados no Baixo Rio Doce e que correspondem aos
dados coletados pelo PMBA nos trés anos de atividades) e dois grupos distribuidos no Rio Piranga
(tributario do Alto Rio Doce)e no Rio Santo Anténio, no Médio Rio Doce (Figura 9).



Figura 9: Analise Discriminante de Componentes Principais das variagcdes de microssatélites obtidas em populagées da

Curvina Pachyurus adspersus

Pachyurus adspersus

© anot PCA eigenvalues

® ano2

@ ano3

® medioDoce L ]
Piranga

@ santoAntonio ‘I

medioDoce ( @
—

DA eigenvalues

5 DISCUSSAO

Os dados obtidos com microssatélites mostram um padrao geral de estruturacéo das populacdes
ao longo da calha e dos tributarios em relacdo a calha. Sob uma perspectiva de metapopulacdes, a
aparente predominancia de processos de deriva genética pode ser interpretada como o resultado de
extingdo e de substituicdo de metapopulacdes de cada espécie. E digno de mencéo o fato que o
indice G-W ter sido significativo em todos os casos e para todas as amostras. Esse resultado foi
também obtido para as seis espécies que foram analisadas no Baixo Rio Doce (RRDM, 2019; RRDM,
2020; RRDM, 2021). Em termos genéticos, esse padrao poderia ser explicado pelo Efeito Wahlund
(WAHLUND, 1928), o qual aponta para deficiéncia de heterozigotos, quando ha barreiras geogréaficas
ou ecoldgicas que impedem o fluxo génico entre as populagdes e um aumento da deriva genética
dentro das populagdes isoladas, mesmo que o conjunto de todas as populacdes na bacia se encontre
em equilibrio Hardy-Weinberg (sem mudancas na frequéncia de alelos e no gendtipo das
populacées).

Das quatro espécies analisadas, em trés delas a existéncia de possiveis espécies cripticas pode
alterar os resultados dos parédmetros estatisticos genéticos. Porém, a Curvina P. adspersus € a Unica
espécie que ndo apresenta variacdo de COI, e mesmo assim, ela também apresenta altos valores de
Fst entre o Alto Rio Doce e os tributarios rios Piranga e Santo Antonio. Os efeitos da perda da



diversidade genética sdo graves e foram expressos por Fisher (1941) como a Teoria Fundamental da
Selecdo Natural. Nas suas palavras “The rate of increase in the average fithess of a population is
equal to the genetic variance of fithess of that population” o qual pode ser traduzido como “a taxa de
aumento da adaptacdo média de uma populacédo é igual a varidncia genética de adaptabilidade dessa
populagdo”. Ou seja, quando a variabilidade genética cai, os organismos tém menor capacidade

adaptativa para reagir a mudancas ambientais.

Parte dos fatores causais dessa condicdo pode ser de natureza pretérita ao desastre da
barragem de Fundado. Fatores que certamente contribuem para o declinio das espécies sdo a
degradacédo de habitat, efeito de espécies introduzidas e perda de conectividade provocada por
barragens (DUDGEON et al., 2006). De fato, estudos com microssatélites tém demonstrado o efeito
deletério das barragens na variagdo genética de duas espécies de pintado migratérias e de grande

porte (Pseudoplatystoma corruscans e Pseudoplatystoma reticulatum) (DO PRADO et al., 2017).

Mas recentemente, porém, o distdrbio provocado pela passagem de rejeito de minério agravou
este cenario, conforme evidenciado pelas mudancas nos is6topos estaveis na espécie de lambari
Knodus moenkhausii e pelas alterac6es na composicao das dietas de varias espécies em locais
afetados e ndo afetados pelo rejeito (como a auséncia de insetos aquaticos nos locais afetados e a
reducdo de espécies nativas predadoras nesses locais) (CARVALHO et al., 2022). As condi¢cdes mais
preocupantes sao aquelas espécies que ja apresentavam linhagens mais restritas (como o acara e a
curvina) e relativamente menos preocupantes as espécies como o lambari, o qual apresenta uma

maior homogeneidade molecular na bacia.

Os resultados podem ser interpretados no contexto das ameacas aos ecossistemas propostas
pela IUCN no seu capitulo da Lista vermelha dos ecossistemas (BLAND et al., 2016). Sob essa
perspectiva, as populacdes de peixes da bacia do Rio Doce podem ser inseridas dentro do modelo
conceitual de causa e efeito, no qual sdo consideradas as ameacas derivadas da degrada¢cédo do
ambiente abidtico (com fatores que agem de longa data na bacia, como assoreamento, poluicao,
barragens e destruicdo da mata ciliar e, mais recentemente, o desastre da passagem do rejeito de
minério) e alteracdes do ambiente bidtico. No caso do ambiente bidtico, as relagbes bidticas alteradas
ainda ndo foram estudadas, mas certamente envolvem a relacdo entre as espécies nativas com as
ndo-nativas. Alids, as espécies ndo-nativas como os tucunarés e a piranha-vermelha presentes na
bacia do Rio Doce, ja demonstraram seu enorme impacto na comunidade de espécies nativas,
mesmo na auséncia de alteracdes abidticas (FRAGOSO-MOURA et al., 2016).

A matriz biolégica pretérita ao impacto da passagem do rejeito de minério incluia a ocorréncia de
linhagens derivadas de outras bacias, com a distribuigdo restrita de algumas populagdes ou espécies.
As espécies de distribuicdo restrita ou intolerantes as mudancas ambientais estdo em pleno declinio
na bacia e continuam sendo coletadas de forma eventual e rara nos levantamentos de campo. Assim,
elas dificilmente séo alvo de estudos como os realizados neste projeto. Mesmo considerando as
guatro espécies estudadas, 0 acara parece estar em declinio na calha do Médio Rio Doce e por esse

motivo, amostras dessa regido ndo foram inclusas neste estudo. E provavel que esta espécie seja



uma das que mais rapidamente desaparecem nos ambientes invadidos pela piranha-vermelha e
pelos tucunarés, conforme observado nas lagoas do Médio Rio Doce (FRAGOSO-MOURA, 2016;

Dergam, obs. pess.).

E possivel estabelecer um ranqueamento dos trechos do Rio Doce e de seus tributarios? Os
valores de p do coeficiente de Fsr indicam que cada espécie é um caso diferente. No extremo de
compartimentacdo genética, o Acara aparece como formado por linhagens diferenciadas que podem
estar representando gargalos mais criticos que as outras espécies. Nesse sentido, também a Curvina
apresenta duas popula¢des bem definidas, uma ocupando o Alto Rio Doce e a outra, no Médio e
Baixo Rio Doce. A Traira se destaca por ser extremamente sedentaria e por isso, propensa a mostrar
o0 grau maximo de diferenciacdo entre os locais (ela junto ao Acara mostrou niveis maximos de
diferenciac@o do parametro Fst) e essa diferenciacdo aparece de forma bem evidente ao longo da
calha do Rio Doce (Figura 3). Sob a perspectiva dos afluentes, eles também representam
ranqueamentos especificos para cada caso: o Rio Piranga parece ser o habitat de uma populacéo
altamente divergente de Curvina, enquanto que o Rio Manhuacu é o local de maior proximidade
genética com o Baixo Rio Doce, assim como um local onde ha linhagem diferenciada de Acara. O Rio
Santo Antdnio apresenta proximidade com o Médio Rio Doce nas suas popula¢des de Lambari. Junto
a todos esses padrfes, € importante lembrar que esses trés rios também alojam populagdes relictuais
da espécie criticamente ameacada Surubim do Rio Doce Steindachneridion doceanum (ICMBIO,

2018) acrescentando assim ainda mais, as suas relevancias na protecado da ictiofauna.

Considerando todos esses fatores, as medidas necessarias para proteger e acelerar o processo
de repovoamento da comunidade nativa e caracteristica do Rio Doce envolve: a prote¢cdo dos rios
tributérios, o controle de espécies exoticas ou introduzidas e a recomposicdo do grau de

conectividade entre as populacdes das espécies aqui analisadas.

6 CONCLUSOES

Os dados genéticos obtidos com microssatélites sdo concordantes com dados de DNA barcode
€ mostram que as quatro espécies analisadas apresentam perda de diversidade genética ao longo da
calha e entre a calha e os tributarios. Este padréo pode ser explicado como resultado dos processos
de fragmentacgdo de habitat e perda de conectividade das diferentes se¢6es do rio, além do provavel
efeito de diminuicdo populacional por concorréncia com espécies introduzidas na bacia. Varios
fatores causaram a degradacéo e perda ambiental da bacia e podem ter determinado a extingdo de
populactes (refletida nos par@metros genéticos conforme revisado por Ovaskainen e Saastamoinen,
2018). Esses fatores histdricos prévios ao desastre ambiental da barragem de Fund&o podem ter sido

acentuados com a recente passagem do rejeito de minério na calha do Rio Doce.
Em relacdo aos objetivos propostos, os resultados permitiram:

1) Avaliar temporalmente a variabilidade e estruturacdo genética das populacbes de

peixes dos tributarios e da calha principal da bacia do Rio Doce. A avaliagdo temporal



ficou restrita ao esforco realizado nas duas campanhas realizadas em 2020, cinco anos apés
a passagem do rejeito de minério. As espécies estudadas foram aquelas de ampla
distribuicdo na bacia e com um nimero amostral minimo de 25 a 30. Nelas, observa-se uma
reducdo na variabilidade genética e um alto grau de estruturacdo ao longo da calha do Rio

Doce, assim como entre a calha e seus tributarios.

2) Ampliar o conhecimento sobre a diversidade e a distribuicdo da ictiofauna da bacia do

3)

4)

5)

Rio Doce. As restricdes ao numero de espécies e aos tamanhos amostrais minimos
prejudicaram uma avaliacdo mais abrangente da ictiofauna como um todo. Porém, as
espécies que foram selecionadas para este estudo estéo entre as mais tolerantes da bacia do
Rio Doce. E evidente que todas as amostras apresentam um alto grau de endocruzamento,
sugerindo um alto grau de perda de interconectividade em toda a bacia. A recuperacédo da
conectividade na bacia € uma das condi¢cdes essenciais para a protecdo da biodiversidade

nativa e caracteristica da bacia.

Produzir um ranking da importancia ecoldégica e conservacionista de cada tributario
baseado na contribuicdo potencial ou real do seu aporte de peixes para a calha
principal. Os resultados indicam que os rios Piranga, Santo Antdnio e Manhuacu séo de alta

relevancia para todas as espécies aqui analisadas.

Investigar a conectividade (fluxo génico entre as populacbes de espécies de peixes)
entre os tributarios e a calha principal do Rio Doce. O fluxo génico foi avaliado conforme o
grau de estruturacdo populacional de cada espécie. Os parametros genéticos indicaram que
o fluxo génico estq, em geral, comprometido em toda a bacia, para todas as espécies
analisadas. Porém, alguns casos especificos demonstram auséncia de estruturacdo entre
alguns tributarios com a calha ou em trechos da calha, como no Lambari Astyanax lacustris e

na Curvina Pachyurus adspersus.

Produzir um estudo da historia evolutiva recente da ictiofauna da bacia do Rio Doce.
Este estudo € o mais abrangente sob o ponto de vista genético em termos de ndmeros de
espécies e alcance espacial de cada espécie. Por ser o primeiro desse tipo, representa o
marco-zero dos acontecimentos que ja estavam presentes na bacia e que podem ter sido
aprofundados pela passagem do rejeito de minério. Nesse sentido, os padrées observados
que demonstram a reducédo do fluxo génico em todos os niveis, podem direcionar as politicas

de acelerar o processo de recuperac¢do da ictiofauna da bacia do Rio Doce.
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ANEXO 1

Figura 10: Linhagens do Acard Geophagus brasiliensis, detectadas com o uso da ferramenta molecular barcode, na bacia do

Rio Doce. As localidades séo indicadas na Tabela 1 (a continuagéo).

RDOCE154_Geophagus_brasiliensis_BOLD_AAA8514
RDOCEO021_Geophagus_brasiliensis_BOLD_AAA8514
RDOCE110_Geophagus_brasiliensis_BOLD_AAA8514
RDOCE086_Geophagus_brasiliensis_BOLD_AAA8514
RDOCEO063_Geophagus_brasiliensis_ BOLD_AAA8514
RDOCE112_Geophagus_brasiliensis_BOLD_AAA8514
RDOCE111_Geophagus_brasiliensis_BOLD_AAA8514
RDOCEO032_Geophagus_brasiliensis_BOLD_AAA8514
RDOCE088_Geophagus_brasiliensis_ BOLD_AAA8514
RDOCE062_Geophagus_brasiliensis_BOLD_AAA8514
RDOCE113_Geophagus_brasiliensis_BOLD_AAA8514
RDOCE114_Geophagus_brasiliensis_BOLD_AAA8514
CT5305_Geophagus_brasiliensis
Geophagus_brasiliensis_CT2706
CT2719_Geophagus_brasiliensis
Geophagus_brasiliensis_CT2847
CT2844_Geophagus_brasiliensis
JD3574_Geophagus_brasiliensis
Geophagus_brasiliensis_CT2711
CT2656_Geophagus_brasiliensis
Geophagus_brasiliensis_CT3066
CT5304_Geophagus_brasiliensis
Geophagus_brasiliensis_CT2608
Geophagus_brasiliensis_CT1996
CT1200_Geophagus_brasiliensis
CT1255_Geophagus_brasiliensis
CT1201_Geophagus_brasiliensis
CT1284_Geophagus_brasiliensis
JD7687_Geophagus_brasiliensis
JD6372_Geophagus_brasiliensis
JD7373_Geophagus_brasiliensis
JD8393_Geophagus_brasiliensis

locmin bgmyc gmyc

@-..

W G.brasiliensis - Grupo 1
M G brasiliensis - Grupo 2
M G .brasiliensis - Grupo 3




Tabela 8: Localidades selecionadas da Figura 1. O Grupo 1 é representado por espécime doa alto Rio Doce e aparentado com
um individuo do Paraiba do Sul. O Grupo 2 é formado por espécimes do Médio e Baixo Rio Doce. O Grupo 3 é formado por
individuos do Alto e Médio Rio Doce.

Codigo Localidade Grupo




