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RESUMO

PAIVA, Samuel Rezende, M.S., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2001.
Influéncia de obstaculos naturais na divergéncia de populagoes de

Astyanax bimaculatus na bacia do rio Doce — MG. Orientador: Jorge
Abdala Dergam dos Santos. Conselheiros: Simone Eliza Facione Guimaraes
e Sérgio Herminio Brommonschenkel.

Com o objetivo de avaliar os efeitos de obstaculos naturais na
estruturacdo de populagcbes em espécies de peixes de pequeno porte, foram
analisados os padroes de semelhanga molecular (marcadores do tipo RAPD-
PCR) e morfologica (caracteres morfométricos e meristicos) em cinco amostras
(cada uma de N=50) isoladas por cachoeiras ou barragens da espécie
Astyanax bimaculatus (lambari-de-rabo-amarelo, tambiu), em dois afluentes do
rio Doce, Minas Gerais (rios Casca e Matipd). Uma amostra adicional em outro
afluente do rio Doce (rio Santo Antonio) foi realizada como controle para
estimar os parametros de divergéncia genética na bacia. O padrao de variagao
de 28 loci permitiu caracterizar uma perda de alelos (25% dos /oci) no rio
Casca e consequente diminuicdo da variabilidade intrapopulacional (menor
indice de heterozigosidade e porcentagem de loci polimérficos) em relagdo aos
outros afluentes. No nivel interpopulacional foi observado uma diferenciagcdo
genética significativa entre todos os trés afluentes do rio Doce analisados
(p<0,00001), com 21% da variancia total obtida na AMOVA observada entre
esses trés afluentes (p<0,01806). Apenas uma das barreiras geograficas
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analisadas (localizada no rio Casca) foi efetva na diferenciacdo das
populagdes a jusante e a montante (p<0,0016). No rio Matipd, as populagdes
localizadas a jusante e a montante da barragem sdo geneticamente similares
(p<0,6469), e subsidiam a recomendagédo de adogdo de mecanismos de
transposicdo naquele empreendimento, para permitir a continuidade de fluxo
génico. No rio Casca, o padrédo de variagdo de dois caracteres meristicos
corroboraram os resultados das andlises moleculares. Contudo, a Andlise
Discriminante Independente do Tamanho realizada com os 15 caracteres
morfométricos nao foi capaz de diferenciar claramente as populagbes, o que
sugere a presenca de apenas uma espécie do complexo A. bimaculatus na
bacia do rio Doce. Com base nos dados, pode-se concluir que a diferenciagéo
genética e morfologica de A. bimaculatus do rio Doce nao esta
necessariamente associada a presenca de cachoeiras, e que depende de

fatores demograficos e/ou historicos dos obstaculos geograficos.
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ABSTRACT

PAIVA, Samuel Rezende, M.S., Universidade Federal de Vigosa, August 2001.
Geographic isolation and patterns of variation of Astyanax bimaculatus
(Pisces, Characidae) in the Doce river basin (State of Minas Gerais).

Adviser: Jorge Abdala Dergam dos Santos. Committee Members: Simone
Eliza Facione Guimaraes and Sérgio Herminio Brommonschenkel.

To evaluate the effects of natural barriers in the process of population
structure of small-sized species, it was carried out analyses on molecular
similarity (with  RAPD-PCR markers) and morphologic patterns (morphometric
and meristic characters) in five samples (each 2n=50) isolated by waterfalls and
dams of Astyanax bimaculatus (lambari-de-rabo-amarelo, tambid) in two
tributaries of the rio Doce basin, State of Minas Gerais (rio Casca and rio
Matipé). An additional sample from Santo Antonio was added to the analysis
for a broader overview of genetic divergence in the basin. The rio Casca was
characterized by 25% loss of alleles (out of 28 loci), with decrease of within
population levels of variation (lower heterozigosity index proportion of
polymorphic loci) relative to the other samples. Genetic differentiation among
tributaries was significative (p<0,00001) and represented 21% of total variance
(p<0,01806). We concluded that only one of the analyzed barriers (in rio
Casca) was an effective factor for the differentiation of populations (p<0,0016).
In rio Matipd, the populations were genetically similar (p<0,6469) and

suggested the need for maintenance of high levels of gene flow. In rio Casca,
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the patterns of variation of meristic characters was consistent with molecular
data. As a whole, however, the size-independent discriminant analysis based
on 15 morphometric characters did not differentiate the populations, showing
the existence of only one species of the A. bimaculatus species complex in the
rio Doce basin. The pattern of variation of data suggested that the genetic and
morphologic variation of A. bimaculatus in the rio Doce basin was not
necessarily associated to waterfalls and that they instead result as an
interaction of demographic and historic factors associated to geographic
obstacles.



INTRODUGAO e JUSTIFICATIVAS

O Estado de Minas Gerais apresenta uma hidrografia privilegiada, com a
maioria dos seus trechos compostos de ambientes Ibticos (rios) e apenas uma
pequena parte restrita a ambientes lénticos (lagoas). S&o ao todo 15 bacias no
Estado e apenas duas (Paraiba do Sul e Tieté) ndo apresentam suas
nascentes do curso principal em territorio mineiro. Aproximadamente 90% da
area do estado € drenada por cinco bacias (Sao Francisco, Grande, Paranaiba,
Doce e Jequitinhonha) (Godinho e Vieira, 1998).

A diversidade da fauna aqudtica é diretamente proporcional ao grande
numero de bacias. Assim, Godinho e Vieira (1998), a partir de uma revisédo da
literatura em relacdo a levantamentos ictiofaunisticos, registraram em Minas
Gerais pelo menos 380 espécies de peixes pertencentes a 135 géneros. A
bacia do Sdo Francisco apresenta maior riqueza com 170 espécies, seguida
das bacias do Paranaiba (112), Grande (90), Doce (77), Paraiba do Sul (59),
Mucuri (44) e Jequitinhonha (36). Entretanto, a diversidade destas bacias esta
ameagada por diversos fatores, como desmatamento, poluigdo, introducdes de
espécies exoticas e especialmente, pela construgdo de barragens.

Na tentativa de mitigar o impacto causado pelas barragens nas espécies
de piracema, a legislagdo estadual de Minas Gerais tormnmou obrigatéria a
presenca de algum tipo de sistema de transposicdo de peixes, da jusante a
montante, na época de atividade reprodutiva dos mesmos, tanto nos novos
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empreendimentos, como naqueles que foram licenciados antes da existéncia
das leis de protecdo ambiental. Dentre varias metodologias, Lourenco Filho
(1975) destaca as eclusas de peixes, os elevadores de peixe, os planos
inclinados, carros-tanque e as escadas de peixes. Sendo este Ultimo, o tipo
mais comum de sistema de transposic¢ao.

A relevancia de tais mecanismos de transposi¢ao, porém, sé pode ser
corretamente avaliada quando dados bioldgicos s&o utilizados como evidéncia
da migracdo de peixes no trecho sujeito a construcdo da barragem. Uma
opgao de avaliagdo seria a marcagdo dos peixes ajusante, e a sua recaptura a
montante. Mas, estudos recentes (Godinho et al, 1991), revelaram uma baixa
taxa geral de recaptura, o que além de comprometer a eficiéncia das escadas
de peixes, obriga a um esforco amostral muito grande e caro de campo. Em
outros casos, a mera presenga de espécies nominais a jusante e a montante
do empreendimento tem sido considerada como uma evidéncia suficiente de
um corredor em ambos os sentidos, em ambientes, por exemplo, de
cachoeiras.

No caso especifico de construcdbes de barragens em locais de
cachoeiras, a necessidade da transposicdo da jusante a montante deve ser
reavaliada, se for evidenciado o isolamento geografico das populagdes a
jusante em razdo do préprio acidente geologico. Desta forma, os recursos
gastos para a transposicdo poderiam ser utilizados em estratégias de manejo
mais eficientes, que garantissem o movimento dos peixes para a jusante, por
exemplo. Uma estratégia, além das citadas anteriormente, para testar a
hipétese acima indicada seria a inferéncia da existéncia de migragéo através
da analise dos padrbes moleculares especificos entre populacdes de espécies
de ampla distribuicdo presentes na jusante e na montante obtidas por
marcadores moleculares.

As metodologias moleculares tém auxiiado na compreensdo das
relagbes evolutivas, taxonomia e demografia de uma ampla diversidade de
animais e plantas (Milligan et al., 1994; Fritsch e Rieseberg, 1996; Mace et al.,
1996; Heithaus e Laushman, 1997; Haig, 1998). Quando aplicados com critério
(Pérez et al, 1998, Fritsch e Rieseberg, 1996), os marcadores moleculares

RAPD-PCR — Random amplified polymorphic DNA - Polymerase chain reaction
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(Williams et al., 1990; Welsh e McClelland, 1990) podem ser uteis em estudos
de genética de populagdes, sistematica e ecologia de varios organismos
(Hadrys et al., 1992; Fritsch e Rieseberg, 1996, Hsiao e Liao, 1998, Bartish et
al, 1999, Lacerda et al, 2001). Estes marcadores auxiliam no conhecimento
dos padroes de variagdo genética inter e intrapopulacionais, permitindo a
elaboracdo de medidas para conservagdo de espécies ameagadas ou em
perigo de extingao (Gibbs et al., 1994; Haig et al., 1996; Cardoso et al., 1998).

A analise de variacdo do DNA por meio da técnica de RAPD baseia-se
na amplificacdo de segmentos de DNA total a partr do uso de
oligonucleotideos iniciadores (primers) curtos decameros (Wiliams et al,
1990). Sua ampla utilizagdo se deve principalmente a sua rapidez, relativa
acessibilidade, alto polimorfismo, pequena quantidade de material bioldgico
para extragdo do DNA e a ndo necessidade do conhecimento prévio do
genoma da espécie-alvo (Black, 1993, Hillis et al, 1996). Este ultimo aspecto é
particularmente interessante no caso da ictiofauna neotropical, onde as
pesquisas e 0 conhecimento na area molecular so incipientes.

Entretanto, existem algumas limitagdes técnicas em relacdo aos RAPDs,
como sua expressdao alélica dominante (ndo € possivel distinguir os
heterozigotos dos homozigotos dominantes), limitando a inferéncia de apenas
dois fendtipos por locus analisado, o que consequlentemente influi na estimativa
de freqUéncias alélicas dos resultados, quando comparados a marcadores
codominantes (Lynch e Miligan, 1994). Outros pontos negativos sao a
dificuldade de assumir homologia entre dois fragmentos, inviabilizando a
utilizagdo da técnica na reconstrugido filogenética (Black, 1993; Fritsch e
Rieseberg, 1996); o baixo grau de reprodutibilidade (Pérez et al, 1998) e a
possibilidade de que parte das bandas amplificadas sejam artefatos de reacgéo
(Rabouam et al., 1999).

Atualmente, os trabalhos moleculares aplicados a compreensdo da
distribuicdo da diversidade genética, dentro e entre as populagbes naturais em
peixes de aguas continentais, sdo bem conhecidos em espécies da América do
Norte (Vrijenhoek et al, 1985; Heithaus e Laushman, 1997; Carlssn et al.,
1999; Faber e White, 2000; Hébert et al, 2000; Avise, 2000) e de alguns

grupos do continente africano (Agnese et al, 1997; Rognon et al, 1998).
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Contudo, poucas pesquisas foram desenvolvidas em relacdo & espécies
neotropicais sul americanas (Dergam, 1996; Revaldaves et al, 1997; Dergam
et al, 1998; Paiva, 1999; Moysés, 1999). Exceto o trabalho de Dergam et al.
(no prelo), ndo existem relatos na literatura sobre a andlise da variagdo
genética das populagbes naturais de peixes da bacia do rio Doce. Além do
mais, grande parte dos estudos visam apenas as espécies de grande porte e
de interesse comercial.

Dentre as espécies de ampla distribuicdo e alta abundancia na bacia do
rio Doce, destacase o ‘“lambari-derabo-amarelo" ou “"tambil" Astyanax
bimaculatus. O tambiu é uma espécie de pequeno porte, generalista (Costa e
Braga, 1993; Esteves e Galetti Jr., 1995) e presumivelmente de habitos
migratorios (Uieda, 1984; Garutti, 1988; Perrone, 1998). Possui reprodugao
parcelada (Bazzoli et al, 1991) e uma grande capacidade de se adaptar tanto a
ambientes I6ticos quanto Iénticos (Garutti, 1995).

Recentemente, a fragmentacdo taxonémica desta espécie nominal foi
proposta por Garutti (1995), a partir de uma revisdo do género. Este autor
sugere que o taxon nominal A. bimaculatus seria um complexo de espécies que
apresentam em comum as caracteristicas: (1) presenca de duas barras
verticais marrons, a primeira situada antes da mancha umeral e a segunda, de
24 escamas, atras dela (ndo tao distintas); (2) presenca de uma conspicua
mancha umeral negra ovalada horizontalmente; (3) presenga de uma
conspicua mancha negra no pedunculo caudal, estendendo-se a extremidade
dos raios caudais medianos; (4) presenca de focinho curto, com cinco dentes
na seérie interna do pré-maxilar, quatro dentes grandes no dentario e a regidao
pré-ventral arredondada. Outra conclusdo do trabalho de revisdo de Garutti é
que, provavelmente, cada uma das bacias hidrograficas sul-americanas
apresente suas formas endémicas. Até o presente momento em Minas Gerais,
apenas as bacias dos rios Sdo Francisco, Grande, Paranaiba (Garutti, 1995) e
Paraiba do Sul (Melo, 2000) apresentam as descricbes morfologicas parciais
de espécimes locais do complexo A. bimaculatus.

Paiva (1999), estudando a diversidade genética de populagdes desta
espécie na bacia do Paranaiba através de marcadores moleculares RAPD-

PCR, identificou padrbes de variabilidade molecular que demonstraram uma
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grande homogeneidade genética entre as amostras de A. bimaculatus daquela
bacia. Foi concluido que apesar da existéncia de grandes barragens na calha
principal do rio Paranaiba, as populagdes da montante e jusante ainda mantém
um alto grau de similaridade, em virtude possivelmente do amplo nicho
ecologico desta espécie. Adicionalmente, a existéncia de grandes densidades
populacionais impede a perda de alelos por processos ndo seletivos, como
deriva genética e efeito fundador.



OBJETIVOS

Objetivo especifico:
Determinar se os obstaculos naturais existentes na bacia do rio Doce
sdo fatores relevantes no processo de diferenciacdo genética das populagbes

de Astyanax bimaculatus;

Objetivo geral:
Aumentar o conhecimento da distribuicdo da variabilidade genética em
peixes neotropicais para elaboragdo de metodologias futuras de conservagéo e

manejo de populagdes.
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Geographic isolation and patterns of variation of Astyanax bimaculatus
(Linné, 1758) (Pisces, Characidae) in the Doce river basin (State of Minas

Gerais)

Abstract — To evaluate the effects of natural barriers in the process of population
structure of small-sized species, we carried out analyses on molecular similarity (with RAPD-
PCR markers) and morphologic patterns (morphometric and meristic characters) in five samples
(each 2n=50) isolated by waterfalls and dams of Astyanax bimaculatus (lambari-de-rabo-
amarelo, tambiu) in two tributaries of the rio Doce basin, State of Minas Gerais (rio Casca and
rio Matipd); an additional sample from Santo Antonio was added to the analysis for a broader
overview of genetic divergence in the basin. The rio Casca was characterized by 25% loss of
alleles (out of 28 loci), with decrease of within population levels of variation (lower heterozigosity
index proportion of polymorphic loci) relative to the remaining samples. Genetic differentiation
among tributaries was significative (p<0,00001) and represented 21% of total variance
(p<0,01806). We concluded that only one of the analyzed barriers (in rio Casca) was an
effective factor for the differentiation of populations (p<0,0016). In rio Matipd, the populations
were genetically similar (p<0,6469) and suggested the need for maintenance of high levels of
gene flow. In rio Casca, the patterns of variation of meristic characters was consistent with
molecular data. As a whole, however, the size-independent discriminant analysis based on 15
morphometric characters did not differentiate the populations, showing the existence of only one
species of the A. bimaculatus species complex in the rio Doce basin. The pattern of variation of
data suggested that the genetic and morphologic variation of A. bimaculatus in the rio Doce
basin was not necessarily associated to waterfalls and that they instead result as an interaction

of demographic and historic factors associated to geographic obstacles.

Key Words: Astyanax bimaculatus, morphometrics, genetic variability, geographic barriers, RAPD

* Este artigo se encontra no formato recomendado pelo periédico Journal of Fish

Biology.
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INTRODUGAO

A regido Neotropical € considerada como a mais rica em numero de
espécies de peixes de agua doce no mundo (Lowe-McConnell, 1999) e as
ultimas estimativas do numero de espécies variam de 5.000 a 8.000 (Vari e
Malabarba, 1998). Tal diversidade de espécies esta relacionada em grande
parte a alta heterogeneidade ambiental presente nessa regido e aos processos
de isolamento geografico caracteristicos dos ambientes de agua doce (Moyle e
Cech, 1996). Essa diversidade esta ameacada em muitas regides, por fatores
como desmatamento de matas ciliares, poluicdo, introducdo de espécies
exdticas e de forma muito evidente, pela construgdo de barragens para
aproveitamento hidrelétrico.

A implantacdo de barragens interrompe o curso natural dos rios e
compromete varios processos fisicos, quimicos e bioldégicos do ecossistema,
intensificando ou determinando a descontinuidade espacial das populagdes, os
processos de erosdo, eutrofizacdo e extingdo de populagbes locais da flora e
fauna (Agostinho et al, 1992). Do ponto de vista genético, as barragens
podem causar um grande impacto no fluxo génico entre as populagbes de
organismos aquaticos, alterando provavelmente as frequéncias génicas das
espécies de peixes (Avise e Felley, 1979; Revaldaves et al., 1997; Neeras e
Spruell, 2001).

Na tentativa de mitigar o impacto causado pelas barragens nas espécies
de piracema, a legislagdo estadual de Minas Gerais tomou obrigatéria a
presengca de algum tipo de sistema de transposicdo de peixes, da jusante a

montante. Entretanto, no caso especifico de construgbes de barragens em
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locais de cachoeiras, a necessidade da transposicdo deveria ser reavaliada
com base no isolamento geografico das populagbes em razao do préprio
acidente geoldgico.

Desta forma, os recursos gastos para a transposicdo poderiam ser
utlizados em outras estratégias de manejo para minimizar o advento da
construgdo da barragem. Uma estratégia para testar a hipotese acima indicada
seria a inferéncia da existéncia de migragédo por meio da andlise dos padrbes
moleculares e morfologicos especificos entre populagcdes de espécies de ampla
distribuicio presentes na jusante e na montante. Em virtude do baixo
conhecimento dos padrbes de variagdo genética da ictiofauna neotropical sul
americana, onde as pesquisas € o conhecimento na area molecular de peixes
sdo incipientes, optou-se pela utilizagdo de marcadores moleculares do tipo
RAPD-PCR - Randomly amplified polymorphic DNA - Polymerase chain
reaction (Williams et al., 1990; Welsh e McClelland, 1990). Esses marcadores
podem ser uteis em estudos de genética de populagdes, sistematica e ecologia
de varios organismos (Hadrys et al., 1992; Fritsch e Rieseberg, 1996; Hsiao e
Liao, 1998; Bartish et al., 1999; Lacerda et al., 2001).

Dentre as espécies de ampla distribuicdo e alta abundéncia na bacia do
rio Doce, destacase o ‘“lambari-derabo-amarelo" ou “tambil" Astyanax
bimaculatus. O tambild é uma espécie de pequeno porte, ecologicamente
generalista (Costa e Braga, 1993; Esteves e Galetti Jr., 1995) e indicado como
de habitos migratérios (Uieda, 1984; Garutti, 1988; Perrone, 1998). Possui
reprodugéo parcelada (Bazzoli et al, 1991) e uma grande capacidade de se
adaptar tanto a ambientes I6ticos quanto [énticos (Agostinho et al, 1997).

Godinho e Vieira (1998), indicam ainda que as espécies de pequeno porte, que
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constituem um elenco significativo da ictiofauna mineira, ndo tém sido
adequadamente investigadas e pouco ainda € conhecido, face & ameagas que
constituem os em preendimentos hidrelétricos para este grupo de espécies.

Este trabalho teve como objetivo principal determinar o grau de
diferenciacdo genética e morfologica entre populagdes de Astyanax
bimaculatus da bacia do rio Doce a jusante e a montante de obstaculo s
naturais e verificar a aplicabilidade dessa metodologia como subsidio para

avaliar a necessidade de implantagdo de sistemas de transposicéo de peixes.
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MATERIAL E METODOS

Areas de estudo e amostragem

A bacia do rio Doce (Figura 1) tem uma &rea de 86.000 km?, dos quais
86% pertencem ao Estado de Minas Gerais, € o restante ao Estado do Espirito
Santo. O trecho mineiro do rio Doce é de aproximadamente 608 km, apresenta
uma declividade média de 0,96m/ km e drena aproximadamente 12% do
estado (Fundagao Centro Tecnoldgico de Minas Gerais/ CETEC, 1983).

Para esse estudo foram selecionados os rios Casca, Santana, Matipo, e
Santo Anténio (Figura 2). Os trés primeiros foram escolhidos para testar a
relagéo entre as populagbes acima e abaixo de cachoeiras de diferentes
dimensdes. Ja o rio Santo Antbnio foi escolhido como padrao de comparagao
geografica mais distante, para estimagao dos niveis de divergéncia genética.

A Cachoeira Grande, com aproximadamente 45 m de altura encontra-se
no rio Santana (afluente do rio Casca). Aproximadamente 50 km a jusante no
ro Casca encontraase a Cachoeira Escura, com wuma queda de
aproximadamente 4 metros, mas que apresenta um angulo quase vertical de
fluxo que faz dela um obstaculo intransponivel para os peixes presentes a
jusante, reconhecidamente para o0 piau-vermelho (Leporinus  copelandi
Steindachner). No rio Matipd, a Cachoeira do Emboque era uma forte
corredeira com aproximadamente 30 metros de altura, mas foi o local escolhido
para a construgdo da barragem do Emboque em 1999. Os respectivos pontos

de coleta selecionados séo especificados na Tabela | e Figura 2.
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Fig. 1. Estado de Minas Gerais evidenciando a bacia do rio Doce. O quadrado

indica a area de estudo

Tabela I. Pontos e locais de coleta e nUmero de amostras usadas nas analises

moleculares (N-1) e morfolégicas (N-2).

Ponto Coleta Local N-1 N-2
Casca (A) Jusante Cachoeira Escura 50 30
Casca (B) Trecho entre Escura e Grande 50 30
Casca (C) Montante Cachoeira Grande 50 30
Matipo (D) Jusante Barragem Emboque 50 30
Matip6 (E) Montante Barragem Emboque 50 30
Sto.Antonio (F) Localidade de Ferros 50 30
TOTAL 300 180
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Fig. 2. Mapa do rio Doce, seus afluentes e as barreiras naturais e artificiais
analisadas neste estudo. As letras indicam as areas de coleta. A) jusante
Cachoeira Escura; B) regido entre as cachoeiras Escura e Grande; C)
montante Cachoeira Grande; D) jusante barragem Emboque; E)

montante barragem do Emboque; F) localidade de Ferros. 6 Barragem

do Emboque; A Cachoeira Grande; ¢ Cachoeira Escura.

O tamanho amostral de n=50 por coleta foi determinado a partir das

recomendacdes de Apostol et al. (1993) para analises utilizando marcadores

RAPD-PCR. Ja para as andlises morfologicas foram selecionados

aleatoriamente 30 espécimes para cada area de coleta destes 50 previamente
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usados nas analises moleculares (Tabela 1). As amostras de tecido de A.
bimaculatus foram coletadas entre os anos de 1997 e 2000 com o auxilio de
redes de espera e arrastbes de malha fina. Atualmente, estas estao
depositadas na cole¢do de tecidos de peixes do Laboratdrio de Biotecnologia
Animal, localizado no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Vicosa, Brasil. Os espécimes coletados pertencem a colecdo de peixes do
Museu de Zoologia "Jodo Moojen de Oliveira", Departamento de Biologia

Animal, localizado na mesma instituicéo.

Extragcdo do DNA e analises RAPD

Para os espécimes acima de 50 mm as amostras para analise do DNA
foram retiradas de musculo epaxial e filamentos branquiais do lado direito de
espécimes vivos e fixadas em etanol 95% contido em tubos tipo eppendorfs. Ja
os espécimes menores de 50 mm foram fixados inteiros € o DNA foi extraido a
partir do olho direito de cada individuo.

As extracdes foram processadas a partir de modificagdes do protocolo
de Boyce et al (1989), utilizando-se o detergente CTAB (brometo de cetil-
trimetil amoénio). O DNA foi ressuspendido em Tris-HClI 1M EDTA 0,5M pH 8,0
(filtrado e estéril) e estocado a -20°C até o momento da amplificagao.

As reagbes de RAPD foram processadas em volume de 20uL, (19 pL de
mistura {13,8 pL de H,O; 2 pL de tampdo 10X [500 mM KCI (cloreto de
potassio), 100 mM Tris-HCI]; 0,8 pL de MgChL (cloreto de magnésio) 40 mM; 0.2
ML dNTPs  (desoxiribonucleotideos trifosfatados) 20 mM; 2 pL de
oligonucleotideo (primer) 3,3 yM e 02 W de Taqg polimerase (1 unidade)} e 1

pL de DNA da amostra. Em cada reagdo foi adicionado um tubo de controle
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negativo (com todos os reagentes, menos DNA), para deteccdo de possiveis

contaminagdes. As reagdes foram processadas em um termociclador da MJ
Research (PTC100) por 40 ciclos de: 95°C por 15 segundos; 35°C durante 30
segundos e 72°C por 1 minuto e uma extenséo final a 72°C durante 7 minutos.

As amostras foram corridas em géis de poliacrilamida 6% e visualizadas a
partir da precipitagédo com nitrato de prata (Hiss et al., 1994).

Testes pilotos foram conduzidos com varios primers (Operon
Technologies) para selecionar os que geravam bandas mais polimérficas e
nitidas. As bandas (loc) foram identificadas por meio de sua mobilidade
(Schaffer e Sederoff, 1981) com a utilizaggdo de um marcador molecular
padronizado (1Kb /adder, BRL, Gibco) e posteriormente, foram codificadas em
uma matriz binaria. Testes de repetibilidade em trés reacdes independentes
foram realizadas para todas as bandas selecionadas em 8% dos individuos
amostrados. Apenas bandas com um minimo de 90% de repetibilidade foram
utlizadas nas anadlises (Bartish et al, 1999; Vucetich et al, 2001).
Adicionalmente, foi seguida a sugestdo de Lynch e Miligan (1994) para a
eliminagcdo das bandas com frequéncia acima de [1-(3/N)] em cada populagao,
com N representando o tamanho amostral.

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio dos programas
TFPGA - Tools For Population Genetics Analysis (Miler, 1997) e Arlequin
(Schneider et al., 2000). A frequéncia alélica foi estimada a partir da auséncia
da banda (alelo nulo) de acordo com o proposto por Lynch e Milligan (1994):
g= x"?(1-[x (1-x) /N] / 8¢), onde x é a propor¢do da populacdo sem a presenca
da banda e N o numero de individuos amostrados. A variabilidade
intrapopulacional foi estimada quantitativamente por meio das estimativas de
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diversidade génica (heterozigosidade esperada a partir do Equilibrio de Hardy-
Weinberg- EHW) e da porcentagem de /loci polimorficos.  Qualitativamente,
essa foi observada a partir da presenga de bandas diagnésticas (Unicas) ou
caracteristicas (até 5% de presencas identificadas em outras populagoes).

A estrutura genética das populagdes foi avaliada por meio do teste da
hipétese nula de panmixia entre pares de todos os pontos de coleta dentro da
bacia, com o teste exato de Fisher. Este foi calculado a partir das freqliéncias
de presenca das bandas usando o método de cadeias de Markov (Raymond e
Rousset, 1995). A andlise de varidncia molecular ou AMOVA (Excoffier et al.,
1992; Huff et al, 1993) foi calculada com o intuito de observar a existéncia de
estruturagdo genética entre as populagdbes dos rios analisados e entre os
proprios rios. indices de fixacdo (Fst) entre pares de pontos de coleta também
foram derivados dos componentes de varidncia e sua significancia foi testada
para verificar a existéncia de homogeneidade entre as populagdes. O numero
efetivo de migrantes (Nm) foi estimado entre as populagdes por meio da
relacdo: Nm=0,25 (1/ Fst —1) ( Wright, 1951).

A andlise do grau de semelhanga genética entre as populagdes
(variabilidade interpopulacional) foi obtda com o célculo das distancias
genéticas de Nei (1972), estimadas a partir da matriz binaria e um fenograma
foi feito a partir de uma andlise de agrupamento de médias pareadas nao
ponderadas (UPGMA). Valores de bootstrap (Efron, 1985; West e Black, 1998)
foram obtidos para avaliar a magnitude dos efeitos de erros amostrais sobre os

fenogramas a partir da re-amostragem dos proprios dados com reposigao.
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Analises morfolégicas externas

Foram utilizadas 15 caracteristicas morfométricas e 2 meristicas de
acordo com Lagler et al. (1977) e Bookstein et al. (1985): comprimento padrédo
(CP); comprimento da cabega (CC); altura do corpo (AIC); altura do pedunculo
caudal (AlPc); largura interorbital (LiO); di@metro ocular (DiO); distancia pré-
anal (DPAn); distancia pré-dorsal (DPDs); distancia dorsalpeitoral (DsPt);
distdncia peitoral-pélvica (PtPv); distdncia pélvica-anal (PvAn); distancia
dorsal-anal (DsAn); distancia anal-adiposa (AnAd); distancia dorsal-adiposa
(DsAd); altura da cabega (AICC); numero de escamas na linha lateral (LL);
numero de raios da nadadeira anal (Ran). As medidas foram feitas com
paquimetro com precisdo de 0,1 mm e transformadas em logaritmos base 10
para preservar as alometrias (relagdes nao lineares entre as caracteristicas) e
padronizar as variancias (Jolicoeur, 1963). As andlises estatisticas das
caracteristicas morfométricas foram processadas com os programas SAS e
Matlab (v.6), e as caracteristicas meristicas foram utilizadas em comparagdes
qualitativas.

Como o objetivo de remover os efeitos da variagdo do tamanho, os
dados foram submetidos a uma andlise discriminante independente do
tamanho — ADIT (Reis et al, 1990; Peres-Neto, 1995). Apds o cdlculo da
regressdo de cada caracteristica em relacdo ao primeiro componente principal
(estimativa multivariada do tamanho), os residuos destas regressbes foram
utlizados numa andlise discriminante canbnica (Strauss, 1985). Para
determinar quais caracteristicas foram mais significativas para discriminar as
populagbes, coeficientes dos dois primeiros eixos canlnicos foram
transformados em vetores de correlagdo, obtidos a partir do calculo das
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correlagbes entre os escores individuais destes e dos valores individuais de

cada caracteristica (Strauss, 1985).

Foram também calculadas as distdncias D2 de Mahalanobis para
estimar a variabilidade interpopulacional a partir das caracteristicas
morfométricas e um fenograma foi obtido por meio da analise de agrupamento
UPGMA. O teste de Mantel foi realizado para verificar a significancia entre os

fenogramas obtidos com os dados moleculares e morfométricos.

25



RESULTADOS

Dados moleculares

Foram testados 66 primers, 70% deles amplificaram o DNA de A
bimaculatus com os protocolos utilizados. Com base na qualidade das bandas
seis primers foram selecionados para analise das populagées (OPA 01, 03, 09
e OPD 15, 18, 20). Foram selecionadas e identificadas 28 bandas com
tamanhos estimados de 460 a 1744 pares de bases para elaboragdo da matriz
binaria. As anadlises de variabilidade intrapopulacional indicaram uma menor
diversidade génica (H) no rio Santo Anténio e uma menor porcentagem de /oci
polimorficos (P) no rio Casca (Tabela Il). A andlise qualitativa dos /loci
evidenciou uma redugéo significativa da variabilidade no rio Casca em relagdo
aos outros afluentes, onde 25% dos /loci estavam ausentes, e apenas um (4%)
locus caracteristico estava presente. Por outro lado, o rio Matipd apresentou
0os maiores indices de H e P (Tabela Il), além de possuir 11% de loci
diagnosticos. A amostra do rio Santo Antdnio apresentou 0 minimo valor de H,
possivelmente em razdo de que parte da amostra foi coletada numa lagoa
temporaria proxima acalha princip al do rio.

Em relacdo a estrutura genética das populagbes, o teste Exato de
Fisher revelou diferencas significativas entre a maioria dos locais de coleta
(Tabela Ill). Os dados demonstraram diferencgas significativas entre os pontos
B e C separados pela Cachoeira Grande e que nao existem diferengas entre os
pontos A e B, separados pela Cachoeira Escura e os pontos D e E, separados

pela barragem do Emboque.
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Tabela Il. Variabilidade Intrapopulacional de Astyanax bimaculatus na bacia do

rio Doce. H, diversidade génica; P, porcentagem de /oci polimorficos (99%

critério)

Local de Coleta H P
Casca (A) 0,2613 67,8571
Casca (B) 0,2537 67,8571
Casca (C) 0,2832 67,8571
Matip6 (D) 0,3245 100
Matipé (E) 0,3579 96,4286

Sto.Anténio (F) 0,2441 85,7143

Tabela lll. Valores p obtidos a partir do teste exato de Fisher (50
repeticoes, 1000 permutagdes cada) em seis populagoes de Astyanax

bimaculatus da bacia do rio Doce.

Popula¢oes A B C D E F
Casca (A) .

Casca (B) 0,9775

Casca (C) 0,001  0,0016

Matipé (D) 0,000 0000 0000 _

Matip6 (E) 0,000 0,000 0,000 0,6469

Sto.Anténio (F) 0,000 0000 0,000 0000 0000 _

A andlise dos padrdes de /loci RAPD corroborou os resultados obtidos
com as freqUéncias alélicas. Assim os padrdes de Fst demonstraram valores

nado significativos e uma alta taxa de migragcao entre os pontos A - B e D - E
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(Tabela IV). A andlise de AMOVA mostrou que 21,04% (p=0,01806) da

variagido total esta associada entre os afluentes, 2,61% (p<0,000001) dentro
das populagbes de cada afluente e 76,35% (p<0,000001) dentro das

populacgoes.

Tabela IV. Numero efetivo de migrantes entre as populagdes - Nm (acima da
diagonal) e respectivos valores de Fst (abaixo diagonal) entre as populacdes

de Astyanax bimaculatus na bacia do rio Doce.

Populagbes A B C D E F
Casca (A) 23,765 2,305 0,521 0,523 0,731
Casca (B) 0,01041* 3477 0,647 0,630 1,024
Casca (C) 0,09783* 0,06707* 0,955 0,960 1,478
Matip6 (D) 0,32419* 0,27876* 0,20749* 76,437 1,841
Matip6 (E) 0,32331* 0,28404* 0,20659* 0,00326* 1,549
Sto.Antonio (F) 0,25492* 0,19617* 0,14465* 0,11956* 0,13893*

*p<0,000001; **p=0,10514, ***p=0,26265

A andlise de UPGMA a partir das distancias genéticas de Nei (1972)

refletiu  uma consisténcia geografica entre os afluentes e suas respectivas
populagdes (Figura 3), o que corroborou em parte com os resultados obtidos a
partir das analises de Fst e do teste exato de Fisher. Por exemplo, dentro das

populagdes do rio Casca, foi observada uma maior divergéncia da populagio
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acima da Cachoeira Grande (Ponto C) em relacdo & outras duas localidades

(Pontos A e B).

Distancia MNei (1972)

| | |
| I I

20 15 10 3 0

— Matipé (D
e pe (D)

93 L Matipé (E)

Sto Antdnio (F)

Casca (A)
04

a7 Casca (B)

Casca (C)
Fig. 3. Dendrograma obtido por UPGMA evidenciando as relagdes entre as
populagbes de Astyanax bimaculatus dentro da bacia do rio Doce/ MG.

S¢é foram considerados valores de bootstrap acima de 50%.

Dados morfolégicos
A ADIT permitiu verificar que o primeiro componente principal (CP-1)
pode ser interpretado como variavel relacionada ao tamanho, visto que todos

seus escores apresentaram coeficientes positivos e  estatisticamente

significantes (Tabela V). O CP-1 foi responsavel por 92,97% da variagao total
existente na matriz de covaridncia entre as caracteristicas dentro das seis

populagdes de A. bimaculatus analisadas.
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Tabela V. Coeficientes do primeiro componente principal (CP-1) e valores

das correlagoes das caracteristicas utilizadas com os escores CP-1 (r) e

das duas primeiras variaveis canénicas (CV-1 e CV-2). * p <0, 01, ns=nao

significativo.

Caracteristica CP-1 r VC-1 VC-2
CP 0,253862 0,99262* -0,09301" -0,35720*
CC 0,211542 0,94172* -0,34816* 0,38096*
AIC 0,261556 0,97641* 0,35401* -0,02866"°
AlPc 0,293413 0,94871* 0,05358"° -0,06030"
LiO 0,283489 0,94647* -0,27077* -0,17607"°
DiO 0,163794 0,90663* 0,08637"° 0,70928*
DPAN 0,254093 0,96096* -0,08564"° 0,15470"
DPDs 0,246453 0,98616* -0,44525* 0,03255"
DsPt 0,257711 0,98819* 0,07734" 0,0398"
PtPv 0,256592 0,96833* 0,15620"° 0,09242"°
PvAN 0,321645 0,94249* 0,24308* -0,14449"°
DsAn 0,266810 0,98469* 0,25018* -0,34370*
AnAd 0,284521 0,98782* -0,34943* -0,05588"
DsAd 0,271176 0,98588* -0,14722" -0,32459*
AICC 0,205957 0,91312* 0,12004"° 0,10898"°

realizada uma analise de variaveis canbnicas nas seis

populagdes de A. bimaculatus, com base nos residuos da regressao entre cada

caracteristica e o CP-1 (Figura 4).

explicaram juntas 78,92% da variagéo total (p<0,0001).
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moleculares, os dados morfométricos (quantitativos) mostraram uma alta

similaridade de formas entre as populagbes da bacia do rio Doce, com apenas
a populagdo acima da Cachoeira Grande (C), localizada no rio Casca

apresentando-se mais diferenciada.

5 T T

Casca (&)
Casca (B)
Casca (C) -
Matipo (D)
Matipe (E)
Sto Antomo (F)

11T

VT 2 (23 8%)

VT 1 (55,1%)

Fig.4. Projecdo dos limites dos escores individuais das populagbes analisadas

de Astyanax bimaculatus e seus respectivos centroides.

A andlise da Tabela V e das Figuras 4 e 5 demonstrou que algumas
caracteristicas foram mais importantes para identificar certas populacdes e ou
afluentes.  Assim, a populagdo do Santo Antbnio apresentou valores de
didmetro do olho (DiO) e comprimento da cabega (CC) significativamente
diferentes dos outros afluentes. Do mesmo modo, os espécimes do rio Matipd
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apresentaram um corpo mais alto (AIC) do que as outras populagdes. Por
ultimo, as caracteristicas distancia pré-dorsal (DpDs), distancia analadiposa
(AnAd) e largura interorbital (LiO) foram preponderantes nos individuos do rio

Casca.

Comelagio com WO 2
=]

-1 <08 08 0£ 02 0 0 02 04 06 08 A
Comelacho com Wi

Fig. 5. Vetores de correlacdo entre as duas primeiras variaveis canbnicas e o0s

valores individuais de cada caracteristicas

Esta andlise também indicou quais caracteristicas ndo foram
informativas para a separagdo das populagbes (Tabela V). Ao contrario da
consisténcia geografica obtida com dados moleculares (Figura 3), os resultados
do UPGMA a partir das distancias de Mahalanobis obtidas pelas caracteristicas

morfométricas sugerem uma maior homogeneidade entre as populagdes, visto
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que um ponto de coleta do rio Casca (B) foi mais semelhante & populagbes do

rio Matipo - pontos D e E (Figura 6).

Matipd (E)

Matipd (D)

Casca (B)

Sto Antbnio (F)

Casca (C)

Casca (A)

L 1 I

8 7 6 5 4 3 2 1 0
Disténcia Mahalanobis

Fig. 6. Fenograma obtido por UPGMA a partir das distancias de Mahalanobis
calculadas para 15 caracteristicas morfométricas de  Astyanax

bimaculatus.

O teste de Mantel corrobora essas observagbes, visto que a correlagéo
entre as matrizes de distancias moleculares e morfolégicas nao foi significativa
(r=0,0937,p=0,28).

As andlises meristicas mostraram uma certa congruéncia com o0s

resultados moleculares, tanto nas contagens do numero de escamas da linha
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lateral (Figura 7), quanto no nimero de raios da nadadeira anal (Figura 8). Por
exemplo, a populagdo acima da Cachoeira Grande (C) apresentou classes
fenotipicas diferentes das localidades a jusante dessa barreira (pontos A e B).
Por outro lado, o rio Matipd confirma uma maior heterogeneidade,
apresentando mais classes fenotipicas que os demais rios e o rio Santo
Antdnio apresentou classes mais semelhantes as do rio Matipéd no relativo ao
numero de escamas da linha lateral e mais semelhante as do rio Casca em

relacdo ao numero de raios da nadadeira anal.
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Fig. 7. Histograma evidenciando a variagdo do numero de escamas da linha
lateral observado entre as populagbes de Astyanax  bimaculatus na

bacia do rio Doce.
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Fig. 8. Histograma evidenciando a variacdo do numero de raios da nadadeira

anal observado entre as populagbes de Astyanax bimaculatus na bacia

do rio Doce.
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DISCUSSAO

Fluxo génico na bacia do rio Doce

Em animais em geral, o fluxo génico claramente € influenciado pela
mobilidade dos individuos e € de se esperar uma menor estruturacdo genética
para espécies com grande vagilidade e uma maior estruturagdo para espécies
de menor vagilidade (Avise, 1994). Contudo estes padrbes ndo sao evidentes
em ambientes de aguas continentais, visto que tanto barreiras fisicas como
ecologicas podem representar obstaculos para a dispersdo dos individuos
(Gyllensten, 1985; Avise, 2000).

Dos trés obstaculos analisados, apenas a Cachoeira Grande apresentou
diferencas significativas, e 2,61% da variagdo total ocorreu entre as
populagdes dentro de cada afluente, sugerindo que as cachoeiras ndo seriam
fatores decisivos na estruturacdo das populagbes. Por outro lado, o valor
relativamente alto de 21,04% da variagéo total ser observada entre os afluentes
indicaria que a estruturagdo genética das populagcbes na bacia do rio Doce
esteja relacionada a estrutura dos afluentes. Estudos com aloenzimas
realizados em populagdes de duas espécies de Percidae em rios pertencentes
a uma mesma bacia (Faber e White, 2000) demonstraram que uma das
espécies (Etheostoma flabellare) apresentava uma diferenciagcdo significativa
entre os afluentes. Carlsson et al. (1999) observaram por meio da andlise de
microssatélites, um alto grau de estruturacdo em populagdes de truta marrom
(Salmo ftrutta), tanto em razdo da presenga de cachoeiras quanto em relagéo a
calha do rio e um de seus tributarios. O nivel de variagdo observado entre os

tributarios encontra-se dentro da faixa de variagdo esperada para espécies
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continentais, a saber, entre 22,2% (Ward et al, 1994) e 32,8% (Gyllensten,
1985), estimados a partir de dados de isoenzimas.

Entretanto, as diferengcas observadas nas estimativas do fluxo génico
entre os afluentes, podem ser artefatos, visto que poderiam violar as
pressuposicoes do modelo neutro de estrutura das populagbes por ilhas
proposto por Slatkin (1985), ja que o modelo assume um equilibrio entre deriva
genética e fluxo génico (Faber e White, 2000). Whitlock e McCauley (1999),
ponderaram que a maioria das pressuposicdbes em genética de populagdes
(equilibrio entre deriva genética e fluxo génico, auséncia de selecao,
acasalamento ao acaso) provavelmente ndo sejam validas para grande parte
das populagdes naturais. As violagdes do modelo principalmente derivam de
processos de instabilidade demografica e/ ou histérica proprios de cada
localidade (Avise, 1994; Bossart e Prowell, 1998). Dessa maneira, os valores
de Fst podem flutuar ao longo do tempo e espago, resultando em estimativas
variaveis de fluxo génico e conseqientemente da estrutura das populagbes
(Bossart e Prowell, 1998). Por outro lado, a literatura indica que o padrdo de
variagdo molecular se mantém constante, pelo menos ao longo de -curtos
espacos de tempo (West e Black, 1998; Carlsson et al. 1999).

O padrao observado de estruturacdo entre afluentes pode ser
explicado por meio de um modelo de isolamento por distancia (com populagdes
vizinhas trocando mais migrantes do que as mais distantes) ou em virtude de
eventos vicariantes. A Figura 3 indica uma tendéncia das distancias genéticas
se correlacionarem com a dimensdo geografica (isolamento por distancia).
Alguns autores sugerem que para A. bimaculatus, as calhas principais dos rios

de grande ordem podem ser consideradas como barreiras geograficas para
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dispersdo (Garutti, 1988; Garutti e Britski, 1997). A relativa homogeneidade
observada nas frequéncias alélicas dentro de cada afluente permite sugerir que
as analises de impacto devem considerar cada tributario como uma unidade de
manejo genético (sensu Moritz, 1994), e ndo um determinado trecho do rio,
nem a bacia como um todo. Esse padrdo de variagdo genética € também
compativel com os deslocamentos de pequenas distancias desta espécie, um
padrao sugerido pela observagdo na bacia do rio Doce de uma concentragao

de tambius no sopé das cachoeiras na época da piracema.

Congruéncia entre os dados moleculares e morfologicos

Os dados moleculares e meristicos apresentaram congruéncia entre dois
caracteres meristicos e os loci de RAPD no rio Casca de forma que a
populacdo acima da Cachoeira Grande se apresentou extremamente diferente
tanto qualitativamente (dados meristicos) quanto quantitativamente
(freqiéncias génicas) do resto das outras populagdes desse tributario.
Variagbes clinais do numero de raios da nadadeira anal ao longo de um
sistema de rios e ftributarios ja tinham sido observados em populagbes de A.
bimaculatus da bacia do rio Parana (Garutti, 1993).

As analises morfométricas nao permitiram separar as populagbes de A.
bimaculatus dentro da bacia do rio Doce (Figuras 4 e 5). Entretanto tais
resultados sdo extremamente importantes, pois sugerem a presenca de apenas
uma espécie dentro da bacia do rio Doce, 0 que corrobora a teoria proposta por
Garutti e Britski (1997) de que cada bacia hidrogréfica brasileira apresentaria

uma forma endémica do complexo A. bimaculatus.
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A utilizacdo de varias abordagens independentes na elucidagdo dos
estudos de distribuicdo das espécies € extremamente desejavel, visto que cada
abordagem trabalha em um nivel de variagdo diferenciado, colaborando na
elaboragdo de hipoteses e resultados menos ambiguos (Hilis et al., 1996;
Boero, 2001). Dessa forma, varios trabalhos tém abordado questbes
relacionadas a taxonomia e ao manejo de populagbes com marcadores
moleculares e morfologicos (Agnese et al, 1997; Rognon et al, 1998). Em
relaggo a ictiofauna sul-americana, abordagens simultdneas tém sido
realizadas com técnicas citogenéticas e morfologicas (Moreira- Filho e Bertollo,
1991; Mizoguchi e Martins-Santos, 1998).

A utilizacdo dos vetores de correlagdo foi util para abordagens
comparativas entre populagcdes. A maioria dos caracteres morfométricos
considerados informativos para a separagao das populagées do rio Doce (como
altura do corpo, didmetro ocular, largura interorbital, comprimento da cabecga)
foram também apontados por Garutti e Figueiredo-Garutti (1992) como

importantes para correlagdes entre ambientes diferenciados.

Marcadores RAPD e conservagao genética

Apesar de dominantes, os marcadores RAPD podem ser utilizados em
estudos populacionais primarios desde que alguns cuidados metodoldgicos
sejam implementados como a utiizagdo de grandes amostras, testes de
repetibilidade e a diminuicdo do viés estatistico. A eficiéncia dos marcadores
RAPD para estudos de diversidade genética e estrutura de populagdes tem

sido considerada, em alguns casos, como semelhante & de isoenzimas,
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microsatélites, minisatéliites e DNA mitocondrial (Naish et al, 1995; Nesbo et
al., 1998; Aagaard et al., 1998; Sun et al., 1998).

Em relagédo a aplicabilidade dessa metodologia como subsidio para a
implantacao de sistemas de transposicao de peixes, observou-se que a técnica
foi suficiente para detectar se uma barreira natural representa um obstaculo
significativamente intransponivel para as populagdes de A. bimaculatus. No
caso da Cachoeira da Escura, que representa um obstaculo para o piau
vermelho (Leporinus copelandi), uma espécie de caracideo de porte médio com
comportamento migratério bem desenvolvido, as frequéncias alélicas de A.
bimaculatus foram semelhantes a jusante e a montante da cachoeira. A
semelhanga molecular poderia ser explicada por diversos fatores, ou pela
conjungdo deles. Desse modo, a idade relativamente recente da cachoeira
indicada como Plio-Pleistocénica (Saad, Universidade Federal de Minas
Gerais, com. pess.) teria evitado a diferenciagdo genética entre as populagdes;
a existtncia de grandes populagdes a jusante e a montante da cachoeira
diminuiria as chances e diferenciacdo por processos nao-seletivos com a deriva
genética; e, finalmente, a semelhanga molecular seria o resultado da existéncia
de alto nivel de fluxo génico da montante a jusante. Na bacia do rio Doce,
algumas populagdes de Hoplias malabaricus isoladas em lagos apresentaram
diferengas significativas de marcadores RAPD (Dergam et al, no prelo), e
Nesbo et al. (1998), indicaram diferencas moleculares entre populagdes de
percas no Mar Baltco (Perca fluviatilis) isoladas durante 100 anos.
Considerando que o tamanho populacional ndo € disponivel, é provavel que a

similaridade molecular seja devido ao fluxo da montante ajusante.
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No caso da Cachoeira do Embogque, onde também nado foram
observadas diferengas alélicas significativas nas populagbes a jusante e a
montante, este padrao pode novamente ser indicado como o resultado de fluxo
génico em ambos os sentidos, visto que todas as espécies sdo achadas tanto a
jusante quanto a montante. Considerando que esta cachoeira foi alterada com
a construgdo da UHE do Emboque que funciona como um impedimento ao
fluxo génico (Avise e Felley, 1979; Revaldaves et al, 1997; Neeras e Spruell,
2001), estes dados sdao um importante subsidio para indicar a necessidade da
implementacdo de algum sistema de transposicdo de peixes ou a
implementacdo de medidas de conservacdo dos espécimes que se encontram
a jusante da represa.

Entre todos os obstaculos analisados, a Cachoeira Grande foi a unica
que determinou diferengas moleculares significativas e diferengas morfolégicas
evidentes entre as populagdes. Esta cachoeira também € a mais alta de todas,
e possivelmente a sobrevivéncia dos peixes que descem esteja comprometida,

motivo pelo qual inexistiria fluxo génico através desta barreira.
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CONCLUSOES

Na bacia do rio Doce, os padrdes de diversificacdo genética das
populagdes de Astyanax bimaculatus nao se correlacionaram somente com
obstaculos geograficos;

Houve uma congruéncia parcial entre os dados meristicos e
moleculares;

Na cachoeira Grande, a diferenca molecular significativa foi de carater
quantitativo, e a populagédo também apresentou diferencas em dois caracteres
meristicos;

Na cachoeira do Emboque, os resultados sugerem que o
empreendimento hidrelétrico devera incluir um sistema de transposicdo
eficiente de peixes que mantenha o fluxo génico histérico;

Ha a presenga de apenas um tipo do complexo A. bimaculatus na bacia

do rio Doce.
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ANEXOS

1) Exemplares de Astyanax bimaculatus coletados no rio Matipd, na bacia do

rio Doce.

2) Jusante Cachoeira Escura (Ponto A), rio Casca/ MG.
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3) Jusante Cachoeira Grande (Ponto B), rio Santana, tributéario do rio Casca/
MG.

4) Montante Cachoeira Grande (Ponto C), rio Santana, tributario do rio Casca/
MG.

5) Montante Barragem do Emboque (Ponto E), rio Matipd, Raul Soares/ MG.
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6) Rio Santo Anténio (Ponto F), Ferros/ MG.
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