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1. INTRODUCAO

Ao longo do vasto complexo fluvial presente no Brasil, ocorrem quatro espécies de ceticeos,
usualmente denominados golfinhos amazonicos: o boto-vermelho (Inia geoffrensis de Blainville, 1817),
o boto-boliviano (I boliviensis d‘Orbigny, 1834), o boto-do-Araguaia (I. araguaiaensis Hrbek, Farias,
Dutra & da Silva, 2014) e o tucuxi (Sotalia fluviatilis Gervais, 1853) (Ruiz-Garcia e Shostell, 2010;
Trujillo et al,, 2010; Hrbek et al., 2014).

De modo habitual, a taxonomia adotada para o boto considera Inia como género monoespecifico, cuja
espécie, 1. geoffrensis, apresenta trés populacdes geograficas reconhecidas como subespécies: I g.
humboldtiana, na bacia do Orinoco; I g. boliviensis na drenagem boliviana da bacia Amazénica (sub-
bacia Beni-Mamoré) e no alto rio Madeira, no Brasil; e I. g. geoffrensis nos demais cursos d’agua da
bacia do rio Amazonas (Rice, 1998; Best e da Silva, 1989; Best e da Silva, 1993; Hamilton et al., 2001).
Entretanto, essa convencdo tem sido questionada, ja que comparagdes morfométricas (da Silva, 1994;
Ruiz-Garcia et al., 2006; Hrbek al.,, 2014) e moleculares (Banguera-Hinestroza et al., 2002; Martinez-
Agiiero et al.,, 2006; Ruiz-Garcia et al.,, 2008; Hrbek et al., 2014) indicaram uma divergéncia marcante e
sustentam a distin¢do interespecifica de I. boliviensis, I. araguaiaensis e I. geoffrensis.

Tanto os golfinhos de rio do género Inia quanto S. fluviatilis exploram o ambiente aquatico de acordo
com os pulsos de inundacio e a oferta alimentar (Gomez-Salazar et al., 2012). Contudo, as cachoeiras,
as corredeiras intransitaveis e os rios muito estreitos e rasos estdo entre os importantes fatores de
restricdo distribucional destas espécies (Best e da Silva, 1989; 1993). Os botos possuem maior
habilidade em explorar habitats complexos, como florestas inundadas, o que lhes confere uma
vantagem competitiva sobre o tucuxi, que evita ambientes similares (Martin e da Silva, 2004).

Enquanto no Brasil o boto-vermelho ocorre em lagos e rios da bacia Amazonica e Araguaia-Tocantins,
a distribuicdo do tucuxi é restrita a drea de drenagem do rio Amazonas, onde as duas espécies podem
viver em simpatria (Borobia et al,, 1991; da Silva e Best, 1994). Em contrapartida, o boto-boliviano
explora especificamente, no Brasil, os sistemas hidrograficos do Guaporé, Abun3, Mamoré e alto rio
Madeira, situados no extremo oeste do estado de Rondonia (Ruiz-Garcia e Shostell, 2010; Trujillo et al,
2010).

Previamente aos estudos de viabilidade técnica e econdmica dos aproveitamentos hidrelétricos Santo
Antonio e Jirau, no alto rio Madeira, assumia-se que a populacao de I. boliviensis permanecia separada
de I geoffrensis por uma série de cachoeiras e corredeiras presentes entre os municipios de Guajara-
Mirim e Porto Velho (Pilleri e Gihr, 1977; Grabert, 1983; Best e da Silva, 1989; 1993; da Silva, 2009).
Todavia, os resultados obtidos naqueles estudos diferiram das informagdes até entdo vigentes,
constatando a presenca de botos do género [nia, sem distincdo especifica e detalhamento
distribucional, em certos trechos das barreiras naturais desde Abun3, no limite entre Bolivia e Brasil,
até Porto Velho (Furnas et al.,2005).
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A comprovacio da presenca de botos nos trechos encachoeirados indicou que ndo havia uma absoluta
separacdo populacional e que, provavelmente, apenas a cachoeira de Teotonio representava a barreira
efetiva mais recente para I. geoffrensis (Trujillo et al., 2010). Concluiu-se entdo que nessa “zona de
transicdo” haveria uma baixa densidade de botos e que poderia ocorrer uma “zona hibrida”,
promovendo o isolamento das espécies entre os extremos. Ademais, durante os referidos estudos de
viabilidade técnica, comprovou-se que a corredeira de Santo Antdnio, situada pouco a jusante da
cachoeira de TeotOnio, atuava como barreira geografica para S. fluviatilis (Furnas et al., 2005).

Recentemente, Gravena (2013) investigou a estrutura genética das populacdes de boto ao longo da
area de transicdo entre I. boliviensis e I. geoffrensis e constatou que haplétipos pertencentes a I.
boliviensis foram localizados desde a regido de Guajara até préximo ao municipio de Borba, no baixo
rio Madeira, indicando que as corredeiras do rio Madeira ndo atuavam como barreiras a
movimentacdo de I. boliviensis.

A partir da constatacdo da viabilidade dos aproveitamentos hidrelétricos no alto rio Madeira e,
consequentemente, dos possiveis impactos negativos aos cetdceos, tornou-se necessario o
delineamento de estratégias de monitoramento de Inia spp. e S. fluviatilis ao longo das distintas etapas
necessarias a implementacio e operagdo da UHE Santo AntOnio. Sabe-se que os movimentos sazonais
de golfinhos amazonicos estdo relacionados com a migracdo da ictiofauna e com os pulsos de
inundagdo anual dos rios, essenciais para a manutencao da produtividade (Gomez-Salazar et al., 2012).
Adicionalmente, os atributos fisicos e ecoldgicos dos cursos d’agua sdo claramente importantes (Smith
e Reeves, 2000), jaA que esses cetaceos possuem forte associacdo aos ambientes marginais e
confluéncias (Martin et al., 2004).

A estreita relagdo entre os mamiferos aquaticos e os ambientes em que estdo inseridos torna-os
extremamente vulneraveis as acdes de origem antroépica, ja que compartilham os mesmos habitats e,
frequentemente, exploram recursos similares (Rocha-Campos et al,, 2010). Em aguas interiores estdo
sujeitos a impactos negativos ocasionados por usinas hidrelétricas, visto que tais obras de
infraestrutura sdo capazes de interromper deslocamentos didrios e sazonais, fragmentar populagoes,
alterar e/ou suprimir habitats especificos, e modificar quantitativa e qualitativamente o recurso
alimentar disponivel (Reeves e Leatherwood, 1994; Smith e Reeves, 2000; IBAMA, 2001; McAllister et
al, 2001; Reeves et al., 2003; Costa et al., 2005).

Em atendimento as exigéncias legais para a construcdo e operacdo da UHE Santo Antdnio, o Programa
de Conservacdo de Fauna instituiu o Subprograma de Monitoramento de Mamiferos Aqudticos e
Semiaquaticos (Madeira Energia, 2008), dissociados em mamiferos aquaticos (botos e tucuxi) e
semiaqudticos (ariranha - Pteronura brasiliensis e lontra- Lontra longicaudis).0 monitoramento de
golfinhos amazonicos tem sido conduzido desde a fase de Pré-enchimento do reservatério, tanto a
montante quanto a jusante do Empreendimento. As ag¢des contidas neste Subprograma foram
executadas de acordo com as orienta¢des constantes no Projeto Basico Ambiental do Aproveitamento
Hidrelétrico Santo Antonio (Madeira Energia, 2008) e, a partir da fase de Pods-enchimento, no
delineamento previsto na Informagao Técnican? 76/2012/COHID/CGENE/DILIC/IBAMA.
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2. OBJETIVOS

O Subprograma de Monitoramento de Mamiferos Aquaticos e Semiaquaticos tem por objetivo geral
verificar e avaliar os reais efeitos da implantacdo da UHE Santo Antbnio sobre os cetdceos S. fluviatilis
e Inia spp., diagnosticados como de ocorréncia na Area de Influéncia do Empreendimento, a fim de
estabelecer, caso seja necessario, estratégias de manejo e conservagao. Para gerar subsidios para tal
avaliacdo, procurou-se:

- Identificar a distribui¢do de golfinhos amazoénicos nas Areas de Influéncia do Empreendimento;

- Estimar a densidade de botos na extensdo do rio Madeira entre as barragens das UHEs Santo Anténio
e Jirau; e

- Definir a estrutura genética da populacao de botos na area do reservatério da UHE Santo Antdnio.

Sendo assim, o presente relatério contempla os resultados obtidos durante o monitoramento da fase
de Pés-enchimento, procurando compara-los aos dados gerados na fase de Pré-enchimento do
reservatorio, a fim de ja verificar possiveis modificacbes em razido das novas caracteristicas fluviais
ocasionadas pela implantacdo do barramento e pela formacao do reservatério.

3. METODOS
3.1 Delineamento amostral /Protocolos tematicos

O delineamento amostral do Subprograma de Monitoramento de Mamiferos Aquaticos e
Semiaquaticos foi definido em razido das peculiaridades comportamentais das espécies-alvo e dos
distintos modos de utilizacdo dos ambientes onde estdo inseridas. Atualmente, a avaliacdo é efetuada
de acordo com as orientacdes presentes no plano de trabalho aprovado para a fase de P6s-enchimento
(Informacdo Técnica n? 76/2012/COHID/CGENE/DILIC/IBAMA), delineado de modo semelhante ao
que ocorreu durante a fase prévia.

Quatro amostragens semestrais foram realizadas, até o momento, para monitoramento de mamiferos
aquaticos na fase de Pés-enchimento do reservatério da UHE Santo Antbnio, cada uma abrangendo
periodos hidroldgicos distintos (Quadro 01). Para o monitoramento de cetaceos, considerou-se como a
area de interesse deste estudo o trecho do rio Madeira a partir da jusante da UHE Jirau (UTM 20L
0321103, 8980772) até a comunidade Cujubim (UTM 20L 0419544, 9051171), cerca de 40 km a
jusante da UHE Santo Ant6nio, bem como os rios Jaci-Parana e Branco. Essa area foi subdividida em
seis segmentos (os mesmos definidos durante a fase de Pré-enchimento), em decorréncia das
caracteristicas geomorfologicas (corredeiras e cachoeiras), da area de estudo (Quadro 02, Anexo 3,
Desenho 1).
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Quadro 01 Operacionalizagdo das campanhas de monitoramento de Cetdceos na fase de pés-enchimento do
reservatorio da UHE Santo Anténio.

Campanha Data Periodo de Inundagao
12, 09-27/10/2012 seca
22, 10-27/04/2013 cheia
38, 05-23/10/2013 seca
42, 10-26/04/2014 cheia

Quadro 02 Segmentos amostrados durante o monitoramento de Cetaceos nas fases de pré e p6és-enchimento do
reservatorio da UHE Santo Ant6nio

Segmento Limite Amostral E)E;\I/ISE‘O

Inicial: Corredeira Caldeirio (fase de Pré-enchimento)

1 InicialB: a jusante da UHE Jirau (fase de Pés-enchimento) 30
Final: Foz do rio Jaci-Parana
Inicial: Foz do rio Jaci-Parana

2 Final: Repartimento (confluéncia dos rios Jaci-Parana e Branco) %0
Inicial: Foz do rio Jaci-Parana

3 Final: Corredeira Morrinhos 33
Inicial: Corredeira Morrinhos

* Final: Cachoeira Teotonio 3
Inicial: Cachoeira Teotdnio

> Final: Corredeira Santo Antonio (a montante da UHE Santo Antonio) 18

. Inicial Corredeira Santo Antonio (a jusante da UHE Santo Anto6nio) 20
Final: Comunidade Cujubim

Legenda: A- Extensdo aproximada, varidvel com a margem amostrada ou periodo hidrolégico; B -Definido durante a primeira campanha da
fase de Pés-enchimento, justificado pelo impedimento de acesso ao sitio inicial de amostragem (UTM 20L 0319557, 8976158).

Ainda que as corredeiras e cachoeiras nesta extensdo do rio Madeira tenham sido eliminadas a partir
da formac¢do do reservatdrio, essa segmentacdo foi mantida no monitoramento da fase de Péds-
enchimento com o intuito de permitir comparacgdes entre as duas fases de amostragem. Procurou-se
conservar os mesmos limites amostrais propostos para cada segmento; todavia, em razdo do
impedimento de acesso a um trecho de cerca de 4 km no rio Madeira, a jusante da UHE Jirau, houve
reducdo no setor Corredeira Caldeirdo - Foz do rio Jaci-Parana (segmento 1) durante a fase de Pds-
enchimento. Apds a confluéncia dos rios Jaci-Parana e Branco, limite final do segmento 2 (Foz do rio
Jaci-Parana - Repartimento), ainda foram percorridos aproximadamente 20 km em cada curso d’agua.
Entretanto, tais extensdes ndo foram tratadas de modo distinto e os dados decorrentes das
amostragens foram incluidas no segmento 2.
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Para a obtencdo de dados necessarios ao mapeamento distribucional e a estimativa de abundancia,
foram realizadas incursdes nduticas diurnas a bordo de uma embarcacdo de aluminio motorizada,
deslocando-se a uma velocidade aproximada de 10 km/h. Adotou-se a amostragem de distancia, com
deslocamentos orientados paralelamente as margens dos trechos dos cursos d’agua de interesse nesse
estudo, com uma faixa de visualizacdo de 50 m (Buckland et al, 2001; Martin e da Silva, 2004;
Castelblanco-Martinez et al, 2007).

Dois observadores permaneceram posicionados na proa da embarcacido, munidos de binéculos, cada
qual responsavel por monitorar trechos especificos. Um terceiro observador permaneceu posicionado
em direcdo a popa da embarcacdo, com o intuito de confirmar dados referentes aos avistamentos
(espécie, tamanho e estrutura do grupo). Ademais, um quarto membro da equipe atuou como
registrador de informacdes, tais como espécie avistada, localizacdo geografica, data, tipo de habitat etc.
(Vidal et al.,, 1997).

0 esfor¢co amostral foi interrompido quando as condi¢des climaticas foram consideradas desfavoraveis
para a localizacdo dos animais (Martin e da Silva, 2004), como forte chuva ou ondulagdes a superficie
da agua. Nestes casos, a Escala Beaufort, que classifica a intensidade dos ventos (velocidade e os
efeitos resultantes), foi adotada para estabelecer o limite maximo (Beaufort > 2, pequenas ondulagées)
para a interrupcdo do esfor¢o amostral (Dawson et al., 2008).

Observacdes a partir de plataformas fixas foram realizadas em ambientes considerados favoraveis a
ocorréncia de cetaceos, como a confluéncia de cursos d’dgua. A partir da formacao do reservatdrio,
foram suprimidos os afloramentos rochosos (“pedrais”) ao longo do rio Madeira utilizados na fase de
Pré-enchimento como pontos de observacdo. Em consequéncia disto, nos segmentos amostrais com
auséncia de sitios elevados remanescentes, optou-se por empregar um esforco de observacdo na
prépria embarcagdo, fundeada em locais estratégicos.

Em cada um dos pontos eleitos, trés observadores permaneceram em esfor¢co amostral durante 20
minutos, enquanto documentavam a espécie e o nimero de individuos a cada amostragem. Para cada
ponto de amostragem anotaram-se os dados de tipo de habitat (como praia, “pedral” e confluéncia) e
as coordenadas geograficas, mesmo quando nenhum animal foi avistado.

Na fase de Pés-enchimento foi iniciado um esfor¢o de foto-documentacao de botos, a montante da UHE
Santo Antonio, com o intuito de identifica-los individualmente por meio das marcas corporais tnicas e
permanentes. Para tal, ap6s o periodo destinado aos transectos ou observacdes em ponto
fixo/embarcado, foram realizados deslocamentos aleatdrios na area de estudo até que animais fossem
visualizados.

Procurou-se concentrar o esforco em sitios preferencialmente utilizados por botos, como as
confluéncias de cursos d’agua. Quando localizados, a direcdo do deslocamento foi estabelecida visando
a aproximacdo segura da embarcacdo aos animais e, em seguida, desligado o motor (Trujillo, 1994;
Gomez-Salazar et al., 2012; Meirelles, 2013). Fotografias foram tomadas por um ou dois membros da
equipe, enquanto um terceiro técnico registrou informacdes pertinentes aos avistamentos.
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Os registros obtidos sem o emprego dos métodos descritos (fora do esfor¢o amostral) foram incluidos
no total da contagem minima dos cetdceos da regido. Adicionalmente, na fase de Pés-enchimento,
optou-se por documentar a presenca de botos e tucuxis, de forma oportunista, durante as incursoes
nauticas destinadas a amostragem de mamiferos semiaquéticos. Nestas circunstancias, os dados
também foram registrados por técnicos experientes em monitoramento de golfinhos amazénicos. Este
tipo de amostragem, plataforma de oportunidade, tem sido empregado com sucesso como abordagem
complementar as técnicas de inventario distribucional de cetaceos (Evans e Hammond, 2004; Souza et
al., 2009).

Para a avaliagdo da estrutura genética de botos entre as UHEs Santo Anténio e Jirau foram utilizadas
amostras de tecido epitelial provenientes de seis animais. Dentre as amostras analisadas, quatro
pertenciam aos animais que foram resgatados vivos de uma das ensecadeiras da UHE Santo Antonio,
no ano de 2011, além de animais encontrados mortos, um na confluéncia dos rio Madeira e Jaci-Parana
e o outro em uma ensecadeira, ambos em 2011 (Processo IBAMA n°¢ 02001.000965/2008-83 -
Autorizacdo no 138/2011; Processo IBAMA n° 02001.00508/2008-99 - Autorizacdo n° 138/2011, 1a
Renovacgdo). Foram realizadas extracdes de DNA total das amostras segundo o protocolo de Sambrook
et al. (1989) e amplificacdo da regido controle (D-loop) do DNA mitocondrial de cada individuo (Anexo
2). Adicionalmente, foram inseridas informagoes obtidas a partir de revisao literaria.

3.2 Analise de dados

Para efeito comparativo entre as fases de Pré e Pds-enchimento do reservatorio, os dados referentes
aos avistamentos de golfinhos amazodnicos foram agrupados em planilha eletrénica, ordenados em
uma sequéncia temporal e analisados por meio da frequéncia de ocorréncia. A partir das informagodes
obtidas durante os deslocamentos ao longo dos cursos d’agua foi estimada a abundancia relativa (taxa
de encontro) de botos na area do reservatoério, expressa em numero de individuos visualizados pela
distancia percorrida em quilémetros (indiv./km) (Aliaga-Rossel et al., 2006). Este parametro tem sido
utilizado como um indicativo e para detectar tendéncias do tamanho populacional quando o nimero
de registros é baixo para precisas andlises de densidade (cerca de 80 registros, dependendo da
variancia nas amostras).

A fim de gerar mapas de distribuicdo espacial de botos e tucuxis, de acordo com os segmentos
amostrais e a sazonalidade, os dados de localiza¢do geografica foram plotados em shapefiles da area de
estudo, considerando todos os pontos de ocorréncia resultantes das metodologias adotadas.
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A identificacdo da espécie de boto (linhagem genética) presente na drea do reservatério da UHE Santo
Antonio foi inferida utilizando as sequencias da regido controle do DNA mitocondrial. Além da
comparacdo dos sitios dignosticos entre as provaveis espécies que poderiam habitar a regido, também
foi realizada andlise bayesiana de agrupamento de haplétipos (BAPS 5, Corander et al., 2008), e foi
inferida a relacdo filogenética entre os haplotipos obtidos, inferida sob o critério de mdaxima
verossimilhanca (HaploViewer, Salzburger et al, 2011). Também foram realizadas andlises de
estrutura genética entre as amostras controle das provaveis espécies que poderiam habitar o
reservatdrio, juntamente com as amostras coletadas (indice de fixagdo FST, Wright, 1951) e foi
estimada a taxa de migracdo (fluxo génico) entre as localidades do interior do reservatoério e as
amostras controle das espécies. As andlises de estrutura e de fluxo génico foram realizadas no
programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010). (Anexo 2).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Distribuicao

Ao longo da fase de Pds-enchimento do reservatdrio foram obtidos 331 registros de cetaceos por meio
de transectos de banda (64%, n = 213), em pontos fixo/embarcado (8%, n = 27), bem como de
maneira oportunistica (28%, n = 91). Golfinhos amazdnicos foram avistados em todos os segmentos
amostrais (n = 6), desde a jusante da UHE Jirau até a comunidade Cujubim (Anexo 3, Desenho 2), o que
diferiu dos resultados alcancados durante a fase de Pré-enchimento do reservatoério.

Naquela ocasido, cetdceos ndo foram visualizados entre a corredeira Morrinhos e a cachoeira Teotonio
(segmento 4), ainda que um intenso esforco amostral tenha sido dispensado ao longo de quatro
campanhas conduzidas em diferentes periodos hidrolégicos. Este contraste resultou da eliminacdo
destas barreiras naturais, a partir da formacao do reservatdrio da UHE Santo Anténio, o que promoveu
a dispersao dos animais neste trecho do rio Madeira.

Dentre o total de registros de cetaceos adquiridos na fase de Pés-enchimento, 26% (n = 87) ocorreu a
montante da barragem da UHE Santo Anténio (segmentos 1 a 5) e, de acordo com o esperado para esta
etapa do monitoramento, consistiu em dados exclusivos de botos do género Inia (os animais avistados
em toda a area de estudo serdo tratados daqui em diante por Inia spp., em razdo dos resultados da
avaliacdo genética - Anexo 2, bem como o resultado do estudo desenvolvido por Gravena, 2013). De
modo similar ao observado na fase de Pré-enchimento, botos e tucuxis foram registrados em simpatria
na extensio do rio Madeira compreendida desde jusante da UHE Santo Antbnio até a comunidade
Cujubim (segmento 6). Dos registros tomados neste segmento amostral, avistamentos de S. fluviatilis
ocorreram em 52% (n = 126) das ocasides (Figura 01 ).
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Figura 01 Frequéncia de registros de Cetaceos ao longo dos segmentos amostrados na area de influéncia da UHE
Santo Antonio durante a fase de p6s-enchimento.
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Ao longo da fase de Pds-enchimento foram observados 619 animais ao longo dos seis trechos
amostrais, o que nao reflete o tamanho populacional de cetaceos naregido, ja que, certamente, muitos
animais foram reavistados. Nos cursos d’agua presentes na extensdo e adjacéncias do reservatdrio
(segmentos 1 a 5) foram visualizados 161 individuos de Inia spp. No segmento 6, a jusante da UHE
Santo Antdnio, foram visualizados 276 individuos de Sotalia fluviatilis e 182 individuos de Inia spp.

Durante cerca de 26 horas de esforco amostral em ponto fixo/embarcado foram obtidos 27 registros
de cetaceos, o que correspondeu a 8% do total adquirido ao longo da fase de Pds-enchimento (n =
215). Tais registros corresponderam a 37 botos e 13 tucuxis, 8% dos cetaceos avistados ao longo do
periodo amostral (n = 619).

Acredita-se que a extensdo imediata a jusante da UHE Jirau, ndo amostrada ao longo da fase de Pds-
enchimento, também esteja sendo utilizada por botos, de modo similar ao observado a jusante da UHE
Santo Ant6nio. Ressalta-se que estes sitios sdo relevantes para a aplicacdo de esfor¢o amostral em
pontos fixo, como forma de avaliar a utilizacdo deste ambiente, bem como ampliar a aquisicdo de
dados para estimativas populacionais. Durante as amostragens de mustelideos aquaticos foram
obtidos outros 53 registros de cetaceos, o que contribuiu para ampliar as informacdes acerca dos sitios
utilizados por botos na regido do reservatério e adjacéncias (Anexo 3 — Desenho 5).

Ocasionalmente, pessoas que utilizavam a area do reservatorio para atividades de pesca reportaram a
presenca de tucuxis a montante da UHE Santo Antdnio, apds a implantacdo do barramento, sugerindo
que os animais ficaram presos nesta regido apds a formacdo do reservatério. Durante os relatos
obtidos, houve descricao de que esses animais sempre estiveram associados a agrupamentos de botos,
porém apresentavam um tamanho corporal inferior e uma coloracdo mais escura.
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De acordo com Calvimontes-Ugarte (2009), os moradores da Amazonia possuem um proprio sistema
de classificacdo de seres vivos, distinto do que usualmente é estabelecido pela ciéncia. Por esta razao, é
possivel que as pessoas que relataram tal ocorréncia tenham percebido botos juvenis como tucuxi.
Botos juvenis sdo completamente cinzas e o comprimento total é semelhante ao do tucuxi, o que
poderia causar confusio (Cabral et al., 2008). Desde os estudos de viabilidade técnica e econdmica dos
aproveitamentos hidrelétricos até a atual fase de monitoramento ndo foram efetuados registros

diretos de tucuxis a montante da barragem da UHE Santo Antonio.

4.2 Variacgao sazonal

Durante o esforco dedicado ao monitoramento de cetaceos na fase de Pds-enchimento houve maior
representatividade de registros durante a amostragem conduzida na estacdo seca (62%, n = 206).
(Figura 02 ). Dentre os botos e tucuxis quantificados (n = 619), 59% (n = 363) foi avistado na estacao
seca, o que correspondeu a 171 botos do género Inia e 192 tucuxis (Figura 03 ).

Figura 02 Frequéncia de registros de Cetaceos na area de influéncia da UHE Santo Antdnio, de acordo com
sazonalidade na regido, durante o monitoramento da fase de pds-enchimento.
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Figura 03 Numero de individuos de INIA SPP. e S. FLUVIATILIS avistados na area de influéncia da UHE Santo
Antodnio, de acordo com sazonalidade na regido, durante o monitoramento da fase de pds-enchimento.
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Assim como na etapa atual, durante a fase de Pré-enchimento a predominancia de registros de
cetdceos e de numero de individuos ocorreu durante o periodo de baixa pluviosidade (seca e vazante).
De acordo com Martin e da Silva (2004), os golfinhos amazonicos concentram-se nos principais rios
durante esta época, em resposta a migracdo de peixes. Martin et al. (2004) ressaltaram a importancia
da flutuacdo no nivel dos cursos d’agua para essas espécies: diretamente, permitindo ou impedindo
acesso a areas com abundancia de presas, e indiretamente, ao afetar a distribuicdo, densidade e
migracdes das populagdes icticas.

Essa variacdo pode justificar a maior frequéncia de registros e de individuos na estacdo seca ao longo
do monitoramento da fase de Pds-enchimento e reflete a dispersio dos animais durante a estacido
chuvosa em busca de alimento. Deste modo, acredita-se que, ao longo da fase de Pds-enchimento, a
variacdo no nimero de registros e individuos foi reflexo da variagdo sazonal e ndo da construgdo da
barragem e da formacdo do reservatorio.
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4.3 Estrutura de grupo

Durante a fase de Pré-enchimento do reservatério foram registrados botos (do género Inia) solitarios,
em pares e agregacdes compostas por até 11 individuos, esta dltima observada no periodo de baixa
pluviosidade. Ademais, tucuxis solitarios e agregacoes de até 10 individuos também foram registrados.
Ja na fase de Pos-enchimento, os registros de botos do género Inia consistiram em animais solitarios
(63%, n = 129) e grupos formados por dois animais (24%, n = 49) e até nove individuos (n = 1). Com
relacdo a S. fluviatilis, ocorreram registros de animais solitarios (33%, n = 42) e grupos variando de
dois (42%, n = 53) a 12 individuos (n = 1) (Figura 04 ).

Figura 04 Frequéncia dos registros de cetadceos de acordo com o tamanho do grupo durante o monitoramento da
fase de p6s-enchimento do reservatério da UHE Santo Anténio.
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Assim como as outras espécies aquaticas, a reproducido do boto e do tucuxi é associada ao ciclo
hidrolégico da regido, com nascimentos ocorrendo especialmente durante o periodo de baixa
pluviosidade (Best e da Silva, 1984; da Silva, 1994; 2004). Esta sincronia favorece o forrageio e
permite adequada condigao nutricional de fémeas de golfinhos amazdnicos durante o fim da gestacao
e o inicio da lactacao (Best e da Silva, 1984).
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Em todas as estacdes foram observados filhotes de golfinhos amazonicos, considerando as fases de Pré
e Pds-enchimento. Filhotes de cetadceos foram observados em 3% (n = 10) dos avistamentos ocorridos
na fase de Pés-enchimento do reservatorio, dos quais dois referentes a S. fluviatilis e oito a Inia spp.,
tanto a jusante quanto a montante do Empreendimento. De modo similar, filhotes de tucuxis foram
observados em 10 ocasides durante a fase de Pré-enchimento, enquanto filhotes de Inia spp. estiveram
presentes em 28 registros.

Considerando o periodo de gestacdo destes cetaceos (cerca de 10 meses para S. fluviatilis e 11 meses
para Inia spp.) e o tamanho corporal (estimado a olho nu) dos filhotes, pode-se afirmar que os
nascimentos ocorreram durante o periodo amostrado na fase de Pds-enchimento. A principio, o
registro de filhotes a jusante e a montante da UHE Santo Ant6nio poderia indicar que individuos das
espécies-alvo neste monitoramento, mesmo apds as alteracdes ambientais sofridas, continuaram
encontrando recursos ecoldgicos (tais como alimentagdo) requeridos para o desenvolvimento de suas
atividades fisiolégicas, como a reproducdo. Contudo, na auséncia de dados pretéritos acerca da
estimativa populacional destas espécies e das taxas de natalidade e mortalidade e tendo apenas
registros da presenca dos filhotes, ndo é possivel inferir sobre a estabilidade destas populag¢des. Para
isto, é necessario um aporte de dados de médio ou longo prazo. Ainda assim, a taxa de sobrevivéncia
de cetaceos na area de estudo pode ser utilizada como indicador da disponibilidade de recursos fisicos
e biolégicos ap6ds a formacdo do reservatorio.

Ao contrastar a estrutura de grupos de cetadceos com o periodo hidroldgico observou-se que dentre o
total de registros obtidos (n = 331), botos (do género Inia) solitdrios foram frequentes nas duas
estacdes (seca: 65%, n = 71; chuvosa: 60%, n = 58) e o maior grupo avistado, composto por nove
individuos, foi registrado na estagao seca. Tucuxis foram mais frequentes em pares durante a estacio
seca (40%, n = 24) e o maior grupo (n = 12) foi registrado durante a estagdo chuvosa (Figura 05 ).
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Figura 05 Tamanho de grupo de INIA SPP. e S. FLUVIATILIS, de acordo com a sazonalidade, durante o
monitoramento da fase de pds-enchimento.
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No rio Purus, Rosas et al. (2003) reportaram que o tamanho de grupo mais frequente, tanto de tucuxi
(n = 36 registros) quanto de boto (n = 28 registros), foi de um individuo (n = 15; n = 21), seguido por
pares (n = 9; n = 4) e de trés individuos (n = 7; n = 2), respectivamente. Grupos com cinco ou mais
individuos para ambas as espécies foram bastante raros, de modo similar ao ocorrido durante o
monitoramento da fase de P6s-enchimento do reservatério.

A maior agregacao de botos ocorreu na estagao seca, tanto nas fases de Pré como Pés-enchimento. De
acordo com Da Silva (1994), é na época de aguas baixas que os botos estdo mais concentrados nos
canais principais dos rios, o que favorece a documentacdo de grupos maiores. Pequenas agregacoes
também podem ser encontradas em dareas de alimentacdo ou durante momentos de corte e
acasalamento (Best e da Silva, 1989), o que poderia justificar o tamanho dos grupos registrados na
estacdo chuvosa da fase de Pés-enchimento.

Ao avaliar os registros de botos a montante da barragem da UHE Santo Antbnio, notou-se que o
segmento 1 foi o mais representativo em termos numéricos, correspondendo a 44% (n = 38) do total
obtido na extensdo do reservatoério. Os trechos 4 e 5 foram os menos representativos em nimero de
registros. Somados, representaram 21% (n = 18) do total de registros a montante da barragem, tendo
sido obtido 8 registros no trecho 4 e 10 no trecho 5.

No trecho do rio Madeira a jusante da UHE Jirau até a desembocadura do rio Jaci-Parana (segmento 1),
bem como no proéprio rio Jaci-Parana (segmento 2), foram registrados ambientes que favoreceram a
concentracdo de botos, como a foz do igarapé Caripuna e a confluéncia dos referidos rios. Nestes
locais, botos foram visualizados ao longo da fase de Pds-enchimento, tanto nas amostragens
especificas como durante o esfor¢o direcionado a mastofauna semiaquatica. De acordo com Borobia
(1992), as desembocaduras de rios sdo os locais de principal utilizacdo por golfinhos amazonicos, por
apresentarem maior profundidade e vegetacdo reduzida. Martin et al. (2004) também ressaltaram que
as maiores densidades de cetidceos amazOnicos sdo observadas em trechos de encontro das aguas
branca e preta.

Embora confluéncias de cursos d’agua também ocorram nos demais segmentos (3 a 5), ndo foram
documentadas agregacdes de botos nesses locais. Possivelmente isto pode estar associado a remogao
da faixa riparia em enseadas e igarapés, o que é mais evidente no segmento do rio Madeira a partir da
confluéncia com o rio Jaci-Parand até préximo a barragem da UHE Santo Antdnio.

Fotografias de cetaceos visando a foto-identificagcdo de individuos entre as UHEs Santo Antdnio e Jirau
foram tomadas a partir da segunda campanha de monitoramento da fase de Po6s-enchimento. A
eficacia do método foi comprovada, especialmente em areas preferencialmente utilizadas por botos.
No caso do reservatorio, os esforgos foram concentrados na confluéncia dos rios Jaci-Parana e Madeira
e na foz do igarapé Caripuna. O nimero de animais registrados ainda é pequeno e as imagens ainda
estdo sendo tratadas para reconhecimento individual dos animais e posterior tentativa de andlise do
padrdo de movimentacao e fidelidade de sitios.
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4.4 Estimativa populacional

Ao longo da fase de Pés-enchimento do reservatorio foram percorridos 2.255,77 km de esforco
dedicado a transectos de banda, o que permitiu a obten¢ao de 213 registros de cetaceos. Deste total,
67% (n = 143) foi alcancado durante a estagdo seca, sendo 68 referentes a botos e 75 a tucuxis (Anexo
3 - Desenho 3). J& na amostragem conduzida no periodo de alta pluviosidade, o nimero de
avistamentos foi menos expressivo quando comparado as campanhas na seca, tendo sido obtidos 52
registros de botos e 18 de tucuxis (Anexo 3 - Desenho 4).

A quantificacdo dos individuos a cada registro obtido, ao longo dos transectos de banda, resultou em
375 animais avistados, cujo maior percentual (64%, n = 241) ocorreu na esta¢do seca. De modo
semelhante, o maior percentual de cetdceos avistados durante os transectos conduzidos na fase de
Pré-enchimento ocorreu no periodo de baixa pluviosidade (seca: 37%, n = 218; vazante: 27%, n =
160).

Durante a fase de Pré-enchimento, a taxa de encontro de Inia spp. entre as UHEs Santo Anténio e Jirau
foi de 0,12 indiv./km percorrido, o que correspondeu a aproximadamente um boto a cada 9 km de
curso d’agua amostrado. Na fase de Pds-enchimento este indice foi de 0,03 indiv./km, o equivalente a
um boto avistado a cada 33 km. Na estacdo chuvosa a taxa de encontro foi de 0,03 indiv./km e na
estacdo seca foi de 0,02 indiv./km de rio amostrado. Comparando os valores obtidos entre as fases de
Pré e Pds-enchimento, verificou-se que houve uma reducdo na taxa de encontro de botos na area
correspondente ao atual reservatério da UHE Santo Anténio.

Entretanto, é importante frisar que esta informacio deve ser interpretada com cautela, em razio da
reducdo de cerca de 4 km na extensdo de amostragem do segmento 1, a jusante da UHE Jirau, durante
a fase de Pés-enchimento. Acredita-se que botos estejam explorando a referida regido motivados pela
oferta alimentar nas proximidades do Sistema de Transposicdo de Peixe (STP) e do vertedouro. De
acordo com Agostinho et al. (2012), os STPs promovem o adensamento de predadores piscivoros,
como aves aquaticas, quelonios e cetaceos. Ressalta-se também que o estabelecimento do reservatério
proporcionou a formacdo de novos ambientes alagaveis marginais, aumentando assim a drea de uso de
Inia spp. Como essas areas geralmente ndo sdo de facil navegabilidade, influenciam diretamente na
detectabilidade dos individuos.

Ao confrontar os resultados obtidos durante as fases de Pré e Pés-enchimento com aqueles alcangados
em estudos similares, pode-se afirmar que a taxa de encontro foi inferior e tende a refletir uma
pequena populacdo de botos entre as UHEs Jirau e Santo Antdnio. Estimativas populacionais de boto-
vermelho no estado do Amazonas revelaram uma densidade relativa de 0,6 indiv./km nos rios
Solimdes e Japura (Martin e da Silva, 2004); 1,5 - 3,7 botos/km amostrado no rio Purus (Rosas et al.,
2003); 0,1 - 0,3 botos/km no rio Solimdes, entre Manaus e Tabatinga (Magnusson et al., 1980).
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4.5 Estrutura genética

A partir da analise do DNA mitocondrial das amostras obtidas de boto, nas fases de Pré e Pos-
enchimento do reservatério da UHE Santo Antdnio, concluiu-se que a espécie presente na area é I.
boliviensis, a qual acreditava-se estar presente apenas acima das cachoeiras e corredeiras presentes no
alto rio Madeira, ou acima da cachoeira de Teotonio, considerada a maior barreira geografica da
regido (Pilleri e Gihr, 1997; da Silva, 1994; Tavera et al, 2010). A cachoeira de Teotdnio ndo era
considerada barreira a distribuicao da espécie, conforme reportado em literatura especifica (Anexo 2).
Gravena et al. (2013), analisaram amostras de botos (n = 4) capturados vivos nas imediacdes da ilha
de Bufalos, no reservatdério da UHE Santo Antbnio, e também concluiram que os individuos eram
representantes de I. boliviensis.

No entanto, recentemente, Gravena (2013) utilizando além de marcadores mitocondriais, marcadores
nucleares (microssatélites), observou que a cachoeira do Teot6nio funcionava como barreira a
distribuicdo dos alelos (nucleares) pertencentes as duas espécies de boto, separando o genoma
nuclear de I. boliviensis e I. geoffrensis, o que nao foi detectado com uso de marcadores mitocondriais,
ja que esses marcadores possuem heranca exclusivamente materna. O grupo de animais encontrados
abaixo da cachoeira de Teotonio, atualmente no interior do reservatorio da UHE Santo Ant6nio, em sua
maioria, possuem genoma mitocondrial pertencente a I. boliviensis, enquanto que parte do genoma
nuclear pertence a I. geoffrensis. Nessa regido também foi observado um individuo que possui tanto
genoma mitocondrial quanto genoma nuclear pertencente unicamente a I boliviensis. Sendo assim,
pode-se considerar que entre a UHE Jirau e Santo Antonio ha uma populacido de cetaceos constituida
por botos da espécie I boliviensis que ocorriam acima da cachoeira de Teot6nio, e botos hibridos entre
as espécies I boliviensis e I. geoffrensis, que ocorriam entre a cachoeira de Teot6nio e a corredeira de
Santo Anténio.

Ruiz-Garcia et al. (2007) ressaltaram que a espécie I. boliviensis apresenta uma baixa variabilidade
genética, o que a torna uma espécie sensivel as mudancas drasticas na dindmica do sistema, como no
caso das alteragdes ocasionadas por hidrelétricas (Tavera et al., 2011). De acordo com Rosel e Reeves
(2000), populagdes com baixa variabilidade genética sio menos capazes de se adaptar e sobreviver as
mudangas estocasticas no meio ambiente. No caso de L. boliviensis ja foi reportado que a espécie possui
baixa variabilidade genética comparada a espécie irm3, I. geoffrensis (Banguera-Hinestroza et al. 2002;
Hollatz et al. 2011). Com relagcdo a populacdo de hibridos, sabe-se que em casos de hibridizagdo a
maior parte dos individuos sdo estéreis. Em alguns casos os animais gerados por espécies diferentes
podem se reproduzir, gerando uma prole que possui baixo valor adaptativo, o que consistiria em outro
motivo de preocupacdo. As duas situa¢des (baixa variabilidade genética ja identificada em um caso, e
hibridizacdo em outro) geram preocupac¢do em termos de conservagdo das espécies.
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5. CONCLUSOES

Durante a execu¢cdo do Subprograma de Monitoramento de Mamiferos Aquaticos e Semiaquaticos,
especificamente do Grupo Cetaceos, foi possivel levantar informacdes preliminares sobre aspectos
distribucionais e populacionais de golfinhos amazdnicos a partir da regulacdo do fluxo hidrico.
Constatou-se que a distribuicao das espécies de golfinhos amazdnicos permaneceu similar ao padrao
identificado na fase de Pré-enchimento: botos e tucuxis ocorrendo em simpatria a jusante da UHE
Santo Antdnio, enquanto na area do reservatério apenas botos estdo presentes. A estrutura dos grupos
e variacdo sazonal também foram considerados dentro dos padroes esperados para as espécies-alvo
neste monitoramento.

Constatou-se que a populagdo de botos entre as UHEs Santo Anténio e Jirau pertence a I. boliviensis,
uma espécie de cetaceo com baixa variabilidade genética e sensivel a grandes alteracdes ambientais, e
hibridos de I. boliviensis e I. geoffrensis. Ressalta-se que I. boliviensis, ainda ndo foi acessada pela IUCN,
por isso é tratada como uma das subespécies de I. geoffrensis (Reeves et al, 2011), sendo portanto
considerada como dados insuficientes para avaliar o estado de conservacao. Entretanto, na Bolivia, o
Ministerio de Medio Ambiente y Agua (2009) considera a espécie I boliviensis vulneravel a extingao
(Trujillo et al.,, 2010).

Nao foi possivel estimar o tamanho populacional de botos a montante da UHE Santo Antonio, devido a
baixa taxa de encontro de individuos na regido. Ainda assim, as taxas de encontro, que atuam como um
indice relativo de abundancia populacional, refletiram uma populacdo pequena entre as UHEs Jirau e
Santo Antonio. Com o intuito de ampliar o esfor¢o amostral e, possivelmente, obter uma maior taxa de
encontro, permitindo assim uma melhor estimativa populacional, sugere-se um ajuste metodolégico
nas transec¢des. Em razdo da nova conformagdo do trecho do rio Madeira, entre as UHEs de Jirau e
Santo Anto6nio, sugere-se que as transec¢des em banda de 50 m sejam substituidas por transecdes de
200 m (com faixa de amostragem de 100 m a boreste e bombordo), associadas as transec¢oes lineares
(margem a margem) (Gomez-Salazar et al., 2012). Essa abordagem tem sido replicada ao longo da area
de distribuicdo de Inia spp. e tém levantado informacdes mais satisfatérias (Julido et al., 2014).
Hidrelétricas, de um modo geral, possuem o potencial de alterar a morfologia e hidrologia em trechos
a jusante da barragem, afetando diretamente habitats explorados por golfinhos de rios e,
consequentemente, podendo levar a inutilizacdo de determinados trechos. No rio Caroni, afluente do
Orinoco, na Venezuela, houve esgotamento aparente de botos-vermelho a jusante da barragem da UHE
Guri, possivelmente em razdo da reducdo do fluxo hidrico (Romero et al., 2001). No caso da UHE Santo
Antdnio, sendo um reservatorio a fio-d’agua, e considerando-se toda a extensao do rio Madeira, ndo se
espera a ocorréncia de alteracdes nas populacdes de botos situadas a jusante.
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Ressalta-se que o monitoramento da distribuicdo de cetidceos e uso do habitat em resposta as
alteragdes nas caracteristicas fluviais ocasionadas pelo barramento favorecerd a compreensdo da
resisténcia adaptativa destes animais ao estresse ambiental (Smith e Reeves, 2009).
Consequentemente, como estratégia de conservacgdo, podera contribuir para uma melhor estimativa e
manuten¢do dos fluxos adequados, sobretudo no periodo de baixa pluviosidade, para garantir a
disponibilidade de ambientes utilizados por cetadceos, tanto a montante quanto a jusante do
Empreendimento (Reeves et al., 2000).

6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos do monitoramento da Fase de Pds-enchimento, pode-se afirmar que
botos do género [nia ocorrem em toda a area de estudo e S. fluviatilis encontram-se distribuidos
apenas a jusante da UHE Santo Antonio. Ao contrastar estes resultados com aqueles obtidos durante a
avaliacdo da viabilidade do referido Empreendimento, notou-se que nao houve alteracido neste padrao
de distribuicao. Deste modo, sugere-se que os esforcos de monitoramento futuros sejam direcionados
aos cetaceos do género Inia.

Adicionalmente, é imprescindivel que seja monitorado o trecho imediato a jusante da UHE Jirau, ndo
amostrado a partir da fase de Pds-enchimento. Ha relatos de botos utilizando este trecho com certa
frequéncia, em razdo da oferta de alimento e facilidade de captura. Certamente, a auséncia de dados
nesta por¢do do Madeira influenciard a estimativa da populacio de botos entre os dois
empreendimentos hidrelétricos.

Sugere-se a continuidade do monitoramento de cetaceos, especificamente no trecho do rio Madeira
entre as UHEs Santo Antonio e Jirau, a fim de levantar maiores informagdes sobre os aspectos
populacionais dos botos nesta regido. Informacdes basicas para avaliar a viabilidade populacional de
uma espécie incluem parametros reprodutivos e indices de mortalidade associados a idade, e
estimativas populacionais.

Em razdo do padrao de uso do habitat desta espécie, recomenda-se que os esfor¢os de amostragem
sejam concentrados no periodo de baixa pluviosidade, o que tende a favorecer a detectabilidade de
individuos nos canais principais dos corpos d’agua. Sugere-se que as amostragens em ponto fixo sejam
direcionadas apenas aos trechos preferencialmente utilizados pelos botos, na extensdo entre as duas
UHESs, como préximos aos Sistemas de Transposicdo de Peixe, a jusante das UHE Jirau, bem como em
confluéncia de cursos d’adguas. O esforco de amostragem nestes sitios tem o potencial de favorecer a
fotoidentificagio de animais e, consequentemente, o monitoramento populacional por meio de
marcagao-e-recaptura.
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Em suma, considera-se relevante a continuidade do monitoramento, mas frente a situacdo atual
diagnosticada, propde-se uma alteracdo na amostragem, a partir dos dados gerados e pelo
conhecimento da regido. Deste modo, sugere-se:

(i) Amostragens (campanhas) anuais, priorizando época de estiagem na regido (agosto a
outubro), por um prazo de trés anos, com diagnoéstico e reavaliacdo apés este periodo;

(ii) Amostragem conjunta (simultinea) aos mamiferos semiaquaticos, destinando periodos
(dias) para o emprego das metodologias especificas a cada um dos grupos tematicos;

(iii) Area de estudo limitada ao trecho do rio Madeira situado entre as UHEs Jirau e Santo
Antonio, abrangendo enseadas, igarapés e rios contribuintes (de acordo com as defini¢des
prévias);

(iv) Direcionamento dos esfor¢os de documentacdo em “ponto fixo/embarcado” em sitios
preferencialmente utilizados por golfinhos de rio ao longo do trecho amostral (como
préximo aos Sistemas de Transposicdo de Peixe e confluéncias de cursos d’agua); e

(v) Substituicao das transeccdes em banda de 50 m por transec¢des de 200 m (com faixa de
amostragem de 100 m a boreste e bombordo), associadas as transec¢des lineares (margem
a margem).
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Foto 01 Inia spp. a montante da barragem da UHE Santo Antdnio, na confluéncia dos rios Jaci-Parand e
Madeira.
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Foto 02 Botos no rio Madeira, a jusante da barragem da UHE Santo Anténio.
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Foto 03 Boto identificado pelo padrdo de pigmentacgdo corporal.
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Foto 04 Inia spp. em agregacdo (trés individuos) na confluéncia dos rios Jaci-Parana e Madeira.
CODIGO DO DOCUMENTO PAGINA

STE-MES016-MAB-FAU-TXT007-F1 33



EMPREENDEDOR
Santo Ant6nio Energia S.A.

DOCUMENTO
Subprograma de Monitoramento de Mamiferos Aquaticos e Semiaquaticos - Cetaceos

o
E
-
=2
©
k=
T
a
3
1]
=
Foto 05 Tucuxi no rio Madeira, a jusante da barragem da UHE Santo Antdnio.
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Foto 06 Tucuxi em atividade aérea, um dos comportamentos expressados por individuos desta
espécie.
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Foto 07 Tucuxis em deslocamento no rio Madeira, a jusante da barragem da UHE Santo Antonio.
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Foto 08 Tucuxis a jusante da UHE Santo Antdnio.
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Foto 09 Técnicos buscando por registros de Inia spp. durante transectos de banda.
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Foto 10 Técnicos em esfor¢o de amostragem a partir de ponto fixo a montante da UHE Santo Antonio.
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ANEXO 2

Laudo Genética de Botos na Area de Influéncia da UHE Santo Antonio
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1. INTRODUCAO

As relacdes taxonOmicas dos chamados “golfinhos de rio” tém sido questionadas ha mais de um século.
Atualmente, estes golfinhos estdo separados em quatro géneros, na maioria monoespecificos. O boto-
vermelho possui duas espécies descritas, Inia boliviensis e I. geoffrensis, sendo que esta ainda esta
subdividida em duas subespécies, I. g. geoffrensis e I. g. humboldtiana(Pilleri e Gihr, 1977; da Silva,
1994; Hamilton et al.,, 2001; Banguera-Hinestroza et al., 2002).

Banguera-Hinestroza et al(2002), utilizando-se do sequenciamento de dois genes mitocondriais,
observaram uma distincdo dos botos das bacias dos rios Beni-Mamoré, na Bolivia, e dos botos da
Amazonia Central, Brasil. Esses autores analisaram amostras de varias regides das bacias do rio
Orinoco e do Amazonas - coletadas no Brasil, na Colombia, na Bolivia e na Venezuela - a fim de
determinar se os grupos taxondmicos possuiam variacdo genética. A andlise da regido controle
mitocondrial mostrou que nao havia haplétipos compartilhados entre os botos da por¢ao brasileira da
bacia Amazonica e sub-bacia Beni-Mamoré, existindo um consideravel nivel de diversidade genética
entre as populacdes. De acordo com estes resultados, os autores propuseram varios eventos de
isolamento geografico que acabaram gerando esta diversidade de haplétipos, mostrando que as
populacdes de botos do género Inia estdo claramente separadas em duas unidades evolutivas
consideradas como . geoffrensis e I. boliviensis.

As espécies e subespécies de boto tém como principais limites para sua distribuicdo as grandes
corredeiras, cachoeiras e rios muito pequenos (Best e da Silva, 1993). I. g. humboldtiana é encontrada
na bacia do rio Orinoco (Pilleri e Gihr, 1977; da Silva, 1994; 2009); I. g. geoffrensis é encontrada nos
rios da bacia Amazonica e Araguaia-Tocantins (Pilleri e Gihr, 1977; Best e da Silva, 1993; da Silva,
2009). I boliviensis esta distribuida principalmente no norte e nordeste da Bolivia, incluindo os rios de
fronteira com o Brasil, como o Guaporé, Abuni, Mamoré e Madeira (Pilleri e Gihr, 1977; Best e da Silva,
1993; da Silva, 1994).

Até recentemente, uma sequéncia de 18 corredeiras podiam ser observadas entre os municipios de
Guajara-Mirim (rio Mamoré) e Porto Velho (rio Madeira) (Cella-Ribeiro et al.,, 2013). Essas corredeiras
eram consideradas barreiras geograficas para a dispersdo das espécies de boto. No entanto, Best e da
Silva (1993) sugeriram que durante a estagcdo de cheia os botos poderiam transpor as corredeiras
assim como ocorrem com os grandes bagres migradores.

Em estudos anteriores a construcdo das hidrelétricas do alto rio Madeira foi reportado a existéncia de
botos na regido das corredeiras, no entanto, sem definir quais das espécies de Inia ocupavam a regido
(Furnas et al.,, 2005). E até entdo, as duas cachoeiras, Jirau e Teotonio, eram consideradas as principais
barreiras a distribuicdo dos botos, ja que as mesmas sdo intransponiveis para navegacao (Best e da
Silva, 1993).
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2. OBJETIVOS

Definir a estrutura genética da subpopulacio de botos na area do reservatério da UHE Santo Antonio e
verificar se havia fluxo génico entre as populagdes da Bolivia e as populac¢des a jusante da cachoeira
Teotodnio.

3. METODOS
3.1. Delineamento amostral /Protocolos Tematicos

Foram analisadas amostras de boto (Inia spp.) depositadas na cole¢do de tecidos de genética animal
(CTGA) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Essas amostras (n = 4) foram coletadas
seguindo metodologia descrita por da Silva e Martin (2000), na ensecadeira da UHE Santo Antdnio.
Também foram utilizadas amostras coletadas casualmente de animais encontrados mortos na regiao
de influéncia da UHE Santo Antonio (n = 2), a jusante e a montante da cachoeira Teot6nio, sendo uma
amostra, proveniente da ensecadeira, depositada na cole¢io de Mamiferos Aquaticos do Instituto de
Desenvolvimento Sustentavel Mamiraug, e uma amostra, proveniente da regido de confluéncia dos rios
Jaci-Parana e Madeira depositada no CTGA. Todas as amostras foram coletadas mediante autorizagdo
do Ibama (Processo Ibama n° 02001.000965/2008-83 - autorizacdo n° 138/2011; Processo Ibama ne
02001.00508/2008-99 - autorizacio n° 138/2011 12 Renovagdo). Para compara¢do dos dados
moleculares, também foram utilizadas seis amostras controle de cada espécie (I geoffrensis e L
boliviensis), que fazem parte do banco de dados do Laboratério de Evolucido e Genética Animal da
UFAM.

Para a extracdo de DNA total das amostras foi utilizado protocolo de Sambrook et al.(1989). O DNA foi
isolado por digestdo com Proteinase K utilizando tampao de lise, seguido de sucessivas lavagens com
cloroférmio, cloroférmio-alcool isoamilico, isopropanol e alcool 70%.

Foi realizada amplificacdo da regido controle (D-loop) do DNA mitocondrial de cada individuo. Para
amplificacdo do D-loop foram utilizados os primers HDH6 e LTRO (Banguera-Hinestroza et al., 2002). A
reacdo de amplificacdo foi realizada com os seguintes componentes: 2,5 pL de tampao 10X; 2,5 L de
dNTPs 2,5 mM; 2,5 pL de cloreto de magnésio 25mM; 2,0 pL do primer (F) a 2 mM; 2,0 uL. do primer
(R) a 2 mM; 0,3 pl. de DNA Taq polimerase a 5 U/pL e 1,0 ul. do DNA gendmico de cada individuo a 10
- 100 ng/pL. A reacdo foi ajustada para um volume final de 12,5 pL com 4gua deionizada autoclavada.
O programa de amplificacdo teve os seguintes perfis de temperatura: 92°2C por um minuto para a
desnaturacdo (dissociacdo) das fitas complementares do DNA; seguidos por 35 ciclos de 922C (1
minuto), temperatura de anelamento de 552C (35 segundos), 722C (1 minuto e meio); e uma extensao
final a 722C por 5 minutos para a extensao dos fragmentos amplificados de DNA.

Posteriormente os fragmentos amplificados foram purificados, o que consiste na eliminagio dos varios
tipos de produtos nido incorporados na reacio de amplificacio como primers, dNTPs, sais e outras
moléculas de peso molecular baixo. Essa etapa do processo foi realizada utilizando as enzimas
Exonuclease e Fosfatase alcalina (EXOSAP).
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O DNA purificado foi utilizado na reacdo de sequenciamento descrita a seguir: o sequenciamento foi
realizado com a utiliza¢do do Kit de reacdo Big Dye Terminator (Applied Biosystems). Cada amostra de
DNA foi sequenciada duas vezes, uma com o primer L (leve) ou forward e outra com o primer H
(pesado) ou reverse. Mediante a complementacdo das duas fitas foi possivel obter-se toda a sequéncia
da regido controle para todos os individuos.

A reacdo de sequéncia foi realizada também utilizando a técnica de PCR, na qual o volume final de cada
reacdo foi obtido com os seguintes componentes: 2 uL. do primer L ou H utilizado anteriormente na
amplificacdo do fragmento; 2 pL da solug¢do do Kit de reagdo Big Dye Terminator; 2 uL. de DNA
amplificado e ja purificado (entre 30 e 90 ng/uL).

A reacdo foi preparada em placas com 96 poc¢os, em seguida levada ao termociclador por 25 ciclos com
o seguinte perfil de temperatura: 20 segundos a 952C, a fim de desnaturar as fitas complementares; 15
segundos a 50°C, para o anelamento do primer, e 1 minuto a 60°C, para a extensdo da regido a ser
sequenciada.

Apébs o término da reacdo de sequenciamento, o produto foi precipitado de acordo com o seguinte
protocolo: adicionou-se a placa com o material amplificado 2,5uL. de EDTA 125 mM e 27,5 pL de etanol
absoluto (100% de pureza), misturando com o vortex e centrifugando por alguns segundos (spin
down). A placa foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos e em seguida centrifugada em
centrifuga refrigerada por 30 minutos. Eliminou-se o 4lcool por inversio da placa e foram
acrescentados 30 pL de etanol 70%. Centrifugou-se por 15 minutos e eliminou-se o alcool por inversao
da placa. Em seguida centrifugou-se a placa invertida em um papel toalha, spina 700 rpm. A placa foi
seca em temperatura ambiente e depois o material foi ressuspendido em 10 uL de loading buffer
(presente no kit de sequenciamento). Apos a precipitacdo o material foi injetado no sequenciador.

3.2. Analise de dados

As sequéncias geradas pelo sequenciador automatico ABI 3130 foram importadas para o programa
Geneious (Drummond et al, 2012) onde foram verificadas quanto a sua integridade. Uma vez
compiladas, as sequéncias foram alinhadas com a ajuda do programa Clustal W (Thompson et al.,
1996). Posteriormente, foram conferidas e editadas a fim de que fossem estabelecidas as sequéncias
individuais finais.

A separacdo das amostras em clusters genéticos foi realizada analisando a estrutura das populac¢des
por meio de andlise Bayesiana pelo programa BAPS 5 (Corander et al, 2008). Fundamentado na
frequéncia dos nucleotideos, esse modelo criou grupos (K) de individuos relacionados geneticamente.
Os valores de probabilidade posterior (Log-likelihood) foram utilizados para selecionar o nimero de
clusters mais apropriado a nossa amostragem.

As relagdes filogenéticas entre os haplétipos foi visualizada através de uma rede de haploétipos
construida pelo programa HaploViewer (Salzburger et al, 2011), com as relagdes entre os haplétipos
sendo inferidas sob o critério da maxima verossimilhanga utilizando o programa Phyml, do pacote
PHYLIP (Felsenstein, 1993).
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A fim de verificar a existéncia de estrutura genética entre as amostras controle e as amostras da regido
das corredeiras, foi obtida uma matriz com os valores do indice de fixacdo (Fsr) (Wright, 1951) com o
auxilio do programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010). Também foi estimada a taxa de
migracdo (fluxo génico) de forma linear a partir dos valores de Fs;, em numero de migrantes por
geracdo (Nm) onde Nm= Y=(1- Fsr)/(2 Fsr), também no programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier e Lischer,

2010)

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras foram sequenciadas e alinhadas para a regido controle do DNA mitocondrial, como

mostrado na Figura 01.

Figura 01. Alinhamento das sequencias da regido controle do DNA mitocondrial das duas espécies de Iniano
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A andlise Bayesiana de estrutura de populacgdes, realizada no programa BAPS, agrupou os 18
individuos em dois clusters. Foi observado que a probabilidade posterior de existirem dois grupos
biolégicos (espécies) nas amostras utilizadas para andlise foi de In = -161,538, enquanto que a
probabilidade de existirem trés grupos bioldgicos foi In = -168,1523 (notar que os valores sdo
negativos). Esta diferenca é significativa (p < 0,001), e, portanto, temos que assumir que o modelo com

dois grupos biolédgicos é o resultado mais provavel (Figura 02).
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Figura 02. Andlise Bayesiana do programa BAPS.
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Nota: Cada barra representa um individuo, e cada cluster genético estd representado por uma cor. A cor vermelha representa os individuos
da espécie I. boliviensis, e a cor verde representa os individuos da espécie 1. geoffrensis. No eixo x estdo representadas as siglas referentes as
amostras controle de I. boliviensis (BOL) e de I. geoffrensis (GEO), além das localidades onde foram coletadas as amostras utilizadas, boca do
rio Jaci-Parana (JAC) e ensecadeira da UHE Santo Antonio (STA)

Foi possivel observar que tanto o individuo do rio Jaci-Parand quanto aqueles coletados na
ensecadeira agruparam com as amostras da espécie I boliviensis, indicando que todas as amostras
coletadas a montante da UHE Santo Anténio pertencem a essa espécie (Figura 03).

Figura 03. Arvore de haplétipos gerada pelo programa haploviewer.
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Nota: Cada circulo colorido corresponde a um haplétipo, e os nimeros no interior do mesmo correspondem ao numero de individuos que
possuem o mesmo haplétipo. Cada cor representa uma das localidades analisadas. As bolinhas azuis menores correspondem a mutagdes
entre os hapldtipos
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Com base nas sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial, foi possivel inferir que os animais
capturados na Area de Influéncia da UHE Santo Antonio possuem haplétipos de I. boliviensis, como
pode ser observado no resultado da andlise Bayesiana (Figura 02), e na arvore de haplétipos (Figura
3). Além disso, foi possivel observar que as amostras coletadas possuem os caracteres diagndésticos
para as sequéncias de D-loop da espécie Inia boliviensis (Quadro 01).

Quadro 01. Sitios diagndsticos da regido controle do DNA mitocondrial utilizados para determinar as espécies DE
Boto.

Sitios Diagnésticos

Espécie
36 |53 |54 |57 |58|75|76|92| 108 | 129 | 134 | 145 | 157 | 158 | 160 | 166 | 415 | 477

1. geoffrensis C Al G G T C C G T A T T C C C T T C

L boliviensis T G A A C T A A C G C C T T T C G T

A partir do resultado da arvore de haplotipos, observou-se que as duas espécies, 1. boliviensis (cor azul
claro) e I geoffrensis (cor rosa) estdo separadas por 21 mutag¢des (bolinhas azuis entre os ramos da
arvore). Além disso, todos os individuos coletados na Area de Influéncia da UHE Santo Antdnio (cores
lilas e verde dgua) estdo agrupados juntamente com as amostras controle de 1. boliviensis (azul claro)

Gravena et al.(2013), utilizando amostras de botos coletados acima e abaixo da cachoeira de Jirau, ja
haviam demonstrado que essa cachoeira ndo era barreira ao fluxo génico desses animais, ja que sdo
encontrados botos-boliviano, I boliviensis, a montante e a jusante dessa cachoeira. Apesar dos botos
estarem transpondo essa cachoeira, ainda ndo se sabia se a cachoeira TeotOonio seria uma barreira
efetiva para esses animais, bloqueando o fluxo génico entre as populacdes acima e abaixo da mesma.
Por isso foi medido o valor de Fsr e 0 nimero de migrantes por geracdo (Nm) entre as amostras
controle e as amostras coletadas acima e abaixo da cachoeira Teotdnio. Os valores de Fsr sdo
inversamente proporcionais aos valores de Nm; isso indica que quanto maior o nimero de migrantes,
menores sdo os valores de Fsr, evidenciando que as populagdes ndo estdo estruturadas. Se o nimero de
migrantes for baixo, maior o valor de Fsr, indicando que as populacdes podem estar estruturadas.

Nas amostras analisadas observou-se um alto valor de Fsr nas comparacdes entre as amostras de I
geoffrensis e todas as outras amostras utilizadas (Quadro 02). Nas comparagdes entre as amostras de 1.
boliviensis, e acima e abaixo da cachoeira Teoténio, os valores de Fsr sdo baixos, indicando que essas
populacdes ndo sdo diferenciadas, ja que existe fluxo génico entre elas. Verificou-se ainda que o
numero de migrantes por geracdo entre a regido acima e abaixo da cachoeira Teotonio é alto (7,50)
comparado aos valores encontrados para as outras localidades.
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Quadro 02. Valores de NM (acima da diagonal) e FST (abaixo da diagonal) para cada um dos grupos de Botos

analisados, acima e abaixo da cachoeira Teotonio.

L boliviensis Acima Abaixo L geoffrensis
L. boliviensis * 2,0 3,2 0,03
Acima 0,20 * 7,50 0,02
Abaixo 0,13 0,06 * 0,04
L. geoffrensis 0,93 0,96 0,93 *

Sumarizando, todas as amostras coletadas na regido onde hoje se encontra o reservatdério da UHE
Santo Antdnio pertencem a espécie I. boliviensis. As populacdes dessa espécie das regides acima (rio
Jaci-Parand) e abaixo da cachoeira Teotdnio (ensecadeira) mantinham relativo fluxo génico, indicando
que a cachoeira Teotdnio ndo era barreira a distribuicao da espécie.

E importante ressaltar que a espécie encontrada no reservatério da UHE Santo Anténio, I. boliviensis,
ainda nido foi acessada pela IUCN, por isso ela ainda é tratada como uma das subespécies de I.
geoffrensis, 1. g. boliviensis(Reeves et al., 2011). Na IUCN as espécies de boto sdo listadas como “dados
insuficientes”. Entretanto, na Bolivia o Ministerio de Medio Ambiente y Agua (2009) considera a espécie
L. boliviensis vulneravel a exting¢ao (Trujillo et al., 2010).

5. CONCLUSAO

Com base na metodologia utilizada foi possivel inferir que as amostras coletadas no reservatério da
UHE Santo Ant6nio pertencem a Inia boliviensis, indicando que essa espécie ocorria em localidades
acima e abaixo da cachoeira Teotonio. A andlise genética demonstrou que essa cachoeira ndo era
barreira as espécies de boto, sendo possivel observar um relativo fluxo génico entre as amostras
coletadas no rio Jaci-Parana e na ensecadeira.
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