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21 PROGRAMA DE INVESTIGAGCAO GENETICA DA ICTIOFAUNA

21.1 Justificativa

O Programa de Investigacdo Genética da Ictiofauna (PIGI) foi elaborado com base no
disposto na Nota Técnica n® 06/2012 — COHID/CGENE/DILIC/IBAMA e Nota Técnica n°
006822/2013 CGENE/IBAMA. Atende a condicionante 2.1 e aos itens a, b e ¢ da
condicionante 2.23 da Licenca Prévia n° 473/2013, de 29 de novembro de 2013.

A variabilidade genética em populagbes naturais pode estar estruturada no tempo e no
espaco. O desenvolvimento e a manutencao dessa estrutura dizem respeito ao “pool”
génico da espécie, a organizagdo dos gendtipos e sua distribuicdo espacial, eventos
estocasticos como deriva génica, e processos ecolégicos como recrutamento,
crescimento populacional, mortalidade e fecundidade (WRIGHT, 1931, 1943; GILPIN;
SOULE, 1986). A estruturacdo genética espacial pode ser favorecida por barreiras
geograficas (por exemplo, cachoeiras) ou por uma distribuicdo espacial agrupada, que
proporcionam um certo grau de isolamento entre populacdes, promovendo restricdo ao
fluxo génico e, consequentemente, um acumulo de diferencas genéticas entre as
populagdes isoladas. Quando uma espécie possui uma distribuicdo geografica ampla, o
tamanho da area ocupada comparada a capacidade de dispersdo dos individuos pode
impedir a formag&@o de uma unidade panmitica Unica. Dessa forma, as restricbes ao fluxo
génico podem levar as populagdes a se diferenciarem geneticamente, ocasionando uma
estruturacao espacial da variabilidade genética. Este modelo de diferenciacao genética é
conhecido como “isolamento por distancia”, e foi proposto por Sewall Wright (“isolation by
distance”, WRIGHT, 1931; 1943). Assim, a diferenciacdo genética entre populacdes pode
ser o resultado da restricdo ao fluxo génico, e pode estar correlacionada com a distancia
geograéfica.

O processo de “isolamento por distancia” apresenta um padrdo de mudancgas genéticas
semelhantes & endogamia, na medida em que leva a um excesso de individuos
homozigotos nas populagbes. Desta forma, os efeitos desse processo nas populacdes
podem ser medidos em relagdo ao decréscimo na frequéncia de heterozigotos pelas
estatisticas de Wright (WRIGHT, 1951). Nesse caso, uma populacdo subdividida teria
trés niveis de complexidade estrutural: (i) os individuos; (i) as subpopulagdes; (i) a
populagcdo como um todo. Os efeitos da subdivisdo sdo medidos, nestes trés niveis, em
relacdo ao desvio de uma populacdo panmitica: a reducao da heterozigosidade devido a
acasalamentos ndo aleatoérios dos individuos dentro das subpopulacdes (coeficiente de
endogamia - Fig); a reducado na heterozigosidade da subpopulacéo devido a deriva génica
(indice de fixacdo - Fst); reducdo na heterozigosidade em relacdo a populacédo total,
devido a acasalamentos ndo aleatérios dentro das subpopulagbes e deriva génica
(coeficiente de endogamia total - Fi7). Se todas as subpopulacdes estiverem em equilibrio
de Hardy-Weinberg, com a mesma frequéncia alélica, entdo Fst é igual a zero. Valores
negativos de Fis e Fir indicam que a heterozigosidade observada nas subpopulacdes é
maior que a esperada pelo equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Em populac¢des subdivididas, a diferenciagdo genética deve refletir as diferengas locais
em pressbes seletivas, alta frequéncia de endogamia, ou podem ser resultado de
processos aleatérios como mutagdo e deriva génica. Entretanto, o fluxo génico pode
representar um mecanismo homogeneizador, mantendo as subpopula¢cdes conectadas e
diminuindo a divergéncia genética (SLATKIN, 1985).

O fluxo génico pode ser interpretado como um processo de dispersdo a longas
distancias, no qual todas as subpopulacdes tém a mesma probabilidade de enviar
migrantes para qualquer outra subpopulacédo. Nesse caso, as subpopulacdes podem ser
consideradas equivalentes, com uma taxa de migracao constante e igual para todas as
subpopulagbes. De acordo com este modelo de migragdo, conhecido por “modelo de
ilhas”, uma populacdo grande ¢ dividida em varias subpopulagdes dispersas
geograficamente, como ilhas em um arquipélago (WRIGHT, 1931). O numero de
migrantes por geracdo pode ser estimado pelo tamanho efetivo da populagdo e pelo
efeito da deriva génica na heterozigosidade (Fst). Wright (1969) demonstrou que se uma
fragcdo “m” da populagéo for reposta por migrantes nao havera diferenciacdo genética
entre as subpopulagbes se N,>1, onde “N” é o tamanho efetivo da populagdo. Com o
aumento do ndmero de migrantes, o indice de fixagdo (Fst) diminui rapidamente. Com
niveis muito baixos de migracdo ha uma tendéncia a fixacdo de alelos nas
subpopulagées (Fst~1,0).

Kimura (1953) prop6s um modelo de migracdo, conhecido como stepping stone. O
modelo considera que as populagdes naturais estdo subdivididas em “colbnias”
(subpopulagdes ou demes), e a migracdo dos individuos €& restrita a “colbnias”
adjacentes. Os pares de subpopulagbes podem estar organizados espacialmente em
uma (fluxo génico entre uma subpopulacao e dois vizinhos mais préximos), duas ou trés
dimensbes, com a mesma fracdo de individuos movendo-se entre pares de
subpopulagfes adjacentes. Este modelo representa o extremo em fluxo génico a curta
distancia.

Apesar das populacdes estarem arranjadas de forma distinta no espaco, o0 modelo para
duas dimensdes apresenta as mesmas previsdes que o0 “modelo de ilhas” (KIMURA,;
MARUYAMA, 1971; SLATKIN; BARTON, 1989). A estimativa do fluxo génico pelo método
proposto por Wright (1931; 1943) é igualmente eficiente para ambos os modelos pois é
sensivel a mudangas nos valores de N, relativamente insensivel a diferencas nas taxas
de mutacdo e selecdo, ao numero de demes, ou subpopulagdes no “modelo de ilhas”, e
prevé uma boa estimativa de N, no modelo stepping stone, para demes mais proximos
(Slatkin; Barton, 1989). Entretanto, o numero de migrantes por geragdo (Nn), estimado
pelo “modelo de ilhas” considera que a populacdo esta em equilibrio, com taxa de
mutacdo desprezivel e taxa de migracdo constante (WRIGHT, 1943). Esta condigédo
raramente é encontrada, principalmente quando existe um “isolamento por distancia”,
com correlagdo positiva entre a diferenciacdo e distancia geografica (WHITLOCK;
MCCAULEY, 1999).

A subdivisdo de uma populacdo grande e amplamente distribuida em pequenas
subpopulages isoladas pode aumentar a susceptibilidade da espécie a extin¢do local, e
posteriormente a extingdo global, pois cada subpopulacdo se torna mais vulneravel aos
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efeitos deletérios da imprevisibilidade demogréfica, ambiental, genética e a catéstrofes
naturais (TERBORGH; WINTER, 1980; GILPIN; SOULE, 1986). As variacbes genéticas
estocasticas resultam da deriva génica, depressdo endogamica e efeito de fundador,
resultado da perda de variabilidade, diminuicdo do tamanho efetivo e isolamento das
subpopulac6es decorrentes da fragmentacao.

As subpopulacdes remanescentes podem ser produtos de um efeito de amostragem
(sub-amostra dos alelos da populacado original). Parte da variabilidade genética original,
portanto, pode ser perdida, inicialmente, somente por uma redugdo do tamanho da
populacédo, efeito conhecido como genetic bottleneck (REED; FRANKHAM, 2003; REED,
2005). A perda de variabilidade genética pode limitar a populacdo a responder as
mudancas em longo prazo no ambiente. Caracteristicas neutras em condi¢cdes atuais
podem se tornar vantajosas em condi¢cdes ambientais diferentes. Quando ha a perda de
alelos, a subpopulacdo tem poucas opc¢des disponiveis e, portanto, tem menor
probabilidade de sobreviver que populagbes maiores (FRANKLIN, 1980; REED;
FRANKHAM, 2003, REED, 2005).

A deriva génica pode mudar a distribuicdo da variabilidade genética pela perda de
variacdo dentro da populacdo (perda de alelos) e pelo aumento da diferenciacdo entre
populacdes por fixagdo de alelos. Por outro lado, pode provocar a fixacdo de alelos
deletérios e provocar a diminuicdo do valor adaptativo dos individuos da populacao e,
consequentemente, aumentar as chances de extingdo (FRANKHAM et al., 2003, REED et
al., 2003, REED; FRANKHAM, 2003).

A maior frequéncia de acasalamentos entre parentes (endogamia), em populacdes
pequenas e isoladas, resulta em uma perda da variabilidade genética por aumento da
homozigose, e pode levar a uma depressdao endogémica (FRANKLIN, 1980). A
depressdo endogamica consiste na diminuicdo do valor adaptativo pela expressdo de
alelos deletérios em homozigose e depende de fatores como sistema reprodutivo e
tamanho da populagdo. Em populacdes tipicamente grandes, com pouca estruturacao
espacial, ou em populacbes que se tornaram pequenas por qualquer fator (por exemplo,
antrépico), a endogamia provoca depressao endogamica com o aumento do nivel de
homozigose (CHARLESWORTH; CHARLESWORTH, 1987; HASTING; HARRISON,
1994; FRANKHAM et al., 2003; REED et al., 2003; REED; FRANKHAM, 2003; REED,
2005).

O nivel de fluxo génico geralmente é alto o suficiente para contrabalangar os efeitos de
niveis moderados de deriva génica, endogamia e sele¢do. Entretanto, a taxa de fluxo
génico é fortemente dependente do tamanho da subpopulacdo e distancia entre as
subpopulagbes. Em curtas distancias, subpopulagdes maiores recebem menor taxa de
fluxo génico que populagdes pequenas. Entretanto, com o aumento da distancia, a
tendéncia se reverte e as populacdes pequenas se tornam mais isoladas que as grandes.
Populacbes maiores devem exportar maior quantidade de migrantes que populagdes
pequenas, criando um fluxo génico fortemente assimétrico (SLATKIN, 1987).

Uma vez que os efeitos da deriva génica e a depressdo endogamica sdo especialmente
pronunciados em populacdes pequenas e isoladas, o planejamento de reservas para
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conservacao de espécies e planos de manejo de espécies exploradas economicamente
ou afetadas por grandes empreendimentos devem levar em conta estes riscos. O
monitoramento peridédico das subpopulacdes restritas, considerando as mudangas na
frequéncia génica, permite uma preservacdo em longo prazo, uma vez que a perda de
variabilidade e depressdo endogamica podem ser detectadas e amenizadas com
introducdo de individuos de outras subpopula¢des ou facilitacdo do fluxo génico. O
monitoramento pode ainda dar informacfes sobre a distribuicdo da variabilidade genética
entre e dentro das subpopula¢bes. Se a maior quantidade de variabilidade estiver entre
subpopulacfes, entdo a preservacdo de um maior nimero de subpopulagdes pode ser
necessaria, a fim de preservar uma maior quantidade de diversidade genética
(FRANKLIN, 1980).

Aspectos da conservacdo genética tém sido mais extensivamente apresentados para
peixes da América do Norte, como no caso de peixes do deserto (VRIJENHOEK et al.,
1985, MEFFE; VRIJENHOEK, 1988) ou peixes de riachos (VRIJENHOEK et al., 1987)
permitindo analisar a estrutura de comunidades, sua ecologia evolutiva e, desta forma,
fornecer subsidios para recomendar 0 manejo e, consequentemente, manter a
variabilidade genética. Com o avan¢co da genética molecular, nas Ultimas décadas,
técnicas utilizando marcadores de DNA foram desenvolvidas permitindo, entre outros
aspectos, estimar as distancias genéticas entre subpopulagbes e espécies e a
heterozigosidade em regides especificas do genoma. Estes recursos também
comecaram a ser utilizados no estudo da variabilidade genética em peixes,
especialmente em relagdo a aspectos evolutivos e sua relagdo com a biogeografia, a
assim chamada filogeografia (AVISE et al., 1987; AVISE, 2000; SIVASUNDAR et al.,
2001).

No Brasil, as pesquisas sobre variabilidade genética de populagdes naturais de peixes e
sua relacdo com o ambiente, visando a conservacdo, vém aumentando. Alguns
marcadores moleculares da variabilidade genética tém sido empregados na conservagao
de peixes neotropicais (HATANAKA; GALETTI, 2003; TELLES et al., 2011; OLIVATTI et
al.,, 2011). Os marcadores de DNA s&o reconhecidos como importantes em estudos de
identificacdo de linhagens comerciais de peixes (TOLEDO FILHO et al.,, 1992),
fornecendo instrumentos de investigagdo que tornam possivel distinguir populacdes
geograficas com grande eficiéncia através da identificacdo de haplétipos (PERDICES et
al.,, 2004; WANG et al., 2004; KARTAVTSEV et al., 2007), na identificacdo de espécies
(MACHIDA; TSUDA, 2010), em analises de estoques estruturados e misturados e na
identificacdo de hibridos (THANGARAJ; LIPTON, 2010). Recentes estudos populacionais
com peixes tém utilizado os padrdes de diferenciacdo genética também na determinagéo
de regides de bercarios e caracterizacdo de filopatria em diversas espécies (SCHREY;
HEIST, 2003; PEREIRA et al., 2009). Entre os segmentos do DNA mitocondrial, a regido
ndo codificadora, conhecida como D-loop, € especialmente relevante em estudos
filogeograficos, em razao de apresentar as maiores taxas evolutivas de todo o genoma
mitocondrial.

Os dados deste Programa serdo relevantes para o conhecimento da estruturacdo
genética populacional neste trecho do rio Teles Pires, promovida pela existéncia da
cachoeira de Sete Quedas, os quais serdo fundamentais para a tomada de decisbes
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sobre a necessidade ou ndo de construcdo e operagdo e, para 0 caso positivo, no
fornecimento de subsidios para a definicdo do tipo de mecanismo de transposicdo de
peixes (MTP) a ser implantado no barramento da UHE S&o Manoel e o método de
operacdo desse mecanismo.

Novamente cabe destacar que deverdo ser envidados esforcos para a execucao
integrada desse Programa com os demais previstos no ambito do PMI da UHE Séo
Manoel, bem como com os Programas similares em desenvolvimento pelos demais
empreendimentos hidrelétricos instalados ou em instalacdo na bacia do rio Teles Pires,
em especial com a UHE Teles Pires. Assim, a metodologia desse Programa podera ser
flexibilizada para a adequacdo a execugdo conjunta com os demais empreendimentos
hidrelétricos previstos para o rio Teles Pires.

21.2 Objetivos

O objetivo geral do Programa é avaliar e monitorar a variabilidade genética de peixes
migratorios no rio Teles Pires, na area de influéncia direta e indireta da UHE Sao Manoel,
visando esclarecer o nivel de estruturacdo genética populacional nestas areas. Para
tanto, deverdo ser estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

— Definir espécies alvo para o Programa, priorizando a escolha de espécies
migratorias, ndo migratérias, de interesse comercial, endémicas, ameacgadas de
extingdo ou de importancia alimentar, em consonancia com o Programa de
Telemetria e Marcagéo da Ictiofauna;

- Receber e processar amostras de tecido das espécies alvo, as quais deverao ser
aportadas principalmente do Programa de Monitoramento da Ictiofauna e do
Programa Telemetria e Marcacéo da Ictiofauna;

- Analisar a estrutura genética e o padrdo espacial da variabilidade genética
utilizando técnicas de analises estatisticas apropriadas, bem como a relagéo
entre a similaridade genética e as distancias geograficas e ambientais; e,

- Utilizar a avaliacdo da estrutura genética para estimar o fluxo génico entre
subpopulagdes.

21.3 Metas
O Programa tem como meta para atingir seus objetivos a obtencdo de 30 amostras para

analises genéticas, de um minimo de seis espécies alvo.

21.4 Base legal e Normativa
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O presente Programa tem como base legal a Instru¢do Normativa do IBAMA n° 146, de
10/01/2007, que considera o Artigo 225, paragrafo 1°, inciso VII da Constituicdo da
Republica Federativa do Brasil, o Artigo 1° da Lei no 5.197, de 03/01/1967, Artigo 1°,
inciso Ill, e o Artigo 6°, inciso I, item b, da Resolugdo CONAMA n° 001, de 23/01/1986 € 0
Artigo 4°, inciso V, paragrafo 2° da Resolucdo CONAMA n° 237 de 16/12/1997, o Artigo
15 do Decreto n° 5.718 de 13/03/2006.

Esta Instrucdo Normativa estabelece os critérios para procedimentos relativos ao manejo
de fauna silvestre (levantamento, monitoramento, salvamento, resgate e destinagédo) em
areas de influéncia de empreendimentos e atividades consideradas efetiva ou
potencialmente causadoras de impactos a fauna e que estao sujeitas ao licenciamento
ambiental, como definido pela Lei n° 6.938/81 e pelas Resolu¢cdbes CONAMA n° 001/86 e
n° 237/97.

O Programa de Genética de Populagbes de Peixes dependerd de autorizacdo da
DILIC/IBAMA para coleta dos exemplares e das amostras de material a ser analisado, o
que ja sera contemplado no Programa de Monitoramento da Ictiofauna. Para as analises
populacionais, os laboratdrios estao dispensados de autorizacdo especifica, de acordo
com Resolucdo n° 21, de 31/08/2006 do Conselho de Gestao do Patrimbnio Genético.

Por fim, serdo observadas as disposi¢cdes das Notas Técnicas emitidas pelo IBAMA, em
especial as Notas Técnicas n° 06/2012 e n° 6822/2013.

21.5 Area de Abrangéncia do Programa

A éarea de estudo do Programa de Monitoramento da Ictiofauna esta inserida na Area
Diretamente Afetada (ADA), na Area de Influéncia Direta (AID) e na Area de Influéncia
Indireta (All), definidas no EIA da UHE S&o Manoel (EPE/LEME-CONCREMAT, 2010),
além de trechos no rio Teles Pires a jusante do eixo do futuro barramento da UHE Sé&o
Manoel, incluindo os corpos d’agua situados em terras indigenas.

21.6 Metodologia

As atividades do Programa de Investigacdo Genética da Ictiofauna serdo desenvolvidas
de maneira complementar as atividades desenvolvidas pela UHE Teles Pires, buscando
atender os interesses comuns aos dois empreendimentos, dentre eles a elucidacdo de
guestdes afetas a transposicdo da ictiofauna. Os resultados obtidos no ambito do
Programa de Investigagdo Genética da Ictiofauna deste empreendimento servirdo de
base para a continuidade dos estudos aqui propostos.

21.6.1 Obtencado das amostras

Amostras de tecido serdo obtidas durante a execuc¢do do Programa de Monitoramento da
Ictiofauna e do Programa de Telemetria e Marcacgéo da Ictiofauna, priorizando a escolha
de espécies migratérias e nao migratérias, de interesse comercial, endémicas,
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ameacadas de extin¢cdo ou de importancia alimentar. Para a escolha das espécies serdo
levadas em consideracao as possibilidades de obtencdo das mesmas has coletas e junto
aos pescadores da regido. O nimero de espécies primarias para esse estudo devera ser
composto por, ao menos, seis espécies com 30 trinta amostras coletadas ao longo das
campanhas, escolhidas de modo justificado.

Para a obtencdo das amostras, serd retirado de cada peixe um pequeno fragmento de
tecido muscular (cerca de 1cm®), que sera transferido para um microtubo de 1,5ml,
contendo etanol absoluto. Esta amostra pode ser mantida a temperatura ambiente até o
final da campanha, para o posterior envio para o laboratério.

21.6.2 Obtencéo de dados moleculares

As amostras serdo armazenadas em freezer a — 20°C. Devera ser criado um banco de
tecidos para cada espécie amostrada, as quais deverdo ser depositadas em um Banco
de Tecidos de instituicdes de ensino/pesquisa a ser previamente definidas.

O DNA sera extraido a partir de pequenas quantidades de tecido muscular
(aproximadamente 200 mg), para cada individuo, utilizando um protocolo de extracdo de
DNA de amostras de tecido, conforme descrito por Taggart et al. (1992). Depois de
extraido, o DNA de todas as amostras sera quantificado em gel de agarose 1% (com
adicdo de brometo de etideo para a coloracdo das amostras) utilizando tampao de
eletroforese TBE 1X (0,89M Tris, pH 8,0; 0,89M acido bérico; 0,02M EDTA) em uma cuba
horizontal, utilizando-se como parametro de comparacdo o marcador de peso molecular
Low DNA Mass Ladder. Cada amostra, incluindo o marcador, sera preparada em solugéo
contendo 3 pl de DNA/marcador e 3 pl de tampdo de carregamento. O gel sera
submetido a uma voltagem constante igual a 80 V, durante cerca de duas horas. Ao final
do processo, o0 gel sera fotografado sob luz ultravioleta, com o auxilio de um
fotodocumentador. Depois de quantificado, o0 DNA de cada individuo sera diluido para a
concentracdo final de 5 ng/uL, para ser usado nas reacbes de PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase).

Para deteccdo da variabilidade genética nos loci microssatélites serdo utilizados primers
descritos na literatura para as espécies alvo. No caso de existir espécies que nao
possuem marcadores microssatélites, estes deverdo ser desenvolvidos pela equipe do
Programa. A amplificacdo de cada par de primers padronizado sera realizada por PCR
em termociclador. O volume final da reacdo serd de 15 pL, constituido de 5uL de DNA
(=5ng/pL); 4,4puL dos dois iniciadores (1,8uM); 1,5 pL tampéo da enzima 10X (500 mM
KCI, 100mM Tris-HCI pH 8,4, 1% Triton X-100); 0,5 pL de MgCl, (50 mM); 1,3 pL de
d’NTP (2,5mM); 1,3 pL de BSA (Albumina Bovina — 10 mg/ml); 0,2 pL da enzima Tag-
Polimerase (5 unidades/uL), completando-se o volume com 0,8 pL de Agua Milli-Q. Em
seguida, a mistura desses reagentes da PCR (mix) sera acondicionada em tubos e
levadas ao termociclador que serd programado conforme os passos descritos a seguir:
desnaturacdo do DNA por aquecimento a 95 °C por cinco minutos; 30 ciclos de
amplificagdo que ocorrera em a 94 °C por um minuto, um minuto para o anelamento dos
primers (temperatura especifica para cada primer) e extensdo da molécula de DNA a 72
°C por um minuto, seguido de uma extensdo final de 72 °C por sete minutos.
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Para confirmar a padronizacdo dos loci microssatélites, os produtos da amplificacdo
serdo submetidos a eletroforese vertical em gel de acrilamida 6%. Para a eletroforese
sera utilizado tampéo TBE 1x concentrado e corrente elétrica constante em 70 W por um
tempo médio de duas horas. Para a visualizacdo dos alelos (produtos da amplificacao),
0s géis serdo corados com nitrato de prata conforme o protocolo descrito por Creste et al.
(2001).

Depois de padronizados, as amostras seréo injetadas em um analisador automético de
fragmentos, para a andlise dos fragmentos amplificados produzidos pelas reacdes de
PCR (amplicons). A identificagdo dos fragmentos produzidos pelas reagdes de PCR no
analisador automatico de fragmentos sera realizada via eletroforese capilar, seguida pela
deteccdo de sinal fluorescente, uma vez que os primers usados serdo marcados com
fluorocromos HEX (verde), NED (amarelo) ou 6-FAM (azul) nas suas extremidades 5. O
tamanho dos fragmentos da amostra sera determinado usando marcadores internos de
tamanho padréo (size standard) marcados com fluorescéncia vermelha (ROX), através da
eletroforese conjunta do marcador de massa molecular (ladder) com cada amostra
genotipada. Esses fragmentos serdo identificados por intermédio de um laser.

21.6.3 Andlise de dados para caracterizacdo genética de populacdes

Estimativa de frequéncias alélicas e parametros genéticos basicos

Para cada espécie, os loci microsatélites serdo caracterizados para o nimero de alelos
por locus e a heterozigosidade observada e esperada pelo equilibrio de Hardy-Weinberg,
em cada populagcédo (NEI, 1978). O coeficiente de endogamia (f), para cada locus e para
todos os loci também serd estimado. Sera utilizado o teste baseado em randomizagéo
com correcdo de Bonferroni para verificar desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg e de
equilibrio de ligacéo entre pares de loci (GOUDET et al., 1996).

Estrutura Genética Populacional

A diferenciacdo genética entre populagfes sera verificada pelas estatisticas de Wright F,
0, e f (WRIGHT, 1978), obtidas por uma analise de variancia de frequéncias alélicas
(COCKERHAM, 1969; WEIR; COCKERHAM, 1984).

Divergéncia Genética e Padrbes Espaciais

Apo6s a estimativa da diferenciagcdo genética, varios métodos multivariados podem ser
aplicados. Neste estudo, a matriz de distancias genéticas serd analisada, inicialmente, a
partir de uma andlise de agrupamento tipo UPGMA (Unweighted Pair-group Method by
Arithmetic Averages), que produz um arranjo hierarquico de classificagdo das
populagdes, representado por um dendrograma. A representatividade deste dendrograma
sera testada por meio da correlacdo entre as distancias genéticas originais e as
distancias entre as populac6es no dendrograma (correlacao cofenética).
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Apesar de o agrupamento pelo método do UPGMA ser uma das técnicas mais utilizadas
neste tipo de estudo, ele tem sido criticado baseado no fato de que os processos
evolutivos nem sempre produzem um padrdo hierarquico de variagdo ao nivel de
populacdo (LESSA, 1990; RODRIGUES; DINIZ-FILHO, 1998). Este tipo de agrupamento
hierarquico pode néo representar adequadamente as distancias genéticas, indicando um
falso arranjo hierarquico entre as populacdes, quando existe entre elas, de fato, um
padréo continuo ou reticulado.

Em funcao desses problemas, as distancias genéticas também serdo analisadas por uma
técnica de ordenacdo que visa representar graficamente a dissimilaridade entre as
populacdes. Segundo Lessa (1990) a técnica mais apropriada para este tipo de trabalho
€ 0 escalonamento multidimensional nao métrico (non-metric multidimensional scaling).
Esta técnica parte de uma configuracao inicial de pontos (popula¢ées) alocados ao acaso
em um numero reduzido de dimensdes, normalmente 2-D ou 3-D. Com base na
distribuicdo ao acaso das subpopula¢des sdo calculadas novas distancias e estas sao
comparadas com as distancias genéticas originais, através de um procedimento iterativo,
com o objetivo de minimizar as diferencas entre as matrizes. A configuragdo inicial pode
ser aleatéria, definindo para cada populacdo um par ordenado (X, Y) de numeros
aleat6rios, ou baseada em escores de outras analises multivariadas, tais como uma
andlise de componentes principais. Essa minimizacdo € mensurada, ao longo do
processo iterativo, por uma estatistica denominada estresse (S) (Kruskall, 1964), dado
por:

onde:
*

dij séo as distancias entre as popula¢des no espaco de dimenséao reduzida;

A

dij sao as distancias esperadas por um modelo de regressdo monotbnica das distancias
no espaco de dimenséo reduzida sobre as distancias originais; e,

*

dij € a distancia média no espaco de dimenséao reduzida.

O somatério € feito ao longo dos pares i, j, mas com i < j. Quanto mais préximo de zero
for o valor de S, menor a distorcdo e, portanto, melhor a representatividade das
distancias genéticas. Neste estudo, a matriz inicial de distancias entre as populacdes
sera estabelecida em um espacgo de duas dimensdes, definidas aleatoriamente.

A fim de se analisar os padrdes de variacdo espacial em um contexto multivariado, sera
inicialmente feita a estimativa do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre as
matrizes de distancias genéticas e as distancias geogréficas entre as populacbes. O
estimador do coeficiente de correlacdo simples (EPPERSON, 2003), no caso entre duas
matrizes X e Y, é dado por:
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onde:
Xj=Xj-XeVi=Yj—Y,

A significancia dessa correlacdo matricial ndo pode ser testada pelos testes estatisticos
usuais, por apresentar problemas de independéncia entre os elementos nas matrizes.
Nesse sentido, a estatistica Z de Mantel (1967) tem sido frequentemente utilizada, a fim
de se testar a significancia da associacdo entre matrizes contendo diferentes tipos de
distancias entre pares de observac¢des (SMOUSE et al., 1986; Manly, 1997). O valor Z de
Mantel é dado por:

n
i,j=1

onde;:

Xij e Yij séo elementos das matrizes X e Y a serem comparadas (no caso, as matrizes de
distancia geogréfica e genética, respectivamente).

A significancia do Z pode ser obtida comparando-se esse valor observado com valores de
uma distribuicdo nula, construida recalculando-se os valores de Z diversas vezes,
aleatorizando, em cada uma delas, a ordem dos elementos de uma das matrizes
(MANLY, 1997). A estatistica Z possui uma relagdo monotbnica com o r de Pearson
calculado entre matrizes (correlagcdo matricial), de modo que ela pode ser utilizada para
testar a significancia de r (MANLY, 1986). Neste programa, 5.000 permutacdes aleatorias
deverdo ser utilizadas para se testar a significancia das correlagbes matriciais.

As correlagBes matriciais e o teste de Mantel serdo também utilizados para avaliar o
padrdo multivariado de estrutura espacial entre as populagbes. Serdo calculados
coeficientes de correlagdo matricial entre as distancias genéticas e matrizes de
conectividade espacial, com valor 1,00 indicando pares de populagdes “ligadas”, se a
distancia geogréfica entre elas se encontra em cada uma das classes de distancia
previamente definidas. Essas classes de distancia geogréfica serdo estabelecidas de
modo a manter 0 mesmo numero de conexdes ente populacdes. Assim, é possivel
relacionar o coeficiente de correlagdo matricial, cuja significaAncia sera estabelecida pelo
teste de Mantel, com o aumento das distancias geograficas, gerando assim um
correlograma multivariado (SOKAL, 1986).

Analise de descontinuidade genética

10
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Baseados nas distancias genéticas um procedimento serd utilizado para acessar a
descontinuidade dos dados genéticos no espaco geografico (MANEL et al., 2003;
TELLES et al.,, 2003). Para esta analise de descontinuidade, as subpopulacdes sao
localizadas em um mapa de acordo com suas posi¢cdes geograficas relativas e o método
de triangulacdo de Delaunay é utilizado para conecta-las, resultando em uma rede que
conecta todas as populacbes. A rede de Delaunay é formada conectando-se as
popula¢cBes em conjuntos de trés (A, B e C), sendo que a ligacdo entre elas s6 ocorre se
um circulo passando sobre elas ndo incluir nenhuma outra populagdo (LEGENDRE;
LEGENDRE, 1998).

A partir desta rede de Delaunay e das distancias genéticas, uma maneira simples de
avaliar descontinuidades (presenca de barreiras interrompendo o fluxo génico) em dados
multivariados é dividir as distdncias genéticas associadas a cada ligacdo entre as
populacdes ABC na rede de Delaunay pela distancia geogréafica (LEGENDRE;
LEGENDRE, 1998). Desta forma, obtém-se uma razdo que expressa se as distancias
genéticas seriam altas ou baixas em funcdo das distancias geogréficas. A analise de
descontinuidade € feita mapeando-se uma dada proporcao (i.e., 25%) dos valores mais
elevados da distribuicdo global dessas razbes ao longo da rede de Delaunay
(LEGENDRE; LEGENDRE, 1998; MANEL et al., 2003).

Definicao de unidades operacionais para a conservacao da variabilidade genética

Segundo Diniz-Filho e Telles (2002), populacdes locais (amostras) distantes entre si a
uma distancia geografica menor do que o intercepto do correlograma podem ser
consideradas como unidades operacionais, ou seja, unidades genéticas que seriam
independentes para a conservacdo da variabilidade genética. Isso porque populacdes
situadas a distancias menores seriam de certo modo redundantes do ponto de vista da
variabilidade genética. Esse procedimento pode ser aplicado de forma bem sucedida se o
correlograma espacial indicar processos estacionarios na estrutura espacial da
variabilidade genética, como por exemplo, um perfil de estabilizagdo seguindo um modelo
de “isolamento por distancia” ou um modelo de “alpondras” (TELLES et al. 2003). Nessas
situacdes de estruturacao do fluxo génico, o perfil do correlograma é menos dependente
da configuragdo espacial da amostragem das populagbes (FENSTER et al., 2003;
VEKEMANS; HARDY, 2004).

Neste programa esse procedimento devera ser aplicado a fim de discutir, com base no
correlograma de Mantel, quantas unidades operacionais seriam necessarias para
conservar a Vvariabilidade genética medida pelos marcadores ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats), microssatélites e mitocondriais para as espécies de peixes ao longo
do rio Teles Pires. A eficiéncia desse conjunto reduzido de subpopulacdes, no sentido de
representar efetivamente a variabilidade genética, serdq avaliada pela proporcdo de
unidades operacionais que contém pelo menos um individuo com bandas para todos os
loci de cada marcador molecular.

21.7 Indicadores

11
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Os indicadores de desempenho para a avaliacdo deste programa sao:
— O numero de espécies de peixes efetivamente analisadas;

— Numero de amostras de DNA extraidas e submetidas a andlise, por espécie alvo.

21.8 Produtos

Serdo apresentados relatdrios semestrais em atendimento ao 6rgdo ambiental,
consubstanciando, sempre que possivel, informagbes obtidas junto aos demais
programas relativos ao monitoramento da Ictiofauna.

21.9 Interface com outros Planos, Programas e Projetos

O Programa de Genética de Populacbes tera interfaces diretas com o Programa de
Monitoramento da Ictiofauna, bem como com o Programa de Telemetria e Marcagéo da
Ictiofauna e servira para o auxilio na tomada de decisdo sobre a necessidade ou ndo de
construcdo e operagdo e, para 0 caso positivo, no fornecimento de subsidios para a
definicdo do tipo de MTP a ser implantado no barramento da UHE S&o Manoel e o
método de operacao desse mecanismo.

21.10 Parcerias Recomendadas

Para o Programa de Investigacdo Genética da Ictiofauna recomenda-se o
estabelecimento de parcerias com instituicbes de ensino e pesquisa que tenham
interesse em receber o material testemunho coletado, objetivando incrementar colecdes
ictiologicas e o conhecimento sobre a variabilidade genética das popula¢cdes de interesse,
bem como com empresa de consultoria com experiéncia em estudos de genética de
popula¢bes de peixes.

Recomendam-se em particular parcerias com a Universidade Federal do Pard (UFPA),
particularmente nos seus campi de Braganca e Belém, notadamente nos seus
laboratérios especializados em genética de peixes. Também se recomenda contatos no
ambito nacional o Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA), a Universidade
Federal do Mato Grosso (UFMT), o Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo
(MZUSP) e o Museu Nacional do Rio de Janeiro (MNRJ), dentre outros.

21.11 Equipe Técnica Envolvida

A equipe a ser formada para execucdo das atividades do Programa de Investigac&o
Genética da Ictiofauna devera apresentar os seguintes profissionais:

- Especialista Sénior em Genética de Populacgdes;

12
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- Bidlogo Pleno;
— Técnicos de laboratorio;

- Auxiliares de campo, que serdo responsaveis pela coleta dos peixes.
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21.13 Cronograma Fisico

A seguir é apresentado o cronograma do Programa de Investigacdo Genética da
Ictiofauna, a ser executado na area de influencia da UHE Sao Manoel.
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