UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

FLAVIO MIRANDA MARTELETO

INFLUENCIA DE BARRAGENS HIDRELETRICAS SOBRE A ESTRUTURACAO
GENETICA DE Prochilodus spp (CHARACIFORMES, PROCHILODONTIDAE) NAS

BACIAS HIDROGRAFICAS DO RIO TOCANTINS E DO RIO SAO FRANCISCO.

CURITIBA

2011



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

FLAVIO MIRANDA MARTELETO

INFLUENCIA DE BARRAGENS HIDRELETRICAS SOBRE A ESTRUTURACAO
GENETICA DE Prochilodus spp (CHARACIFORMES, PROCHILODONTIDAE) NAS

BACIAS HIDROGRAFICAS DO RIO TOCANTINS E DO RIO SAO FRANCISCO.

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias Biologicas — Zoologia, Setor de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana,
como requisito parcial a obtengao do titulo de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas area de concentragdo Zoologia.
Orientador: Walter Antonio Pereira Boeger PhD.

CURITIBA

2011

il



Temo de aprovacao

INFLUENCIA DE BARRAGENS HIDRELETRICAS SOBRE A ESTRUTURACAD GENETICA DE
Prochilodus spp (CHARACIFORMES, PROCHILODONTIDAE) NAS BACIAS HIDROGRAFICAS
[ RIC TOC ANTINS E DO RIO SAQ FRANCISCO,

Par

FLAVIO MIRANDA MARTELETO

Dissenacao aprovada como requisito parcial para a oblencao do Grau
de Mesire em Ciéncias Bicldgicas, area de conceniragio Zoologia, no Programa

de Pos-Graduagdo em Ciéncias Bioldgi - foologia, Sstor de Cigncias
Binlagicas da Universidade Federal do'Pargna, peta Comissdo formada pelos
professares |

)

Dr_Algkandre Lima Godinho - UFMG

/

Dr Paulo de Tarso da Cunha Chaves - UFPR

Curitiba, 28 de feversiro de 2011,

il



“No amount of experimentation can prove me right;
a single experimentation can prove me
wrong.”

Albert Einstein
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RESUMO

O crescente avanco econdmico e social pelo qual o Brasil vem passando gerou uma grande
necessidade de energia elétrica para suprir essa demanda. Esse desenvolvimento impulsionou
iniciativas governamentais para ampliar o crescimento econdmico, como a criacdo do
Programa de Aceleracdo do Crescimento — PAC. No pais a principal fonte de energia ¢é
oriunda de Usinas Hidroelétricas que causam impactos ambientais bastante severos em sua
implantacdo. Mesmo com as vantagens substanciais para a geracdo de energia os impactos
causados pela fragmentagdo populacional podem ser bastante severos, causando diminui¢do
no numero de individuos, pela simples mudanca de habitat na formagao dos reservatorios, e
impactos na estrutura genética das populagdes isoladas. Essa fragmentacdo reduz a
diversidade genética, interrompe o fluxo génico entre populagdes, aumenta a diferenciacdo
genética entre os isolados populacionais e em casos mais graves pode gerar extingdo local. O
presente trabalho buscou identificar padrdes gerais de alteracdo da variabilidade e estrutura
genética, causado pela implantacdo de hidroelétricas, nas populagdes de Prochilodus.
argenteus € Prochilodus nigricans nos rios Sado Francisco e Tocantins respectivamente. Para
tanto fragmentos da regido controladora do DNA mitocondrial (D-loop) foram amplificados
e seqiienciados de nove populagdes ao longo do rio Sdo Francisco a montante e a jusante das
principais barragens em seu curso, ¢ de duas populagdes no Rio Tocantins a montante e a
jusante da hidroelétrica de Tucurui. Os resultados mostraram ndo haver ainda sinais de
estruturacdo genética entre os isolados populacionais. A andlise do passado demografico
mostrou que as populacdes das duas espécies de Prochilodus v&m passando por expansoes
populacionais desde o Pleistoceno, e os indices de diversidade genética analisados obtiveram
resultados muito altos. Mesmo que estes resultados sugiram auséncia de impacto genético,
eles precisam ser analisados com cuidado. Sugerimos que um delicado balango entre o

tamanho populacional, o tamanho dos fragmentos analisados, o tempo decorrido desde a
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fragmentagdo, o tempo de geragdo das espécies e a migragdo entre as populagdes sdo
responsaveis pela homogeneizacdo populacional encontrada. Esses fatores devem ser

analisados para efetuar manejo correto de espécies impactadas.
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ABSTRACT

The late economic and social progress experienced in Brazil generated a great need for
electricity. This process prompted government initiatives to increase economic growth, like
the creation of the Growth Acceleration Program (Programa de Acelera¢do do Crescimento —
PAC). The country's main source of energy comes from hydroelectric power plants that
cause severe environmental changes when deployed. The impacts caused by population
fragmentation in a river can be quite severe, causing a decrease in the number of individuals
with this habitat change by the introduction of the water reservoir. Also the built of a barrier
can inflict impacts on population genetic structure. The fragmentation reduces genetic
diversity and stops gene flow among populations. These factors may increase the genetic
differentiation in the isolated populations and in severe cases leads to local extinction. This
study sought to identify general patterns of impact on the variability and genetic structure in
stocks of Prochilodus argenteus and Prochilodus nigricans in the Sao Francisco River and
Tocantins River respectively. We sought to help defining strategies for management of
populations affected by isolation. Fragments of the mitochondrial DNA control region (D-
loop) were amplified and sequenced from nine different populations along the Sdo Francisco
River upstream and downstream of major dams on its course. We also analyzed two different
populations in the Tocantins River upstream and downstream Tucurui hydroelectric power
plant. The results showed no signs of genetic structure among isolated populations in both
rivers, which acts such as a great panmitc populations inside each river. The analysis of their
demographic past showed that populations of the two species of Prochilodus studied are
undergoing expansion since the Pleistocene, and the obtained genetic diversity indexes were
very high. Even though these results suggest the absence of genetic impact, they must be
carefully analyzed. We suggest that a delicate balance between population’s size, size of the

fragmented habitats, time of fragmentation, species generation time and migration are
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responsible for the homogenization found. The intricate pattern formed by these factors must

be observed in order to trace strategies for management of impacted populations.
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Testando a influéncia de Barragens Hidroelétricas sobre a estruturacio genética de
estoques de Prochilodus spp (Characiformes, Prochilodontidae) em duas bacias
hidrograficas bacia do Rio Tocantins e Bacia do Rio Sao Francisco.

Palvras Chave: Prochilodus, Genética de Populagdes, PCR, AMOVA, SkylinePlot.

INTRODUCAO

Os avangos socio-econdmicos e industriais pelos quais o Brasil passou na tultima
década geraram uma crescente preocupagdo com a preservacdo dos recursos ambientais
dentro de diversos setores da sociedade. O maior desafio no futuro ¢ fazer com que este
crescimento se dé de forma sustentavel e que envolva o minimo possivel de degradagao
ambiental. Nos ultimos anos de governo federal foi desenvolvido o PAC - Programa de
Aceleracao do Crescimento que previu investimentos macicos em projetos de infra-estrutura
entre 2007 e 2010. So6 para area energética o total estimado foi de R$ 274,8 bilhdes

(http://www.brasil.gov.br/pac/investimentos/). Aliado a esse crescimento econdmico esta o

desenvolvimento industrial que t€ém aumentado consideravelmente a demanda de agua e
energia nas grandes cidades brasileiras (Tucci et al. 2001). Aproximadamente 75% da
energia produzida no pais sao de origem Hidrelétrica (ANEEL), isso ¢ devido principalmente
ao alto potencial hidrelétrico dos rios do pais. Até 2008, existiam 829 usinas hidrelétricas
instaladas gerando mais de 77.000MW, 87 em fase de construgdo, além de aproximadamente
228 projetos de usinas ja outorgados (ANEEL 2010). Segundo o PAC, a regido com o maior
numero de novas usinas hidrelétricas previstas ¢ a regido norte do pais. Essa regido ¢
mundialmente conhecida como portadora de um dos maiores recursos hidrologicos do
mundo e detém, também, grande potencial hidroenergético. As bacias hidrograficas

planejadas para a construgdo sdo as dos rios Tapajos, Aripuand, Trombetas, Juruena,



Araguaia, Sucunduri, Branco, Jari, Itacaiunas, Jatapu, Madeira e Xingu

(http://www.brasil.gov.br /pac/investimentos/).

Embora obras de infra-estrutura como as usinas hidrelétricas sejam realmente
importantes para o desenvolvimento econdmico, os impactos ambientais que a instala¢ao das
barragens associadas a estes empreendimentos sdo bastante severos. O efeito primario
observado nos locais onde sdo construidas represas ¢ o declinio das populagdes de peixes,
causado por uma mudanga no ambiente de l6tico para 1éntico (Neraas e Spruell. 2001). Essa
mudanga elimina ambientes naturais do rio, tais como corredeiras e corregos, os quais sao
utilizados por muitas espécies migratorias como locais de desova, podendo causar sérios
impactos a estas espécies (Baumgartner et al. 2004, Clarke et al. 2007, Yan et al. 2008).
Além disso, podem influenciar o padrdo de migragdo de diversas espécies uma vez que agem
como uma barreira fisica (Gosset et al. 2006). Essas barreiras causam fragmentacao,
poluicdo e degradacdo de habitats aquaticos, acarretando, em alguns casos, na perda de
populagoes inteiras de peixes (Hedrick e Miller 1992; Godinho ¢ Godinho, 1994; Northcote
1995; Meldgaard et al. 2003,), além de promover a alteracdo da composicdo da fauna
(Loureiro-Crippa e Hahn 2006), bem como alterar a riqueza de espécies, diversidade e
equitabilidade dos sistemas (Mol et al. 2007). Estas mudancgas na qualidade da 4gua causam
alteragcdes na disponibilidade de recursos alimentares das espécies residentes mudando a
composicao da dieta, podendo promover uma extensa alteracdo na cadeia trofica (Albrecht e
Pellegrini-Caramaschi 2003; Godinho e Godinho 2003; Mérona et al. 2003; Loureiro-Crippa
e Hahn 2006).

Existem alguns estudos na literatura que objetivaram a geragdo de informagdes sobre
o impacto genético da fragmentagdo populacional em populagdes de peixes (Neraas e
Spruell, 2001; Meldgaard et al. 2003; Laroche ¢ Durand, 2004; Nguyen et al. 2006 ¢ Nguyen

2008). A estruturacdo genética encontrada nos isolados populacionais estaria ligada a



interrupgdo do fluxo genético, deriva genética resultantes do isolamento. Mas também sob a
influéncia de fatores historicos como alteragdes temporais no nivel do mar, extingdes locais e
gargalos populacionais. A fragmentac¢do de populagdes pode causar um aumento na deriva
genética que eventualmente gera uma alteragdo da frequéncia e perda de alelos na populagao,
(Hedrick e Miller, 1992). A reducdo na heterozigosidade consequentemente aumenta a
exposicao de alelos recessivos deletérios (Frankham et al. 2004). Estes fatores podem afetar
de forma drastica uma populacdo, principalmente aquelas de tamanho reduzido nas quais
esses efeitos sdo sentidos mais rapida e severamente. Nestes casos, ocorre a diminuigdo da
adaptabilidade e reducdo do potencial evolutivo. Em particular, a fragmentagdo da
distribuicdo de populagdes de peixes causada por barragens pode levar ao declinio de
populagdes locais em poucas geragdes (Jager et al. 2001, Neraas e Spruell 2001, Fagan et al.
2002, Morita e Yokota 2002, Fagan et al. 2005). Para sobreviver, as populagdes de seres
vivos precisam adaptar-se a essas mudancas repentinas.

No Brasil, o estudo de Lopes et al. (2007) com Salminus brasiliensis, utilizando
RAPD, ndo encontrou diferenciacdo genética em suas populagdes a montante e a jusante das
barragens de Canoas I e Canoas II, que possuem escadas para peixes conectando as
populagoes. Carvalho-Costa et al. (2008) encontraram o mesmo padrao para populacoes de
Prochilodus costatus na regido da represa de Trés Marias no rio Sdo Francisco utilizando
marcadores microssatélites. Entretanto um estudo utilizando RAPD foi feito na mesma
regido para avaliar a estruturacdo de populagdes de P. argenteus, e as populagdes estudadas
manifestaram estruturacdo (Hatanaka et al. 2006).

Apesar desses esfor¢cos o conhecimento produzido ainda € escasso, principalmente no
hemisfério Sul. Dessa forma, mais estudos objetivando nogdes substanciais a este respeito se

fazem necessarios. Tendo isso em vista foram escolhidos dois rios pertencentes a duas



grandes bacias hidrograficas brasileiras, Os rios Sdo Francisco e Tocantins para a realizacao
deste estudo.

O Rio Sao Francisco ¢ um rio de planalto e sua bacia corre em sentido sul/norte e tem
limite ao sul com a Serra da Canastra e Serra das Vertentes. A oeste tem como limite a Serra
da Mata da Corda e dos altos Chapaddes Goianos, enquanto a leste a serra do Espinhaco que
constitui a espinha dorsal que liga as serras do Quadrilatero e da Chapada Diamantina,
estendendo-se até o norte da Bahia (Godinho ¢ Godinho, 2003).

Dos aproximadamente 3.000.000 ha de reservatorios instalados no Brasil, perto de
23% estdo localizados no rio Sdo Francisco. As seis maiores usinas hidrelétricas da bacia
estio em seu curso principal. Sdo elas: Trés Marias, Sobradinho, Itaparica, Moxoto,
Complexo Paulo Afonso e Xingd. Apenas a primeira se encontra no primeiro ter¢o do rio,
enquanto as demais estdo localizadas em seu terco final. Estas usinas hidrelétricas possuem
capacidade instalada de 7.902 MW e inundaram uma 4area de aproximadamente 6.250 km?.
Somente a represa de Sobradinho ¢ responsavel por uma area de 4.214 km? (Godinho ¢
Godinho, 2003). Existem ainda mais seis usinas construidas em seus tributdrios (Carolsfeld,
et al. 2004). Alguns desses represamentos t€m mais de trinta anos e causaram uma grande
redu¢do no contato entre as populagdes de peixes residentes na bacia, principalmente os
peixes migratorios.

Na regido de Pirapora, a pesca no Sdo Francisco caiu de 11,3 kg pescador/dia para
aproximadamente 3 kg pescador/dia, entre 1997 e 1999. Algumas das espécies de interesse
comercial no Rio foram declaradas como possivelmente ameagadas apo6s o declinio da pesca
no alto Sao Francisco a jusante da barragem de Trés Marias (Godinho e Godinho, 2003)

A Dbacia dos rios Tocantins-Araguaia ¢ responsavel pela drenagem de
aproximadamente 11% do territério brasileiro. E a segunda maior bacia localizada neste

territorio e se estende por aproximadamente 967.000 km? envolvendo os estados de Goias,



Mato Grosso, Tocantins, Maranhdo, Pard e o Distrito Federal (ANA, 2009). A bacia do
Tocantins-Araguaia apresenta uma vazao média de 13.799 m?/s (7,7% do total do pais) e é a
segunda do pais, ficando atras apenas da bacia Amazdnica (ANA 2009). A nascente do rio
Tocantins esta situada no Planalto de Goias (a cerca de 1.000 m de altitude), ¢ considerado o
3° maior do pais em extensdo (com 2.640 Km). O rio Tocantins apresenta uma particular
fisiografia que contribui para tornar a UHE de Tucurui a maior usina por capacidade
instalada totalmente no pais e uma das cinco maiores do mundo, produzindo 8370 MW
(ANA, 2009).

Apoés a construgcdo da barragem de Tucurui, profundas alteragcdes foram observadas
na ictiofauna e na pesca local. De acordo com Santos e Mérona (1996), populacdes de peixes
a jusante dessa barragem desapareceram, acontecendo o mesmo com as espécies migradoras
dentro do reservatorio. Concomitantemente, populacdes de outras espécies sofreram
explosdes demograficas na area represada, e.g. piranhas, tucunarés e maparas.

A familia Prochilodontidae (Characiformes) ¢ composta por 21 espécies distribuidas
em trés géneros, Prochilodus, Semaprochilodus e Ichthyoelephas, muitas das quais
representam importante recursos pesqueiros (Castro e Vari, 2004; Moyer et al. 2005). As
espécies que compdem o género Prochilodus sdo reconhecidamente especializadas em
detritivoria, e possuem vagilidade dentro das bacias onde ocorrem (Yossa e Araujo-Lima,
1998, Sivasundar et al., 2001). Algumas espécies desse grupo chegam a representar 50 a
60% da biomassa em alguns rios (Taphorn, 1992). Elas ainda possuem excelente capacidade
de adaptacdo a diferentes ambientes aquaticos, facilidade de fecundacdo artificial, manejo,
regime alimentar, entre outros fatores (Maia et al. 1999). Essas caracteristicas os tornam
também alvo de atividades de cultivo em algumas regides do Brasil. Prochilodus spp

habitam ambientes lacustres e rios para reproducdo, alimentagcdo e dispersao, seguindo o



regime de sazonalidade dos rios das regides em que habita e sdo classificadas como espécies
migradoras (Castro e Vari, 2004).

Prochilodus argenteus, Agassiz 1829 ¢ endémico do Rio Sdo Francisco (Castro e
Vari, 2004), sendo uma das espécies mais importantes para a pesca nesta bacia (Hatanaka e
Galetti Jr, 2004). Prochilodus nigricans Agassiz, 1829 € encontrada na regido centro norte
do Brasil, nas bacias do Amazonas e Tocantins, bem como no noroeste da América do Sul
(Castro e Vari, 2004). Esta espécie estd dentre as espécies de caracideos mais importantes da
varzea Amazonica. (Mota e Rufino, 1997).

Esses peixes sdo conhecidos por sua natureza migratéria que acarreta em extensa
distribuicdo geografica espacial. O reflexo disso, é que, das 21 espécies da familia 13
pertencem ao género Prochilodus (Turner et al. 2004). Sua distribui¢@o se da por quase todas
as bacias hidrograficas da América do Sul e consiste em um elemento dominante na estrutura
de suas comunidades e tem importancia crucial da conservagdo dos ecossistemas onde sao
encontrados (Hatanaka e Galetti Jr, 2004). Por serem migratorios e possuirem extrema
vagilidade intrabacia, ¢ possivel supor que as diversas populagdes ao longo de uma bacia
hidrografica estejam naturalmente em panmixia (Sivasundar et al., 2001).

Espécies de Prochilodus foram escolhidas neste estudo por serem migradoras, o que
em teoria favorece o fluxo genético entre suas populacdes. O objetivo principal do estudo foi
avaliar se as barragens causaram diferenciagdo genética entre os fragmentos populacionais
de P. argenteus e P. nigricans nos rios Sdo Francisco e Tocantins. Para isso foi calculada a
variabilidade genética e estimado o fluxo genético dentro e entre as duas populagdes de
Prochilodus coletados em nove pontos do curso do Rio Sdo Francisco, e a montante ¢ a
jusante da Hidrelétrica de Tucurui no rio Tocantins. O marcador molecular utilizado foi a

regido controladora do DNA mitocondrial (D-loop).



MATERIAL E METODOS

Coleta do material
Sao Francisco

O material bioldgico necessario para a realizacdo do trabalho foi coletado na bacia do
sdo Francisco entre abril de 2007 e outubro de 2008, com a ajuda de colaboradores. As
amostras, em sua maioria arcos branquiais e nadadeiras, foram preservadas em tampao
DMSO/EDTA (Seutin et al. 1991). As quatro regides da bacia do Sao Francisco, alto,
central, sub-central e baixo Sao Francisco (Carolsfeld et al. 2004), foram subdivididas em 9
trechos (Figura 1) dos quais obtivemos 20 individuos por trecho. Buscou-se contemplar
regides sempre & montante e a jusante das principais barragens ao longo do curso do Rio Séo
Francisco (Tabela I) para que o efeito da presenca das mesmas na estruturacdo das
populacdes de Prochilodus argenteus estudadas pudesse ser melhor avaliado. Os trechos
amostrados foram os seguintes: 1. Montante de Trés Marias (no lago de Trés Marias — MG);
2. Jusante de Trés Marias (entre as cidades de Trés Marias e Januaria — MG); 3.Montante de
Sobradinho (na regido de Bom Jesus da Lapa — BA); 4. Lago de Sobradinho; 5. Jusante de
Sobradinho (entre as cidades de Juazeiro - BA e Petrolina - PE); 6. Montante de Itaparica (no
lago da represa de Itaparica); 7. Jusante de Itaparica (entre as hidroelétricas de Itaparica e
Paulo Afonso); 8. Montante de Xing6 (entre as hidrelétricas de Paulo Afonso e Xingo); e 9.
Jusante de Xing6 (entre Xingd e a foz do rio) (Tabela II). No total foram obtidas 130

amostras no Rio Sido Francisco.

Tocantins
A coleta dos espécimes foi realizada a montante ¢ a jusante da UHE de Tucurui

(Figura 2). As amostragens iniciais foram feitas com o auxilio de pescadores locais em duas



regides a montante da UHE de Tucurui: Pucurizinho e Funai. Posteriormente foram
realizadas coletas em uma localidade a jusante da UHE de Tucurui: Bacuri (proximo ao
municipio de Baido). Grande parte das amostras foi adquirida em mercados locais (Mercados
Municipais de Tucurui e de Baido), animais com procedéncia conhecida. Os espécimes
foram devidamente processados no Laboratério de ictiologia do Centro de Protecdo
Ambiental da Eletronorte (CPA) (Tabela III). As amostras, em sua maioria arcos branquiais

e nadadeiras, foram preservadas em tampao DMSO/EDTA (Seutin et al. 1991),.

Procedimento Molecular

A Extracdo do DNA total das amostras foi efetuada utilizando-se o robd iPrepTM
(InvitrogenTM), com o uso do iPrepTM ChargeSwitchR gDNA Tissue Kit, conforme
orientagdes do fabricante (InvitrogenTM). A regido do DNA mitocondrial escolhida para
realizacdo do estudo foi o D-Loop, ou regido controladora, que varia entre cinco e dez vezes
mais rapidamente que o DNA nuclear (Brown et al. 1979). Esta regido foi amplificada com o
auxilio dos primers xira F1 e xira R1 (Tabela IV), desenvolvidos no laboratério
especificamente para espécies de Prochilodus, em reagdes em cadeia da Polimerase (PCR)
(Mullis e Faloona, 1987). Esses fragmentos possuem aproximadamente 400 pares de base.
As PCR foram feitas em termocicladores Eppendorf™ (Personal Thermocycler). As reagdes
foram feitas para um volume final de 25 pl onde as concentragdes finais dos reagentes foram
ajustadas para 2 pM de cada primer , 0,4 mM de dNTP, 3 mM de MgCl, 2,5 U de Taq
polimerase, tampao (buffer) 1x, e aproximadamente 2 ng/ul de DNA. A Reagao foi feita com
35 ciclos. Cada ciclo teve as seguintes temperaturas de desnaturag@o, anelamento e extensdo,
respectivamente: 94°C por 45 segundos, 62°C por 45 segundos e 72°C por 60 segundos. Na
desnaturagdo inicial (Primeiro ciclo) foi mantida a temperatura de 95°C por 4 minutos ¢ na

extensdo final (ultimo ciclo), utilizou-se a temperatura de 72°C por 5 minutos.



Uma fragdo do produto da PCR foi depositada em gel de eletroforese e visualizada,
com o auxilio de coloragdo em brometo de etidio, em camara com luz ultravioleta (Vilber
Lourmat®) para confirmacdo da amplificagdo do fragmento desejado. Amplicons foram
purificados com o Kit Montage — Life science kits (Millipore™) e utilizados para o
seqiienciamento das duas fitas do fragmento desejado com o kit Big Dye v3 (Applied
Biosystems”™). As amostras resultantes foram seqiienciadas em um seqiienciador ABI3130.

Todas as sequéncias foram editadas no programa STADEN (Staden, 2006).

Identificacao molecular

A identificagdo morfologica dos individuos coletados no rio Sdo Francisco
evidenciou a ocorréncia de duas espécies de Prochilodus, P. costatus Valenciennes, 1850 ¢
P. argenteus Agassiz 1829. Sendo assim, a determinag@o especifica dessas linhagens foi
realizada utilizando o fragmento da Citocromo oxidase I (COI). As reacdes foram feitas para
um volume final de 25 pl onde as concentragdes finais dos reagentes foram ajustadas para 2
uM de cada primer , 0,4 mM de dNTP, 3 mM de MgCl, 2,5 U de Taq polimerase, tampao
(buffer) 1x, e aproximadamente 2 ng/pul de DNA. A Reacdo foi feita com 35 ciclos. Cada
ciclo teve as seguintes temperaturas de desnaturacdo, anelamento e extensdo,
respectivamente: 94°C por 45 segundos, 66°C por 45 segundos e 72°C por 60 segundos. Na
desnaturagdo inicial (Primeiro ciclo) foi mantida a temperatura de 95°C por 4 minutos € na
extensao final (ultimo ciclo), utilizou-se a temperatura de 72°C por 5 minutos. Isso foi feito
para evitar a ma interpretagdo dos dados populacionais obtidos com as sequéncias de D-
Loop. Essa identificacido baseou-se na reconstrucdo do relacionamento filogenético dos
individuos amostrados, como sugerido pela metodologia de codigos de barra de DNA
(Hebert et al.2003). Todas as sequéncias obtidas foram alinhadas manualmente ou com

auxilio do programa Clustal W (Thompson et al. 1994). As regides com alinhamento



ambiguo foram omitidas das analises. A arvore filogenética que orientou a determinacao
especifica dos espécimens foi obtida através do método de maxima verossimilhanga,
utilizando o programa Paup* (Swofford 2000) através do portal online Cipres

(http://www.phylo.org /portal/Home.do). O modelo de evolucdo utilizado foi calculado

utilizando o Mrmodeltest (Posada ¢ Crandal, 1998) e o escolhido foi o HKY+I+G.

Genética Populacional

As sequéncias obtidas foram alinhadas no programa Clustal W versao 1.4 (Thompson
et al.,, 1994) e conferidas visualmente no programa Bioedit versdo 7.0.5.2 (Hall 1999). A
Andlise de Varianica Molecular (AMOVA), a estatistica F e a andlise das diferencas
pareadas - Mismatch distribution (Slatkin e Hudson 1991; Rogers e Harpending 1992) -
foram realizadas com o auxilio do programa Arlequin (Excoffier et al. 2005). A
quantificagdo dos haplétipos foi feita por contagem direta e a diversidade dos nucleotideos
foi calculada como sendo a probabilidade de que dois nucleotideos homologos selecionados
ao acaso sejam diferentes entre si (Tajima 1983, Nei 1987). A quantidade de dados faltantes
por sitio permitida foi de 0,05. A diversidade das populacdes estudadas foi analisada
separadamente para cada populacdo e com todas as populacdes agrupadas. Insergdes e
delecdes foram consideradas com pesos idénticos.

Uma rede de haplotipos foi construida, com o auxilio do programa TCS versao 1.21
(Clement et al. 2000), para visualizar o relacionamento destes, bem como o modo pelo qual
estes haplotipos estdo distribuidos entre as populacdes. O programa utiliza analises
estatisticas fundamentados pelo critério de parcimdnia para estimar as genealogias de DNA
(95%).

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) foi realizada para testar a existéncia de

estruturacao genética dentro e entre as populacdes analisadas. A matriz de distancia foi
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calculada através do método de distdncia pareada entre haplotipos (“pairwise difference”)
com o numero de permutacdes igual a 10.000. O indice de fixagdo (Fsr) foi calculado como
sendo analogo ao 0,, e sua significancia foi calculada também através de 10.000
permutagdes.

A andlise da distribuicdo de diferencas pareadas busca reconstruir o passado
demografico das populacdes estudadas. Esta analise ¢ baseada na distribui¢do de frequéncia
do numero de diferencgas observadas quando todos os haplotipos sdo pareados. A distribuigdo
destas diferencas apresenta padroes graficos relacionados a diferentes passados
demograficos. Popula¢des originadas recentemente (efeito fundador) ou que sofreram um
gargalo populacional severo tendem a ter uma distribui¢do proxima a zero. Isso porque
poucos hapldtipos mantém-se apods tais efeitos (Frankham et al. 2004) estes por sua vez,
quando pareados, exibem poucas diferencgas entre si numa populagdo recentemente formada.
Distribuigdes bi-modais sdao relacionadas a populagdes que anteriormente ndo estavam
desconectadas ou a gargalos populacionais menos severos com baixa reducao de diversidade
(Frankham et al. 2004). Distribuicdes que apresentam carater unimodal representam
populagoes que estao crescendo em ritmo exponencial (Frankham et al. 2004).

Trés parametros sao estimados a partir das curvas de mismatch, 6o, 01 ¢ 1. Estes
parametros sdo dados pelas equagdes: 0, = 2Nou, 0; = 2Nju, e T = 2ut, t representa 0 nimero
de geracdes que uma populagdo inicial de tamanho efetivo N, vem a ter um tamanho Ny, e u
¢ a taxa de mutacdo estimada para todo o hapldtipo. A curva que representa a distribuicao
das diferencas entre os haplotipos ¢ deslocada para a direita a partir do momento em que o
numero de geracdes aumenta. O extremo da curva ¢ definido pelo t, ou seja, se a curva se
desloca a uma taxa 2u, entdo o extremo estard a T = 2ut depois de t geragdes. Sendo assim,
quanto mais proxima a curva estiver do eixo Y, mais recente sera a populacdo € quanto mais

afastada, mais geragdes t deverao ter se passado.
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Os testes de neutralidade de Tajima D (1989) e Fu Fs (1997) buscam testar o
equilibrio entre a perda de alelos por deriva e a entrada de novos alelos por mutagdo em uma
populacdo. Estes testes sdo baseados no modelo de sitios infinitos (“infinite-site model”) e
implicam em ndo recombinacdo, sdo usados largamente para analises populacionais que
envolvam seqiiéncias de pequenos fragmentos de DNA. O teste de Tajima compara duas
estimativas independentes do parametro de mutacdo 6. A primeira estimativa ¢ obtida através
do numero de sitios polimorficos e a segunda, a partir da média das diferencas entre os
nucleotideos quando comparadas as sequéncias. Ja o Fs de Fu compara o numero observado
de alelos com o nimero de alelos esperados se a populagdo se mantivesse constante. O Fs
tende a ser negativo quando existe um acumulo de mutagdes recentes.

Com o auxilio do alinhamento de sequéncias de D-loop das espécies de Prochilodus
lineatus (bacia do Parand); P. argenteus e P. costatus (Bacia do Sdo Francisco); e P.
nigricans (bacia do Tocantins) realizou-se uma andlise filogenética com o Programa BEAST
(Drummond e Rambaut, 2007) baseado em Bayesiana MCMC (Markov Chain Monte-Carlo)
para a analise de seqiiéncias moleculares. Essa andlise filogenética mostrou o relacionamento
entre um grupo formado pelas espécies P. argenteus do Sao Francisco e P. lineatus do
Parané e outro grupo formado pelas espécies de P. costatus do Sdo Francisco e P. nigricans
do Tocantins (Figura 3). A partir disso foi calculado o reldgio molecular mais adequado para
a evolucdo molecular do D-Loop de Prochilodus, calibrado a partir de um evento de conexao
entre as bacias do Parana e Sdo Francisco (Montoya-Burgos, 2003), datada entre 5,7 e 6,4ma
utilizando protocolo de andlise do pacote BEAST (Drumond e Rambaut, 2007).

Para a analise de crescimento populacional foi utilizada a teoria de coalescencia, que
busca tracar a partir dos dados haplotipicos atuais uma genealogia que leve ao ancestral
comum mais recente (MRCA- Most recent comon ancestor), revelando assim a historia

evolutiva das populagdes analisadas registrando eventos de retracdo e expansdo

12



populacionais ao longo do tempo. Para a confeccdo dos graficos Bayesian Skyline foi
utilizado o programa TRACER. Os Skyline Plots gerados pelo programa sio representagoes
graficas da variacdo temporal das populagdes estudadas. A andlise foi repetida seis vezes
com todas apresentando o mesmo padrdo de resultado. O comprimento de cadeia utilizado
foi de 30.000.000. O modelo foi calculado utilizando o Mrmodeltest (Posada ¢ Crandal,

1998) e o escolhido foi o HKY+I+G.
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RESULTADOS

Sao Francisco

O alinhamento dos fragmentos de COI gerou dois grupos distintos de sequéncias que
demonstraram conter mais semelhancas entre si do que entre elas. Comparando as duas
arvores filogenéticas geradas pelo D-Loop (metodologia geral do estudo) e o COI, o grupo
de sequéncias divergentes que resultava na retirada do menor nimero de individuos
amostrados foi excluido das andlises. Esse grupo corresponde aos individuos identificados
como P. costatus. Assim, as analises populacionais subseqiientes foram realizadas apenas
com os individuos determinados como sendo de P. argenteus.

A regido do DNA mitocondrial D-Loop foi amplificada de um total de 113 individuos
de P. argenteus. Os fragmentos foram editados, cortando-se os mais longos, para formar uma
matriz de dados homogénea que resultou em 130 fragmentos portando 391 nucleotideos.

O alinhamento das sequéncias de D-loop de P. argenteus analisadas demonstrou a
presenca de 96 sitios polimorficos, 109 substitui¢des (sendo 91 transi¢des e 18 transversdes)
e 2 “indels”. A diversidade de nucleotideos encontrada para todas as seqiiéncias agrupadas
foi de 2,5% (Tabela V). A diversidade de nucleotideos dentro das subpopulagdes variou
entre 1,8% e 2,7%. Nos pontos 5 ¢ 7 apenas um e dois individuos respectivamente foram
capturados, e apenas um haplotipo por localidade foi detectado (0% de diversidade). A
freqiliéncia relativa de nucleotideos estimada foi C: 20,17%, T: 32,77%, A: 38,16%, G: 8.9%.
A analise dos fragmentos de DNA revelou a existéncia de 92 haplotipos diferentes entre os 9
locais de coleta, com o niimero de haplétipo por localidade variando entre 1 e 20 haploétipos.
Analisando cada ponto verificamos entre 19 e 50 sitios polimorficos entre os haplétipos

quando comparados
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Visualizando a rede de haplotipos (Figura 4), pode-se perceber a auséncia de
dominancia de um haploétipo sobre os demais. As frequéncias relativas dos haplétipos
quando agrupadas as subpopulacdo sdo bastante baixas, entre 0,0088 e 0,035, pois poucos
dos 90 haplotipos apareceram mais de uma vez dentre os trechos amostrados, nunca
superando quatro repeticdes. Mesmo haplotipos coletados em regides separadas por mais de
1.500 quilometros formaram agrupamentos proximamente relacionados.

O Fsr estimado para a populagdo de P. argenteus foi de 0,00413 (p=
0,62574+0,00492), um valor que sugere um alto fluxo génico entre as subpopulagdes ¢
auséncia de estruturacdo. Os resultados da AMOVA (p= 0,42059+0,00488) demonstraram
que existe consideravelmente mais variacdo dentro das subpopulagdes do que entre elas com
percentagens de 100,41% e -0,41%, respectivamente (Tabela VI).

A analise distribuicdo das diferencas pareadas mostrou um padrdo unimodal, com a
curva em formato de sino (Figura 5) sugerindo P. argenteus no rio Sao Francisco encontra-se
em expansao populacional. Os valores de D (-1,625; p=0,022) e Fs (-24,541; p=0,000) foram
negativos para todas as populacdes locais de P. argenteus agrupadas e reforca a existéncia de
recente expansdo populacional em P. argenteus (Tabela VII). Baseado na taxa de mutagao
para o D-loop para Prochilodus calculada nesse estudo (0,0073 mudancas/sitio/ma), os
resultados da reconstrucdo Bayesiana da historia demografica por Skyline (Figura 6)
corroboram com a conclusdo das analises de distribui¢do das diferencas pareadas as quais
sugerem que a populacdo do Sao Francisco encontra-se em expansao populacional constante

nos ultimos 1,75 ma, com um ligeiro aumento nos ultimos 250.000 anos.

Tocantins
Ao todo, 100 espécimes de P. nigricans foram analisados, sendo 50 de cada trecho

amostral. O produto do sequénciamento resultou em 396 pares de base da regido D-loop.
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Notavelmente, um dos individuos coletados a montante da UHE de Tucurui apresentou um
evento de inser¢do de 106 pares de base compostos por sequéncias repetidas em tandem,
gerando um fragmento com 506 pares de base.

No total, 50 haploétipos foram revelados pelo alinhamento, divididos entre os pontos
amostrados. Os hapl6tipos s@o resultantes de 61 loci polimorficos com 64 substituicdes,
sendo 44 transicoes ¢ 20 transversdes. Todos os loci foram utilizados na analise; nenhum
teve mais de 0,05 de dados faltantes (“missing data”). A freqiiéncia estimada da composi¢ao
de nucleotideos foi: A = 32,37%; T = 39,02%; ¢ G = 20,17%; C = 8,47%. A variabilidade
genética entre as seqiiéncias foi relativamente alta e a diversidade nucleotidica de todas as
seqiiéncias foi de 1,33% (Tabela VIII). Os espécimes coletados a montante da UHE de
Tucurui apresentaram no total 32 hapldtipos, enquanto os representantes a jusante
apresentaram 29, sendo que destes, 11 foram compartilhados entre as duas regides.

A rede de haplotipos (Figura 7) construida para P. nigricans evidencia uma auséncia
de dominancia na relagdo inter-haplotipica. Apesar disso, € possivel reconhecer a presenga
de alguns haplotipos que apresentaram maior frequéncia. Entretanto, o fragmento mais
frequente ndo superou 12,5% (12 individuos), o segundo mais frequente representou 9,3% (9
individuos) e o terceiro 8,3% (8 individuos). Os demais fragmentos ndo chegaram a 4% nas
populagdes, entre 1 e 3 individuos amostrados. Estes trés haplotipos estdo presentes nos dois
trechos de coleta (Figura 7). A auséncia de uma linhagem genealdgica de haplotipos
exclusiva de um trecho ou de um conjunto de trechos amostrados sdo indicios de que existe
homogeneidade entre as populagdes analisadas.

A analise de estatistica F apontou a auséncia de estruturacdo entre as populacdes (Fst
=0,00115). Enquanto que os resultados da AMOVA (Tabela IX) mostraram a existéncia de
maior variancia dentro das populacdes do que entre as mesmas (p= 0,482+ 0,00439),

corroborando assim, a grande homogeneidade.
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A analise de distribui¢do das diferencas pareadas resultou em um padrio de
distribuicdo formado por uma curva levemente bimodal (Figura 8) com uma média das
diferencas pareadas de 5,28 e 10 nucleotideos. A maior frequéncia de pareamentos com
baixa variacdo entre os individuos mostra uma populagdo em expansdo recente. Ao mesmo
tempo em que o aparecimento de uma segunda moda, sugere o contato de populagdes
anteriormente separadas.

Os valores negativos dos testes de neutralidade D (-1,773; p=0,012) e Fs (-24,831;
p=0,000) (Tabela X) corroboram a idéia de expansdo populacional recente das populagdes de
P. nigricans analisadas (Fu 1997, Tajima 1989). Prochilodus nigricans é uma espécie
reconhecidamente migradora (Castro e Vari, 2004), o que favorece a conexdo e a
homogeneidade entre as diferentes populagdes no curso de um rio (Sivasundar et al. 2001).

A reconstrucdo Bayesiana por Skyline das populagdes do Tocantins (Figura 9) tal
como as populagdes de P. argenteus do Sdo Francisco, corroboram com a conclusdo das
analises de distribui¢ao das diferengas pareadas que mostram um padrio de expansdo
populacional recente. No Tocantins, foi detectada uma expansao populacional mais antiga,
que ocorreu ha aproximadamente 750 mil anos e¢ a expansdo recente, num periodo

semelhante aquele de P. argenteus, ¢ ligeiramente mais abrupta.
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DISCUSSAO

Analises moleculares

A alta variabilidade genética encontrada em ambas as espécies estudadas nos Rios
Sao Francisco e Tocantins ¢ esperada para a regido controladora do DNA mitocondrial, tanto
quando levamos em conta o nimero de haplotipos, quanto a diversidade nucleotidica
(Bremer et al. 1997, Rocha-Oliveira et al. 2000, Sivasundar et al. 2001, Martins et al. 2003).
Essa diversidade esta intimamente ligada a alta taxa de mutagdo apresentada pelo D-loop
quando comparado a outras regides do DNA mitocondrial ¢ mesmo ao DNA nuclear. Esta
caracteristica reflete o fato de que a regido em questdo nao ¢ codificadora, mantendo uma
funcdo estrutural, que favorece ao acimulo de mutagdes neutras beneficiando amplamente
estudos de genética populacional. (Zhang et al. 2003; Mcphee et al. 2008; Yan et al. 2008;
Nazia et al. 2010). Entretanto o fragmento ¢ igualmente utilizado para reconstrucdes
filogenéticas de grupos mais apicais, como de membros de Sinodontis e Thunnus (Bremer et
al. 1997; Koblmuller et al. 2006).

Apesar de raro nas amostras do presente estudo, heteroplasmia por indel € um evento
relativamente comum em peixes. Trata-se de uma heteroplasmia por diferenca de tamanho,
i.,e. um polimorfismo intraespecifico e intraindividual que frequentemente ocorre em
populagdes naturais (Fumagalli et al. 1996; Mundy et al. 1996). E considerada um estagio
transitorio para fixagdo de sequéncias alternadas ao longo de diferentes linhagens, sendo rara
no caso de mutagdes pontuais (Brown et al. 1992). Assim como ocorre em P. nigricans, €
mais frequentemente observada em estruturas repetidas em tandem localizadas na Regido
Controladora do DNA mitocondrial (D-loop) (Moritz et al. 1987; Rand 1993), podendo
persistir por muitas geragdes (Solignac et al. 1983; Harrison et al. 1985), uma vez que ¢

capaz de formar estaveis hairpin loops (Rand e Harrison 1989; Buroker et al. 1990; Mignotte
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et al. 1990; Wilkinsonan e Chapman 1991). Buroker et al. (1990) sugere que estas estruturas
promovem uma alta taxa de mutagdes recorrentes, representando o processo fundamental
para manutencdo dessas heteroplasmias em face a tendéncia de rapida segregacdo para
elimina-las.

A auséncia de diferenciacdo de populacdes a jusante e a montante das barragens nao
parecem associadas a uma hipotética inadequacdo do marcador (D-LOOP) a esse tipo de
evento. Kawamura et al. (2006) puderam detectar para este fragmento eventos de deriva
genética em populagdes de Lepomis macrochirus recentemente isoladas do pool genético
original. Por outro lado, essa auséncia de estruturacdo também ndo pode ser vista como
evidéncia de auséncia de impacto genético nas espécies estudadas associadas as barragens de
hidrelétricas.

O fato de termos encontrado haplétipos iguais em trechos muito distantes uma da
outra do rio Sao Francisco (trecho 1 e trecho 9), corrobora com o estudo de Sivasundar et al.
(2001) que registrou padrao semelhante para P. /ineatus na Bacia do Rio Paranid. Nesse
estudo, individuos distantes 1.816 km possuiam o mesmo hapldtipo. O autor relaciona esse
padrdo com o alto poder de deslocamento migratorio em Prochilodontidae, capazes inclusive
de superar corredeiras e quedas. Entretanto Godinho e Kynard (2006), propuseram que
juvenis de Prochilodus argenteus ja demonstraram capacidade de deslocamento sentido
montante para reencontrar os parentais, apos o deslocamento dos estagios larvais rio abaixo.
Este padrao sugere que ndo descartemos a possibilidade de que a migra¢do dos jovens possa
agir na manutencdo do fluxo genético populacional. Neste mesmo trabalho os autores
sugerem que exista homing reprodutivo em Prochilodus, onde adultos de determinada
populagdo voltariam para os sitios reprodutivos desta populagdo. Porém o modelo proposto
por Godinho e Kynard sugere que exista sobreposicdo entre os sitios reprodutivos, o que

sugere outra forma de conexao entre diferentes populagdes.
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Inércia Genética

Mesmo que o resultado desse estudo (e de outros semelhantes) sugira conectividade
continuada entre as subpopulagdes, ndo ha escadas ou outro mecanismo de conexdo entre as
regides a montante e a jusante das barragens no Rio Sao Francisco e em Tucurui. Entretanto
o resultado do presente estudo pode ser associado a uma qualidade que podemos denominar
de inércia genética das populagdes. A auséncia de sinal detectavel de estruturacdo das
populagdes de Prochilodus spp. nesses sistemas refletiria cenarios (interagdo de parametros)
que inibem ou retardam eventos de deriva genética. Isso se deveria as caracteristicas da
espécie (historia, biologia, distribuicdo e comportamento), do sistema fluvial (area,
estabilidade, uniformidade ambiental) e das caracteristicas dos represamentos (idade,
presenca de sistemas de transposi¢do). Entretanto ndo se deve descartar a possibilidade de
que adultos ou juvenis esporadicamente sejam capazes de passar pelas turbinas nas
barragens. Nesse caso um numero freqiiente de migrantes conectando as populagdes seria
capaz de manter o fluxo genético entre os fragmentos populacionais, e suavizar os efeitos da
fragmentagao.

Por possuirem um tamanho populacional grande, bem como hébito migratorio, ¢é
esperado que as populagdes de Prochilodus estudadas exibam uma alta diversidade genética
e consequente elevado tamanho efetivo populacional, os quais diminuem o efeito da deriva
genética e a perda dessa diversidade (Turner et al., 2004). De fato, os valores de Theta
(Tabelas V e VIII) das populagdes nos dois casos estudados aqui parecem sugerir que as
mesmas possuem tamanhos efetivos suficientes para retardar os efeitos deletérios da
fragmentacdo associadas a construcao de barreiras artificiais.

Analisando os diversos aspectos abordados nesse € nos outros estudos alguns fatores

sdo proeminentes quando analisamos a fragmentagdo populacional. S3ao eles: tamanho
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populacional, tamanho do fragmento, tempo de geragdo da espécie e tempo em que as
populacdes foram separadas. Nos estudos onde foi observada estrutura¢do entre populagdes
fragmentadas (Neraas e Spruell, 2001; Meldgaard et al. 2003; Laroche e Durand, 2004;
Nguyen et al. 2006 e Nguyen 2008), os rios analisados sdo de pequeno porte, gerando
fragmentos muito menores do que os observados nesse estudo e o estudo de Zhang et al.
(2003) no rio Yangtze, onde ndo foi observada estruturacdo genética. Essa conclusdo ¢
especialmente significativa uma vez que a instalacdo de Pequenas Centrais Hidroelétricas
(PCH’s) esta sendo incentivada em ambito federal, estadual e municipal, em diversos rios de
pequeno e médio porte no Brasil. PCH’s sdo geralmente construidas em rios de menor
tamanho e frequentemente muito proximas umas das outras, se aproveitando de acidentes
geograficos locais, e acentuando o potencial efeito da fragmentagdo e alteragdo do fluxo
génico entre as populagdes resultantes a montante e jusante das barreiras.

Por outro lado nao se pode esquecer o tempo em que determinado fragmento ¢ gerado
e de como o tempo de geracdo de uma espécie influi sobre a extensdo do impacto na
estrutura genética das populagdes. Zhang et al. (2003) sugerem que a auséncia de
estruturacdo genética nas populacdes de esturjdo estudadas estd ligada ao longo tempo de
geracdo observado para espécie Acipenser sinensis (20 anos aproximadamente), e que o
gargalo populacional causado pela fragmentacdo seria observado em 3 ou 4 geragdes.
Entretanto, para as populacdes de Prochilodus analisadas aqui, a mesma falta de estruturacao
foi detectada para espécies com tempo de geracdo sete vezes menor em fragmentos tdo
grandes quanto o analisado no Yangtze.

Sendo assim quando isolamos a variavel tempo de implantacdo de uma barreira e a
comparamos com o tempo de geragdo de uma espécie podemos supor que espécies com
menor tempo de geragdo vao apresentar efeitos em sua estrutura genética mais rapidamente

do que espécies com maior tempo de geracdo. E esperado também que ao isolarmos a
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variavel tempo de geracdo e analisarmos o tempo da barreira o mesmo padrdo deve ser
observado para barreiras mais antigas. Com base nos nisso ¢ nos resultados apresentados
neste trabalho ¢ sugerido que o grau de alteragdo da estrutura genética de uma populacao
deve ser maior quando menores forem os fragmentos resultantes da introducao de barreiras
artificiais. E ainda, quanto maior o tempo de isolamento entre as populacdes estudadas e
quanto menor seu tempo de geragdo mais sensivel sera o impacto na estrutura genética destas
populacgdes.

Jager et al. (2001) propdem um modelo para o esturjdo (Acipenser transmontanus) no
rio Snake, onde o impacto na estrutura genética pela fragmentacdo da populacdo ficaria mais
severo a medida em que se aumentam o nimero de fragmentos e se agravaria em situagoes
onde houvesse perda do habitat natural com a formag@o do reservatério. Entretanto, em
situacdes onde porcdes significativas do fragmento possuem as caracteristicas necessarias
para a manuten¢ao da populagdo o impacto € semelhante a situagdes onde existe isolamento
sem a perda de qualidade do habitat. O que corrobora com dois estudos que avaliaram o
impacto da introdugdo da barragem de Ghezouba no curso do rio Yangtze por
aproximadamente 20 anos. O estudo de Zhang et al. (2003) com o esturjdo (Acipenser
sinensis), mostrou que o tamanho do trecho remanescente da fragmentacdo do rio foi
suficiente para a manutencdo da populacdo. Yan et al. (2008) estudaram a possivel alteragdo
da estrutura genética de Coreius heterodon no mesmo rio. O resultado encontrado foi de que,
apesar da queda dos niumeros populacionais, devido a alteracdo de areas de reprodugdo e do
numero de presas, a estrutura genética das populagdes a montante e a jusante foi a mesma.
Além disso, Zhang et al. (2003) indicam que a analise da genética populacional do esturjao
demonstrou maiores diferencas dentro das populagdes do que entre populagdes, tal como o

nosso estudo.
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Porém, o resultado mais relevante do modelo proposto por Jager et al. (2001) para
elaboracdo de estratégias de conservacdo de espécies, foi a importancia do balango entre a
migracdo montante/jusante entre os isolados populacionais. A assimetria entre os dois tipos
de migracdo gera perda de heterozigosidade nas populagdes entre as barreiras artificiais, por
causa da diminui¢cdo do tamanho populacional e a perda de diversidade subsequente a essa
diminui¢do que agravam a possibilidade de impactos mais severos nas populagdes de
cabeceira quando a migragdo para jusante supera a migracdo a montante (Jager et al. 2001).

No caso do rio S@o Francisco as barragens mais antigas produziram fragmentos com
grandes extensdes compreendendo populagdes de P. argenteus de tamanho proporcional.
Enquanto as barragens mais recentes produziram fragmentos de menor tamanho, em especial
na regido do médio e baixo S@o Francisco (vide Figura 1). No primeiro caso, as populagdes
resultantes teriam sido suficientemente grandes de maneira a conter ou adiar o
estabelecimento de alteragdes de frequéncia de haplotipos nas populagdes estudadas
decorrentes de deriva genética e os fragmentos resultantes seriam suficientemente
semelhantes ao curso natural do rio, reduzindo a possibilidade de diferenciagdo local por
selecdo. Corroborando as proposi¢des de Jager e colaboradores (2001). No segundo caso, a
formacdo de populagdes fragmentadas de menor tamanho ndo resultou em diferenciagdo
local provavelmente devido ao fato de que essas populagdes foram fragmentadas apenas
recentemente (i.e. em termos de tempos de geragdo da espécie de peixe em questdo).

De fato, o estudo de Kawamura et al. (2006) e de outros pesquisadores parecem
suportar a importancia dos parametros discutidos acima na previsdo dos impactos genéticos
de populagdes de peixes fragmentadas pela construgdo de barragens em sistema fluviais.
Hipoteticamente, o equilibrio entre tamanho do fragmento, o tamanho populacional
resultante o tempo de existéncia do barramento sdo fatores importantes na determinagao da

estrutura da populacao de peixes afetada (inércia genética).
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As populagdes de P. argenteus no Rio Sao Francisco e P. nigricans no Rio Tocantins
foram estudadas em diferentes escalas. Nove pontos ao longo de todo o curso do Sio
Francisco, e apenas dois pontos no Rio Tocantins. Mesmo com essa diferenca os mesmos
padroes de alta diversidade genética e distribuicdo haplotipica generalizada foram
verificados nas duas bacias. Seus resultados corroboram estudos anteriores que sugerem que
essa diversidade estaria ligada ao habito migratério e a abundancia de algumas espécies de
peixes de agua doce nos rios onde sdo encontrados (Ramella et al. 2006; Oliveira et al.
2009), entre elas as espécies de Prochilodus. Bay et al. (2004) sugerem que esse fendmeno
seja reflexo de um grande fluxo genético atual e historico entre diferentes populagdes no
espaco. Mccusker e Bentzen (2010) encontraram altos valores de diversidade nucleotidica
bem como haplotipica para 0 DNA mitocondrial em populagdes abundantes. Os resultados
descritos nesse trabalho corroboram fortemente a relacdo entre a abundancia de espécies de
Prochilodus nas bacias onde sdo encontradas com os mesmos indices de diversidade
observados para o conjunto de sequéncias do DNA mitocondrial estudadas.

Grandes Rios, tais como o Sado Francisco e o Tocantins, estdo em constante mudanca
em seus cursos € bacias, que causam alteracdes em suas caracteristicas abidticas e bioticas,
para se acomodar a mudancas tanto climéticas como geoldgicas (Ribeiro, 2006). E
impensavel encarar os rios como tendo um comego ¢ um fim bem definidos (Potter, 1997).
A base geologica da bacia do Rio Sdo Francisco, por exemplo, ¢ o Craton Sdo Francisco.
Cratons sdo porcdes estaveis dos continentes formadas por rochas do Cambriano (Ribeiro,
2006). Diversos processos orogénicos resultado das jungdes e quebras de supercontinentes
ocorreram desde o Proterozdico gerando diversas bacias sedimentares e cinturdes orogénicos
como o da provincia do Tocantins (Ribeiro, 2006). E ilusério imaginar que toda a

composi¢ao destes rios hoje seja igual a aquela de sua primeira formagao geoldgica. Com
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isso em vista, assumimos como Potter (1997) que a idade de um rio esta ligada diretamente
ao ultimo evento tectonico ou glacial em sua bacia hidrografica.

Temporalmente, entretanto, a populagdo de P. nigricans do Tocantins sua ultima
expansdao num periodo mais recente do Pleistoceno quando comparada com a populagdo de
P. argenteus do Sdo Francisco. A populagdo de P. argenteus teve um crescimento
populacional mais homogéneo ao longo dos ultimos 1,75 milhdes de anos com um leve
desvio nos ultimo 250.000. A populacdo de P. migricans teve dois pontos de crescimento
populacional, um bastante acentuado a 750.000 anos e um mais recentemente 100.000 anos.

O Periodo Pleistoceno foi marcado por uma série de flutuagdes climatologicas que
fragmentaram e re-conectaram diferentes habitats uma série de vezes. Durante este periodo
espécies de diversos géneros sofreram retragdes e subseqiientes expansdes populacionais,
tais como mamiferos terrestres (Bison, Cervus, Equus; Burns, 2010); peixes (Neosilurus e
Porochilus; Huey et al. 2000) e artropodes (Caridina e Metacnephia; Hughes et al., 2009).
Essas oscilagdes temporais fundamentaram inclusive a teoria de refigios do Pleistoceno, que
seriam responsaveis pela alta diversidade de espécies na regido Neotropical (Montoya-
Burgos, 1982). Embora exista muita controvérsia sobre o papel destes eventos sobre a
especiacdo na América do Sul (Weitzman e Weitzman, 1982; Montoya-Burgos, 2003),
mudancas no ambiente como o avango e retragdo de geleiras podem causar impactos
consideraveis na estrutura populacional de espécies com ampla distribui¢do (Burns, 2010).
Estas alteragdes climaticas forcam populagdes a contrair sua area de vida em épocas de clima
adverso e a expansdo populacional subsequente a retracdo favorece a ocorréncia de eventos
de dispersdo (Burns, 2010; Héanflin et al., 2010), e consequente reconexdo entre oS
remanescentes populacionais isolados.

Para peixes marinhos, Bay et al. (2004) sugerem que a fragmentagdo e reconexao

entre populagdes associadas a oscilagdes no nivel do mar sejam responsaveis por altas taxas
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de diversidade genética, acumulada durante os periodos de isolamento. A analise de
distribuicdo das diferencas pareadas da populagdo de P. nigricans sugere um contato
secundario a0 mesmo tempo em que sua coalescéncia mostra uma expansdo populacional
bastante acentuada no periodo entre os ultimos 10 mil anos. Esses dois resultados podem
sugerir uma reconexao apds a regressdo do ultimo periodo de glaciacdo do Pleistoceno.
Grant e Bowen (1998) em seu estudo com animais marinhos sugerem que altos indices de
diversidade genética possam ser, além de indicativos de longevidade e estabilidade na

historia evolutiva, resultado de contato secundario entre populacdes separadas.

Implicacdes

Mesmo com a fragmentacdo artificial das popula¢des de P. argenteus e P. nigricans,
as subpopulagdes isoladas de peixes ainda se apresentam como uma populagdo panmitica. E
preciso ressaltar o importante fator historico de que, apesar da aparente auséncia de efeito
das barragens instaladas no Rio Sdo Francisco, este curso tem sofrido impactos ambientais
severos nos ultimos 60 anos. A Usina hidrelétrica de Paulo Afonso teve sua implantacao nos
anos 50, seguida pelos outros represamentos (Tabela I) e culminando com o atual processo
de transposicdo de suas aguas para outras bacias. Informacgdes sobre a extensdo do fluxo
genético entre populagdes fragmentadas sdo criticas para determinar quando espécies
necessitam de intervengdo humana para prevenir efeitos deletérios causados por
endocruzamento e perda de diversidade genética, que podem ocorrer em caso de tamanhos
efetivos populacionais menores (Frankham et al. 2004).

Uma vez que o reflexo da estrutura genética populacional sugere conexdo entre as
populagoes de P. nigricans ¢ P. argenteus nesse estudo e de P. lineatus (Sivasundar et al.
2001) podemos sugerir que esse € um carater compartilhado pelo grupo e corroborado por

suas caracteristicas biologicas. Entretanto esforcos para a manutengdo da variabilidade
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genética sempre valem a pena, uma vez que podem ser responsaveis pela possibilidade de
uma populagdo adaptar-se a impactos ambientais futuros (Zhang et al. 2003). Em casos como
os das duas populacdes estudadas, ¢ interessante que se concentrem em uma regido
determinada, preferencialmente de alta diversidade, para que se possa translocar individuos
para colonizar areas impactadas quando houver necessidade (Haig, 1998; Jager et al. 2001).
No caso do rio Sdo Francisco as regides que mantiveram maiores indices de diversidade
nucleotidica sdo as regides a jusante de Trés Marias e a montante de Sobradinho (Tabela V).
Coincidentemente essa € a regido com o maior trecho entre todos os fragmentos, ¢ que
manteria maiores areas com as caracteristicas naturais do curso do Rio, ideais para a

conservacao da diversidade genética da populagdo de P. argenteus na bacia.
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Figura 1. Mapa com a distribui¢do espacial aproximada dos pontos de coleta ao longo do rio

Sdo Francisco. Numeros representam os locais de coleta e as barras vermelhas (‘ ) as
barragens das usinas hidrelétricas. No sentindo Montante/Jusante sdo elas: Trés Marias,

Sobradinho, Luiz Gonzaga, Paulo Afonso e Xingo.
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Figura 2. Distribuicdo espacial dos pontos de coleta a montante (circulo preto) e a jusante

(circulo cinza) da barragem da UHE de Tucurui (' ).
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Figura 3. Arvore esquematica do relacionamento filogenético observado entre as seqiiéncias
de D-loop das espécies de Prochilodus em diferentes bacias hidrograficas analisadas para o
calculo da taxa de mutagdo para o fragmento de DNA. O asterisco em vermelho ¢ referente
ao evento geologico de conexdo (5,7 — 6,4 ma) entre as bacias dos rios Parana e Sdo

Francisco relatados em Montoya-Burgos (2003).
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Figura 4. Rede de hapldtipos de Prochilodus argenteus, mostrando as inter-relagdes
existentes entre os haplotipos no rio Sdo Francisco. Referente a alinhamento de 391pb de

113 individuos, a partir do fragmento da Regido Controladora mitocondrial (D-loop).
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Figura 5. Grafico das distribuigdes das diferencas pareadas (Mismatch Distribution) com
todas as localidades agrupadas. Os losangos representam os dados observados, a linha inteira

o modelo e as linhas pontilhadas o intervalo de confianca (a=0,05).
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Figura 6. Bayesian Skyline Plotting para a Populacdo de Prochilodus argenteus no Rio Sao

Francisco.
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Figura 7. Rede de haplotipos mostrando as inter-relagdes existentes entre os haplotipos de
Prochilodus nigricans. Cada circulo representa uma seqiiéncia singular de DNA (haplotipo),
sendo seu tamanho proporcional a sua frequéncia absoluta; as linhas demonstram como cada
um esta relacionado aos outros. Circulos separados por uma unica linha diferem por apenas
uma mutacdo. Os pequenos circulos brancos representam mutagdes adicionais. As cores
presentes em cada haplotipo representam sua freqiiéncia a montante (preto) e/ou jusante

(cinza) da UHE de Tucurui.
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Figura 8. Grafico das distribui¢des das diferencas pareadas (Mismatch Distribution) para o
fragmento Regido Controladora do DNA mitocondrial (D-loop) de P. nigricans. Os losangos
representam os dados observados, a linha inteira o modelo e as linhas pontilhadas os

intervalos de confianga (0=0,05).
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Figura 9. Bayesian Skyline Plotting para a Populacdo de Prochilodus nigricans no Rio

Tocantins.
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TABELAS

Tabela I. Usinas Hidrelétricas do Rio Sao Francisco e suas datas de implantagao.

Usina

Ano de Implantagdo

Trés Marias
Sobradinho
Luiz Gonzaga
Paulo Afonso

Xingd

1961
1977
1988
1955
1994
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Tabela II. Nimero de individuos de P. argenteus coletados e coordenadas dos pontos

amostrais do Rio Sdo Francisco.

Ponto de Numero Coordenadas Municipio
coleta de
Individuos
1 20 18°14'35"S/045°14'02"W  Trés Marias (MG)
(montante da barragem)
2 20 18°11'177S/045°15'07"W  Trés Marias (MQG) a Januaria (MG)
15°29'30"S/044°21'33"W  (jusante da barragem)
3 20 13°15'12"S/043°25'30"W  Bom Jesus da Lapa (BA)
4 20 09°26'20"S/040°49'54"W  Sobradinho (BA)
5 20 09°24'36"S/040°30'04"W  Juazeiro (BA)
6 20 08°5925"S/038°13'37"W  Petrolandia (PE) (Lago de Itaparica)
7 20 09°11'10"S/038°16'46"W e  Jatoba (PE) e Paulo Afonso (BA)
09°23'24"S/038°14'14"W (entre Itaparica e Paulo Afonso)
8 20 09°30'36"S/038°00"229"W  Xingozinho (BA) (entre Paulo

Afonso e Xingo)
9 20 10°12'40"S/36°50'25"W  Propié (SE) (Jusante a Xing0)
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Tabela III. Informagdes referentes aos individuos de P. nigricans amostradas no rio

Tocantins.
Numero de o
Ponto de coleta o Coordenadas Municipio
individuos
Montante a 50 4°11'14,1875/49°44'27 10"W Pucuruzinho
UHE de Tucurui 4°19'44,617S/49°47°44,50"W FUNAI
Jusante a )
50 4°19'44,61"S/49°47'44,50"W Baido
UHE de Tucurui
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Tabela IV. Nomes e respectivas seqiiéncias de nucleotideos dos primers utilizados na

amplificacdo da regido controladora (D-Loop).

Nome do Primer Seqiiéncia de nucleotideos
xiraF1 5’-ACTCCCACCACTAACTCCCAAAGCT -3’
xiraR1 5’-ARCAKTTGGTGGTCTCTTACTAC -3’
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Tabela V. Numero de individuos seqiienciados de Prochilodu argenteus (n), nimero de
haplétipos (nh) e diversidade de nucleotideos (n) apresentados pelas subpopulagdes nos nove

pontos de coleta, assim como em todos os pontos juntos.

Ponto Numero Numero Diversidade Nucleotidica
amostrado de individuos  de Haploétipos
() (nh)

1 19 19 0,018551 +/- 0,010164
2 18 15 0,026866 +/- 0,014373
3 20 14 0,026802 +/- 0,014248
4 18 17 0,027253 +/- 0,014566
5 1 1 0,000000 +/- 0,000000
6 7 5 0,016893 +/- 0,010411
7 1 1 0,000000 +/- 0,000000
8 11 7 0,018509 +/- 0,010605
9 18 11 0,022767 +/- 0,012315
todos 113 90 0,025792 +/- 0,013147
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Tabela VI. Analise de variancia molecular (AMOVA).

Soma dos
Fonte de variagdo Variancia  Variagdo(%) p

quadrados
Entre populagdes 8 34,675 -0,01873 -0,41 0,42059+0.004
Entre individuos 104 474,184 4,55946 100,41

das populacdes

Fst: -0,00413 p: 0,62574 -/+ 0,00492

52



Tabela VII. Valores obtidos através dos testes de neutralidade seletiva, N = tamanho da

amostra, S = numero de sitios variaveis, P; = média das diferen¢as pareadas. P. argenteus

Testes Pardametros Valores
N 113
S 96
Tajima (1989) Pi 9,08676
D -1,62493
Pp 0,02260

N° de alelos observados 113

N° de alelos esperados  24,07851
Fs -24,54076
Pr 0,0000

Fu (1997)

Tau : 8,424
ThetaO: 2,136
Thetal: 45918
Nef: 8009
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Tabela VIII. Numero de individuos seqiienciados de Prochilodus nigricans (n), nimero de
haplotipos (n,) e diversidade de nucleotideos () em cada ponto de coleta, assim como nos

pontos amostrais em conjunto.

Numero de Numero
Diversidade de
Ponto de coleta  individuos de haplotipos
nucleotideos ()
sequénciados (n) (ny)
Montante 50 32 0,0147 +0,0079
Jusante 50 29 0,0123 + 0,0067
Todos os pontos 100 14 0,0133 +£0,0071
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Tabela IX. Resultado da AMOVA realizada com dados haplotipicos das populagdes de

Prochilodus nigricans.

Soma Componente Porcentagem
Fonte de Variacdo G. L.

Quadrados de Variacdo da Variacado
Entre as populacdes 1 3,52 -0,0043Va -0,1153
Dentro das populagde 99 366,04 3,7351Vb 100,1153
Total 100 369,56 3,7308

Indice de fixacdo Fsr: 000115
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Tabela X. Valores obtidos através dos testes de neutralidade seletiva para o fragmento da

Regido Controladora do DNA mitocondrial (D-loop) de Prochilodus nigricans. N = tamanho

da amostra, S = numero de sitios variaveis, P; = média das diferencas pareadas.

Testes Pardmetros Valores
N 100
S 61
Tajima (1989) Pi 7,06
D -1,7739 + 0,90
Pp 0,0121
N° de alelos observados 100
N° de alelos esperados 20,45
Fu (1997)
Fg -24,8311
Pr 0,000
Tau: 4,650
Theta0: 0,000
Thetal: 35,234
Nef: 6355
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