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P.26 - Programa de Investigacdo Genética de Ictiafaa

1. Introducdo / Justificativa

A identificacdo de populacbes € uma das preocupabasicas em programas de
controle e conservacao da variabilidade genéticaresequentemente, em programas de
manejo e conservacao de espécies (AVISE, 2000; ERST VINCENT, 2004), pela
sua relacdo direta com o uso sustentavel dos mecuragturais e a manutencdo da
produtividade total dos ecossistemas.

Os conhecimentos sobre marcadores de DNA evoluinamio do seu estado
experimental e, atualmente, estdo plenamente ia@ps a conservacdo de espécies,
de forma prética e eficiente. Os marcadores de DA sendo potencialmente
reconhecidos como importantes em estudos de itag@io de linhagens comerciais de
peixes (TOLEDO FILHOet al., 1992), fornecendo instrumentos de investigagé®
tornam possivel distinguir populacdes geogréficas grande eficiéncia através da
identificacdo de haplotipos (PERDICE®& al., 2004; WANG et al.,, 2004;
KARTAVTSEV et al., 2006), na identificacdo de espécies (MACHIDA 8UDA,
2010), em analises de estoques estruturados eratistue na identificacdo de hibridos
(THANGARAJ e LIPTON, 2010). Recentes estudos popalaais com peixes tém
utilizado os padrbes de diferenciacdo genética éamba determinacdo de regides de
bercarios e caracterizacao de filopatria em digeespécies (SCHREY e HEIST, 2003;
PEREIRA et al., 2009). Entre os segmentos do DNA mitocondrialkegido néao
codificadora, conhecida comd-loop, € especialmente relevante em estudos
populacionais, em razdo de apresentar as maix&s éaolutivas de todo o genoma.

As observacdes de que os haplotipos de mtDNA delagies de muitas espécies estao
localizados geograficamente em regides distintaisgduziu uma dimenséo filogenética
nas discussdes sobre estrutura de populacdes @ lavproposicdo do termo
“filogeografia” (AVISE, 2000). Desse modo, com bawse distribuicdo geogréafica dos
haplétipos de mtDNA e no grau de divergéncia dei&agas entre eles, Avise (2000)
propde e discute cinco categorias filogeograficae godem caracterizar areas de
ocupacao, distribuicdo de populagbes, existéncicbateeiras ao fluxo génico ou
extincdo de genotipos intermediarios, ocorrénciaat@s hibridas, taxas de migracao e
inferéncias cladisticas.

Na categoria | estdo incluidos os casos em quelsservadas linhagens de mtDNA
bastante divergentes, em geral valores superiofie®%, ocupando areas geograficas
distintas (Alopatria). Na categoria Il estdo ashdigens de mtDNA divergentes que
ocorrem na mesma area geografica (Simpatria). Mayeaa Il ocorrem linhagens de

MtDNA com baixos valores de divergéncia de seqa&n@m geral menores que 1%,
ocupando areas geograficas distintas (Alopatria)citegoria IV estdo as linhagens de
mtDNA com divergéncia de sequéncias muito baixapraticamente nulas e que estéo
geograficamente localizadas (Simpatria, com grameda de distribuicdo). Na categoria
V sédo encontradas linhagens pouco divergentes,ndgibuma separacdo espacial
parcial, sendo intermediéria entre as categoriasIV. De maneira geral, a presenca de
clones de mtDNA filogeneticamente proximos refl@tecorréncia de fluxo génico (ao

Projeto Basico Ambiental (PBA)
P.26 - Programa de Investigagdo Genética de |ctiafa 1



Companhia Hidrelétrica Teles Pires S.A. JGP Glbmsa e Participacdes Ltda.

menos via materna), ou a presenca de barreiragtesgceenquanto descontinuidades
genéticas mais profundas podem evidenciar separgud@ulacionais historicamente
mais antigas (AVISE, 2000).

A técnica de RAPD, descrita por Willianes al. (1990) e por Welsh & Mcclelland
(1990), representa um metodologia eficiente e enor® na qual o uso de pequenas
guantidades de DNA permite acessar diversas regii@smas do genoma (Hadrsts
al., 1992). Essa técnica é baseada no uso da reag@GHRl, que € realizada utilizando
primers curtos (geralmente de 10 pares de bases), quéfiaermlsegmentos aleatorios
de DNA. Outra diferenca importante é que utilizeregs umprimer ao invés de dois
usualmente utilizados nas reacdes de PCR. Esserdanoador genético dominante e
cada banda visualizada nos géis € interpretada ogpnesentante de um locus.

Essa técnica foi utilizada com relativo sucessoestudo de alguns grupos. Como
exemplo, pode-se citar o trabalho de Eiwal. (1999) comictalurus punctatus (bagre
americano de canal) em que os autores testaramlizagio de 100 sondas e
encontraram que 42 delas produziam padrdes altammiimorficos de DNA, 33
produziram padrdes pouco polimorficos de DNA e 2Bdpziram padroes
insatisfatorios de DNA. Entre as 75 sondas com analbsultados as sondas geraram
462 bandas polimorficas, representando uma medéldeandas por sonda (Liu et al.,
1999).

Alternativamente, Gupta et al. (1994), propuserama técnica similar a de RAPD, com
o diferencial que ogrimers utilizados sao sequéncias curtas repetidas (coso o
microssatélites). Essa técnica foi denominada SR&Rgle primer amplificition
reaction) ou ISSR inter-simple sequence repeat). Opcionalmente, uma sequéncia
ancoradoura 5’ ou 3’ formada por 1 a 3 nucleotigemte ser adicionada a seqiiéncia do
primer, o que reduz a formacao de artefatos causadostrpod-slippage (Zietkiewicz

et al., 1994).

Tanto a técnica de RAPD como a técnica de SPARsaptam algumas vantagens,
como a necessidade de pouco DNA, poucos reagensss, de equipamentos
relativamente simples, hipervariabilidade de pasirde bandas, facilidade de analise
das bandas e quantidade ilimitada de posspraisers para se trabalhar. Por outro lado,
essas técnicas tém como limitacdes a necessidadendBNA bastante limpo, de
concentracdes de DNA similares entre as amostexgseidade de otimizacdes das
reacgoes iniciais e o fato das bandas serem intada® como marcadores dominantes, o
gue nédo pode ser demonstrado.

A incluséo das diversas técnicas na metodologite dsegrama atende a uma exigéncia
do Parecer Técnico N°60/2011 — COHID/CGENE/DILIGXMA (primeiro item da
recomendacéao). Entretanto, € importante ressal@aagomparacéo entre essas técnicas
sera apresentada no primeiro relatério parcialtidedade (RP), quando sera definida a
metodologia mais adequada a ser aplicada no decrierograma.

Segundo Haig (1998), os métodos de conservacdandeee adotados com base na
estrutura das populacdes. Se uma populacdo éueattai sua diversidade deve ser
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localmente conservada, visto que ja devem exidéiptacdes locais que seriam perdidas
se esta populacéo fosse misturada com individuasitlas populacdées. No entanto, se
a populacdo € homogénea em todos os pontos desstlauitdo, entdo se pode optar

por concentrar os esfor¢cos de protecdo dessa espaaima determinada area e utilizar
esses espécimes como fonte de individuos paraloeizacdo de outras areas mais

impactadas, quando houver necessidade (HAIG, 1998).

As informacdes sobre existéncia de estruturacaalpopnal serdo fundamentais para a
tomada de decisdo sobre a possivel construcédo distema de transposicdo de peixes
no barramento da UHE Teles Pires, no rio TelessPifssim, caso as populacdes
estejam isoladas pela cachoeira de Sete Quedasstiutao de sistema de transposicao
nao sera recomendada. Caso ndo haja estruturagélagonal, havera necessidade de
construcdo de sistema de transposicdo para ewiaragcriagdo de uma barreira
artificial, no caso o barramento da UHE, isole papdes que tém livre fluxo génico.
Dessa maneira, a inclusdo do Programa de Invedtgaenética da Ictiofaume PBA,
além de importante, atende aos questionamentos f&it item 9.19.1 (pagina 142/143)
do Parecer Técnico™L11/2010 - COHID/CGENE/DILIC/IBAMA.

2. Objetivos

O Programa de Investigagdo Genética de Ictiofaisra tomo objetivo gerar
informacdes suficientes para identificar os nivds variabilidade genética das
populacdes/espécies de espécies de peixes comureectatradas na regido da
cachoeira de Sete Quedas, tanto de interesse dahefon interesse ecologico, visando
esclarecer a existéncia ou ndo de estruturacadguomoal.

Para isto foram tracados 0s seguintes objetivoscéss:

* Realizar campanhas para amostragem de individuespieies de peixes tanto de
interesse comercial e/ou interesse ecoldgico, cantamencontradas na regiao
(migradoras e ndo migradoras) de duas populacdats (e montante e a jusante da
cachoeira Sete Quedas);

 Gerar dados genéticos (sequéncias do gene mitaabridrloop) de duas
populacdes locais de cada uma das espécies ds peiaksadas;

» Utilizar as ferramentas analiticas disponiveis patantificar os niveis de
variabilidade genética das populacbes/espécies dgtermina a ocorréncia de
estruturacéo populacional.
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3. Metas

A meta deste Programa € identificar a estrutur@gfolacional das principais espécies
de peixes migradoras e ndo migradoras na area &aTéles Pires.

4. Area de Abrangéncia

O foco do presente Programa devera estatrado na cachoeira de Sete Quedas, no rio
Teles Pires, sendo que a area de amostragem dearggab aproximadamente 30 km
acima e 30 km abaixo da mesma.

5. Base Leqgal e Normativa

O Programa de Investigacdo Genética de Ictiofaise & atender aBarecer Técnico
n° 111/2010 - COHID/CGENE/DILIC/IBAMA, particularnme 0 exposto nas paginas
142/143 do referido documento. O estudo de GendéleaPopulacbes de peixes
dependera de autorizacdo do IBAMA para coleta d@snplares e das amostras de
material a ser analisado. Para as analises popoésj os laboratorios estédo
dispensados de autorizacdo especifica, de aconaio aso Portarias °n21 e 28 do
Ministério do Meio Ambiente, Conselho de Gestad,derimonio Genético.

6. Metodologia / Atividades a serem desenvolvidas

Deverdo ser selecionadas cinco espécies de peiigradares e cinco espécies de
peixes ndo migradores, comumente encontradas acialeixo da Cachoeira de Sete
Quedas. Para cada espécie devera ser coletadamosiraa de cerca de 30 (trinta)
individuos acima e 30 (trinta) individuos abaixocda&hoeira, totalizando cerca de 600
amostras. Cinco exemplares de cada espécie edadaldeverao ser fixados em formol
10%, conservados em alcool 70% e depositados encalegdo credenciada junto ao
IBAMA, como espécimes-testemunho do presente estododemais exemplares
amostrados deverdo, se possivel, ser devolvidos &g ambiente.

O DNA total pode ser obtido a partir de amostrasnddadeiras ou musculo, pois
qualquer um dos dois apresenta DNA de todas atasdlos peixes iguais. A escolha
pela analise das nadadeiras é preferivel por sanémdo menos doloroso e invasivo.
A extracdo do DNA total sera realizada atraveéskitke comerciais e a qualidade e
quantidade de DNA das extracdes serdo analisadagéammde agarose (1%) e por
espectrofotometria. Um segmento do gene D-loop ®A Dnitocondrial (cerca de
1.000 pares de bases) devera ser amplificado p& étn a utilizacdo do seguinte
conjunto deprimers (L16453-THR 5- AAA GCG CCG GTC TTG TAA TCC GGA
GA -3’ e H1068-12S 5'- TCA CAG GGG TGC GGA GAC TTGAT GT -3). O
DNA amplificado devera ser purificado e posterionteesequenciado com kit Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Standart Version 3.1 (Applied Biosystems) ou outro
similar. O DNA sera sequenciado num sequenciadimnztico de DNA modelo ABI
3130 ou similar. Para a andlise de marcadores anesleserdo utilizadas as técnicas de
RAPD e SPAR, utilizando-se inicialmente 10 parespdeners para cada marcador
(Williams et al., 1990; Guptat al., 1994).
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As sequéncias de DNA obtidas deverdo ser alinhadasdo-se o editor ClustalW
(THOMPSON et al., 1994). Para inferir as relacdes entre os hausétideverdo ser
utilizadas analises de maxima parcimdénia (MP) conprograma PAUP* 4.0b10
(SWOFFORD, 2002). Para construir as arvores dedtippt (etwork design) com
base na conexdao de maxima parcimdnia entre doistheys, devera ser utilizado o
programa TCS versdo 1.06 (CLEMENT al., 2000). O grau de divergéncia genética
entre as populacdes devera ser estimado pelo i@ddeindice utilizado para dados de
MtDNA, analogo ao FST (EXCOFFIER al., 1992), com o auxilio do programa
Arlequin v. 2.0 (SCHNEIDERt al., 2000). A significancia estatistica dos valores d
OST devera ser testada atraves de 1.000 permutd@8egalores estimados deST
entre pares de populagfes deverdo ser utilizadasalmse de isolamento por distancia e
no teste de Mantel, realizado pelo programa Arleq@mpregando-se 1.000
permutacdes. O programa Arlequin devera ser emgoetgmbém para investigar a
historia demografica das populacbes através dasarde distribuicdo de diferencas par
a par (andlise de mismatch) das sequéncias mitde@dOs intervalos de confianca
deverdo ser obtidos através de hbwotstrap paramétrico e da comparacdo da soma dos
quadrados dos desvios entre as distribuicbes aimasve esperadas. Os gréaficos
referentes as distribuicdes diesmatch deverdo ser gerados pelo programa DNAsp v.
4.0 (ROZASet al., 2003).

7. Indicadores de Desempenho

O desenvolvimento do presente Programa sera melosyoar meio dos seguintes
indicadores:

* Numero de amostras coletadas (prevé-se a colé&@ldamostras);

* Numero de experimentos de extracado de DNA (tot&0feexperimentos);

* Numero de amplificacdo do gebeloop (total de 600 experimentos);

* Numero de sequenciamentos do geAeop (total de 600 experimentos);

* Numero de amplificacdo de regides an6nimas do ganmmlear com as técnicas
de RAPD e SPAR (total de 12000 experimentos).

8. Etapas / Prazos

O cronograma do Programa de Investigacdo Genééicktobfauna, apresentado no
final do Programa, esta organizado em 2 camparibfididas nos 5 primeiros meses
da fase de implantagdo da UHE (meses 1 e 5), celabaracdo de 3 relatorios parciais
de atividades (meses 6, 9 e 12) e 1 Relatério asdidacdo dos dados ao final do 13°
més. Estas duas amostragens propostas dever@iaeem estacdes sazonais distintas,
procurando obter amostras significativas da dided genética encontrada na regiao,
nas épocas seca e chuvosa.

Os pontos de coleta terdo como foco a cachoeir@etle Quedas, estando a area de
amostragem distribuida a aproximadamente 30 kmaaeiB0 km abaixo da mesma.

No 14° més, a contar do inicio da Licenca de |agta, esta prevista a elaboracéo de
um Workshop que reunird todas as equipes envolvidas nos pragraelacionados a
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ictiofauna, para decisdo da necessidade ou namslalacdo de uma Sistema de
Transposicéo de Peixes (STP) para o rio Teles.Rii&so a decisdo seja pela instalacéo
de um STP, a equipe deve propor, de maneira c@njostajustes necessarios para o
sistema escolhido, considerando os resultados gsgmas de Resgate da Ictiofauna
nas Areas Afetadas pelas Ensecadeiras (P.04), diédviomento da Ictiofauna (P. 25) e
de Investigacdo Genética de Ictiofauna (P.26). fomante mencionar que a escolha
desta data proposta paraMorkshop considera os resultados parciais do Programa de
Investigacdo Genética (P.26) e é compativel comoimograma de obras da engenharia,
caso se faca necesséria a instalacdo de um Sideeransposicao.

Complementarmente, s&o propostas para a fase dacapea realizacdo de mais 4
campanhas de monitoramento (1 por ano), distrisufdes 4 anos de operacdo. Os
resultados deste monitoramento auxiliardo a coreddad acdes para repovoamento da
ictiofauna a jusante (P.27), juntamente com os ltebos do Programa de
Monitoramento da Ictiofauna (P. 25). Ao términocdela campanha sera elaborado um
relatorio analitico, que posteriormente fara pdddRelatério de Consolidacédo Geral da
Fase de Operagdao, juntamente com os demais pragdaratiofauna.

9. Relatoérios

Conforme disposto na Secgéo anterior, serdo elab®r&d Relatérios Parciais de
atividades, 02 (dois) deles na sequéncia as carapdnieses 6, 9 e 12). No 13° més de
obras devera ser elaborado um Relatério de Cogdliddos dados.

O Workshop proposto deve gerar um documento sobre as disssissdconclusdes
relacionadas ao Sistema de Transposicdo de Pemes @ rio Teles Pires. Este
documento deve ser encaminhado ao IBAMA.

Na fase de operacéo, serdo gerados 4 relatoriii@saao término de cada campanha.
Estes relatorios serdo consolidados no RelatéricCaesolidacdo Geral da Fase de
Operagao, juntamente com os demais programasidealota.

Ao final do monitoramento das fases de implantaaperacéo, as equipes envolvidas
em todos os programas da ictiofauna devem elalbonadnico relatorio (Relatério de
Consolidacdo Geral) consolidando todo o periodoatiddades dos Programas de
Resgate da Ictiofauna em Areas Afetadas pelas Edeeas (P.04), Programa de
Monitoramento da Ictiofauna (P.25), Programa desstigacdo Genética de Ictiofauna
(P.26), Programa de Repovoamento da Ictiofaunati@dNa Jusante (P.27) e Programa
de Transposicéo de Ictiofauna (P.28).

10. Recursos Humanos e Materiais Necessarios

A equipe a ser formada para execucdo das atividddelBrograma de Investigagcao
Genética devera apresentar os seguintes profissiona

» Especialista Sénior em Genética de Populacges;
* Bidlogo Sénior e Pleno
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e Técnicos de laboratério
» auxiliares de campo, que serdo responsaveis plela cios peixes.
* barqueiros.

Como recursos materiais seréo necessarios equipasr®itens de consumo para coleta
e preservacao das amostras, equipamentos e itesmgiemo para geracdo dos dados
genéticos e equipamentos e itens de consumo pafseanios dados e geracdo de
relatorios.

11. Parcerias Recomendadas

Para o Programa de Investigacdo Genética da Iatiafarecomenda-se o

estabelecimento de parcerias com instituicoes sia@®e pesquisa que tenham interesse
em receber o material testemunho coletado, objetivaincrementar colecdes

ictiolégicas e o conhecimento sobre a variabilidaggnética das populagbes de
interesse.

Considerando o elevado custo dos equipamentoss@&imespara as analises genéticas e
a necessidade de profissionais altamente especializ recomenda-se que seja feita
uma consultoria com pesquisador que tenha vasiriérpia em estudos de Genética
de Populagbes de peixelSssa parceria pode ser realizada com o Laboratfio
Biologia e Genética de Peixes do Departamento déolgia, Instituto de Biociéncias,
UNESP, campus de Botucatu, onde os Drs. Claud@ligeira e Fausto Foresti (ambos
Professores Titulares e pesquisadores do CNPqI&)dem trabalhado rotineiramente
nas técnicas descritas no presente projeto.

12. Interface com outros Planos, Programas e Projas

O presente Programa tera interrelacdo com outagrddnas relacionados a Ictiofauna,
como o Programa de Monitoramento da Ictiofaunarag@ma de Repovoamento de
Ictiofauna Nativa a Jusante e o Programa de Tranggmde Ictiofauna.
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UHE TELES PIRES
CRONOGRAMA DE IMPLANTACAO
Ano 1 | Ano 2 | Ano 3 Ano 4 Ano 5
Més
Descrig“ﬂc Inicio | Término Duragéo 1 2 34|56 F |89 |10 1112|1314 (15|16 |17 (18 |19 |20 |21 |22 |23 | 24 |25 (26 | 27 |28 (29 |30 |31 (32 |33 |4 (35|36 |37 (38 |39 (40 (41 | 42 |43 |44 |45 | 46 |47 |40 |49 (50| 561|562 |53 | 54
OBRAS
Senvigos Preliminares
Canteiro e Acessos de Obra 1 16 16
Desvio do Rio .
Desmatamento e Escavagies 1 20 20 DESVIO DO RIO
Estrutura de Controle Taneis 13 22 10
Montagem 18 20 3
Ensecadeiras 23 28 6
Tampaco Tlinel 1e 2 30 36 7
Tampao Tlnel 3 e 4 38 43 6
Barragem Margem Esquerda e Direita
Escavacies 18 22 5
Tratamentos e Aterro 23 35 13
Barragem Leito do Rio ENCHIMENTO DO RESERVATORIO |
Escavaches e Tratamentos 23 26 4
Concreto 27 35 9
Vertedouro
Desmatamento e Escavagies 12 18 7
Concreto 18 34 17
Montagem 25 35 1
Muros de Ligagédo e Abrago
Concreto 15 35 21
Circuito de Geragéo
Desmatamento & Escavacies 1 14 14
Tomada D'agua
Concreto 9 37 29
IMontagem 17 28 12
Conduto Forgado
Concreto 17 27 1
Pré-Montagem 8 24 17
IMontagem 13 38 26 .
Casa de Forga = o o el |w
Concreto - Area de Montagem 7 20 14 Z 2| | S [ ] S ]2
Caoncreto - Unidades - Primario 1 37 27 - SIS EEIE
Concreto - Unidades - Secunddrio 17 43 27 )
Pré-Montagem 14 41 28
lontagem 18 43 26 hd Y A4 4
Outras Estruturas
Subestacio Elevadora 8 25 18
Linha de Transmiss&o 500 Ky 23 35 13
BAYs Subestagio Coletora 25 35 1
PROGRAMA DE INVE STIGACAO GENETICA DE ICTIOFAUNA
Coleta de amostras 1 5 5
Extracio de DNA e experimentos de amplificacio do gene D-loop 2 9 8
Sequenciamento do gene D-loop, RAPD & SPAR 3 1 9
Andlise e interpretacdo dos dados 4 12 9
Entrega de relatérios parciais de atividades 6 12 7 RP RP RP
Entrega de relatdrio final 12 13 2 RC
Realizacdo do Workshop para decisdo do STP 14 14 1 RA
Atividades de campo (Fase de operacio) 38 *
Entrega de relatdrios analiticos anuais (operacio) 39 RP RP
Entrega de relatério de consolidacio geral da fase de implantacdo RC
Entrega de relatério de consolidacio da fase de operacao **RC|
*Campanhasirelatérios anuais distribuidos nos 48 meses de operacio
**R.C - ao final dos 48 meses de operagiao
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