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RESUMO

Um efeito bastante estudado da construcédo de barragens hidrelétricas é
a formacdo de barreira fisica aos movimentos migratérios de espécies que
precisam realiza-los para completar seu ciclo de vida. Contudo, a conservacao
da variabilidade genética e da diversidade bioldgica das populacbes é
fundamental para o funcionamento dos ecossistemas e manutencdo das
espécies de peixes, no que concerne a sua habilidade de adaptacéo e resposta
as frequentes mudancas ambientais. Este estudo objetivou estudar o efeito de
barragens hidrelétricas sobre a dindmica de movimentos e a estrutura genética
de populacdes de peixes da Amazobnia, por meio de um estudo de caso com a
populacdo de Cichla temensis do rio Uatuma, barrado pela Usina Hidrelétrica
de Balbina, e do rio Jatapu, um afluente ndo impactado, para testar a hipotese
central de que: O barramento do rio Uatuma formou barreira fisica e ecolégica
a movimentacdo dos peixes e ao fluxo génico entre a populacdo de C.
temensis originaria do rio Uatuma. Para tanto, foram realizadas andlises
biogeoquimicas para entender a dinamica de movimentos dos peixes, a partir
das assinaturas isotdpicas de 8’Sr/8Sr em otdlitos, escamas e aguas, por meio
da espectrometria de massa com fonte de plasma e multicoletor, com ablacéo
a laser para os otélitos e escamas (MC-LA-ICPMS), e analises moleculares
para determinar os parametros populacionais, a partir de amostras biologicas
(fragmento da nadadeira pélvica), utilizando uma ferramenta gendmica por
meio dos SNP’s, aplicando a metodologia de RADseq. Foram analisados
efetivamente 88 otdlitos, 20 escamas, 78 amostras de nadadeira de C.
temensis e quatro amostras de agua do rio Uatuma. A biogeoquimica nos
permitiu observar os impactos diretos da fragmentacéo do rio Uatuma, devido a
implantacdo da Usina Hidroelétrica de Balbina, sobre os padrdes
comportamentais relacionados aos movimentos de dispersdo da populacao
originaria de C. temensis do rio Uatuma, principalmente aqueles que habitam a
area de influéncia direta da barragem. Ja através da gendmica, observamos
que a barragem forcou uma estruturacdo da populacdo originaria de C.
temensis, dividindo-a em dois subgrupos populacionais, um a montante e outro
a jusante. Espera-se que esta pesquisa subsidie novos estudos, visando que
0S recursos pesqueiros possam ser manejados adequadamente e avaliados de
forma eficiente nos diagndsticos ambientais de empreendimentos hidrelétricos.

Palavras-chave: Cichla temensis, rio Uatuma, Balbina, microquimica de
otolitos, SNP’s.
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ABSTRACT

A widely studied effect of the hydroelectric dams is the habitat
fragmentation due the physical barrier originated by their construction. These
barriers could be an obstacle to the migratory movements of fish species, which
need to realize them to complete their life cycle. The most the studies were
developed to understand the dam’s effects on these migratory species and few
studies were done taking non-migratory species as target species. The
conservation of populational genetic variability is fundamental to the
conservation of fish species, including non-migratory ones, and, as
conseqguence, to the maintenance of healthy ecosystems. This study evaluated
the effect of the Balbina hydroelectric dam on the movement dynamics and
genetic structure of the population of Cichla temensis, to answer a central
question “Is the Balbina hydroelectric dam on the Uatuma river a physical and
ecological barrier to fish movement and gene flow among C. temensis
population?”. To reach this question were performed biogeochemical analyzes
based on isotopic signatures of 8’Sr/86Sr of otoliths, scales and waters, by mass
spectrometry with plasma source and multicoletor, with laser ablation (MC-LA-
ICPMS), and molecular analyzes to determine population parameters from
biological samples (pelvic fin fragment) using a genomic tool using SNP's,
applying the RADseq methodology. Were effectively analyzed 88 otoliths, 20
scales, 78 fin samples from C. temensis and 4 water samples from the Uatuma
River. Biogeochemistry allowed us to observe the direct impacts of the
fragmentation of the Uatuma river, due to the implementation of the Balbina
Hydroelectric Dam, on the behavioral patterns related to the dispersal
movements of the population originating from C. temensis of the Uatuma river,
especially those inhabiting the area directly under dam influence. The genomics
analysis showed that the dam forced a structuring of the C. temensis
populations, dividing it into two populational units, one upstream and another
downstream. It is hoped that this research will serve as subsidies for further
studies, aiming that the fishery resources can be properly managed the
environmental effects of hydroelectric projects deeply understood.

Keywords: Cichla temensis, dam’s effect, biogeomarkers, otoliths, scales,
genomics, SNP’s.



LISTA DE FIGURAS

INTRODUCAO GERAL

Figura 1 - Areas de Unidades de Conservacio e Terras Indigenas. A= Reserva
Bioldgica do Uatuma e B = Area de amortecimento da REBIO Uatuma, sujeita a
restricbes de uso estabelecidas nos planos de gestdo da Unidade de
Conservacao. Fonte: SciELO - Scientific Electronic Library............cccoeeeveeenn. 20

Figura 2 - Projetos de hidrelétricas propostos para a Amazonia, separados por
cores: verde -projetos ja implementados e em operacao; laranja — projetos em
fase de implementacao; preto — projetos em fase de planejamento. ............... 21

CAPITULO Il

Figura 1 - llustracdo esquemética da correlagdo entre a assinatura da
87Sr/86Sr em estrutura calcificadas de peixes com a assinatura da agua do rio
(o] Lo L1V 7T o TR 47

Figura 2 - SNP (Single Nucleotide Polymorphism), variacdo em um sitio da
sequéncia de DNA. Fonte: (http:/MwWw.ibblLIUu/). ......ccooooiiiiii . 48

Figura 3 - Mapa da area de estudo com destaque para 0s sete pontos
amostrais localizados nos rios Uatuma e Jatapu. .........cccceeeeviiiiiiiiiieeeneeennnnnns 50

Figura 4 - Mapa da area de estudo, destacando a composicdo geoldgica do
solo ao longo dos sete pontos amostrais, localizados nos rios Uatuma e Jatapu

Figura 5 - Amostragem dos parametros fisico-quimicos da agua: (A) potencial
hidrogenibnico (pH), oxigénio dissolvido (DO mg-I-'), condutividade (uS-cm-%) e
temperatura (0C); (B) transparéncia da agua; (C) profundidade da coluna
[0 1= 1 = TR PPN 57

Figura 6 - llustracdo esquematica da amostragem de tecido de exemplares de
C. temensis, desde a coleta da amostra ao armazenamento. ......................... 58

Figura 7 - Tomada dos dados biométricos dos exemplares de C. temensis: (A)
peso; (B) cCOMPrMENtO PAATA0. ......uieieeeeeeeieeiiiiiee e e e e e e eeeeeer e e e e e eeeeannn e eeees 59

Figura 8 - llustracdo esquematica da amostragem de escamas de C. temensis,
desde a coleta da amostra ao armazenamento. .........ccceveeeeereeeeeeiiiineeeeeeeeeennns 59

Figura 9 - llustracdo esquematica da amostragem de otdélitos de C. temensis,
desde a coleta da amostra ao armazenamento. ..........ccceveeeeereeeeiiiiiineeeeeeeeennnns 60

Figura 10 - Sistema analitico MC-ICPMS. Fonte: Home page - Instituto de
(1Yo ToT=T g [o = 1YL o | = RN 61



Figura 11 - Resina epoxidica araldite e forma de silicone, utilizadas no
emblocamento dos OtOlitOS (A € B)...covveeeeiiiiiiiiee e 62

Figura 12 - Localizag&o do nucleo e demarcacao dos eixos de corte nos otolitos
com o auxilio de lupade bancada (A€ B).....coooeeeeeeeee 62

Figura 13 - Serra artesanal utilizada para o corte dos otdélitos (A e B). ............ 63

Figura 14 - Colagem dos cortes de otdlitos em laminas de vidro com o auxilio
da placa aquecedora e cola Cristal Bond (A e B); Desgaste e polimento das
amostras em papéis de polimento umedecidos com agua (C e D). ................. 63

Figura 15 - Espectrometro de massa de ablacdo a laser com multicoletor do
IPREM-PaU (A, B € C)...oeeeiee ettt ettt 64

Figura 16 - llustracdo do sentido em que € realizada a ablacédo a laser (seta
vermelha) partindo logo acima do nucleo (circulo vermelho) em direcdo ao
bordo, em amostras de otdlito (A) e escama (B) de C. temensis. .................... 65

Figura 17 - Box plot para visualizacdo das médias, desvio padrdo e minimo-
maximo para as leituras das assinaturas isotopicas da 87/86Sr em escamas
(Esc) e otdlitos (Oto) de individuos de C. temensis por ponto de coleta (P). ... 72

Figura 18 - Comparacdo do perfil isotdpico da 87/86Sr nas escamas (Esc) e
otolitos (Oto) de C. temensis por ponto de coleta. Cada curva corresponde a
ablacdo a laser (MC-ICP-MS) da 87/86Sr, ao longo de seccao transversal de
escama ou otolito do nucleo a borda (Tempo), de individuos amostrados nos
rios Uatumd — montante da barragem (Pl e P2), Uatumd - jusante da
barragem (P4 e P6) e baixo Jatapu (P5)........cccceviieiiiiiiiiicie e 73

Figura 19 - Box plot das médias, desvio padrdo e minimo-méaximo para as
leituras das assinaturas isotépicas da 87/86Sr em otdlitos por ponto de coleta
(0 T EEEPR PP 75

Figura 20 - Perfil isotopico dos exemplares de C. temensis coletados no rio
Uatuma a montante da barragem. Cada curva corresponde a ablacéo a laser
(MC-ICP-MS) da 87/86Sr, ao longo de seccdao transversal do otélito (do nucleo
a borda) de cada exemplar separados entre os pontos de coleta: Ponto 1
(margem direita do reservatorio o mais distante possivel da barragem) e Ponto
2 (margens esquerda do reservatorio proximo a barragem). ...........ccooeeee. 76

Figura 21 - Cada curva corresponde a ablacdo a laser (MC-ICP-MS) da
87/86Sr, ao longo de seccéo transversal do otélito (do nucleo a borda), de um
individuo de C. temensis amostrado no rio Uatuma regido proxima da barragem
A JUSANTR. e 77

Figura 22 - Cada curva corresponde a ablacdo a laser (MC-ICP-MS) da
87/86Sr, ao longo de seccéao transversal do otélito (do nucleo a borda), de um

Xl



individuo de C. temensis amostrado no rio Uatuma préximo a confluéncia com
(o (o I = 1 = o LU SR 78

Figura 23 - Cada curva corresponde a ablacdo a laser (MC-ICP-MS) da
87/86Sr, ao longo de seccéo transversal do otélito (do nucleo a borda), de um
individuo de C. temensis amostrado no baixo rio Uatuma. .................ccceeeeeee. 79

Figura 24 - Cada curva corresponde a ablacdo a laser (MC-ICP-MS) da
87/86Sr, ao longo de seccéao transversal do otdlito (do nucleo a borda), de um
individuo de C. temensis amostrado no baixo rio JatapU. ............cccccevvveeeeeennnn. 80

Figura 25 - Valores médios da 87/86Sr na agua para cada ponto amostral,
distribuidos entre os rios Uatuma, Jatapl € Amazonas. .........ccccccceeeeeeeeeeeeennnns 81

Figura 26 - Barplot indicando a formacédo de dois clusters com grupos
biologicos bem definidos, um conformado pelas localidades a montante da
barragem de Balbina nos Pontos 1 e 2 (vermelha), e outro conformado a
jusante da barragem, pelas localidades dos Pontos 3, 4,5 e 6 (azul). ............ 83

Xl



LISTA DE TABELAS

CAPITULO |
Tabela 1 - Utilizacao dos principais is6topos estaveis em estudos ecoldgicos. 29
CAPITULO Il

Tabela 1 - Dados de “comprimento do transecto de analise — CTA” em
milimetro para amostras de escamas e otoélitos de individuos de C. temensis. 72

Tabela 2 - Dados biométricos e comportamento dos individuos de C. temensis
analisados, separados por localidade amostrada (P), com diferentes nimeros
amostrais (n). Destacado em cinza a diferenca no padrédo de comportamento
entre 0s individuos amostrados NAa &rea. ..., 74

Tabela 3 - Diversidade gendmica em termos de riqueza alélica (RA),
heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), por localidade amostrada
(montante e jusante), com diferentes nimeros amostrais (N). ........ccccccvvvvnnnnns 82

Tabela 4 - Comparacgao par a par entre as localidades amostradas. ............... 82

Tabela 5 - Matrix do fluxo génico entre as localidades e o tamanho populacional
em cada localidade (diagonal), destacados em vermelho os valores extremos
(MAXIMO-MINIMO). 1ottt e e e e e e e e e e e s e nnneeees 84

X1l



SUMARIO

INTRODUGAQO GERAL ...oooviveeeceeeeeeeeeeeee ettt 16
JUSTIFICATIVA/OBJIETIVOS......coiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 20
REFERENCIAS .....couiiiiieitie ettt 22

CAPITULO Lttt sttt en s 27
g U1V 28
Y 2 ES Y I X 28
INTRODUGAO ...ttt 29
METODOLOGIA. ...ttt sssssannsnnnnes 30
ISOTOPOS ESTAVEIS EM ESTUDOS SOBRE ALIMENTAGAO DE PEIXES NA AMAZONIA
BRASILEIRA ...ttt 31
ISOTOPOS ESTAVEIS EM ESTUDOS SOBRE PADRAO DE MOVIMENTO E MIGRAGAO DE
PEIXES NA AMAZONIA BRASILEIRA ... coeuiiiiii ettt ee e e e e e eans 36
CONSIDERACOES FINAIS. ..o, 39
AGRADECIMENTOS ....oiiiiiiiiiiiiiiiiiiuiiineeneeeeseaanssneresnereneeeeneeeeennarnnnsaaannnnn—. 39
DIVULGAGAO ...ttt eae e, 39
REFERENCIAS ......ouiiiiiieieieteieeetee ettt 39

CAPITTULO Il ettt 46
INTRODUGAO ...ttt ettt ettt e st eesae s 47
MATERIAL E METODOS ......ouviiieeeeeeeeeeeeee ettt ettt eaens 49
AREA DE ESTUDO ....vvteeteeeeeeee ettt e et et e et e eaeeae e eae e eaeeaeeaenes 49

Caracterizacao da area de estudo ..........cooeeeeeeieiiieee e, 50
CaracterizaGao geolOgiCa........uuuviiiiieeeeiiiiiieeeee e 51
Is6topos de Estrdncio (Sr) em aguas continentais amazénicas .............. 53

CARACTERIZACAO BIOLOGICA DO TUCUNARE .....ccvunieiiiieeeieeeeieeeaieeeaneeeaneeennnns 54
COLETA DE DADOS ..cctteeeeetta e e ettt e e e eeeta e e e ettt e e e e eas e e e e eesa e e e eeta s e e e eenn e aeeennnnns 55

Coleta e preparacdo de amostras de AgUa ...........cceuvvviieeeeeeieeeeiiiiiiieeee e, 56
Metodologia de amOStragem .........ccoeeeeeiiiiiiie e 56

Coleta e preparacdo de amostras biol0gicas ...........cccceeeeeeeeeiiiiiiiiiiiieeeee, 57

Analises Laboratoriais: 1IS0topos de eStronCio (Sr) ...cceveeeeviiiiiiiiiiiieeeeennens 60
Preparacao e andlise das amostras de 4gua: ...........ccccccuvvervmrnnnnnnennnnnnnn. 60

Preparacao e analise das amostras de estruturas calcificadas.................. 61
AMOSLras de OtOlItOS: ......oieeeeieeeeeiiiie e e e e e e eeeees 61

Construcdo da biblioteca gendmica ..., 66
g =Tox= (o o [0 TN I N USRI 66
Digestdo do DNA e ligac&o de adaptadores............ooevvvveiiiieeeeneeeeiinnnnnnn. 66
PCR de teste da digestao/ligacao ..........cceuvuuuiiiiieiiiiiiiice e 66
PCR de enriqUECIMENTO .........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibeeeee e 67
Quantificacado e purificacdo das amoStras.........cccevvvieeieeeeeeeeeeiiiiiiine e 67
Selecao de tamanho e diluigdo da biblioteca ...........cccccvvvviiiiiiiiiiiiiinnnnn. 67



PCR clonal do template..........oouueiiiiiii e 68

Enriqguecimento do template............cocoovvveiiiiiiii e 68

Y =To [ =] g T = U 41T o (o T 68

[=o [or=Tolo [o130 F= To [o 1SR e [T 010 ] 1 41 o 1= F0 69
Andlises estatisticas - BIOgeoqUIMICa ..........cccvvvuuuiiiiiiieeeeeeeeiiee e ee e 69
Analises estatisticas — GENALICA...........cueiiiiiiiiiiiiiiiiie e 69
Diversidade geNALICA ..........uuuiiiieieiiiiiiieee e 70
Estrutura populacional..................coooiiiiiiiiii e 70
Fluxo génico e demografia populacional ..............ccccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiene 70
RESULTADOS ...ttt ssssssssssssssssnssnnnnes 71
87/865r; Escamas X Ot6litos de C. tEMENSIS .........ccccovveevieeiieeiieeiiec e 71
87186 Sr em 0t6litos de C. tEMENSIS.......ccueevveeiieeiiecce e 74
Peixes coletados no rio Uatuma a montante da barragem...................... 75
Peixes coletados no rio Uatuma a jusante da barragem ......................... 77
Peixes coletados no baixo 1o JatapU .........ccceevviiiiiiiiiiiiieeeeeeiieeeeeeen 79
B7/BE SI M@ AQUA ....vveiveeeere et et ettt ete e ete e et st et e st e sae e sae e st e s e et e e ereeare s 80
Informacdo gendmica do C. tEMENSIS ........uuuuuruiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeieeienaees 81
Diversidade geNALICA ..........uuiiiiieeee e 82
Estrutura populacional................eiiiiiieiiieec e 82
Fluxo génico € Demografia..........cccoeeeeeiiiiiiiiiiii e 84
DISCUSSAD ...ttt 85
Marcadores biogeoqUIMICOS .........uiiiieeeeiiieiiiiieie e e e e e e 85
Marcadores MOIECUIAIES ..........ouuuuiiiie e 88
CONSIDERACOES FINAIS. ..o, 92
REFERENCIAS ..ottt ettt 93

XV



INTRODUCAO GERAL

Alteracdes ambientais resultantes de eventos de origens antropicas ou
naturais constituem uma ameaca a diversidade de peixes de agua doce em
todo o planeta (PITTOCK et al., 2008). Na Amazbnia, as perdas de
biodiversidade podem aumentar a vulnerabilidade das popula¢cdes humanas,
principalmente das pessoas de baixa renda que apresentam forte dependéncia
do peixe, como principal fonte de proteina. O cenério de curto e médio prazo
para a potencializacdo destes problemas € ainda mais critico ao considerarmos
o estado de sobre-explotacdo de algumas espécies amazbdnicas (CAMPOS &
FREITAS, 2014).

A construcdo de hidrelétricas, com a consequente fragmentacdo do
ecossistema aquatico, causa uma série de modificacbes no meio ambiente
(FREEMAN et al., 2001; BALCIUNAS & ZDANKUS, 2007; DUGAN et al., 2010;
GARCIA et al., 2011), gerando impactos severos sobre a biota aquatica
(AGOSTINHO et al., 2008), em especial aos peixes (BARLETTA et al., 2010).

Um efeito bastante estudado da construcédo de barragens hidrelétricas é
a formacao de uma barreira fisica aos movimentos migratorios de espécies que
precisam realiza-los para completar seu ciclo de vida (ANTONIO et al., 2007;
DUGAN et al.,, 2010). Recentemente, Pelicice et al. (2014) mostraram que o
ambiente formado pelo reservatério atua como uma barreira ecoldgica a
migracdo e a distribuicdo das espécies que estavam adaptadas ao ambiente
I6tico pré-existente.

De modo geral, é reconhecido que a construcdo de barragens pode
reduzir drasticamente a abundancia ou mesmo promover a extincdo local de
espécies que dependem da migracdo, ao passo que aumentam a abundancia
de espécies sedentarias (AGOSTINHO et al., 2008). Em um primeiro momento,
pode ocorrer perda de espécies mais sensiveis ou aguelas com requerimento
ecolégico mais particularizado, acompanhado da explosdo populacional de
outras, principalmente os carnivoros, sendo comum em grande parte dos
reservatorios de hidrelétricas a formagéo de cardumes de predadores (SCHILT,
2007; AGOSTINHO et al., 2007).
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O reservatério da Usina Hidrelétrica Balbina, barrando o rio Uatuma,
ocupa uma enorme area de aproximadamente 4.400km2, sendo 1.300km? de
ilhas e 3.100km? de lamina d’agua (FUNCATE/INPE/ANEEL, 2000).

O barramento alterou substancialmente a estrutura das assembleias de
peixes a montante da barragem, com relatos de decréscimo consideravel na
populacdo de espécies migradoras, como Myleus rubripinnis e Hemiodus
unimaculatus (EFREM FERREIRA, comunicagcdo pessoal). A0 mesmo tempo,
outros estudos destacaram aumentos na abundancia de espécies que nao
necessitam realizar migracdes para completar seu ciclo de vida e que foram
beneficiadas pela mudanca no ambiente, como tucunarés (Cichla spp.) e a
piranha preta (Serrasalmus rhombeus) (SANTOS & SANTOS, 2005),
contribuindo para existéncia de pescarias direcionadas a explotacdo destas
espécies, inclusive de pesca esportiva (SOBREIRO et al., 2010).

A conservacao da variabilidade genética e da diversidade biolégica das
populacdes € fundamental para o funcionamento dos ecossistemas e
manutencdo das espécies de peixes ou outros organismos aquaticos, no que
concerne a sua habilidade de adaptacdo e resposta as frequentes mudancas
ambientais (BARKER & TINGEY, 1992).

E fato que a barragem da UHE Balbina ndo apresenta estrutura
destinada a permitir a continuidade das migracdes e movimentacdes de peixes,
0 que leva a crer na inexisténcia de fluxo génico, pelo menos rio acima. Por
outro lado, é possivel que venha ocorrendo fluxo génico do reservatério para o
trecho a jusante, principalmente se as larvas sobrevivem a passagem pelas
turbinas.

Ainda que isso ocorra, € de extrema importancia que se faca uma
avaliacdo da situacdo atual da estrutura, e da dindmica dos padrdes de
movimentos das principais popula¢des de peixes impactadas pelo barramento

do rio.

Influéncia do barramento sobre a producao pesqueira do rio Uatuma

Em Balbina, no estado do Amazonas, a atividade pesqueira teve inicio

apenas cerca de um ano ap0s o barramento do rio que ocorreu em 1987, e
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somente em 1991 foram coletados os primeiros dados de desembarque
pesqueiro composto basicamente por tucunarés (Cichla sp.) e ocasionalmente
outros peixes de médio e grande porte, como a aruana (Osteoglossum
bicirrosum), piranha preta (Serrasalmus rhombeus) e traira (Hoplias
malabaricus), registrando aproximadamente 500 toneladas/peixe/ano
(SANTOS & OLIVEIRA Jr., 1999).

No ano de 1993, foram desembarcadas 706 t de pescado, a partir deste
ano observou-se uma tendéncia ao declinio da producéo pesqueira local,
chegando ao minimo de 287 t em 1996 (SANTOS & FERREIRA, 1999;
SANTOS & OLIVEIRA Jr, 1999).

Analisando pescarias realizadas em reservatorios, Agostinho et al.
(2007) relataram aumento da abundancia de algumas espécies pré-adaptadas
ao ambiente lénticos, que passaram a suportar elevadas intensidades de
pesca. Em Tucurui, estado do Para, espécies predadoras como as piranhas
(Serrasalmus spp.) e os tucunarés (Cichla spp.), tiveram consideravel aumento
populacional nos primeiros anos do reservatorio (FEARNSIDE, 2001).

No reservatorio de Guri, na Venezuela, os tucunarés foram introduzidos
por volta de 1975 e se adaptaram bem as condi¢bes, permitindo o
desenvolvimento da pesca esportiva e comercial (NOVOA, 1993). Processo
semelhante ocorreu em Balbina, onde as pescarias, comercial e esportiva,
atuam basicamente em funcéo do tucunaré.

Contudo, se o esforco de pesca sobre estes estoques for mantido em
niveis elevados ao longo dos anos, em pouco tempo € possivel haver um
deplecionamento deste recurso pesqueiro. A sobrepesca e o0 colapso dos
estoques pesqueiros, principalmente de tucunaré (Cichla spp.), sdo um perigo
real com implicacbes sociais e ambientais a continuidade do potencial
pesqueiro do reservatorio da UHE de Balbina (NOVOA, 1993; SANTOS &
OLIVEIRA Jr, 1999).

Historico da conservagdo dos recursos pesqueiros apos o barramento do
rio Uatuma

Apo6s o barramento do rio Uatumé e a formacg&o do reservatério de
Balbina na década de 1990, foi criado por meio do Decreto Federal n.

99.277/90, a Reserva Bioldgica do Uatuma (REBIO) como um mecanismo de
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conservacao dos recursos pesqueiros no reservatorio (BRASIL, 1990). A
REBIO Uatuma possui 940.358 hectares e preserva uma area de apreciavel
biodiversidade regional e alto grau de endemismo (ELETRONORTE/IBAMA,
1997). Além disso, tem papel importante na protecdo do reservatério de
Balbina e suas ilhas.

Em 2005, por meio da Instrucdo Normativa n.12, a area que vai da
margem esquerda do antigo leito do rio Uatuma até os limites da Unidade de
Conservacéo - UC, foi delimitada como “area interditada”, proibindo o exercicio
da pesca em mais da metade do lago de Balbina. Esta normativa teve como
objetivo garantir a manutencdo dos estoques pesqueiros, considerando que a
pesca ilegal é um dos maiores conflitos existentes nesta Unidade de
Conservacdo (MMA, 2005).

Entre 2007 e 2009 vigorou a Portaria IBAMA n. 45/07, que
regulamentava o Acordo de Pesca de Balbina, ordenando a pesca do tucunaré
no reservatorio, com periodo de defeso entre agosto e novembro e tamanho
minimo de captura de 30 cm (IBAMA, 2007). Ap6s seu primeiro periodo de
vigéncia, por problemas burocraticos, o0 mesmo nédo foi renovado, restando
como medida conservacionista apenas a margem esquerda do antigo leito do
rio Uatuma, onde a pesca é proibida (Figura 1).
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Figura 1 - Areas de Unidades de Conservacao e Terras Indigenas. A= Reserva
Biolégica do Uatuma e B = Area de amortecimento da REBIO Uatuma, sujeita a
restricbes de uso estabelecidas nos planos de gestdo da Unidade de
Conservacado. Fonte: SciELO - Scientific Electronic Library.

JUSTIFICATIVA / OBJETIVOS

Em resposta aos efeitos oriundos da constru¢cdo da barragem da UHE
de Balbina, como, a formacdo de barreira fisica e barreiras ecolégicas a
migracao e a distribuicdo das espécies que estavam adaptadas ao ambiente
I6tico pré-existente, € possivel que as populacdes de peixes originais do rio
Uatuma tenham se estruturado em pelo menos trés subunidades
populacionais, a saber: populacdo A: a jusante do reservatorio, sem barreira
fisica ou ecoldgica até a confluéncia dos rios Uatuma e Amazonas; populacao
B: no reservatoério, bem adaptada as caracteristicas do ambiente formado apés
0 represamento; e, populacdo C: estabelecida nos trechos l6ticos a montante
do reservatorio, sem barreiras fisicas, mas com potenciais barreiras ecologicas
no reservatorio.

No momento, existem diversos projetos de hidrelétricas para a Amaz6nia
(Figura 2) e os efeitos destas construcdes sobre as populacdes de peixes ainda
sdo desconhecidos. Sendo que alguns pesquisadores consideram que o efeito
sobre espécies de peixes que realizam migracdes, para completar o ciclo de

vida, pode ser catastrofico.
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Figura 2 - Projetos de hidrelétricas propostos para a Amazdnia, separados por
cores: verde -projetos ja implementados e em operacao; laranja — projetos em
fase de implementacao; preto — projetos em fase de planejamento.

O uso de marcadores geoquimicos vem se mostrando uma eficiente
abordagem para estudos de populacdes de peixes (CAMPANA, 1999), em
especial para elucidar aspectos relacionados com local de nascimento, padréo
de migracdo e uso do ambiente ao longo do ciclo de vida da espécie, incluindo
importantes estudos ja desenvolvidos na Amazonia (GARCEZ et al., 2014;
POUILLY et al.,, 2014; HEGG et al.,, 2015; DUPONCHELLE et al.,, 2016;
HERMANN et al., 2016; SOUSA et al., 2016). Ao mesmo tempo, marcadores
moleculares constituem uma técnica jA consagrada para o estudo de
populacdes de peixes e pode ser usada para uma validacdo cruzada das
inferéncias efetuadas a partir dos marcadores biogeoquimicos. Em especial, os
marcadores moleculares permitirdo avaliar a ocorréncia de estruturacdo na
populacdo originaria da espécie-alvo como resultado da fragmentacdo do rio
pela represa da UHE Balbina.

Diante disso, ressalta-se a importancia do refinamento do uso destes
métodos na avaliacdo de impactos sobre os estoques pesqueiros a partir da
implementacdo de barragens hidrelétricas. Portanto, o objetivo geral do
presente estudo foi “Estudar o efeito de barragens hidrelétricas sobre a
dindmica de movimentos e a estrutura genética de populacdes de peixes
da Amazbnia, por meio de um estudo de caso com a populacéo de Cichla
temensis do rio Uatuma, barrado pela UHE Balbina, e do rio Jatapu, um
afluente ndo impactado”, para testar a hip6tese central de que: “O
barramento do rio Uatumd@ formou barreira fisica e ecolégica a
movimentacdo dos peixes e ao fluxo génico entre a populacdo de C.
temensis originaria do rio Uatuma”. Para isso, buscou-se alcancar os
seguintes objetivos especificos:

v Realizar uma revisao bibliografica com trabalhos que utilizaram is6topos
estaveis como ferramenta de analise em estudos ecolégicos na Amazoénia
Brasileira (capitulo 1);

v Identificar a estrutura 6ssea, escamas ou otélitos, mais apropriada para
caracterizacdo das assinaturas isotopicas da 2/Sr/fSr em C. temensis
(capitulo 2);
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v' Aplicar marcadores biogeoquimicos (87Sr/8Sr) para estudar os padroes
de movimentacéo de Cichla temensis do rio Uatuma e do rio Jatapu, rios com
nascentes no Escudo das Guianas (capitulo 2);

v Determinar a estrutura genética da populacdo de tucunaré C. temensis
no rio Uatuma (capitulo 2);

v  Estimar os parametros de diversidade genética da populacdo de
tucunaré C. temensis no rio Uatuma (capitulo 2);

v Verificar a existéncia de uma estruturacdo e os padrdes de
movimentagao na populagao de C. temensis como resultado do barramento

do rio Uatuma e/ou da influéncia do rio Amazonas (capitulo 2);

A tese foi composta por dois capitulos. O primeiro capitulo intitulado
“Is6topos estaveis em estudos ecolégicos com peixes na Amazbnia
Brasileira” apresentou uma revisdo bibliografica de artigos cientificos sobre
aspectos de alimentacdo, padrdo de movimento e migracdo de peixes que
utilizaram is6topos estaveis como ferramenta de analise na Amazbnia
Brasileira, publicados no periodo de 1980 a 2017. Est4 na forma de artigo
cientifico, ja publicado no periédico Scientia Amazonia, v. 6, n.3, 119-127,
2017.

O segundo capitulo intitulado “Uso de marcadores biogeoquimicos e
moleculares, para o estudo dos padroes de movimentacao, diversidade
genética e estrutura das populacdes de Cichla temensis do rio Uatuma e
baixo rio Jatapu, a luz dos barramentos de rios para implantacdo de
empreendimentos hidroelétricos” investigou os padrbes de comportamentos
de disperséo de Cichla temensis ao longo da bacia do rio Uatuma e do baixo
rio Jatapu a partir das assinaturas isotépicas da &Sr/®¢Sr em otélitos. E
determinou a estrutura genética, os parametros de diversidade genética e
verificou a existéncia de uma estruturacdo e os padroes de movimentagdo na
populacdo de C. temensis como resultado do barramento do rio Uatuma, por

meio da gendmica, uma ferramenta para estudos de genética molecular.
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Isotopos estaveis em estudos ecoldégicos com peixes na Amazonia

Brasileira

RESUMO

Is6topos estaveis sdo formas de um mesmo elemento quimico que
diferem em numero de néutrons no nucleo e que ndo realizam decaimento
radiativo. Os isé6topos funcionam como rastreadores da circulagdo dos
elementos quimicos na natureza. Assim, sdo capazes de tracar conexdes entre
0S varios niveis ecoldgicos do ecossistema. Na Amazoénia Brasileira, alguns
estudos foram realizados utilizando isétopos estaveis de carbono, nitrogénio e
estrdncio em estudos sobre ecologia tréfica, rotas de migracdo e padrao de
movimento de peixes. Tendo em vista o grande potencial de utilizacdo dessa
ferramenta em estudos ecologicos este estudo realizou uma revisao
bibliografica sobre o uso de isOtopos estaveis de carbono, nitrogénio e

estroncio em estudos ecoldgicos com peixes na Amazoénia Brasileira.

Palavras-chave: Carbono, Nitrogénio, Estroncio, Ecologia alimentar, Padrao

de migracao

ABSTRACT

Stable isotopes in ecological studies with fish in the Brazilian Amazon.
Stable isotopes are forms of the same chemical element that differ in number of
neutrons in the nucleus and do not perform radiative decay. They are like as
trackers of the circulation of chemical elements in nature. Thus, they are able to
chart connections between the various ecological levels of the ecosystem. In
the Brazilian Amazon, some studies were carried out using stable isotopes of
carbon, nitrogen and strontium in studies on trophic ecology, migration routes
and fish movement patterns. Considering the great potential of using this tool in
ecological studies this study carried out a bibliographical review on the use of
stable isotopes of carbon, nitrogen and strontium in ecological studies with

fishes in the Brazilian Amazon.

Key-words: Carbon, Nitrogen, Strontium, Trophic ecology, Migration pattern
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INTRODUGCAO

Is6topos sdo espécies atbmicas de um mesmo elemento quimico que
possuem massas atbmicas diferentes, mas com mesmo numero atdbmico, ou
seja, 0s is6topos possuem mesmo numero de protons, mas diferente nimero
de néutrons. Os isétopos sdo chamados de estiveis por ndo realizarem
decaimento radioativo (PEREIRA & BENEDITO, 2007; MARTINELLI, et al.,
2009).

Comumente sao utilizados em estudos ecoldgicos o 13C, 15N e 87Sr
(Tabela 1) (ARAUJO-LIMA et al., 1986; FORSBERG et al., 1993; ZULUAGA-
GOMES et al., 2016; SOUSA et al., 2016) e sua utllizacdo baseia-se na
previsibilidade da variacdo da composicdo isotopica dos compostos ao passar
por processos fisico-quimicos e/ou bioldgicos, conforme um elemento se move
através dos compartimentos de um ecossistema (PEREIRA e BENEDITO,
2007; MARTINELLI et al., 2009).

Tabela 1 - Utilizacdo dos principais isétopos estaveis em estudos ecoldgicos.

Is6topos Uso

Identificar fontes de energia para

Carbono :
consumidores

Determinar a posicao trofica de

Nitrogénio :
consumidores

Entender migracdes e padrdes de

Estroncio . X
movimentos de peixes

Os primeiros trabalhos utilizando isGtopos estaveis em estudos
ecoldgicos na Amazbnia aconteceram na metade da década de 80 em estudos
de cadeias alimentares aquaticas (ARAUJO-LIMA et al., 1986). Desde entéao,
vém aumentando a utilizacdo destas ferramentas em estudos ecoldgicos com
diversos grupos taxondmicos na Amazonia, (WAICHMAN, 1996; MAGNUSSON
et al.,, 1999; ADIS e VICTORIA 2001; NARDOTO et al.,, 2011; LARA et al,,
2012; CARABALLO et al, 2014; SCHWAMBORN e GIARRIZZO, 2014
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CARABALLO e FORSBERG, 2016), principalmente em estudos sobre ecologia
trofica, histéria de vida, migracao e origem de peixes (FORSBERG et al., 1993;
BENEDITO-CECILIO et al., 2000; MARSHALL et al. 2008; GARCEZ et al.,
2014; POUILLY et al., 2014; HEGG et al., 2015; SOUSA et al.,, 2016;
HERMANN et al., 2016; CARVALHO et al., 2017). No entanto, ainda é reduzido
0 numero de estudos com essas ferramentas devido a caréncia de instituicoes
gue realizem este tipo de analise no Brasil, além do elevado custo das analises
(MARTINELLI et al., 1988).

Baseado na andlise de estudos realizados, esta revisdo bibliografica
apresenta informacfes sobre aspectos de alimentacdo, padrédo de movimento e
migracdo de peixes que utilizaram iso6topos estaveis como ferramenta de

analise na AmazoOnia Brasileira.

METODOLOGIA

Para a elaboracdo do presente artigo, foi realizado um levantamento
bibliografico nos portais de busca: Science Direct (www.sciencedirect.com),
Sciverse Scopus (www.scopus.com), Web of Science (webofknowledge.com) e
Wiley Online Library (onlinelibrary.wiley.com). Os dados foram coletados em
janeiro e fevereiro de 2017, a partir da consulta das seguintes palavras chave
“trophic level”, “food chain”, “stable isotopes”, “food web”, “stable carbon

isotopes”, “flooded forest”, “natal homing”, “Amazon Basin”, “fish movement”,

“‘geochemistry”,

strontium isotope”, “trace elements”, “otolith microchemistry”,
“history fish migration”, “otolith fingerprints” e “geographical origin”. Foram
considerados os artigos publicados no periodo compreendido entre 1980 e
2017. Adicionalmente, as referéncias bibliograficas dos artigos encontrados
foram examinadas para verificar se havia mais alguma publicacdo que nao
tivesse sido listada pelas bases de dados. Foram encontrados trabalhos com
diferentes grupos de organismos, mas focamos apenas em trabalhos que
utilizaram os peixes como principal grupo taxonémico. Dessa forma, 19

trabalhos foram utilizados nesta reviséo bibliografica.
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Isétopos Estaveis em Estudos sobre Alimentacdo de Peixes na

Amazonia Brasileira

Os consumidores refletem sua dieta (MARTINELLI et al.,, 1988). A
utilizacdo de isotopos estaveis de carbono em estudos tréficos permite a
identificacdo das fontes autotréficas de energia para os consumidores. Usando
modelos de mistura isotopicos é possivel determinar a proporcdo e quais
alimentos foram assimilados pelos consumidores (PHILIPS et al., 2014), tendo
um enriquecimento médio de 0,8%. dos isOtopos de carbono em cada
transferéncia tréfica (DENIRO & EPSTEIN, 1978). Ao longo da cadeia alimentar
0s consumidores tornam-se enriguecidos em média 3,4% em 15N, desta forma,
através da utilizacdo de isétopos estaveis de nitrogénio é possivel determinar a
posicao tréfica de um consumidor na cadeia tréfica (MINAGAWA & WADA,
1984; POST, 2002).

Em um trabalho classico, ARAUJO-LIMA et al. (1986) abriram mao da
abordagem tradicional de analise visual do contetudo estomacal utilizando como
ferramenta os is6topos estaveis de carbono em uma abordagem mais direta.
Dessa forma, puderam negar a hipétese de que macréfitas aquéticas sdo as
principais fontes de energia para os peixes detritivoros na Amazbnia. Os
autores puderam ainda sugerir que a maioria dos peixes consumidos na
Amazonia sédo sustentados pelo fitoplancton.

Ainda nessa tematica, FORSBERG et al. (1993) levaram em conta que
as macrdfitas aquaticas sao responsaveis por 52% da producdo primaria nas
planicies de inundacdo da Amazénia (JUNK, 1985) e realizaram um estudo
mais amplo com a finalidade de testar a hipétese de que a quantidade de
carbono absorvida pela comunidade de peixes adultos das planicies de
inundacdo da Amazébnia Central derivava dos diferentes grupos de plantas,
assim as proporcdes de carbono assimiladas pelas comunidades de peixes
teriam relacdo com a disponibilidade dos diferentes grupos de plantas no
ambiente.

As plantas com vias fotossintéticas C3 e C4 diferem consideravelmente
na razao isotépica de carbono, assim FORSBERG et al. (1993) tracaram a
origem do carbono a partir desses dois grupos. Os autores puderam perceber

ainda que, apesar de muitos grupos de plantas contribuirem significantemente
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para producdo primaria nas planicies de inundag¢do, nem todos grupos eram
importantes no balanco de carbono dos peixes adultos. As plantas com vias
fotossintéticas C4 eram responsaveis por mais da metade da producao
primaria, representando entre 2,5-17% do fluxo de carbono nessas teias
alimentares. Enquanto o fitoplancton, que compde a menor biomassa entre 0s
produtores primarios, representou mais de 36%. Em conjunto, as plantas com
via fotossintética C3 (arvores da floresta inundada, macréfitas C3, perifiton e
fitoplancton) representaram 82,4-97,5% do carbono assimilado pelos peixes
adultos.

Contudo, os estudos anteriores ndo levaram em consideracao a variacao
espacial e a sazonal na composicéo isotopica das plantas e dos peixes. Tais
variacdes poderiam causar erros nas estimativas das fontes de energia para 0s
consumidores. Diante disso, BENEDITO-CECILIO et al. (2000) buscaram
recalcular a contribuicdo relativa das plantas para os peixes considerando as
variacfes espaciais e sazonais e a participacdo de plantas C4 como fonte de
carbono para a ictiofauna.

Os autores testaram a hipotese de que a producéo pesqueira transfere o
carbono das plantas para as pessoas na mesma proporcdo que é disponivel
nas planicies de inundacdo do rio Amazonas. Como resultado, apenas duas
espécies de peixes mudaram sua razao isotépica sazonalmente e outras duas
tiveram mudancas na razdo isotdépica de carbono espacialmente. A
contribuicdo maxima de carbono oriundo das plantas C4 foi de 15%, enquanto
0 grupo das plantas C3 contribuiram com mais de 85% para a producéo
pesqueira. Os autores puderam concluir que ndo ha correlacdo entre a
disponibilidade de carbono no ecossistema e sua transferéncia para a dieta
humana via recursos oriundos da pesca.

OLIVEIRA et al. (2006a) encontraram resultados semelhantes ao
estudarem as fontes de energia para o tambaqui em um lago de inundagéao na
Amazoénia. Eles viram que os frutos, sementes, material vegetal e zooplancton
foram as principais fontes de energia ingeridas pelo tambaqui, ressaltando a
absorcéo de fontes de energia com via fotossintética C3.

Estes estudos corroboram que as principais fontes de carbono para os
peixes sao 0s organismos autotroficos com via fotossintética C3, apesar de ndo

serem O grupo mais produtivo em areas de planicies de inundacdo da
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amazonia. Diante disso surge uma pergunta: por que as plantas C4 sao pouco
aproveitadas como fonte de energia para os peixes?

FORSBERG et al. (1993) sustentaram a hipdtese proposta por
CASWELL et al. (1973) em que as plantas C4 sdo seletivamente evitadas pelos
herbivoros devido sua baixa digestibilidade e valor nutricional ao analisarem
dados existentes na literatura. Entretanto, para algumas espécies herbivoras,
como Schizodon fasciatus, as plantas C4 foram responsaveis por 65,9% do
carbono utilizado como fonte de energia (FORSBERG et al. 1993).
MORTILLARO et al. (2015) analisaram as composi¢des isotopicas de carbono
e nitrogénio aliado com &acidos graxos para investigar a estrutura tréfica e
fornecer um melhor entendimento da utilizacdo das fontes de alimento para os
peixes nas planicies de inundacdo da Amazbnia. Os autores encontram
grandes quantidades de acidos graxos nas macréfitas C4, o que indica o alto
valor nutritivo dessas plantas. Dessa forma, sugeriram que as macrofitas C4
sdo negligenciadas pelos peixes como fonte de alimento devido sua baixa
digestibilidade.

LEITE et al. (2002) acreditavam que o carbono fixado pelas herbaceas
aguaticas, especialmente gramineas C4 poderiam sustentar a cadeia alimentar
das larvas de peixes que utilizavam os bancos de herbaceas aquaticas dos
lagos nas planicies de inundacdo da Amazénia para se refugiar e se alimentar.
Assim, estimaram a contribuicdo das gramineas C4 para a producédo de larvas
de peixes e determinaram a estrutura vertical da teia alimentar usando is6topos
estaveis de carbono e nitrogénio. A hipotese foi refutada pelos autores uma vez
que as larvas de peixes estudadas eram consumidores primarios ou
secundarios que tinham como principal fonte de energia as plantas C3. Embora
a contribuicdo das gramineas C4 fosse importante para algumas espécies.

MORTILLARO et al. (2016) intrigados com o fato das teias alimentares
das planicies de inundacdo da Amazbnia serem sustentadas por fontes de
carbono C3, apesar das macrofitas C4 geralmente produzirem maiores
biomassas do que as macroéfitas C3, realizaram um experimento em
microcosmos utilizando &cidos graxos e is6topos estaveis de carbono para
investigar o padréo de degradacéo e o destino do carbono das macrofitas C3 e
C4. O experimento demonstrou que as macroéfitas C4 sdo rapidamente

mineralizadas, bem como a mistura natural de matéria organica particulada
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com produtores primarios empobrecidos em 13C devem ser responsaveis pela
baixa contribuicdo das fontes de carbono C4 para as teias alimentares
aguaticas na Amazonia.

Para OLIVEIRA et al. (2006b), a conclusdo que o fitoplancton poderia
sustentar toda a pesca na Amazonia ainda nao estava clara, pois o fitoplancton
contribui com apenas 2% da produtividade primaria nas planicies inundadas da
Amazbnia (MELACK et al., 1999). Assim, com o objetivo de investigar as fontes
primérias de carbono para os peixes com importancia comercial em um lago de
inundagdo do rio Amazonas, o0s autores utilizaram modelos isotopicos de
mistura combinado com analises de contetudo estomacal.

Os resultados indicaram que as plantas C3 e outra fonte alimentar com
composigao isotopica similar poderia ser localmente mais importante do que o
fitoplancton para os peixes das planicies de inundagdo. Assim, os resultados
confirmaram a importancia da floresta inundada e das macrofitas aquaticas
para a manutencdo dos estoques pesqueiros nas planicies de inundacéo.
Ainda segundo os autores, as diferencas nos resultados encontrados por eles
dos trabalhos que indicavam o fitoplancton como principal fonte de carbono
para 0s peixes nas planicies de inundacdo poderiam ser devido ao maior
namero de amostras utilizadas, a amostragem ter sido realizada em apenas um
lago de varzea e a maior precisdo do modelo utilizado para estabilizar as
estimativas das contribuicdes relativas das fontes de carbono. Além da
utilizacdo em conjunto da analise de conteudo estomacal que ajudou na
interpretacdo da analise isotopica. Portanto, justificando o uso de uma
abordagem conjunta envolvendo is6topos estaveis e andlise de conteddo
estomacal.

De outra forma, alguns estudos na Amazénia (SILVA et al., 2005;
AZEVEDO-SILVA et al., 2016; MARSHALL et al., 2016) tém utilizado isétopos
estaveis de carbono e de nitrogénio juntamente com a concentracdo de
mercurio dos peixes para elucidar questbes sobre biomagnificacdo e
bioacumulacdo de mercurio nas cadeias alimentares aquaticas.

SILVA et al. (2005) buscaram entender melhor os fatores que conduzem
as altas concentracdes de mercurio em peixes piscivoros do que em espécies
herbivoras dos lagos nas planicies de inundacéo do rio Tapajos levando em

consideracdo o periodo de enchente e cheia. Os resultados demonstraram
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claramente o fendmeno de biomagnificagdo, uma vez que as concentragdes de
mercurio aumentaram com o enriquecimento de 15N nos peixes. Os peixes ndo
piscivoros continham nove vezes menos mercurio do que 0s peixes piscivoros.
Além disso, h4 um aumento da biomagnificacdo do mercario no periodo de
enchente. Os resultados de MARSHALL et al. (2016) também mostraram
significante biomagnificacdo de mercurio entre os niveis troficos no médio rio
Negro.

AZEVEDO-SILVA et al. (2016) utilizaram os is6topos de carbono e
nitrogénio e analise de mercurio para avaliar a estrutura trofica da ictiofauna e a
biomagnificacdo do mercuario no lago Puruzinho, Amazénia Ocidental, a partir
da hip6tese de que o mercurio biomagnifica através da teia alimentar, assim
como h& importdncia das espécies de peixes migratérias para a
biomagnificacdo do mercurio. Os autores concluiram que a ictiofauna do lago
Puruzinho é parte de uma curta teia alimentar com trés niveis tréficos bem
caracterizados e com bioacumulacdo de mercario ao longo da cadeia
alimentar. Além disso, os peixes migradores ndo mudaram significativamente a
taxa de bioacumulagédo do mercurio nas espécies do lago estudado.

Esses estudos demonstram a ampla utilizacdo dos isétopos estaveis
juntamente com outras ferramentas para elucidar questbes em estudos de
ecologia tréfica. Novas abordagens tém sido realizadas utilizando analises de
isétopos estaveis com ecomorfologia para explorar as relacdes entre as
diversidades trofica e morfologica de assembleias de peixes. ZULUAGA-
GOMEZ et al. (2016) buscou compreender as relacdes funcionais e tréficas
entre quatro familias de peixes (Loricariidae, Serrasalmidae, Anostomidae e
Cichlidae) em corredeiras do rio Xingu. As familias foram separadas baseadas
nas caracteristicas morfoloégicas associadas com uso do micro-habitat e
alimentacdo. As familias foram menos diferenciadas no espaco isotépico do
que no espaco morfolégico. A diversidade funcional foi maior nos ciclideos e
loricarideos, enquanto que a diversidade trofica foi maior nos serrasalmideos e
loricarideos. De acordo com as estimativas do modelo de mistura usado pelos
autores, o fitomicrobentos foi a principal fonte de energia para todas as

familias.
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Isétopos Estaveis em Estudos sobre Padrdo de Movimento e Migragao

de Peixes na Amaz6nia Brasileira

A Bacia Amazbnica é geoquimicamente diversa e complexa,
caracteristicas ideais para realizacdo de estudos através de analises da
microquimica de estruturas calcificadas em peixes, tais como otdlitos, vértebras
e escamas, estas estruturas crescem continuamente ao longo da vida dos
peixes, representando acumulagcdes sequenciais diarias, sazonais ou anuais de
camadas ou anéis de crescimento, as variagdes geoquimicas presentes nessas
estruturas biogénicas sdo particularmente relevantes para o estudo da histéria
de vida, migracao e origem dos peixes (PANFILI et al., 2002).

Em estudo realizado na Bacia do Rio Negro - AM, GARCEZ et al. (2014)
efetuaram um estudo correlacional entre a microquimica de otolitos em
exemplares jovens de Cichla temensis e a composi¢cdo geoldgica do leito
rochoso regional para explorar mecanismos subjacentes de diferencas na
geoquimica de otdlitos e identificar as areas de nascimento dos peixes. Os
resultados sugeriram que as diferencas espaciais na geoquimica de otdlitos,
podem ser usadas para distinguir origens natais com base nas razbes Sr/Sr,
Sr/Ca e Ba/Ca. Esta abordagem permitiu classificar corretamente 99% dos
peixes juvenis em seus tributarios natais usando validacdo cruzada em uma
andlise de funcado discriminante linear. Neste estudo foi demonstrado que os
padrbes da composicdo isotOpica de otdlitos, em especial assinaturas de
87Sr/86Sr, correspondem com padrdes da geologia regional por meio de
inferéncias a mapas geologicos. O resultado contribui para a classificacdo de
microqui-mica de otdlitos como uma valiosa ferramenta para interpretar
movimentos de peixes em sistemas de agua preta.

POUILLY et al. (2014) com a finalidade de destacar o uso potencial das
assinaturas isotopicas de estrébncio como marcadores geoquimicos precisos de
habitats e rotas de migracdo de peixes, compararam as razdes de 8'Sr/8Sr em
agua, otdélitos e escamas de duas espécies comerciais oriundas de diferentes
locais da bacia Amazobnica. Os autores, observaram que as proporcoes de
87Sr/8Sr entre os otdlitos e escamas dos mesmos individuos tinham valores
semelhantes e muito proximos da composi¢do isotopica de Sr do rio onde

foram capturados. Desta forma os pesquisadores puderam inferir que, durante
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a absorcéo bioldgica e incorporagdo do Sr em estruturas calcificadas de peixes
nao ha fracionamento isotdpico, o que equivale dizer que as escamas se
revelam como uma alternativa nao letal e eficaz para medi¢cdes de proporcdo
de 87Sr/8Sr em comparacédo com otdlitos.

O estudo de HEGG et al. (2015), pioneiro na descricdo do
comportamento migratorio de trés espécies de bagres populosos e
comercialmente importantes: Dourada (Brachyplatystoma rousseauxii),
Piramutaba (B. vaillantii) e Piraiba (B. flamentosum), amostradas na foz do rio
Amazonas e na Amazodnia Central. Neste estudo, o local de nascimento
(bercéario) e as rotas migratorias destes bagres, foram determinados através
das assinaturas de isé6topos de estroncio (87Sr/®Sr) registradas em seus
otélitos, e correlacionadas com dados da quimica da agua disponiveis na
literatura, e classificados através de funcdo discriminante.

Os resultados forneceram a primeira reconstrucdo microquimica de
otolitos relatada para movimentos migratorios de espécies do género
Brachyplatystoma na Bacia Amazdnica, através dos resultados e com o apoio
de alguns dados de pesca, pdde-se constatar que exemplares juvenis podem
apresentar diversas estratégias de criacdo, contrastando com o entendimento
predominante de que o estuario € o Unico bercario e local de crescimento
destes bagres (BARTHEM e GOULDING, 1997).

Ainda nesta tematica, DUPONCHELLE et al. (2016), considerando o fato
de que algumas espécies de peixes precisam utilizar toda a bacia hidrogréafica
para completar o seu ciclo de vida, decidiram avaliar os impactos das
interrupcdes da conectividade longitudinal do ambiente I6tico resultante da
construcdo de represas em bacias hidrograficas na Amazoénia.

Para isso utilizaram exemplares adultos da Dourada (Brachyplatystoma
rousseauxii), um bagre de grande porte, como espécie modelo, amostrados
perto de grandes areas de reproducéo na bacia Amazonica (Alto rios Madeira e
Amazonas).

Utilizando microquimica de otdlitos para avaliar os movimentos deste
bagre ao longo de seu ciclo de vida, através da medicdo de variacbes em
87Sr/85Sr ao longo das secdes transversais de seus otélitos por espectrometria

de massa com ablacdo a laser, DUPONCHELLE et al. (2016) conseguiram
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demonstrar um ciclo de vida migratério aparentemente obrigatorio ao longo da
bacia para este grande bagre da Amazonia.

Os autores, demonstraram também que as larvas migram do alto para o
baixo Amazonas, onde crescem durante um periodo prolongado antes de
migrarem rio acima quando adultos, passando obrigatoriamente pela Amazonia
central ou baixa. Porém, nem todos 0s peixes passaram seus estagios de
bercario no estuario amazoénico, assim como observado por HEGG et al.
(2015). Além disso, foi evidenciado que a maioria dos adultos habitam a sua
area geogréfica natal na sub-bacia do rio Madeira. Esse mecanismo de
“‘homing” de longa distancia (> 8000 km) é excepcional em peixes com ciclo de
vida exclusivo a agua doce.

HERMANN et al. (2016), empregaram a microquimica de otdélitos de
forma inovadora para elucidar as migracbes de peixes amazonicos. Neste
estudo foi aplicada uma abordagem multi-elementar onde foram realizadas
analises nos padrées quimicos de diversos elementos traco nos otélitos de
cinco espécies de peixes amazonicos: duas espécies "sedentarias" (Arapaima
spp. e Plagioscion squamosissimus), um "migrador da planicie de inundacéo”
(Prochilodus nigricans) e dois “migradores de longa distancia” (Brachypla-
tystoma rousseauxii e B. filamentosum).

Neste estudo foram utilizadas duas técnicas em conjunto a ablacdo a
laser de baixa resolugcdo (LAICPMS) e a microscopia de fluorescéncia de
raiosX de varredura (SXFM). Esta combinacdo proporcionou a flexibilidade
para amostrar muitos elementos simultaneamente. Desta forma, HERMANN et
al. (2016) identificaram novos marcadores ambientais para estudos sobre a
quimica de otdlitos de peixes na Amazoénia.

Em estudo mais recente, SOUSA et al. (2016) utilizaram a andlise da
composicdo microquimica de elementos traco (Sr/Sr, Sr/Ca e Ba/Ca) em
otolitos de exemplares adultos de Cichla temensis do médio rio Negro, para
descrever aspectos do comportamento migratorio desta espécie.

Atraves de fungdes discriminantes, derivadas de dados de referéncia de
otolitos de exemplares jovens com menos de um ano, conseguiram determinar
a origem natal de exemplares adultos, onde, os resultados indicaram que 42%
dos adultos amostrados foram coletados na mesma area em que nasceram.

Contudo, a variagdo nos valores dos isétopos 8’Sr/8Sr ao longo do eixo dos
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otolitos indicou que os movimentos de C. temensis tendem a ser mais
dindmicos do que os descritos anteriormente (TAPHORN e
BARBARINODUQUE, 1993; HOEINGHAUS et al., 2003; MACRAN- DER,
2010).

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do potencial para estudos com isotopos estaveis, ainda séo
poucos os estudos realizados com essas ferramentas na Amazobnia. E sua
disseminagéo pode contribuir para o entendimento de como as comunidades
aguaticas estéo estruturadas tréficamente, assim como a cerca de suas rotas

migradoras e padrbes de movimentos dos peixes.
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CAPITULO I

Uso de marcadores biogeoquimicos e moleculares, para o estudo dos
padrdes de movimentacao, diversidade genética e estrutura da populacéao
de Cichlatemensis do rio Uatuma e baixo rio Jatapu, a luz dos
barramentos de rios para implantacdo de empreendimentos hidroelétricos
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INTRODUGCAO

A Bacia Amazobnica €é geoquimicamente diversa e complexa,
caracteristicas ideais para realizacdo de estudos através de analises da
microquimica de estruturas calcificadas em peixes, tais como otdlitos, vértebras
e escamas. Estas estruturas crescem continuamente ao longo da vida dos
peixes, representando acumulagdes sequenciais diarias, sazonais ou anuais de
camadas ou anéis de crescimento. As variacbes geoquimicas presentes
nessas estruturas biogénicas sao particularmente relevantes para o estudo da
histéria de vida, migracéo e origem dos peixes (PANFILI et al., 2002).

87Sr/26Sr
Otdli
Holros E—
Foto: www.astrologianapratica.com.br
Escamas
Figura 1 - llustracdo esquematica da correlacdo entre a assinatura da

87Sr/86Sr em estrutura calcificadas de peixes com a assinatura da agua do rio
onde vivem.

Apesar do potencial dos marcadores microquimicos para entender
migracdes e padrdes de movimentos de peixes na Amazonia, apenas seis
estudos utilizaram esta ferramenta (GARCEZ et al., 2014; POUILLY et al.,
2014; HEGG et al., 2015; DUPONCHELLE et al., 2016; HERMANN et al., 2016;
SOUSA et al., 2016).

Freeland et al. (2005) mostram que a aplicacdo de ferramentas
genéticas sao eficientes para detectar mudancas nas populagdes silvestres a
um nivel detalhado. Estas fornecem informacdo de uma populacdo tal como
diversidade genética, nivel de endogamia, estrutura da populacdo, tamanho

efetivo populacional e fluxo génico, entre outros parametros importantes, que
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sdo relevantes para o estudo de populacbes de espécies exploradas
comercialmente, assim como espécies ameacadas de extingcado e que permitem
entender 0s processos que geram mudancas evolutivas nas populacdes
(FRANKHAM et al., 2004; DESALLE & AMATO, 2004).

Atualmente, uma das ferramentas mais usadas na genética é a
gendmica, através dos SNP (Single Nucleotide Polymorphisms). Estes
marcadores, tem sido frequentemente utilizados em estudos populacionais,
devido a sua ampla distribuicdo pelo genoma e simples de variacdo genética,
que permite determinar parametros populacionais assim como processos de
selecdo e adaptacdo de um grupo populacional particular, além de ser um
meétodo rapido e econdmico (DESALLE E AMATO, 2004; ALLENDOREF et al,.
2010; CATCHEN et al., 2013).

Um SNP é um tipo de marcador anénimo nuclear de uma Unica
mudanca de base em uma sequéncia de DNA, sendo que qualquer das quatro
bases pode mudar. O SNP é bialélico, ou seja, que existem duas alternativas
ou possiveis nucleotideos (Figura 2). Para tal posi¢cdo ser considerada como
SNP, o alelo menos freqiente deve estar presente pelo menos em 1% da
populacdo. A sua evolucdo € por modelos de mutacdo simples baseado em
transicOes e transversdes, como o modelo de sitios infinitos (VIGNAL et al.,
2002).

Figura 2 - SNP (Single Nucleotide Polymorphism), variacdo em um sitio da
sequéncia de DNA. Fonte: (http://www.ibbl.lu/).

A maneira mais eficaz, rapida e econémica de se obter as sequéncias

que contém SNP de um organismo é pela metodologia de RADseq (double
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digest RAD sequencing), que consiste em gerar bibliotecas gendmicas que
possuem fragmentos obtidos mediante digestdo com duas enzimas de restricdo
e que estdo dentro de uma faixa de tamanho selecionada, e que serao
posteriormente sequenciadas mediante sequenciamento de proxima geracdo
(NGS - Next Generation Sequencing) (PETERSON et al., 2012).

Desta forma, a combinacdo da ferramenta genbmica com outros
meétodos analiticos ddo maior suporte para o estudo das populagdes silvestres
e na avaliacdo das mudancas causadas por alteracbes no ambiente, pela
explotacdo, ou outros fatores extrinsecos.

Nessa perspectiva, esse trabalho objetivou investigar o fluxo génico de
C. temensis dos rios Uatuma e Jatapd, tipicos rios de agua preta da Amazonia
com nascentes no Escudo das Guianas. Além disso, determinar os padrdes de
movimentacdo, estrutura genética, estimar os parametros de diversidade
genética, e verificar a existéncia de fragmentacdo da populacdo C. temensis,
devido aos impactos da Barragem da UHE Balbina no rio Uatuma, a partir da
combinacdo de uma ferramenta genémica e leituras isotopicas da 8’Sr/26Sr em

estruturas calcificadas dos peixes.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

O presente estudo teve como area de estudo o Rio Uatuma, um dos
principais afluentes da margem esquerda do rio Amazonas, dividido em quatro
areas de amostragem e o trecho inferior do rio Jatapu, um afluente da margem
esquerda do rio Uatuma que apresenta caracteristicas limnoldgicas similares
as existentes originalmente no rio Uatuma, o qual foi assumido como area
controle em face da inexisténcia de barragens a pelo menos 500 Km de
distancia rio acima.

Os pontos amostrais nos rios Uatuma e Jatapu foram: Ponto 1: situado
no trecho I6tico a montante do reservatorio, com caracteristicas limnologicas
ainda preservadas; Ponto 2: situado no interior do reservatério; Ponto 3:
situado a jusante do reservatério, a aproximadamente 50 km de distancia do
reservatorio; Ponto 4: situado na foz do rio Jatapu, sob a influéncia do rio

Uatuma; Ponto 5: situado no trecho inferior do rio Jatapu a uma distancia
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aproximada de 100 km da foz; Ponto 6: situado proximo ao municipio de Séo
Sebastido do Uatuma na porcdo mais baixa do rio Uatuma, no trecho em que a
agua preta do Uatumad ndo recebe a influéncia da agua branca do rio
Amazonas; Ponto 7: situado préximo ao municipio de Urucard, na foz do rio
Uatuma&, onde ocorre a mistura da agua preta do Uatuma com a agua branca

do rio Amazonas (Figura 3).
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Figura 3 - Mapa da area de estudo com destagque para 0s sete pontos
amostrais localizados nos rios Uatuma e Jatapu.

Caracterizacdo da area de estudo

O rio Uatuma é um dos principais afluentes da margem esquerda do rio
Amazonas, situado entre a foz dos rios Negro e Trombetas. Ele drena uma
area de aproximadamente 70.600 km2, sua agua escura possui caracteristicas
fisico-quimicas semelhantes as dos grandes rios de aguas pretas da bacia
Amazonica (SANTOS & JEGU, 1996).

De acordo com a tradicional classificagdo dos rios amazo6nicos (SIOLI,
1984), o rio Uatuma apresenta aguas acidas, com pH entre 3,7 e 5,8, séo

pobres em ions e ricos em matéria organica dissolvida, tem baixa declividade
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na maior parte de sua extensao, exceto nas zonas de corredeiras, das quais as
mais importantes sdo Morena e Balbina, sendo esta ultima o local de instalacéo
da UHE Balbina. A jusante da corredeira da Morena, que € a Gltima, a partir da
nascente, o rio é largo, com margens baixas e € bastante influenciado pelo
regime do rio Amazonas, que o represa ha época da cheia, formando varios
lagos marginais e extensas areas de igap0s (SANTOS & JEGU, 1996).

Na Amazonia, os rios de agua preta, como o rio Negro, Uatuma e Jatapu
apresentam aguas &cidas, diferentes dos rios de &gua branca, como o
Solimées/Amazonas que apresenta pH proximo ao neutro. Como resultado das
diferencas fisico-quimicas, provavelmente, os rios funcionam como barreiras
geograficas determinantes na distribuicdo espacial das espécies de peixes de
agua doce (FURCH et al., 1982).

As aguas do rio Uatuma abrigam uma grande diversidade de espécies
de peixes, que desenvolveram estratégias para ocupar os diferentes ambientes
disponiveis. A elevada diversidade de formas e tamanhos dos peixes que
habitam o rio Uatuma, resulta em diferentes formas de uso deste recurso
natural. Muitas espécies sdo usadas para a alimentacdo pelos ribeirinhos e
moradores de comunidades e cidades ao longo e ao entorno do rio Uatuma.
Algumas espécies sao utilizadas pela pesca comercial e pela pesca esportiva,
especialmente o tucunaré (Cichla spp.) que se destaca nessa atividade por sua
abundancia e pela caracteristica agressiva. (SANTOS & OLIVEIRA Jr, 1999).

Caracterizacdo geolégica

Em termos geoldgicos, a bacia de drenagem do rio Uatuma na area de
estudo, encontra-se sobre duas unidades morfo-estruturais distintas: o
Complexo Guianense, onde se situam o alto e médio cursos (montante da
barragem da UHE Balbina) e as rochas sedimentares da planicie Amazonica,
nos cursos inferiores (ELETRONORTE, 1997) (Figura 4).

O Complexo Guianense, na regidao onde localiza-se o lago da UHE de
Balbina, € sobreposto pelo Supergrupo Uatuma (DALL’AGNOL et al., 2003),
esta unidade estratigrafica € constituida por uma fase vulcanica, sucedida por

uma fase plutdbnica (MELO et al., 1978). Em nossa area de estudo, a fase
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vulcanica esta representada pela Formacdo Iricoumé e a fase plutbnica pela

Suite Mapuera.

A Formacéao Iricoumé, elevada a categoria de Grupo por VEIGA JR. et
al. (1979), € composto por rochas vulcanicas intermediarias a acidas, nao
metamorfizadas, associadas aos granitéides mais jovens, com caracteristicas
petrogréficas semelhantes as vulcanicas efusivas. Quimicamente, essas rochas
variam de metaluminosas a peraluminosas, e destacam-se por apresentar

elevados teores de fluor.

A Suite Mapuera, é constituida por corpos graniticos de contornos
irregulares, arredondados a alongados, intrusivos em rochas vulcanicas
relacionadas ao Grupo Iricoumé (ARAUJO NETO & MOREIRA, 1976; VEIGA
JR. et al., 1979; COSTI et al., 1984; JORGE JOAO et al., 1984). Mais tarde,
Faria et al. (2000) adicionaram a conformacdo da Suite Mapuera, 0s
granitéides leucocraticos a hololeucocraticos, réseos, equigranulares a
inequigranulares médios a grossos, geralmente is6tropos e homogéneos, com

composicdo monzogranitica a sienogranitica.

A Formacao Alter do Chao capeia continuamente as camadas da
planicie Amazénica. Em nossa area de estudo, a regido baixa dos rios Uatuma
e Jatapu sdo compostas basicamente por esta unidade estratigrafica
cenozoica, composta por intercalacbes de arenitos, argilitos, siltitos e
conglomerados predominantemente vermelhos (CAPUTO, 2011).
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Figura 4 - Mapa da area de estudo, destacando a composi¢cao geoldgica do
solo ao longo dos sete pontos amostrais, localizados nos rios Uatuma e Jatapu

Isétopos de Estréncio (Sr) em dguas continentais amazénicas

O Sr é um metal alcalino terroso abundante na natureza, representando
cerca de 0,034% de todas as rochas igneas. Ocorre naturalmente na forma de
quatro isétopos estaveis: 8Sr (0,56%), 8Sr (9,86%), &'Sr (7,0%) e ¥Sr
(82,58%). Dos quais, somente o &’Sr é radiogénico, produto do decaimento do
8’Rb. Portanto, o &Sr pode ter duas origens: formado durante a sintese nuclear
primordial (junto com o0s outros trés isotopos estaveis) ou ser produto de
decaimento radioativo (FAURE & MENSING, 2005).

Nos rios da Amazbnia a composicao isotépica do Sr é variavel, estando
diretamente relacionado com a razdo Rb/Sr (baseado na desintegracao
radioativa de um isétopo de 8’Rb, dando origem a um is6topo de 8Sr) e a idade
das rochas por onde as aguas percolam ou escoam. Uma vez que, rochas
muito antigas apresentam altos valores de 8 Sr/®Sr, tais como granitos, que
geralmente apresentam altos valores para razdo Rb/Sr, com valores de
87Sr/8Sr superiores a 0,710 (FAURE, 2001). Ao contrario, rochas jovens
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apresentam baixos valores para razdo Rb/Sr, com valores de 8’Sr/®5Sr menores
que 0,704 (CAPO et al., 1998; SLOVAK & PAYTAN, 2011).

Sua concentracdo dissolvida na agua pode variar entre 4,3 e 39 ppm, ja
em materiais em suspensdo, varia entre 40 e 176 ppm. A razdo &Sr/®Sr no
material em suspenséo varia entre 0,71319 + 0,00002 e 0,75640 + 0,00002 e
apresenta mais Sr radiogénico em relacdo ao material dissolvido, no qual a
raz&o varia entre 0,708776 + 25 e 0,733172 + 29 (ALLEGRE et al., 1996).

A variacdo na composicao isotopica do Sr tem sido usada em diversos
estudos para determinar a fonte de Sr em corpos de agua, a historia
geoquimica e o potencial de mistura em sistemas de aguas superficiais e
subterraneas (PALMER & EDMOND, 1992; LYONS et al., 1995).

Estudos mais recentes, sugerem que a grande diversidade de formacgdes
geoldgicas presentes na bacia Amazodnica, resulta em diferencas detectaveis
na assinatura isotépica da razdo 8’Sr/%Sr nos otélitos de peixes, quando estes
transitam por areas mais ou menos radiogénicas (GARCEZ et al.,, 2014
POUILLY et al., 2014; HEGG et al., 2015; DUPONCHELLE et al.,, 2016;
SOUSA et al., 2016).

Caracterizacdo biolégica do Tucunaré

O género Cichla pertence a familia Cichlidae, uma das familias de
peixes teledsteos mais diversa e amplamente distribuida, com
aproximadamente 1.300 espécies de agua doce ja registradas e um total
estimado em cerca de 1.900 espécies mundialmente (KULLANDER, 1998).

Dentre os ciclideos neotropicais, o género Cichla possui as espécies de
maior tamanho, podendo alcancar cerca de um metro em Cichla temensis
(KULLANDER, 2003).

Estudo taxondmico do género Cichla baseado em caracteristicas
morfolégicas sugere que existam 14 espécies de tucunarés, dentre as quais as
mais estudadas sdo: Cichla intermedia (MACHADO-ALLISON, 1971), Cichla
ocellaris (BLOCH & SCHNEIDER, 1801), Cichla orinocensis (HUMBOLDT,
1821), Cichla temensis (HUMBOLDT, 1821), Cichla monoculus (AGASSIZ,
1831). Dentre estas, as trés ultimas podem ser encontradas nos rios Uatuma e

Jatapu, contudo, na area inundada pelo reservatorio da UHE de Balbina,
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também pode ser encontrado o Cichla vazzoleri descrito por Kullander &
Ferreira (2006).

As espécies do género Cichla sédo bastante prolificas, porém apresentam
baixa fecundidade, quando comparadas a caracideos migradores (SAWAYA &
MARANHAO, 1946; FONTENELE, 1950; ISAAC et al., 2000), possuem
adaptacdes para ambientes lénticos (PETRERE JUNIOR, 1996) e alimentam-
se, preferencialmente, de peixes pequenos e invertebrados grandes
(KULLANDER, 2003). Estes peixes nao apresentam época reprodutiva
definida, porém se reproduzem com maior frequéncia durante os meses mais
guentes. Sao peixes de desova parcelada (desova apenas parte de seus ovos)
e possuem cuidados parentais, construindo ninhos e protegendo sua prole
(STAECK & LINKE, 1985; NELSON, 1994).

Os padrbes comportamentais das espécies do género Cichla se
adaptam muito bem a ambientes criados em decorréncia da construcdo de

usinas hidrelétricas.

Coleta de dados

A éarea de estudo foi dividida em duas secdes visando a melhor
viabilidade logistica para a realizacao das coletas de campo. Sendo a primeira
secdo composta pelos pontos amostrais 1, 2 e 3, com acesso pela estrada da
Br-174. E a segunda secdo composta pelos pontos 4, 5, 6 e 7, com acesso
pela estrada da Am-010. Desta forma, realizamos duas expedi¢cdes de campo
em cada sec¢do, sendo uma no periodo com grande ocorréncia de precipitacao
(12/2017) e outra em um periodo de pouca precipitacdo (08/2018). Para que
fosse avaliada qualquer interferéncia referente a intensidade de precipitacao
sobre a raz&o isotdpica 8Sr/8éSr encontrada na agua.

O acesso aos pontos de coleta foi realizado com o auxilio de
embarcacdes motorizadas, alugadas de ribeirinhos residentes em regides
proximas aos pontos de coleta e, quando possivel, utilizamos embarcacdes
disponibilizadas pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade — ICMBiIo.

Todas as coletas foram realizadas mediante autorizacdo de captura

fornecida pelo ICMBIo: SISBIO-51293-2, 2017/2018.
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Coleta e preparacdo de amostras de agua

Em cada excurséo foi coletada uma amostra de agua em cada ponto
amostral utilizando os materiais e a metodologia descritos a seguir:

Material de campo:

e 1 garrafa PET de 2 litros/amostra previamente limpa com acido HNO3
(10%) e agua destilada;

e 1 par de luvas descartaveis de latex/amostra;

e 1 sonda multiparametros com sensor de temperatura, condutividade, Oz,
pH;

e 1 disco de Secchi para determinar a profundidade da coluna d’agua e

transparéncia;

1 “isopor” com gelo para preservar as amostras.

Metodologia de amostragem

No momento das amostragens a embarcacao era ancorada com a proa
voltada contra o fluxo de agua do rio, prevenindo possivel contaminagcdo da
amostra por residuos liberados pelo motor da embarcacdo. O coletor realizava
uma breve assepsia dos bracos retirando qualquer residuo de produtos de
higiene pessoal e até mesmo cremes de protecao solar, em seguida, equipado
com luvas descartaveis de latex iniciava o processo de amostragem.

Primeiramente a garrafa de coleta passou por um processo de enxague
por trés vezes com a mesma agua a ser coletada, ao realizar esse
procedimento, a 4gua era descartada em local diferente daquele amostrado, s6
entdo a amostra da agua era realizada emergindo a garrafa entre 5 e 10 cm
abaixo do nivel d’agua. Ap6s a realizacdo das coletas, as garrafas eram
mantidas em uma caixa térmica com gelo e transportadas até o laboratério de
Geoquimica da Universidade Federal do Amazonas.

No momento das amostragens, com o auxilio de sonda multiparametros,
modelo Hana HI-9828, foram registrados os parametros fisico-quimicos da
agua: potencial hidrogeniénico (pH), oxigénio dissolvido (DO mg-I?),

condutividade (uS-cm) e temperatura (°C). Com disco de Scchi foram medidas
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a transparéncia da dgua e com profundimetro a profundidade da coluna d’agua

nos pontos de coleta (Figura 5).

Figura 5 - Amostragem dos parametros fisico-quimicos da agua: (A) potencial
hidrogenibnico (pH), oxigénio dissolvido (DO mg-I-t), condutividade (uS-cm-1) e
temperatura (oC); (B) transparéncia da agua; (C) profundidade da coluna
d’agua.

Coleta e preparacdo de amostras bioldgicas

Em paralelo as coletas de agua, foram realizadas as capturas de
exemplares de C. temensis por meio de pescarias experimentais utilizando
varas de pesca equipadas com carretilha, linha multiflamento e isca artificial,
aplicando um método de pesca ativa, ou seja, por meio de arremesso e
imediato recolhimento da isca.

Foram coletados pelo menos 10 exemplares de C. temensis em cada um
dos pontos de amostragem, com excecdo do ponto 7, localizado em uma
regido de agua branca logo apés a confluéncia das aguas dos rios Uatuma e
Amazonas, segundo pescadores locais a espécie Cichla temensis ndo é
encontrada em ambientes de agua branca.

Todos os peixes de outras espécies capturados foram devolvidos com
vida ao ambiente, os exemplares C. temensis foram imediatamente
sacrificados por choque térmico em gelo, etiquetados e acondicionados em
caixas térmicas.

Ainda em campo, foi montada uma bancada para coleta de amostras de
tecido (pequeno fragmento da nadadeira pélvica) de cada um dos exemplares,
estas foram preservadas em micro-tubos de polietileno com capacidade 0,2ml

(tubos PCR) com alcool 95%, enumeradas e posteriormente armazenadas em
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local fresco e ao abrigo da luz para serem transportadas ao Laboratério de
Evolucdo e Genética Animal — LEGAL, da Universidade Federal do Amazonas

— UFAM, onde foram integradas ao banco de tecidos (Figura 6).

Figura 6 - llustracdo esquematica da amostragem de tecido de exemplares de
C. temensis, desde a coleta da amostra ao armazenamento.

Por fim, os peixes foram embalados em sacolas plasticas previamente
identificadas, acondicionados em caixas térmicas para serem transportados ao
Laboratério de Ecologia Pesqueira, da Universidade Federal do Amazonas —
UFAM.

Em laboratério foi realizada a biometria dos exemplares coletados, foram
aferidos o peso (gramas) em balanca digital, e o comprimento padrdo (cm)

utilizando ictibmetro (Figura 7).
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Figura 7 - Tomada dos dados biométricos dos exemplares de C. temensis: (A)
peso; (B) comprimento padréo.

Em seguida foram coletadas amostras de escamas, retiradas da regiao
abaixo da nadadeira peitoral, com o auxilio de pinca (Figura 8). As escamas
foram lavadas em solucédo aquosa de peréxido de hidrogénio H202 a 30%, por
um periodo de 30 segundos. Em seguida, enxaguadas trés vezes em agua

deionizada ultra-pura. Por fim, foram armazenadas a seco, em envelopes de

papel.

Escama

/

Lavagem
e Foto: Reiss P., 2005.

secadem

Figura 8 - llustracdo esquematica da amostragem de escamas de C. temensis,
desde a coleta da amostra ao armazenamento.

Para possibilitar a coleta do par de otélitos sagita, os peixes foram
submetidos a um processo de dissecacgédo (Figura 8). Os otdlitos foram lavados
em solucdo aquosa de peroxido de hidrogénio H202 a 30%, por um periodo de
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30 segundos. Em seguida, enxaguados trés vezes em agua deionizada ultra-
pura. Por fim, os otélitos foram armazenados a seco, em micro-tubos de

polietileno com capacidade 0,2ml (tubos PCR).

Otolito

_ }.(%\\\-
1

Lavagem
e
secagem

”

Figura 9 - llustracdo esquematica da amostragem de otdlitos de C. temensis,
desde a coleta da amostra ao armazenamento.

Cinco exemplares testemunho de C. temensis foram tombados na
Colecdo de Peixes do Laboratério de Ecologia Pesqueira, da Universidade

Federal do Amazonas —UFAM.

Analises Laboratoriais: Is6topos de estréncio (Sr)
Preparacdo e anédlise das amostras de agua:

No laboratorio de Geoquimica da Universidade Federal do Amazonas foi
realizada a filtragem das amostras de agua para retirada do material organico
dissolvido, em seguida as amostras foram armazenadas em frascos de 500 ml
previamente limpos com HNO3s (10%) por 24 horas, seguido de lavagem com
agua milliQ e em seguida enviadas para andlise isotopica da 87/8Sr,

As andlises da razdo isotdpica 8/86Sr nas amostras de agua foram

realizadas no Laboratorio de Estudos Geocronolégicos, Geodinamicos e
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Ambientais da Universidade de Brasilia da Universidade Nacional de Brasilia —
UNB, mediante o uso do sistema analitico MC-ICPMS (Figura 10).

Os processos de separacédo e digestdo foram realizados em sala limpa
de ISO classe 2. Para cada amostra analisada foram evaporados 500 ml de
agua (filtrados e acidificados), obtendo-se cerca de 50ng de Sr (equivalente a
15 ou 20 ml da amostra de agua). Em seguida, este residuo foi dissolvido em 1
ml de &cido nitrico 2N e os isotopos de Sr foram separados através de resinas
de troca ibnica (Eichrom Sr-Spec®). As razdes isotdpicas foram medidas no
espectrémetro de massa por termo-ionizacdo (N-TIMS) THERMO SCIENTIFIC
TRITON. A acuracia das analises foi controlada pela andlise de padréo
internacional NBS987 (com valor médio de 0,71027 +1).

N
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Figura 10 - Sistema analitico MC-ICPMS. Fonte: Home page - Instituto de
Geociéncias/UnB.

Preparacéo e anélise das amostras de estruturas calcificadas
Amostras de Otolitos:

Inicialmente os otélitos foram processados no Laboratério de Ecologia
Pesqueira, da Universidade Federal do Amazonas — UFAM, onde foram
emblocados em férmas de silicone retangulares imersos em resina epoxidica
Araldite (Figura 11).
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Figura 11 - Resina epoxidica araldite e forma de silicone, utilizadas no
emblocamento dos otdlitos (A e B).

Com auxilio de uma lupa foi identificada e regido nuclear de cada otdlito
e delimitada uma secéao transversal de corte para obter uma fatia dorsoventral
incluindo o nucleo (Figura 12). Os cortes foram realizados com serra artesanal
de baixa velocidade equipada com disco diamantado de corte (Buehler,
Dusseldorf, Alemanha) (Figura 13).

Figura 12 - Localizagdo do nucleo e demarcacao dos eixos de corte nos otolitos
com o auxilio de lupa de bancada (A e B).
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Figura 13 - Serra artesanal utilizada para o corte dos otélitos (A e B).

Em seguida as amostras foram fixadas com cola (cristal bond) em
laminas de vidro para facilitar o manuseio e possibilitar que as amostras
fossem desgastadas, usando papéis de polimento umedecidos com agua
ultrapura progressivamente mais finos (800; 1.200; 2.400 graos/cm?) e polidos
no final com éxido de Aluminio 3um até que o nucleo do otdlito estivesse
exposto (determinado por microscopia de luz de campo claro). Este processo
envolveu varias repeticdes antes que o nucleo fosse totalmente exposto (Figura
14).

Figura 14 - Colagem dos cortes de otélitos em laminas de vidro com o auxilio
da placa aquecedora e cola Cristal Bond (A e B); Desgaste e polimento das
amostras em papéis de polimento umedecidos com agua (C e D).
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As andlises de is6topos de estréncio (Sr) nos otolitos e escamas dos
peixes foram realizadas no Laboratoire de Chimie Analytique Bio-inorganique et
Environnement (LCABIE) do Institut Pluridisciplinaire de Recherche sur
'Environnement et les Matériaux (IPREM) at the Université de Pau et des Pays
de I'’Adour, na Franga.

O sistema analitico € composto de Nu Plasma HR-MC-ICPMS (Nu
Instruments, Wrexham — Reino Unido) acoplado a um sistema de ablacdo a
laser Alfamet femtosencond — fs (Nexeya SA, Canejan — Franca) (Figura 15).
Este sistema de ablacao a laser é ajustado com diodo de cristal Yb:KGW (HP1,
Amplitude Systémes, Pessac — Franca) gerando pulsos de 360-fs a 1030nm.
Esta fonte de laser opera dentro de uma ampla faixa de taxas de repeticdo (1-
100.000 Hz) e baixa energia.

Figura 15 - Espectrébmetro de massa de ablacdo a laser com multicoletor do
IPREM-Pau (A, B e C).
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Para andlise de estruturas 0sseas de peixes, 0 sistema de laser operou
a 500 Hz, com pulsos de energia de 8uJ. O escaner efetua movimentos de
200um de largura com velocidade de 5um/s ao longo de um eixo perpendicular
as marcas de crescimento, partindo do ndcleo (eclosdo do peixe) até a borda
(final da vida do peixe) do otolito e escama. A fim de evitar o efeito de exploséo
sobre o ndcleo, a ablacao foi iniciada a 200 um antes do nucleo (Figura 16).

Ao menos duas vezes por dia realizavamos uma checagem da
calibracdo do equipamento quanto a eficacia das leituras da &’Sr/%éSr,
utilizando um pellet de material de referéncia certificado produzido pelo Instituto

Nacional para Estudos Ambientais do Japao.

Figura 16 - llustracdo do sentido em que € realizada a ablacdo a laser (seta
vermelha) partindo logo acima do nucleo (circulo vermelho) em dire¢do ao
bordo, em amostras de otolito (A) e escama (B) de C. temensis.

As condi¢Bes de analise foram ajustadas para maxima sensibilidade e
robustez na estabilidade do plasma. As contribuicdes de ®Rb para a
intensidade de &Sr foram deduzidas do sinal de Rb. A intensidade de 8Kr
também foi monitorada para controlar qualquer interferéncia potencial de outros
is6topos sobre as medidas de Sr. Ao final, a razdo constante 8Sr/88Sr foi usada

para corrigir a razdo 8Sr/%Sr usando uma equacgdo exponencial. As medidas
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de 87Sr/8Sr foram checadas com material de referéncia produzido pelo Instituto

Nacional de Estudos Ambientais do Japéo.

Construcao da biblioteca gendmica

Os procedimentos e andlises genéticas foram realizados no Laboratoério
de Evolucdo e Genética Animal - LEGAL, da Universidade Federal do
Amazonas — UFAM.

Extracdo do DNA

O DNA foi extraido seguindo o protocolo de Fenol Cloroférmio
(SAMBROOK et al., 1989). A gualidade foi verificada pela comparagcdo com
DNA padrdo de concentracédo definida em gel de agarose 1% e corado com
GelRed (Biotum). A concentracdo aproximada de DNA foi quantificada por
espectrofotometria, através do Nanodrop 2000 (ThermoScientific, USA),
levando a uma concentracdo aproximada de 200 ng de DNA para cada

amostra.

Digestdo do DNA e ligacédo de adaptadores

Foi utilizado o protocolo ddRAD-sequs proposto por Peterson et al.
(2012) com algumas modificacdes propostas por Martinez et al. (2016). Este
método baseia-se na digestdo do DNA por duas enzimas de restricdo, Sdal e
Ndel e posterior ligacdo aos adaptadores AY e P1l. Para cada reacdo de
digestaol/ligacdo foi usado um volume final de 50 pL contendo: 5,0 puL do
tampao TANGO, 2,0 uL do adaptador P1, 2,0 yuL do adaptador AY (ou Al), 0,1
ML da enzima de restricdo Sdal, 0,1 yL da enzima de restricdo Ndel, 1 yL de
200 ng de DNA, 0,5 yL T4 ligase, 0,5 yL de ATP e 38,8 pL de ddH20. As
condi¢cbes da digestéo e ligagcao foram de 37 °C por 3 horas e 68 °C por 15

minutos para inativagcao das enzimas.

PCR de teste da digestaol/ligagéo
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A digestao/ligacdo das enzimas de reagcao e primers foram testados a
partir de uma reacdo de PCR. A reacao teve volume final de 15 uL contendo:
5,25 uL de ddH20, 1,2 pL de MgCI2 25mM, 1,2 yL de dNTPs 2,5 mM, 1,5 uL
de tampéo 10X (750mM Tris-HCI, 200mM (Na4)2S04), 1,5 yL do primer P1,
1,5 yL do primer A-amp, 0,35 uL de Taqg. 1,5 pyL BSA e 1,0 pyL do produto da
digestao/ligacdo. Os ciclos de amplificacdo foram realizados da seguinte
maneira: preaquecimento a 94°C por 2 min., seguido de 35 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 15 seg., anelamento a 55°C por 35 seg. e extensao a
68°C por 90 seg.; e extenséo final a 4°C.

PCR de enriquecimento

A partir do produto de digestéo/ligacédo foi feito uma reacdo de PCR com
quatro réplicas por cada amostra. A reacdo teve volume final de 25 pL
contendo: 11,47 uL de ddH20, 2,0 yL de MgCI2 25mM, 2,0 uyL de dNTPs 2,5
mM, 2,5 uL de tampéao 10X (750mM Tris-HCI, 200mM (Na4)2S04), 2,5 uL do
primer P1, 2,5 pyL do primer A-amp, 0,03 5 yL KlenTaq, 2.0 yL do produto da
digestao/ligacéo. Os ciclos de amplificagdo foram: preaquecimento a 68°C por
60 seg., seguido de 18 ciclos de desnaturacdo a 93°C por 10 seg., anelamento
a 52°C por 35 seg., extensdo a 68°C por 90 seg., e extenséo final a 68°C por
sete minutos. As quatro réplicas por amostra foram unidas e visualizadas em

gel de agarose 1% para verificar a reacao.

Quantificacédo e purificacdo das amostras

As amostras foram quantificadas no fluorometro Qubit 2.0 (Thermo
Fisher Scientific) a partir de um pool delas, colocando 5 pL de cada amostra e
195 uL de solugao de trabalho. O pool de amostras foi purificado com o kit de
purificacdo AMPure (Agencourt) em uma propor¢ao de 0,8 uyL AMPurebeads:1
WL DNA.

Selecéo de tamanho e diluicdo da biblioteca
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A selecdo de tamanho dos fragmentos da biblioteca (pool de amostras)
foi realizada com ajuda do Pippin Prep com cassetes de agarose 2% dye-free,
internal standard mix, seguindo as instru¢cdes do fabricante. A faixa de corte
escolhida foi determinada mediante simulagéo de corte enzimético do genoma
mais proximo a espécie de estudo. Depois da corrida, a biblioteca foi coletada,
purificada com o kit AMPure na proporcdo de 0,7V AMPurebeads: 1V DNA e
quantificada novamente no Qubit 2.0. Com base nesse valor, se realizou o

calculo da diluicdo necessaria para a preparacao do template.

PCR clonal do template

A biblioteca diluida foi utilizada seguindo o protocolo do fabricante
“‘Prepare Template-Positive lon PGM Template OT2 400 lon Sphere Particles
(ISPs)”. Para esse procedimento foram usados os reagentes e materiais dos
kits “lon PGM Template OT2 Reagents 4007, “lon PGM Template OT2
Solutions 4007, “lon PGM Template OT2 Reactions 400” e “lon PGM Template
OT2 Supplies 400”. A reacdo de PCR clonal foi realizada no equipamento
lonOneTouch 2.

Enriquecimento do template

O produto da PCR clonal foi recuperado e lavado para ser usado no
enriquecimento do template seguindo o protocolo do fabricante “Enrichthe
Template-Positive lon PGM Template OT2 400 lon Sphere Particles (ISPs)”.
Para esse procedimento foram usados os reagentes e materiais dos kits “lon
PGM Template OT2 Solutions 4007, “lon PGM Template OT2 Supplies 400" e
“lon PGM EnrichmentBeads”. O enriquecimento foi feito no equipamento lon
One Touch ES.

Sequenciamento
A partir do passo anterior, se obteve uma amostra com as ISPs
enriquecidas, a qual foi usada para o carregamento do chip lon 318 V2 e

posterior sequenciamento no sistema lon Personal Genome Machine (PGM).
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Edicdo dos dados genGmicos

Os dados brutos provenientes do lon Torrent foram convertidos de
formato BAM a FASTQ através do SAMtools v1.3.1 (LI et al., 2009). As leituras
processadas foram demiltiplexadas (separadas por individuo mediante a
identificacdo do barcode) e ensambladas em novo loci usando PyRAD v3.0.66
Pipeline (EATON, 2014). Durante a ensamblajem foram eliminados erros de
sequenciamento ou com baixa qualidade (<95% de confianca). Uma leitura
minima de cobertura de 5X foi desejavel para o genotipado por sequenciacéo,
incluindo assembleias ddRADseq (KENNY et al., 2011; PETERSON et al.,
2012). As sequencias foram agrupadas por uma similitude de 88% (PyRAD)
usando VSEARCH (ROGNES et al.,, 2016) e aninhadas usando MUSCLE
(EDGAR, 2004). Posteriormente foram exportados bancos de dados nos
formatos dos programas STRUCTURE e MIGRATE-N, e no formato genérico
de alelos. Para o locus ser incluido no banco de dados para as analises no
STRUCTURE, o locus teria que ser presente em no minimo 50% dos
individuos. Para os locus ser incluido no banco de dados para as analises no
MIGRATE-N, o locus teria que ser presente em no minimo 50% dos individuos
em cada populacdo. O formato genérico de alelos foi transformado para o
formato ALEQUIN usando o programa PGDSpider2 (LISCHER & EXCOFFIER,
2012).

Analises estatisticas - Biogeoquimica

Inicialmente para visualizar a semelhanca e possiveis diferencas nas
leituras das assinaturas isotépicas da 87/86Sr em escamas (Esc) e otdlitos (Oto),
foi elaborado um Box Plot das médias, desvio padrdo e minimo-maximo. Na
sequéncia, para comparar o perfil isotopico da &/86Sr nas escamas (Esc) e
otolitos (Oto) de C. temensis por ponto de coleta, foram gerados gréaficos de
dispersdo com linhas, a partir dos dados obtidos com a ablacao a laser (MC-
ICP-MS) da 87/8Sr, ao longo de seccdo transversal das escamas e otélitos no
sentido ndcleo-borda. O tratamento dos dados e as analises dos resultados

foram realizados por meio do software R.

Analises estatisticas — Genética
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Diversidade genética

Informacdes de diversidade genética tal, como numero de loci
polimorficos (P), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada
(He) e riqueza alélica (RA) foram obtidas através do ARLEQUIN V3.5.2
(EXCOFFIER & LISHER, 2010) usando 100.000 permutacoes.

Estrutura populacional

A panmixia da populacéo foi avaliada utilizando uma analise Bayesiana
através do programa STRUCTURE v2.3.4. (PRITCHARD et al.,, 2000). O
programa permite definir o nimero de agrupacdes ou grupos biologicos
existentes na populacdo de acordo com a probabilidade de assinatura dos
individuos em cada grupo (K subpopulagfes) e 0 modelo de admixture. Para a
analise foram realizadas dez corridas independentes de um a sete agrupactes
(k=1-7) com 100.000 permutacdes de cadeias de Markov e Monte Carlo
(MCMC) e 10.000 permutacdes de burn-in. O nimero de agrupacdes mais
provavel foi selecionado usando o método de Evano et al (2005). Um gréfico
(barplot) e probabilidade dos agrupamentos foram gerados a partir das corridas
independes e visualizados no programa POPHELPER (FRANCIS, 2017).
Adicionalmente, foi avaliada a diferenciacdo genética dos possiveis grupos
populacionais a partir da aplicagdo do AMOVA no programa ARLEQUIN V3.5.2
(EXCOFFIER & LISCHER, 2010) usando 100.000 permutacdes.

Fluxo génico e demografia populacional

Parametros populacionais, como fluxo génico entre localidades
amostradas a montante e jusante do rio Uatum&, assim como o tamanho
populacional, foram inferidos por meio do programa MIGRATE v3.2 (BEERLI &
PALCZEWSKI, 2010), que estima os parametros theta (8: métrica da
diversidade - tamanho efetivo populacional x taxa mutacional) e mi (M: taxa de
imigragdo / taxa mutacional) por meio de inferéncias de maxima
verossimilhanca e analise Bayesiana. Os dados que estavam em escala

mutacional foram convertidos em dados demograficos de fluxo génico (Nm) e
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tamanho efetivo populacional (Ne). A taxa mutacional utilizada para a

conversao dos dados foi de 3,5 x 10°°.

RESULTADOS
87/86Sr: Escamas x Otdlitos de C. temensis

Preliminarmente, foram analisados escamas e otoélitos de um total de 24
individuos, divididos igualmente entre os seis pontos amostrais ao longo do rio
Uatumd e Jatapl, os quais apresentaram medidas entre 25,5 e 54 cm de
comprimento padrdo. Desta forma, foi possivel avaliar a eficiéncia das leituras
de assinatura isotopica 87/86Sr em diferentes estruturas calcificadas (escamas e
otolitos) do C. temensis.

As leituras de escamas do ponto 3 foram descartadas devido a
ocorréncia de problemas técnicos no equipamento analitico, desta forma as
leituras de otdlitos deste ponto ndo foram consideradas nesta avaliacao.

As médias e desvio padrdo das leituras da &/86Sr apresentaram valores
similares entre escamas e otolitos, com excecdo do ponto 5 que apresentou
valor médio maior para as leituras em otolitos. Os otdlitos também
apresentaram maior amplitude entre minimo-maximo nos resultados dos perfis
isotépicos da &7/86Sr (Figura 17).
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Figura 17 - Box plot para visualizacdo das médias, desvio padrdo e minimo-
maximo para as leituras das assinaturas isotOpicas da 87/86Sr em escamas
(Esc) e otdlitos (Oto) de individuos de C. temensis por ponto de coleta (P).

O comprimento do transecto de analise foi maior para amostras de
otolitos com valores médios variando entre 2,07 e 2,93 mm, engquanto o
comprimento médio em amostras de escamas variou entre 1,07 e 1,84 mm

(Tabela 1).

Tabela 1 - Dados de “comprimento do transecto de analise — CTA” em
milimetro para amostras de escamas e otolitos de individuos de C. temensis.

CTA CTA
Rio/Ponto de ~Escamas Otolitos
coleta Max./Medio/Min. Max./Médio/Min.
mm mm
Uatuma/P1 1,25/1,07/0,92 2,35/2,20/2,06
Montante da
UHE
Uatuma/P2 1,48/1,38/1,24 3,03/2,52/1,92
Uatuma/P4 2,03/1,84/1,67 3,40/2,93/2,69
Jusante da Jatapa/P5 1,74/1,64/1,54 3,00/2,89/2,67
Uatuma/P6 1,83/1,53/1,23 2,69/2,07/0,91

Os perfis isotopicos da 878Sr nas escamas e otdlitos apresentaram
padrées similares para os pontos do rio Uatuma na regido a montante da
barragem (P1 e P2). Contudo, os otélitos apresentaram maior amplitude de
leitura, proporcionando melhor visualizacdo das flutuacdes da &7/86Sr ao longo
da vida dos peixes. Este € um resultado esperado para esta espécie devido ao
tamanho das estruturas, sendo as escamas menores que 0s otolitos.

No ponto 4, localizado na confluéncia dos rios Uatuma e Jatapu, apenas
0 peixe 4 apresentou perfil da 87/86Sr diferente entre as duas estruturas, com

valores mais elevados na fase inicial de vida para andlise no otdlito.
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Nos pontos 5 e 6, respectivamente na regido do baixo rio Jatapu e baixo

rio Uatuma, as estruturas apresentaram similaridade nos padrdes do perfil da

87/865r, embora as assinaturas da 8786Sr nos otdlitos tenham apresentado

valores mais elevados para todos os peixes do ponto 5 e o peixe 4 do ponto 6
(Figural8).
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Figura 18 - Comparacdo do perfil isotdpico da 87/86Sr nas escamas (Esc) e
otolitos (Oto) de C. temensis por ponto de coleta. Cada curva corresponde a
ablacdo a laser (MC-ICP-MS) da 87/86Sr, ao longo de seccao transversal de
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escama ou otdlito do nucleo a borda (Tempo), de individuos amostrados nos
rios Uatuma — montante da barragem (P1 e P2), Uatumd@ - jusante da
barragem (P4 e P6) e baixo Jatapu (P5).

87/86 Sr em otolitos de C. temensis

Foram analisados efetivamente um total de 88 otdlitos de individuos de
C. temensis ao longo do rio Uatuma (n= 75) e parte baixa do rio Jatapu (n= 13),
0S quais apresentaram comprimento padrao, entre 18 e 56 cm, e diferentes
comportamentos de movimentacéo (Tabela 2), sendo considerados:

- Residentes: peixes que ndo apresentaram variagbes na 87/86Sy
superiores a 0,005;

- Ativos: peixes que apresentaram variacdes na 87/86Sr ao longo da vida
> 0,005.

Tabela 2 - Dados biométricos e comportamento dos individuos de C. temensis
analisados, separados por localidade amostrada (P), com diferentes nimeros
amostrais (n). Destacado em cinza a diferenca no padrdo de comportamento
entre os individuos amostrados na area.

Rio/Ponto de Comprimento Residentes 0
UHE coleta Max./Medio/Min. cm % Alivost

Uatumé&/P1 19 45,5/27,3/18,6 89,5% 10,5%
Montante

Uatuma/P2 19 43/32,9/24 100% 0%

Uatuma/P3 11 37,5/31,5/20,1 82% 18%

Uatuma/P4 16 51/36,5/27 44% 56%
Jusante

Jatapd/P5 13 56/41,5/34,5 7,5% 92,5%

Uatum&/P6 10 54/29,4/18 20% 80%

Conforme o observado na Tabela 2, o comportamento de movimentacéo
dos peixes coletados na area de influéncia direta da barragem da UHE Balbina

(Pontos 1, 2 e 3), foi prioritariamente de peixes residentes. Ja 0s peixes
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coletados em localidades distantes, a jusante da barragem (Pontos 4, 5 e 6),

apresentaram em sua maioria comportamento ativo.

Os trés pontos localizados na area de influéncia direta da barragem (P1,
P2 e P3) apresentaram médias mais elevadas nas leituras da 87/86Sr, e um
padrdo de aumento nos valores da assinatura isotdpica de Sr entre estes trés
pontos. Para os pontos abaixo, dos rios Uatuma e Jatapu (P4, P5 e P6) os
valores médios da 878Sr foram proximos, no entanto, o P5 localizado no rio
Jatapu apresentou maior amplitude de variacdo para os valores maximo-

minimo e desvio padréo (Figura 19).
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Figura 19 - Box plot das médias, desvio padrdo e minimo-maximo para as
leituras das assinaturas isotopicas da 87/86Sr em otdlitos por ponto de coleta

(P).

Peixes coletados no rio Uatum& a montante da barragem

Dos 38 individuos coletados no rio Uatuma, a montante da barragem,
aproximadamente 95% (36/38) apresentaram perfis da 87/86Sr relativamente
lineares indicando comportamento residente, de peixes que residiram por todo
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o ciclo de vida em um mesmo ambiente sem apresentar grandes movimentos
de dispersdo. Entretanto, habitando ambientes com diferentes assinaturas
isotopicas. Apenas dois individuos do ponto 1, os peixes 7 e 8, apresentaram
movimentos de disperséo, deslocando-se para agua mais radiogénica (peixe 7)
e menos radiogénica (peixe 8) em determinado momento do ciclo de vida,

porém ambos retornaram para o ambiente onde nasceram (Figura 20).
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Figura 20 - Perfil isotopico dos exemplares de C. temensis coletados no rio
Uatuma a montante da barragem. Cada curva corresponde a ablacéo a laser
(MC-ICP-MS) da 87/86Sr, ao longo de seccao transversal do otélito (do nucleo
a borda) de cada exemplar separados entre os pontos de coleta: Ponto 1
(margem direita do reservatério o mais distante possivel da barragem) e Ponto
2 (margens esquerda do reservatoério proximo a barragem).
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Peixes coletados no rio Uatuméa a jusante da barragem

Os individuos coletados no rio Uatumé, a jusante da barragem da UHE
Balbina, apresentaram comportamentos de movimentacéo divergentes entre 0s
trés pontos de coleta, no ponto 3 (préximo saida de agua do reservatério) 82%
(9/11) dos individuos apresentaram comportamento residente, similar ao
encontrado para os individuos amostrados a montante da barragem, com perfis
da 87/86Gr relativamente linear, indicando que estes individuos permaneceram
durante todo o periodo de vida em um mesmo ambiente ou em ambientes com
a mesma assinatura isotOpica, uma vez que este ponto de coleta esta
localizado em uma regido do rio Uatumd em que a fonte de agua é
basicamente a agua escoada do reservatério. Contudo, dois individuos
apresentaram movimentos entre ambientes com &guas de diferentes

assinaturas isotopicas (Figura 21).

——peixe 1
0.770 PontO 3 —peixe 2
0.765 ——peixe 3
0.760 ——peixe 4
0.755 ——peixe 5
B 0750 e aenttas “Wm =—prien
8 0.745 peixe 7
® 0.740 -
0.735 peixe 9
0.730 peixe 10
ANies peixe 11
0.720 !
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tempo

Figura 21 - Cada curva corresponde a ablacdo a laser (MC-ICP-MS) da
87/86Sr, ao longo de seccéo transversal do otélito (do nucleo a borda), de um
individuo de C. temensis amostrado no rio Uatuma regido proxima da barragem
a jusante.

Os 16 individuos amostrados no ponto 4 (regido de confluéncia dos rios
Uatuma e Jatapl) apresentaram padrdoes de perfis da 8786Sr relativamente
similares com suaves varia¢cdes nas assinaturas isotopicas, com aumentos ou

reducdes das assinaturas da 87/86Sr ao longo da vida, mantendo-se entre 0,731
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a 0,741, sendo que, 56% (9/16) dos individuos apresentaram comportamento

ativo, ja a outra parcela apresentou comportamento residente (Figura 22).
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Figura 22 - Cada curva corresponde a ablacdo a laser (MC-ICP-MS) da
87/86Sr, ao longo de seccéao transversal do otélito (do nucleo a borda), de um
individuo de C. temensis amostrado no rio Uatuma proximo a confluéncia com
o rio Jatapu.

Dos individuos amostrados no ponto 6 (baixo Uatumad préximo a
confluéncia com o rio Amazonas), 80% (8/10) apresentaram movimentos entre
ambientes com assinatura isotopica distintas, para 87/86Sr, com variagcdes no
perfil isotopico entre 0,724 e 0,739. As variacbes no perfil isotdpico destes
individuos, demonstra que a principio estes realizaram movimentos para areas
mais baixas do rio Uatuma, pois se deslocaram para ambientes com
assinaturas isotdpicas menores, 0 que sugere gue tenham se deslocado por
ambientes sob influéncia direta da agua branca do rio Amazonas, que
apresenta assinatura isotopica de 0,710 na regido logo abaixo da confluéncia
com o rio Uatuma. Contudo, estes individuos parecem esbarrar em uma
barreira ecoldgica, devido as grandes diferengas fisico-quimicas entre as aguas
destes rios, realizando um movimento de retorno para o trecho do rio Uatuma
sem influéncia do rio Amazonas.

Uma outra parcela de individuos apresentou perfil isotopico com
variacdes pequenas da 8786Sr entre 0,735-0,740, caracteristica de peixes que

nao realizam grandes deslocamentos ao longo do ciclo de vida (Figura 23).
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Figura 23 - Cada curva corresponde a ablacdo a laser (MC-ICP-MS) da
87/86Sr, ao longo de seccéao transversal do otélito (do nucleo a borda), de um
individuo de C. temensis amostrado no baixo rio Uatuma.

Peixes coletados no baixo rio Jatapu

Dos 13 individuos amostrados no Ponto 5 (baixo rio Jatapu), cerca de
7,5% (1/13) exibiram comportamento de peixe residente apresentando perfil
isotépico da 87/86Sr relativamente continuo. Outros 92,5% (12/13) apresentaram
grandes variagbes no perfil isotépico da 878Sr, contudo demonstram
movimentos de dispersao aleatorios, haja vista que as variacdes ndo seguem
um padrdo comum entre os individuos. Vale observar que este ponto de coleta
se encontra em uma regido de baixa intensidade de pesca, a qual é praticada
basicamente por ribeirinhos para subsisténcia, diferente de todos os outros
pontos de coleta amostrados que se encontram em ambientes impactados por
grandes alteracbes antrépicas, oriundas da construcdo de uma grande
barragem ou pela alta intensidade pesqueira devido ao acesso facilitado e a

proximidade a centros urbanos (Figura 24).
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Figura 24 - Cada curva corresponde a ablacdo a laser (MC-ICP-MS) da
87/86Sr, ao longo de seccéao transversal do otélito (do nucleo a borda), de um
individuo de C. temensis amostrado no baixo rio Jatapu.

87/86 Sr na agua

Nos dois periodos hidrolégicos, foram coletadas um total de 14 amostras
de &gua, distribuidas entre os rios Uatuma (n=10), Jatapu (n=2), Amazonas
(n=2). Contudo obtivemos éxito apenas nas andlises das amostras de quatro
pontos amostrais, sendo o Ponto 1 - localizado a montante da barragem de
Balbina na porcdo mais alta do lago, com valor de 0,715 da assinatura
isotopica para a &'Sr/®Sr; Ponto 4 - localizado no rio Uatumad préximo a
confluéncia com o Jatapu, apresentando valor de 0,733; Ponto 6 - localizado na
regido mais baixa do rio Uatuma, com valor de 0,735; e o Ponto 7 - localizado
no rio Amazonas préximo da confluéncia com o Uatuma apresentando valor de
0,710 (Figura 25).
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Figura 25 - Valores médios da 87/86Sr na agua para cada ponto amostral,
distribuidos entre os rios Uatuma, Jatapl e Amazonas.

Informacéo gendmica do C. temensis

Foram analisadas efetivamente um total de 78 amostras de nadadeira de
C. temensis coletados respectivamente: rio Uatuma (n= 61) e parte baixa do rio
Jatapu (n= 17). Apés filtragem das leituras, retirando leituras de baixa
qualidade, retendo somente leituras com tamanhos acima de 270pb, foram
retidas 7,5 milhdes de leituras com tamanho mediano de 381pb. Em média,
cada individuo teve 96 mil leituras, representando 3210 loci. Apés a remocao
de todos os loci com menos de 5 leituras, foram retidas apenas 684 loci os
quais apresentaram em média 27 leituras. No banco de dados final, 524 loci
foram compartilhados em no minimo 50% dos individuos, os quais foram
caracterizados por 1641 sitios variaveis, dos quais 1146 foram informativos

para parcimonia e representaram 429 SNP’s bi-alélicos n&o ligados.
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Diversidade genética

A diversidade genbmica, medida em termos de riqueza alélica mostrou
uma variacao entre 0s pontos amostrais, sendo Ponto 1 (RA=1,719) o que tem
0 maior valor, seguidos por Ponto 3 (RA=1,375), Ponto 5 (RA=1,295) e Ponto 2
(RA=1,230), com valores intermediarios, e Ponto 6 (RA=1,213) e Ponto 4
(RA=1,211), com os menores valores. Da mesma forma, a diversidade
genbmica em termos de heterozigosidade observada, variou entre as
localidades de Ho=0,01272 no Ponto 2 até Ho=0,28083 no Ponto 6, enquanto a
heterozigosidade esperada variou de He=0,17411 no Ponto 1 até He= 0,33411
no Ponto 5 (Tabela 3). Diferencas significativas foram evidenciadas nas duas

heterozigosidades sendo que a Ho mostrou valores menores.

Tabela 3 - Diversidade gendmica em termos de riqueza alélica (RA),
heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), por localidade amostrada
(montante e jusante), com diferentes nimeros amostrais (n).

UHE Rio/Ponto de coleta n RA Ho He
Uatuma/P1 17 1,719 0,16685 0,17411
Montante
Uatuma/P2 15 1,230 0,01272 0,25146
Uatuma/P3 10 1,375 0,11236 0,27713
Uatuma/P4 17 1,211 0,04102 0,26268
Jusante
Jatapu/P5 9 1,295 0,01590 0,33411
Uatuma/P6 10 1,213 0,28083 0,31018

Estrutura populacional

A analise de AMOVA mostrou alta estruturacdo na populagdo com um
valor de FST = 66,3% (p<0.05), sendo que as diferencas significativas foram
encontradas ao comparar as localidades par a par de montante (Ponto 1 e 2)

com as localidades de jusante (Ponto 3, 4, 5 e 6) (Tabela 4).

Tabela 4 - Comparacao par a par entre as localidades amostradas.
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Localidade Pontol Ponto2 Ponto3 Ponto4 Ponto5 Ponto6

Ponto 1 0,00000

Ponto 2 0,02817 0,00000

Ponto 3 0,70450* 0,76673* 0,00000

Ponto 4 0,73002* 0,79414* 0,06640 0,00000

Ponto 5 0,73814* 0,78807* 0,06074 0,73814* 0,00000

Ponto 6 0,75526* 0,81852* 0,10900 0,04671 0,00468* 0,00000

* Diferenca significativas da estruturacdo (P<0,05).

Por outro lado, a analise Bayesiana confirmou a estruturacdo com o
valor de Evano mais provavel de K=2 (LnPro média=-9681,5), indicando a
formacao de dois clusters ou grupos biolégicos bem definidos, um conformado
pelas localidades a montante da barragem de Balbina nos Pontos 1 e 2 (Azul),
e outro conformado a jusante da barragem, pelas localidades dos Pontos 3, 4,
5 e 6 (vermelho) (Figura 26). No barplot observamos seis individuos (3 a
montante e 3 a jusante), com mistura genémica dos dois clusters (proporcéo
gendmica menor de 0,999), que indica a existéncia de individuos com genoma
ancestral proveniente do cruzamento de exemplares dos dois grupos
bioldgicos.

I Cluster1 M Cluster2

1 3 9 7 3 1113 15 17 19 212325272931 333537394143 4547 4951535557596163656769717375

\ L)
F'ont% Ponta 2 Ponto 3 Ponto4  Ponto5  FontoB

\ J\ J

Montante Jusante

Figura 26 - Barplot indicando a formacédo de dois clusters com grupos
biolégicos bem definidos, um conformado pelas localidades a montante da
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barragem de Balbina nos Pontos 1 e 2 (vermelha), e outro conformado a
jusante da barragem, pelas localidades dos Pontos 3, 4, 5 e 6 (azul).

Fluxo génico e Demografia

O fluxo génico entre as localidades se mostrou de forma bidirecional
assimétrica, com valores entre 4,64 migrantes efetivos entre os Pontos 5 e 2
até 12,43 entre os Pontos 6 e 5. Ao testar o fluxo génico entre os pontos a
montante com 0s pontos a jusante, encontramos 0s seguintes resultados:
montante para jusante variou entre 5,32 e 5,87 imigrantes efetivos; jusante
para montante variou entre 4,64 e 5.39 imigrantes efetivos. Estes valores séo
baixos quando comparados com o fluxo génico entre os pontos a montante ou
entre os pontos a jusante, sendo: o fluxo génico a montante (entre os Pontos 1
e 2) de 7,55 e 8,47, respectivamente; e a jusante o fluxo génico variou de 8,11
(entre os Pontos 5 e 6) até 12,43 (entre os Pontos 6 e 5).

O tamanho populacional foi similar entre as localidades amostradas, com
valor minimo de 2.134.542 individuos efetivos no Ponto 2 e méaximo de
2.304.591 individuos efetivos no ponto 4 (Tabela 5).

Tabela 5 - Matrix do fluxo génico entre as localidades e o tamanho
populacional em cada localidade (diagonal), destacados em vermelho os
valores extremos (maximo-minimo).

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5 Ponto 6

Ponto1 2.227.106 7,55 5,80 5,87 5,33 5,62
Ponto 2 8,47 2.134.542 5,73 5,85 5,32 5,44
Ponto 3 5,03 4,75 2.165.165 8,57 8,57 8,68
Ponto 4 5,39 5,04 9,43 2.304.591 9,14 11,42
Ponto 5 5,00 4,64 8,49 8,45 2.196.020 8,11
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Ponto 6 4,94 4,77 9,07 9,61 12,43 2.242.418

DISCUSSAO
Marcadores biogeoquimicos

A utilizacdo de otdlitos para descrever movimentos de peixes entre
ambientes quimicamente distintos nha Amazoénia tem sido bem definido em
pesquisas anteriores (por exemplo, GARCEZ et al., 2014; POUILLY et al.,
2014; HEGG et al., 2015; DUPONCHELLE et al.,2016; HERMANN et al., 2016;
SOUSA et al., 2016), ja 0 uso de escamas é bem menos difundido. Wells et al.
(2003) comparando a relacdo entre a geoquimica da agua com a geoquimica
de otdlitos e escamas de truta (Oncorhynchus clarkii lewisi) em um rio nos
Estados Unidos, concluiram que os otolitos fornecem informagfes mais
robustas. Contudo, apesar das escamas apresentarem maiores limitagoes para
analises, ainda assim fornecem resultados eficientes. POUILLY et al. (2014)
compararam as razdes de 8'Sr/®Sr em agua, otdlitos e escamas de traira
(Hoplias malabaricus) e aracu (Schizodon fasciatus) oriundos de diferentes
locais da bacia Amazonica e observaram que as proporgdes da assinatura de
Sr entre os otélitos e escamas dos mesmos individuos tinham valores
semelhantes e muito préximos da composicao isotdépica de Sr do rio onde
foram capturados, demostrando que durante a absorcdo biolégica e
incorporacdo do Sr em estruturas calcificadas em peixes ndo ha fracionamento
isotépico.

No presente estudo, as leituras de assinatura isotopica da 8/86Sr em
amostras de otdlitos de tucunaré (C. temensis) apresentaram maior amplitude
no transecto de analise mediante comparacdo com leituras realizadas em
amostras de escamas. Vale salientar que, apesar das leituras em escamas
possibilitarem uma visualizacdo menos ampla das flutuacGes da 8786Sr ao
longo da vida dos individuos de C. temensis, ainda assim os resultados
apresentam alta similaridade nos padrées de flutuacdo do perfil isotdpico da
878651 entre amostras de otdlitos e escamas. Portanto podemos afirmar que
escamas podem ser utilizadas como uma alternativa sustentavel para estudos

de biogeoquimica, uma vez que a amostragem de escamas em peixes ndo é
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letal, possibilitando que os individuos uma vez amostrados sejam devolvidos
com vida ao ambiente, principalmente em se tratando de espécies de peixes de
grande porte.

A partir do perfil isotépico da 87Sr/®Sr observado nos 88 otdlitos de C.
temensis analisados, podemos observar as alteracbes dos padrbées no
comportamento de movimentacdo destes peixes para os ambientes sob efeito
direto dos impactos de uma grande usina hidroelétrica (area do lago e entorno),
sobre alta pressdo de pesca (baixo rio Uatuma), e ambientes preservados
(baixo rio Jatapu).

A presenca de individuos “residentes” se mostrou predominante para os
ambientes diretamente impactados pelo barramento do rio Uatuma com
frequéncia de ocorréncia entre 82% e 100%, reflexo da barreira fisica criada a
partir da construcao da barragem (ANTONIO et al., 2007; DUGAN et al., 2010)
e/ou das barreiras ecolégicas criadas devido as transformacdes no
ecossistema aquatico. Uma vez que o ambiente de agua corrente (I6tico) que
existia previamente foi transformado a partir do barramento, em um enorme
lago de agua parada (Iéntico) (DUGAN et al., 2010; GARCIA et al., 2011;
PELICICE et al.,, 2014). Agostinho et al. (2008), a partir da avalicdo dos
impactos de represamentos sobre a riqueza e abundancia da ictiofauna,
mostraram que com o envelhecimento do reservatorio, espécies de pequeno e
médio porte dominam as assembleias de peixes e os aumentos populacionais
ocorrem com frequéncia, provendo uma grande disponibilidade de alimento
para espécies predadoras (SANTOS & SANTOS, 2005), o0 que também
contribui com a auséncia de grandes deslocamentos observado para o0s
individuos amostrados no Ponto 2 dentro do reservatério de Balbina, uma vez
gue grandes deslocamentos observados para espécies de tucunaré em geral
sdo associados a predacao de espécies de pequeno e médio porte que formam
cardumes e migram para se reproduzir.

Apesar de ndo ter ocorrido grandes movimentos de dispersdo a
montante da barragem, em especial no Ponto 2, observamos que os individuos
coletados nesta localidade apresentaram assinaturas isotépicas da &/Sr/86Sr
distintas entre si. Contudo, é importante atentar para o fato que, a variacdo na
composicao isotdpica da 8’Sr/®Sr na dgua, esta diretamente relacionada com a

razdo Rb/Sr (baseado na desintegracdo radioativa de um is6topo de &'Rb,
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dando origem a um isétopo de &’Sr) (FAURE, 2001), uma vez que a
composicao geologica, onde esta localizado o reservatorio da UHE Balbina, é
basicamente composta por duas unidades estratigraficas originarias de
erupcdes vulcanicas, de diferentes eras geoldgicas: Formacdo Iricoumé -
constituida por rochas vulcanicas (VEIGA JR. et al., 1979) e a Suite Mapuera -
basicamente constituida por rochas intrusivas graniticas (ARAUJO NETO &
MOREIRA, 1976; VEIGA JR. et al., 1979; COSTI et al., 1984; JORGE JOAO et
al., 1984). Estas unidades estratigraficas apresentam valores varidveis para
razdo Rb/Sr (FAURE, 2001), possibilitando, que dentro do reservatorio existam
diferentes assinaturas da 8’Sr/®Sr na agua, em areas relativamente préximas.

As espécies do género Cichla sdo sedentarias e territorialistas,
principalmente do ponto de vista reprodutivo (BARROS, 1980; SANTOS et al.,
1984; JEPSEN et al., 1999; HOEINGHAUS et al., 2003), todavia nos poucos
estudos que avaliaram a dindmica de movimentacdo em espécies do género
Cichla, é comum alguns individuos realizarem longos deslocamentos.
Hoeinghaus et al. (2003) observaram deslocamentos de até 21km em estudo
realizado no rio Cinaruco na Venezuela aplicando marcacao-recaptura para
trés espécies do género Cichla. Holley et al. (2008) fizeram uso da mesma
metodologia em C. temensis em estudo realizado no médio rio Negro, bacia-
Amazonica, no qual relataram ocorréncia de deslocamentos de
aproximadamente 40km. Na mesma regido do rio Negro, a partir de analises
geoquimicas da razdo 8Sr/Sr em otélitos de C. temensis, Sousa et al. (2016)
sugeriram a ocorréncia de movimentacdes superiores a 50km. A auséncia de
resultados para assinatura isotopica da agua do rio Jatapu e grande parte do
rio Uatuma@ nos impossibilita de fazer inferéncias conclusivas referentes a
definicdo das distancias percorridas pelos individuos amostrados, contudo as
grades variacdo na 878Sr apresentadas no perfil isotépico de alguns
exemplares de C. temensis amostrados neste estudo com destaque para 0s
individuos coletados nos pontos 5 e 6, indicam que estes individuos realizaram
deslocamentos consideraveis e por vezes repetidos entre ambientes com
diferentes assinaturas isotépicas.

Os resultados das assinaturas isotdpicas da 87/86Sr para a agua do baixo
rio Uatuma (Ponto 4 e 6) apresentaram altos valores (0,7330 e 0,7358), quando

comparado com a assinatura do rio Amazonas (0,7105). Contudo, a assinatura
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isotépica da 8/86Sr encontrada para a agua do rio Uatum&d a montante da
barragem, apresentou um valor abaixo (0,7151) dos valores encontrados na
secdo mais baixa do rio Uatuma, este resultados ndo nos parece plausivel uma
vez que a formacgdo geolOgica nesta regido € compativel com assinaturas da
87/86Sr mais altas, conforme as assinaturas encontradas nos otolitos e escamas
dos peixes coletados na localidade (Ponto 2), fato que nos leva a crer em uma
possivel contaminacdo desta amostra, em algum momento entre a coleta e as
andlises laboratoriais.

Macrander (2010), por meio de estudo genético com duas espécies do
género Cichla, concluiu que as diferencas quimicas entre aguas negra e branca
atuam como barreira ao fluxo genético de tucunarés. Em nosso estudo,
também observamos a atuacao do rio de agua branca como barreira ecolégica
sobre a movimentacdo do tucunaré (Figura 23), pois nenhum dos individuos
coletados apresentou assinatura isotopica da &/8Sr inferior a 0,725,
comprovando que o0s peixes amostrados neste estudo ndo adentraram na agua

branca do rio Amazonas em nenhum dos estagios de vida.

Marcadores moleculares

Estudos populacionais genémicos realizados com peixes da regido
Neotropical sdo escassos, em especial para peixes de agua doce, dificultando
a realizacdo da comparacdo da diversidade gendmica. A diversidade genética
medida em riqueza alélica mostrou-se variavel em todas as localidades,
diferenciacdo que é afetada pelo tamanho amostral, o que impossibilita a
comparacdo entre elas (ALLENDORF & LUIKART, 2007). Ja a diversidade
gendmica medida em Heterozigosidade esperada € menos sensivel ao nimero
de individuos amostrados, possibilitando sua comparacdo e analise
(FREELAND, 2014).

Considerando que uma das medidas da diversidade genética é a
Heterozigosidade (proporgcéo de individuos heterozigotos) a qual varia entre
zero e um, indicando, zero - nenhuma variagdo nos individuos e um - maxima
variacdo (ALLENDORF & LUIKART, 2007). O uso de dados bi-alélicos de
SNP’s, em estudos feitos com diversas taxas, reportam valores maximos

alcancados de 0,5, diferente dos valores alcangados com marcadores de
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microssatélites que podem alcancar estimativas de 0,95 (HELYAR et al., 2011).
Neste sentido, a diversidade genémica média estimada para a populacéo de C.
temesis no sistema do Uatuma-Balbina foi de He=0,268, valor maior quando
comparado com a diversidade gen6mica de Arapaima gigas (Unica espécie
amazonica estudada com o mesmo método) de He=0,133 (TORATI et al.,
2019). No entanto, a diversidade gendmica se mostrou diferente entre as
localidades estudadas para o tucunaré, os valores maiores foram detectados
nos Pontos 5 e 6 (0,33411; 0,31018 respectivamente) seguidos por valores
intermediarios nos Pontos 3, 4 e 2 (0,27713; 0,26268; 0,25146
respectivamente) e o menor no Ponto 1 (0,17411). Apesar dessas diferencas, a
diversidade gendmica do tucunaré foi relativamente maior do que as reportadas
nas diferentes localidades estudadas para o pirarucu (Arapaima gigas), tais
como rio Solimdes, Amazonas e Tocantins (He=0,204; He=0,203; He=0,125
respectivamente), e muito altos quando comparados ao pirarucu no rio
Araguaia (He=0,039) (TORATI et al.,, 2019), apesar de ambas as espécies
apresentarem comportamentos similares de deslocamentos e cuidado parental.
Comparado com espécies de peixes marinhos, ex.. peacock wrasse
(Symphodus tinca) (entre He=0,190 —He=0,202) (CARRERAS et al., 2017) e
Arctic char (Salvelinus alpinus) (He=0,103-0,107) (MOORE et al.,, 2017) os
valores de diversidade em tucunaré continuam sendo maiores.

Uma pesquisa populacional com o tucunaré (C. temensis), usando
microssatélites, realizada por Willis et al. (2015), estudou a espécie em 24
localidades nas bacias do Orinoco e Amazonas, determinando que a
diversidade genética da espécie, em localidades proximas ao sistema Uatuma-
Balbina foi de: (He=0,590) em Barcelos no médio rio Negro; (He=0,595) em
Novo Airdo no baixo rio Negro; (He=0,431) em Rio Preto da Eva; e (He=0,586)
no rio Urubu. A maioria destes valores mostram diversidade moderada ao
considerar o valor maximo reportado de diversidade em microssatélites de
He=0,95. Desta forma, analisando de maneira proporcional com os dados de
SNP’s estimados neste estudo, podemos afirmar que a diversidade gendmica
para o tucunaré no sistema Uatuméa-Balbina é moderada, considerando o valor
maximo reportado com estes marcadores moleculares de 0,5.

Diferengas na diversidade gendmica entre as localidades estudadas com

tucunaré foram também encontradas em nosso estudo, as quais podem ser
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causadas por varios fatores que alteram as frequéncias alélicas tais como:
deriva génica, diminuicdo do tamanho populacional, diminuicdo do fluxo génico
elou selecdo natural (ALLENDORF & LUIKART, 2007). Da mesma forma,
diferencas entre os valores de Heterozigosidade observada (Ho) e esperada
(He) nas seis localidades estudadas foram detectadas, sendo os valores de Ho
menores que He em todos os casos. Estas variacfes podem ser causadas pelo
efeito Wahlund, que faz referéncia a reducdo da heterozigosidade devido a
estruturagéo da populacado (FREELAND, 2014).

Ao analisar a homogeneidade das frequéncias alélicas através da
AMOVA, ficou evidente a alta fragmentacdo na distribuicdo das frequéncias
alélicas, causada pela diferenciacdo entre subgrupos populacionais, explicadas
em 66%. Por sua vez, a analise Bayesiana mostrou dois grupos bioldgicos ou
subpopulacdes, que agruparam estas frequéncias, um formado pelas
localidades a montante da UHE Balbina: Ponto 1 e Ponto 2, e outro grupo
formado pelas localidades a jusante da UHE Balbina: Ponto 3, Ponto 4, Ponto
5, Ponto 6 (Figura 26).

Apesar da fragmentacao da populacdo de C. temensis apresentar-se de
forma marcante a partr da UHE Balbina, é importante lembrar que
originalmente a bacia do rio Uatuma apresenta declividades baixas, exceto no
trecho médio da bacia onde estdo localizadas as corredeiras de Balbina e
Morena, com declives entre 18,1 a 27,2 m e 21 a 31,5m respectivamente
(ELETRONORTE, 1997). Estas fortes declividades também podem ser uma
causa natural da fragmentacao populacional, ao diminuir o fluxo génico neste
trecho. Evidentemente, ao analisar o nivel do fluxo génico, detectamos uma
reducdo consideravel entre as localidades a montante e jusante da UHE, com
valores maximos de 5,39 imigrantes efetivos por geracdo (IEG) do Ponto 4
(jusante-montante) ao Ponto 1 e 5,87 IEG do Ponto 1 ao Ponto 4 (montante-
jusante), quando comparado com as localidades em que ndo existem barreiras
natural nem antropica entre elas, onde o fluxo génico tem valores maximos de
8,47 (IEG) do Ponto 2 para Ponto 1 (montante-montante) e 12,43 IEG do Ponto
6 para Ponto 5 (jusante-jusante).

Estudos de migracdes realizados com outros peixes amazdnicos como
Piaractus brachypomus (0,80 a 4,7 IEG) (ESCOBAR et al., em edicdo),
Colossoma macropomum (0,23 a 20,8 IEG) (SANTOS-FREITAS, 2010) e B.
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vailantii (5,9 a 24,7 IEG) (RODRIGUEZ, 2009) e Arapaima gigas (0,16 a 6,81
IEG) (HRBEK et al., 2007), permitem determinar que o fluxo génico natural do
tucunaré é “moderado” ao comparar com os valores das espécies migradoras,
e “maior” ao comparar com a espécie sedentéria, mesmo considerando a area
de restricdo. Isto indica que apesar da reducdo do numero de migrantes
encontrados para C. temensis, este valor € aceitavel para manter conectada a
populacao, partindo do fato que um migrante € suficiente para manter a coesao
em uma populacdo (FRANKHAM et al., 2008).

E importante entender, que a andlise realizada pelo Migrate-n para
detectar o nimero de migrantes, esta relacionada com dados demograficos em
equilibrio, ou seja, taxas de tamanho populacional e migracédo estaveis durante
um periodo de tempo genealdgico (ex: o ancestral comum mais recente)
(MACHADO et al.,, 2017), mas ndo indica que se trata do fluxo génico
contemporaneo, uma vez que a andlise Bayesiana mostrou uma forte
fragmentacao, onde ndo se evidencia atual fluxo génico.

Estudos realizados com outras espécies aquaticas no rio Madeira, o qual
apresenta uma sequéncia de 16 grandes barreiras naturais, mostram que
espécies como os bagres (Brachyplatystoma spp. e Pseudoplatystoma spp.)
(GOULDING, 1979), characiformes (Colossoma macropomum e Prochilodus
nigricans) (FARIAS et al., 2010; MACHADO et al., 2017) e botos (Inia spp.)
(GRAVENA et al.,, 2014), podem superar essas barreiras geogréficas, nado
impedindo o intercambio génico nessas populacdes. Partindo do principio de
gue a estruturacado da populacao de C. temensis a montante e jusante da UHE
€ extrema, € possivel considerar que a verdadeira causa desta fragmentacao
foi a construcdo da barragem, ja que a andlise Bayesiana mostra poucos
individuos migrantes, com registro de genoma ancestral compartilhado muito
baixo. Uma vez que, a montante detectamos apenas dois individuos no Ponto 2
com proporgdes génicas de 0,973:0,023 e 0,985:0,0015, enquanto, os demais
individuos a montante apresentaram genoma superior a 0,999, caracterizando
essa sub-populacéo do C. temensis.

Estudos realizados com peixes ndo Neotropicais, também tem
demostrado que as barreiras antropicas causam um forte impacto na
estruturacdo das populacbes, como: perca amarela Perca flavescens

(LECLERC et al.,, 2007), truta marrom Salmo trutta (HORREO & GARCIA-
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VAZQUEZ, 2011) e o bagre europeu Squalius cephalus (GOUSKOV et al.,
2016). Contudo, McDougall et al. (2017) em estudo realizado com uma
populacdo de esturjao do lago Acipenser fulvescens na area de influéncia de
barragens com mais de 80 anos de operacdo, ndo puderam evidenciar
estruturacdo na populagédo devido ao longo tempo geracional (entre 26 e 50
anos) apresentado pela espécie estudada. Demonstrando que, o tempo
necessario para que se possa detectar a fragmentacdo em uma populacdo de
peixe apds a implantagdo de uma barreira é variavel. Depende ndo somente do
tempo da implantagcdo da barreira e dos tipos de marcadores moleculares
usados, mas também, das caracteristicas biologicas e a histéria de vida da
espécie (McDOUGALL et al., 2017).

No presente estudo, a barragem entrou em operacdo em 1987
(FEARNSIDE, 2015) isto €, had 10,6 geracbes do C. temensis, segundo 0s
dados registrados por Campos et al. (2013), que reportam uma média
geracional de trés anos para a espécie. O curto tempo geracional apresentado
pelo C. temensis, somado ao poder de resolucdo dos SNP’s, nos permitiu
detectar a divergéncia populacional entre montante-jusante, mesmo com 0
decorrer de um curto periodo, pouco mais de 30 anos, apdés a construcao da
UHE de Balbina.

CONSIDERACOES FINAIS

A partir da combinacdo das metodologias de biogeoquimica com a
genbmica, conseguimos obter resultados aprofundados e conclusivos
relacionados aos efeitos do barramento do rio Uatumé& sobre a populacéo
originéria de Cichla temensis.

Por meio dos resultados obtidos, com a aplicacdo da biogeoquimica,
ficou notavel que a fragmentacdo do rio Uatuma a partir da implantacdo da
usina hidroelétrica de Balbina resultou em impactos diretos, em especial, sobre
os padrbes comportamentais relacionados aos movimentos de dispersao da
populacao originaria de C. temensis do rio Uatuma, principalmente a parcela

gue habita a area de influéncia direta da barragem.
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A andlise gendmica evidenciou que a barragem forcou uma estruturacéo
da populacdo originaria de C. temensis, dividindo-a em dois subgrupos
populacionais, um habitando a regido a montante e outro a jusante.

Ainda assim, os tamanhos populacionais tanto a montante quanto a
jusante apresentam alto numero de individuos efetivos, bem como, a
diversidade génica até o momento se mantem em um nivel moderado, o que
nos permite afirmar, indiretamente, que estas populacées de C. temensis néo
sofreram reducdes criticas que resultassem em um efeito de bottle-neck.
Demostrando que as caracteristicas bioldgicas desta espécie, em especial
reprodutivas, proporcionam um alto poder de adaptacdo dentre os ambientes
aguaticos na Amazobnia, com restricbes aos ambientes de &gua branca,
proporcionando-a certa resisténcia quanto aos impactos do barramento.

De modo geral, as duas populacdes de C. temensis estudadas, tanto a
montante quanto a jusante da barragem, ainda se encontram estaveis e em
bom estado de conservacao, indicando que estas podem ser consideradas
COMO recursos pesqueiros passiveis de explotacdo pesqueira, contudo, a
atividade pesqueira deve ser continuamente monitorada em relagdo aos
parametros populacionais da espécie, em especial, as pescarias realizadas a
montante da barragem, pois o isolamento desta populacdo somado a auséncia
de grandes movimentos de dispersdo dos individuos, sao fortes indicios de
que, com o tempo, possa vir a ocorrer a reducdo da carga genética desta
populacao.

Este estudo apresentou as etapas realizadas do projeto de pesquisa e
os resultados obtidos, respondendo os objetivos propostos, 0s quais permitiram
testar a hipotese levantada. Espera-se que esta pesquisa sirva de subsidios
para estudos futuros, visando que 0S recursos pesqueiros possam ser
manejados adequadamente e avaliados de forma eficiente em diagndésticos

ambientais de reservatorios hidrelétricos.
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