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RESUMO

Podocnemis expansa € a maior tartaruga amazonica e esta distribuida ao longo das
bacias dos rios Amazonas, Orinoco, e Tocantins/Araguaia. O padréo de distribuicdo é
metapopulacional, com diferencas na estrutura genética entre sub-bacias, mas mantendo
ampla conectividade. Fortes corredeiras de &guas brancas estdo entre as barreiras
naturais a dispersdo de vertebrados aquaticos. No rio Madeira, um dos principais
afluentes da margem direita do Amazonas, ocorre uma sequéncia de 18 corredeiras que
constitui uma barreira impermeavel ou semi-permeavel para varias espécies, de peixes a
jacarés e botos. P. expansa foi encontrada entre todas as corredeiras do Madeira
analisadas neste estudo, mas dados de captura-recaptura ndo foram adequados para
estimar a magnitude da mobilidade da espécie entre as corredeiras. A regido controle do
DNA mitocondrial e cinco locos microssatélites nucleares foram analisados para estimar
a diversidade genética e a conectividade de P. expansa entre as corredeiras, e em
relacdo a outras partes da area de distribuicdo da espécie, bem como a ocorréncia de
possiveis gargalos populacionais recentes. Nenhuma evidéncia genética foi encontrada
de uma recente diminuicdo no tamanho efetivo populacional, apesar da espécie ter
sofrido intensa exploracdo na regido desde o século XIX. O hapl6tipo mais comum em
toda a area de distribuicdo da espécie também ocorreu no alto rio Madeira, reforcando a
noc¢do de uma estrutura panmitica da espécie na bacia amazo6nica. Trés hapl6tipos foram
registrados apenas na area de estudo, sendo um deles muito abundante entre o0s
individuos amostrados. Os locos microssatélites indicaram apenas um agrupamento para
a regido do alto rio Madeira, enquanto o DNA mitocondrial indicou cinco grupos, que
estdo misturados indistintamente ao longo dos trechos entre corredeiras amostrados. A
diversidade genética foi maior no alto rio Madeira do que no rio Guaporé, um afluente
localizado a montante das corredeiras, sugerindo algum nivel de restricdo de fluxo
génico entre as duas areas. No entanto, os resultados ndo suportam um efeito das
corredeiras com barreira para P. expansa. A recente constru¢cdo de duas barragens
hidrelétricas no rio Madeira, por outro lado, muito provavelmente formou barreiras
intransponiveis para P. expansa, interrompendo o fluxo génico desta espécie entre a
parte alta da sub-bacia do rio Madeira e o resto da bacia amazénica. Até 2020, trinta
grandes usinas hidrelétricas serdo construidas em muitos dos principais afluentes da
bacia amazonica, 0 que ira comprometer a conectividade de P. expansa em uma escala

geogréfica equivalente a uma grande parte da sua area de distribuicdo brasileira. As



medidas de mitigacdo para P. expansa afetadas por barragens hidrelétricas existentes se
limitam ao manejo de sitios de desova e programas de headstarting. No entanto, o
cenario estabelecido pelo desenvolvimento hidroenergético na Amazodnia brasileira
exige que as medidas de mitigacdo incluam a preservacdo da conectividade de
tartarugas entre acima e abaixo das barragens, a fim de garantir a integridade genética

desta espécie antiga e emblematica.

Palavras-chave: Podocnemis expansa; bacia amazonica; hidrelétricas; genética de

populacdes; regido controle do DNA mitocondrial, microssatélites do DNA nuclear.
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ABSTRACT

Podocnemis expansa is the largest Amazonian turtle and is distributed throughout the
Amazon, Orinoco, and Tocantins/Araguaia river basins. Its distribution pattern is
metapopulational, with differences in genetic structure among sub-basins, but
maintaining widespread connectivity. Strong white-water rapids are among the natural
barriers to aquatic vertebrate dispersal. In the upper Madeira River, one of the main
tributaries to the right margin of the Amazon, a sequence of 18 rapids constitutes an
impermeable or semi-permeable barrier for several species, from fish to caimans and
dolphins. P. expansa were found in between all Madeira rapids surveyed for this study,
but capture-recapture was not suitable to estimate gene flow among the rapids in this
species. Mitochondrial DNA control region and five nuclear microsatellite loci were
analyzed to estimate genetic diversity and connectivity of P. expansa among the rapids,
and in relation to other parts of the specie’s distribution area, as well as possible recent
population bottlenecks. No genetic evidence was found of a recent decrease in effective
population size, despite the species being known to suffer heavy overexploitation in the
region since the XIXth century. The most common haplotype througout the species’
distribution area also occurred frequently in the upper Madeira, supporting the
panmictic structure of the species in the Amazon basin. Three haplotypes were recorded
only in the study area, one of them being very abundant among the sampled individuals.
The microsatellite loci indicated only one grouping for the upper Madeira region, while
mitochondrial DNA indicated five groups, which mixed up indistinctively along the
inter-rapids stretches surveyed. Genetic diversity was higher in the upper Madeira than
in the Guaporé River, a tributary located upstream from the rapids, suggesting some
level of gene flow restriction between the two areas. However, the results do not
support a barrier effect of the rapids for P. expansa. The recent construction of two
hydropower dams in the upper Madeira River, on the other hand, is very likely to have
formed impermeable barriers for P. expansa, interrupting gene flow between turtles in
the upland part of the Madeira sub-basin and the rest of the Amazon basin. Until 2020,
thirty large hydropower plants will be constructed in many of the main tributaries of the
Amazon basin, which will compromise the connectivity of P. expansa on a
geographical scale equivalent to a large proportion of its Brazilian distribution area.
Mitigation measures for affected P. expansa in existing hydropower dams are limited to
the management of downstream egg-laying sites and headstarting programs. However,
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the scenario laid out by the hydroenergetic development in the Brazilian Amazon
requires that mitigation measures include the preservation of connectivity between
turtles up and downstream from the dam, in order to ensure the genetic integrity of this

ancient and emblematic species.

Keywords: Podocnemis expansa; Amazon basin; hydropower; population genetics;

Mitochondrial DNA control region, Nuclear DNA microsatellites.
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INTRODUCAO GERAL

Evidéncias de fdosseis e andlises de marcadores moleculares sugerem que a
diversificagdo do género Podocnemis ocorreu do Eoceno (~ 37 Mya) ao Mioceno Médio
(~ 15 Mya). A linhagem de Podocnemis expansa (Figura A), que é o grupo irmao de
todas as outras espécies do género, originou-se no Eoceno (~ 37 Mya) (Vargas-Ramirez
et al. 2008).

Figura A. Fémea adulta de Podocnemis expansa capturada a jusante da Cachoeira do
Caldeir&o (alto Rio Madeira, Rondonia). Fonte: Claudia Keller.

Podocnemis expansa é a maior espécie atual do género podendo atingir um
tamanho maximo de aproximadamente 90 cm, e um peso médio de 30 a 45 kg (Ernest e
Barbour 1989; Rueda-Almonacid et al. 2007). O dimorfismo sexual no tamanho do
corpo é considerado caracteristico para as tartarugas, sendo que as fémeas atingem um
tamanho maior do que os machos (Rueda-Almonacid et al. 2007). Ha estimativas de
que a fémea pode atingir a maturidade sexual aos 11 anos (Mogollones et al. 2010).
Quanto as caracteristicas morfoldgicas, a carapaca é oval e achatada, com coloracao
variavel de oliva ao cinza escuro, ou marrom, podendo haver algumas manchas escuras
em individuos mais jovens (Ernest e Barbour 1989). A cabe¢a possui coloracdo
marrom, cinza, e manchas amarelas que desaparecem com a idade (Ernest e Barbour
1989).

Diversos nomes comuns e indigenas sdo atribuidos a esta espécie, como por
exemplo: tartaruga, chapanera, samurita, charapa, capitari, careta, chapanera, pocera,
jipy, harra, arrau, galapago, gurrufia, kuwe, kubee, tsapeindu, tsapanilu. Na Amazonia
brasileira é popularmente conhecida como tartaruga-da-amazénia (Rueda-Almonacid et
al. 2007). Esta espécie é amplamente distribuida nos maiores tributarios dos rios
Orinoco e Essequibo, e drenagens do Rio Amazonas na Colémbia, Venezuela, Guiana,

Peru, Equador, Bolivia e Brasil (Vogt 2008) (Figura B). Possui habito essencialmente
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aquatico, e pode ser encontrada em &guas pretas, claras e barrentas (Smith 1979; Vogt
2008).
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Figura B. Mapa de distribuicdo de Podocnemis expansa. Fonte: Rueda-Almonacid et al.

(2007).
Podocnemis expansa sofreu exaustivas acGes de caca desde o inicio da

colonizacdo europeia na regido amazonica (Rebélo e Pezzutti 2000) e
consequentemente, os estoques naturais de tartarugas foram sendo reduzidos a niveis
preocupantes (Cantarelli 2006). Esfor¢os conservacionistas ocorrem apenas em algumas
areas de desova. Devido a sua ampla distribuicdo P. expansa ainda estd classificada
como Baixo Risco de Extingdo/Dependente de Conservacdo de acordo com a Lista
Vermelha da Unido Internacional para Conservacdo da Natureza (IUCN 2014) e no
Apéndice Il da Convencdo sobre o Comeércio Internacional de Espécies da Fauna e
Flora Selvagem (CITES 2015). No entanto, a agdo antropica pode resultar em drasticos
declinios regionais de P. expansa e elevar esta espécie a classificacdo de ameacada
(Vogt 2008; Mogollones et al. 2010).

A espécie possui comportamento migratorio anual, deslocando-se para lagos de
meandro e florestas alagadas durante o periodo de cheia dos rios, para alimentar-se de
frutos e sementes que caem na agua, e realizando migracdo reprodutiva para regides de
praias altas de areia na época de vazante dos rios (Rueda-Almonacid et al. 2007; Vogt

2008; Ferrara et al. 2014). Ha registros pontuais de deslocamentos de até 240 km entre
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anos por meio de recapturas no rio Guaporé, em Ronddnia (Soares 2000). No rio
Trombetas, no Pard, grupos de machos e fémeas foram localizados entre 60 e 100 km de
distancia da praia de nidificacdo (Ferrara et al. 2014).

O estudo filogeografico mais completo para Podocnemis expansa ao nivel de
sua &rea total de distribuicdo foi realizado por Pearse et al. (2006) (Figura C). De
maneira geral, esta espécie é caracterizada pela auséncia de forte estrutura genética na
bacia amaz6nica, mas com evidéncias de restricdo do fluxo génico entre sub-bacias. A
maior diferenciacdo genética para a espécie foi encontrada em cinco localidades do rio
Araguaia, que juntamente com o rio Tocantins deixou de ser um afluente direto do
Amazonas desde o Pleistoceno (Figueiredo et al. 2009; Rossetti e Valeriano 2007), mas
ainda mantém contato com o rio Amazonas através do sistema do Golfo Amazonico,
formado ao redor da llha de Marajo. Na bacia amazonica, P. expansa amostradas no rio
Guaporé, um afluente da sub-bacia do rio Madeira, apresentaram maior grau de
isolamento em relacéo ao estimado entre outras sub-bacias do rio Amazonas. Os autores
atribuiram este fato a um possivel efeito de barreira exercido pelas corredeiras do alto
rio Madeira, situadas a jusante do rio Guaporé, o que poderia reduzir o fluxo génico
entre as regides de cabeceira da sub-bacia do rio Madeira e outras areas da bacia
amazonica.
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Figura C. Mapa do norte da América do Sul mostrando as localidades amostradas por Pearse
et al. (2006). O circulo vermelho indica a regido de corredeiras do alto Rio Madeira e os
circulos pretos indicam as localidades analisadas. Fonte: modificado de Pearse et al. (2006).
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O rio Madeira é o maior tributario da bacia do Amazonas em descarga liquida e
solida (Latrubesse et al. 2005). Os principais afluentes que o formam tem origem
andina, sendo que cerca de 50% de sua drenagem ocorre na Bolivia, 10% no Peru e 40%
no Brasil (Goulding et al. 2003). Na regido de confluéncia dos rios Beni e Mamoré-
Guaporé para formar o rio Madeira, e em seu tramo inicial até Porto Velho, o rio corre
sobre um vale encaixado pontuado por afloramentos cristalinos que resultaram na
formacéo de 18 secdes de corredeiras, com um desnivel total por volta dos 70 m entre
Guajara-Mirim, no rio Mamoré, e Porto Velho (Cella-Ribeiro et al. 2013; Tizuka 2013).

Estudos de monitoramento de fauna para um grande empreendimento
hidrelétrico no rio Madeira comprovaram a ocorréncia de Podocnemis expansa em
todos os trechos entre corredeiras do alto rio Madeira, entre Porto Velho e a regido de
Mutum (Keller et al. 2013). Ndo existem, até hoje, estudos cientificos sobre a espécie
no baixo e médio rio Madeira, porém sua presenca nessas regides é conhecida por meio
de alguns projetos de manejo comunitario de praias de desova (Andrade et al. 2011). A
espécie € conhecida na regido de cabeceira da sub-bacia e em praticamente todos os
tributarios do rio Amazonas (lverson 1992; Rueda-Almonacid et al. 2007).

Cachoeiras e corredeiras podem funcionar como barreiras biogeograficas ao
movimento de organismos aquaticos, € o rio Madeira € um dos poucos rios da bacia
amazdnica com varios relatos de que suas barreiras fisicas podem interromper o
movimento de animais aquaticos (Rahel 2007; Farias et al. 2010; Torrente-Vilara et al.
2011). No rio Negro (municipio de S8o Gabriel da Cachoeira), e no rio Jau (Parque
Nacional do Jal) também ha corredeiras que constituem barreiras ao fluxo génico de
Podocnemis erythrocephala (Santos 2008). Botos da espécie Inia boliviensis, formam
dois agrupamentos diferenciados geneticamente acima e abaixo das corredeiras do alto
rio Madeira, entre 0s quais se mantém uma conexao por fluxo génico unidirecional
(Gravena et al. 2014). O trecho de corredeiras também pode funcionar como uma zona
de contato secundario seguido de hibridizacdo para duas especies de jacaré (Caiman
crocodilus e Caiman yacare), que compartilham hapl6tipos nucleares e mitocondriais
(Hrbek et al. 2008). Entretanto, para outros organismos as corredeiras do alto rio
Madeira ndo formam barreira ao fluxo génico, como ja foi evidenciado para o tambaqui
(Colossoma macropomum) e ndo interrompem totalmente o fluxo génico para o bagre
Pseudoplatystoma punctifer (Farias et al. 2010; Machado 2013).

Dados de captura-recaptura de dois anos para Podocnemis expansa na regido

do alto rio Madeira incluem quatro casos de transposicdo de corredeiras por individuos
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adultos e um juvenil, incluindo um caso de jusante a montante, o que indica que as
tartarugas sdo capazes de superar as fortes correntezas entre os pedrais que formam as
corredeiras (Keller et al. 2013). No entanto, os dados de recaptura ndo permitiram
estimar a frequéncia de transposicdo, nem determinar inequivocamente se a espécie €
capaz de transpor rio acima as maiores corredeiras da regido, cachoeiras de Teotbnio e
Jirau, as Unicas ndo navegaveis durante todo o ano (Tizuka 2013).

Dois empreendimentos hidrelétricos de grande porte (UHE Santo Anténio, com
3.568 MW e UHE Jirau, com 3.300 MW de poténcia geradora) foram instalados no alto
rio Madeira e j& estdo operando desde 2011-2012 (Furnas 2006; AIDA 2009; Santo
Antbnio Energia 2015). Os lagos das represas das duas barragens, situadas a 110 km
uma da outra, submergiram de forma permanente 9 das 18 corredeiras da regido (Cella-
Ribeiro et al. 2013). As medidas de mitigacdo de impacto ambiental dos
empreendimentos incluem a construcdo de canais de transposi¢do de peixes (Torrente-
Vilara et al. 2011), mas estes dispositivos ndo foram projetados, nem testados para a
passagem de tartarugas (C. Keller, com. pessoal). Neste contexto, o conhecimento sobre
a estrutura genética de P. expansa ao longo da zona de corredeiras se torna relevante
para 0 manejo da espécie na area de influéncia das usinas hidrelétricas e a conservagdo
da conectividade entre populagdes ao nivel da sub-bacia.

As hidrelétricas fazem parte do Programa de Aceleracdo do Crescimento
(PAC) do governo federal brasileiro, cujo destaque € a expansdo da producao de energia
elétrica (Fearnside e Millikan, 2012). Nos préximos anos, ainda estd prevista para a
regido amazonica a construcdo de 30 grandes hidrelétricas (UHES) e mais de 170
hidrelétricas menores (PCHs, com até 30MW de poténcia) (Brasil/MME 2011;
Fearnside e Millikan 2012; Verdum 2012) (Figura D). Barragens séo construcOes
intransponiveis para organismos aquaticos, se ndo forem implementadas medidas
especificas de mitigacdo de impacto, como escadas e canais que facilitem a transposi¢édo
da barragem por peixes e outros organismos-alvo. O isolamento de popula¢fes a jusante
e a montante de barragens pode gerar sérias consequéncias a longo prazo, desde a
reducdo da diversidade genética, resultando na perda de potencial adaptativo, até a
diminuicdo do tamanho efetivo populacional, fazendo com que seja pequena a
probabilidade dos descendentes isolados representarem uma amostra aleatoria do pool
génico original (Bennett et al. 2010).

O rio Madeira é o mais densamente habitado e explorado da regido amazdnica

(RappPy-Daniel et al. 2007). O monitoramento de praias de desova de P. expansa no



20

alto rio Madeira indicou que a populagéo reprodutiva neste trecho do rio se encontra em
esgotamento por sobre-exploragdo de ovos e captura de individuos adultos (Keller et al.
2013). Programas de manejo comunitario de ovos e filhotes existem apenas para duas
areas de desova da espécie, no médio/ baixo rio Madeira (Andrade et al. 2011). A zona
de corredeiras é ocupada por popula¢gdes humanas de forma continua desde o comego
do periodo Holoceno (Tizuka 2013), portanto é provavel que a coleta de ovos e pesca de
adultos venha ocorrendo na regido ha milhares de anos. Ja no final do século XIX a
coleta de ovos e adultos ocorria em grande escala nos tabuleiros do rio Guaporé e alto
rio Madeira, para abastecer os mercados de Manaus e Belém (Vianna 1973), e é

provavel que esteja refletida na estrutura genética das tartarugas na regido.
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Figura D. Hidrelétricas planejadas, em construgdo, e em operacdo para a bacia amazonica e
sub-bacias. Fonte: Castello et al. (2013).

O conhecimento da estrutura genética de populagdes é entendido como etapa
fundamental para a realizacdo de programas de conservagdo e manejo (Cavalarri 2004).
A variacdo genética em populacdes é potencialmente afetada por diversos fatores, mas
principalmente pela selecdo, endogamia, a deriva genética, fluxo génico, mutacéo e
recombinacdo (Hedrick 2009). O objetivo central da genética aplicada & conservagéo é o
uso de marcadores moleculares e sua interpretagdo ecoldgica e evolutiva para ajudar a
minimizar os danos causados pelas atividades humanas sobre as populacdes (Solé-Cava
e Cunha 2012).
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A matéria bruta dos estudos em biodiversidade molecular é a mesma envolvida
na evolucdo das espécies: a variabilidade génica. E essa variabilidade que permite
comparar individuos, populacdes ou espécies diferentes. A escolha do método a ser
usado em cada abordagem depende de critérios cientificos, como a adequacdo do grau
de variabilidade do marcador molecular escolhido ao nivel de divergéncia que se deseja
estudar (Solé-Cava e Cunha 2012). Marcadores moleculares mitocondriais (regido
controle) e nucleares (locos microssatélites), por exemplo, evoluem rapidamente e sdo
Uteis para estudos de individuos, familias e populac6es (Solé-Cava e Cunha 2012).

Vérias caracteristicas do DNA mitocondrial tornam-no especialmente valioso
para certas aplicacdes na compreensdo de padrdes de variacdo genética (Allendorf e
Luikart 2007). Primeiramente é haploide e herdado maternalmente na maioria das
espécies, ou seja, geralmente uma progénie herda unicamente o genétipo do DNA
mitocondrial da m&e. Existem milhares de moléculas de DNA mitocondrial em um
6vulo, mas relativamente poucas no espermatozoide (Allendorf e Luikart 2007). O
DNA mitocondrial é uma molécula de fita dupla circular e que codifica
aproximadamente 5% de toda a maquinaria necessaria para o funcionamento da
mitocondria (Arias e Infante-Malachias 2012). Foram descritos 37 genes, dos quais 13
codificam RNA mensageiros para proteinas envolvidas diretamente no transporte de
elétrons e fosforilacdo oxidativa, dois para subunidades ribossdmicas e 22 para RNA
transportadores. Neste trabalho foi utilizada a regido ndo codificadora do DNA
mitocondrial, conhecida como D-loop nos vertebrados, que contém o controle da
replicacdo e transcricdo desse genoma (Arias e Infante-Malachias 2012). Outro
marcador molecular utilizado foi locos microssatélites, que se tornaram amplamente
utilizados em genética de populacBes para mapeamento do genoma, ecologia molecular,
e os estudos de conservacdo (Allendorf e Luikart 2007). Eles também s&o chamados
VNTRs (numero variavel de repeticdes em série) ou SSRs (sequéncias repetitivas
simples) e consistem de repeticdes em tandem de uma sequéncia curta de um a seis
nucleotideos (por exemplo, cgtcgtcgtcgtegt, que pode ser representado por (CGT)n,
onde n = 5). O numero de repeticbes em um loco polimoérfico pode chegar a variar de
cinco a 100 (Allendorf e Luikart 2007).
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Estimar o padréo de diversidade genética e conectividade de Podocnemis expansa
ao longo do trecho de corredeiras do alto rio Madeira, e sua relacdo com P. expansa
amostradas a montante da regido de corredeiras, no rio Guaporé, e em outras sub-bacias
hidrogréficas abrangendo a area de distribuicdo da espécie.

Obijetivos Especificos

1) Determinar a relacdo entre haplétipos na area de estudo e com os encontrados na

bacia amazbnica;

2) Estimar os niveis de diversidade genética nos diferentes pontos amostrais ao longo

das corredeiras do alto rio Madeira;

3) Determinar o grau de estruturacdo genética de P. expansa ao longo da regido de

corredeiras do alto rio Madeira e na escala de distribuicdo da espécie na Amazonia;

4) Analisar se houve declinio populacional recente de P. expansa no alto rio Madeira.
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ABSTRACT

Podocnemis expansa is the largest Amazonian turtle and is distributed throughout the
Amazon, Orinoco, and Tocantins/Araguaia river basins. Its distribution pattern is
metapopulational, with differences in genetic structure among sub-basins, but
maintaining widespread connectivity. Strong white-water rapids are among the natural
barriers to aquatic vertebrate dispersal. In the upper Madeira River, one of the main
tributaries to the right margin of the Amazon, a sequence of 18 rapids constitutes an
impermeable or semi-permeable barrier for several species, from fish to caimans and
dolphins. P. expansa were found in between all Madeira rapids surveyed for this study,
but capture-recapture was not suitable to estimate gene flow among the rapids in this
species. Mitochondrial DNA control region and five nuclear microsatellite loci were
analyzed to estimate genetic diversity and connectivity of P. expansa among the rapids,
and in relation to other parts of the specie’s distribution area, as well as possible recent
population bottlenecks. No genetic evidence was found of a recent decrease in effective
population size, despite the species being known to suffer heavy overexploitation in the
region since the XIXth century. The most common haplotype througout the species
distribution area also occurred frequently in the upper Madeira, supporting the
panmictic structure of the species in the Amazon basin. Three haplotypes were recorded
only in the study area, one of them being very abundant among the sampled individuals.
The microsatellite loci indicated only one grouping for the upper Madeira region, while
mitochondrial DNA indicated five groups, which mixed up indistinctively along the
inter-rapids stretches surveyed. Genetic diversity was higher in the upper Madeira than
in the Guaporé River, a tributary located upstream from the rapids, suggesting some
level of gene flow restriction between the two areas. However, the results do not
support a barrier effect of the rapids for P. expansa. The recent construction of two
hydropower dams in the upper Madeira River, on the other hand, is very likely to have
formed impermeable barriers for P. expansa, interrupting gene flow between turtles in
the upland part of the Madeira sub-basin and the rest of the Amazon basin. Until 2020,
thirty large hydropower plants will be constructed in many of the main tributaries of the
Amazon basin, which will compromise the connectivity of P. expansa on a
geographical scale equivalent to a large proportion of its Brazilian distribution area.
Mitigation measures for affected P. expansa in existing hydropower dams are limited to
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the management of downstream egg-laying sites and headstarting programs. However,
the scenario laid out by the hydroenergetic development in the Brazilian Amazon
requires that mitigation measures include the preservation of connectivity between
turtles up and downstream from the dam, in order to ensure the genetic integrity of this

ancient and emblematic species.
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1. INTRODUCAO

Quelbnios aquéticos possuem vida excepcionalmente longa, o que
provavelmente fornece oportunidades substanciais para a dispersao ao longo do tempo
de vida e fluxo génico dentro de sistemas hidrologicamente conectados (Pough et al.
2008; Todd et al. 2013). Podocnemis expansa é o maior quelénio de &gua doce da
América do Sul e tem ampla distribuicdo nos maiores tributarios dos rios Orinoco e
Essequibo, e drenagens do rio Amazonas na Colémbia, Venezuela, Guiana, Peru,
Equador, Bolivia e Brasil (Andrade 2008; Vogt 2008). A espécie possui comportamento
migratorio anual, deslocando-se para lagos de meandro e florestas alagadas durante o
periodo de cheia dos rios, para alimentar-se de frutos e sementes que caem na agua, e
realizando migracdo reprodutiva para regibes de praias altas de areia na época de
vazante dos rios (Rueda-Almonacid et al. 2007; Vogt 2008; Ferrara et al. 2014). Ha
registros pontuais de deslocamentos de até 240 km entre anos por meio de recapturas no
rio Guaporé, em Rond6nia (Soares 2000). No rio Trombetas, no Parg, grupos de machos
e fémeas foram localizados entre 60 e 100 km de distancia da praia de nidificacdo
(Ferrara et al. 2014).

O estudo filogeografico mais completo para Podocnemis expansa ao nivel de
sua area total de distribuicdo foi realizado por Pearse et al. (2006). De maneira geral,
esta espécie € caracterizada pela auséncia de forte estrutura genética na bacia
amazonica, mas com evidéncias de restricdo do fluxo génico entre sub-bacias. A maior
diferenciacdo genética para a espécie foi encontrada em cinco localidades da bacia do
rio Araguaia que, juntamente com o rio Tocantins, deixou de ser um afluente direto do
Amazonas desde o Pleistoceno (Figueiredo et al. 2009; Rossetti e Valeriano 2007), mas
ainda mantém contato com o rio Amazonas através do sistema do Golfo Amazonico,
formado ao redor da llha de Maraj6. Na bacia amazonica, P. expansa amostradas no rio
Guaporé, um afluente da sub-bacia do rio Madeira, apresentaram maior grau de
isolamento em relacéo ao estimado entre outras sub-bacias do rio Amazonas. Os autores
atribuiram este fato a um possivel efeito de barreira exercido pelas corredeiras do alto
rio Madeira, situadas a jusante do rio Guaporé, o que poderia reduzir o fluxo génico
entre as regides de cabeceira da sub-bacia do rio Madeira e outras areas da bacia

amazonica.
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O rio Madeira é o maior tributario da bacia do Amazonas em descarga liquida e
solida (Latrubesse et al. 2005). Os principais afluentes que o formam tem origem
andina, sendo que cerca de 50% de sua drenagem ocorre na Bolivia, 10% no Peru e 40%
no Brasil (Goulding et al. 2003). Na regido de confluéncia dos rios Beni e Mamoreé-
Guaporé para formar o rio Madeira, e em seu tramo inicial até Porto Velho, o rio corre
sobre um vale encaixado pontuado por afloramentos cristalinos que resultaram na
formacdo de 18 secBes de corredeiras, entre Guajara-Mirim, no rio Mamoré, e Porto
Velho, no rio Madeira, onde as maiores corredeiras da regido sdo as chamadas
cachoeiras de Teotonio e Jirau (Cella-Ribeiro et al. 2013; Tizuka 2013).

Estudos de monitoramento de fauna para um grande empreendimento
hidrelétrico no rio Madeira comprovaram a ocorréncia de Podocnemis expansa em
todos os trechos entre corredeiras do alto rio Madeira, entre Porto Velho e a regido de
Mutum (Keller et al. 2013). N&o existem, até hoje, estudos cientificos sobre a espécie
no baixo e médio rio Madeira, porém sua presenca nessas regides é conhecida por meio
de alguns projetos de manejo comunitario de praias de desova (Andrade et al. 2011). A
espécie € conhecida na regido de cabeceira da sub-bacia e em praticamente todos os
tributarios do rio Amazonas (Iverson 1992; Rueda-Almonacid et al. 2007).

Cachoeiras e corredeiras podem funcionar como barreiras biogeograficas ao
movimento de organismos aquaticos, e o rio Madeira é um dos poucos rios da bacia
amazdnica com varios relatos de que suas barreiras fisicas podem interromper o
movimento de animais aquéticos (Rahel 2007; Farias et al. 2010; Torrente-Vilara et al.
2011). No rio Negro (municipio de S8o Gabriel da Cachoeira), e no rio Jau (Parque
Nacional do Jad) também héa corredeiras que constituem barreiras ao fluxo génico de
Podocnemis erythrocephala (Santos 2008). Botos da espécie Inia boliviensis formam
dois agrupamentos diferenciados geneticamente acima e abaixo das corredeiras do alto
rio Madeira, entre 0s quais se mantém uma conexao por fluxo génico unidirecional
(Gravena et al. 2014). O trecho de corredeiras também pode funcionar como uma zona
de contato secundario seguido de hibridizacdo para duas espécies de jacaré (Caiman
crocodilus e Caiman yacare), que compartilham hapl6tipos nucleares e mitocondriais
(Hrbek et al. 2008). Entretanto, para outros organismos as corredeiras do alto rio
Madeira ndo formam barreira ao fluxo génico, como ja foi evidenciado para o tambaqui
(Colossoma macropomum) e ndo interrompem totalmente o fluxo génico para o bagre

Pseudoplatystoma punctifer (Farias et al. 2010; Machado 2013).
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Dados de captura-recaptura de dois anos para Podocnemis expansa na regido
do alto rio Madeira incluem quatro casos de transposi¢do de corredeiras por individuos
adultos e um juvenil, incluindo um caso de jusante a montante, o que indica que as
tartarugas sdo capazes de superar as fortes correntezas entre os pedrais que formam as
corredeiras (Keller et al. 2013). No entanto, os dados de recaptura ndo permitiram
estimar a frequéncia de transposicdo, nem determinar inequivocamente se a espécie €
capaz de transpor rio acima as maiores corredeiras da regido, as cachoeiras de Teotonio
e Jirau, as Unicas ndo navegaveis durante todo o ano (Tizuka 2013). No rio Xingu, P.
expansa aparentemente ndo ocorria naturalmente acima da zona de cachoeiras na zona
da volta grande do Xingu, mas foram introduzidas a montante por seringueiros e pelo
préprio IBAMA (Pezzuti, 2008). A zona de cachoeiras do Xingu tem um desnivel total
de 80m em 160km (Pezzuti, 2008), enquanto a zona de corredeiras do alto Madeira tem
um desnivel de 68m em aproximadamente 400km (Tizuka, 2013).

Dois empreendimentos hidrelétricos de grande porte (UHE Santo Antdnio, com
3.568 MW e UHE Jirau, com 3.300 MW de poténcia geradora) foram instalados no alto
rio Madeira e ja estdo operando desde 2011-2012 (Furnas 2006; AIDA 2009; Santo
Antbnio Energia 2015). Os lagos das represas das duas barragens, situadas a 110 km
uma da outra, submergiram de forma permanente 9 das 18 corredeiras da regido (Cella-
Ribeiro et al, 2013). As medidas de mitigacdo de impacto ambiental dos
empreendimentos incluem a construcdo de canais de transposicdo de peixes (Torrente-
Vilara et al. 2011), mas estes dispositivos ndo foram projetados, nem testados para a
passagem de tartarugas (C. Keller, com. pessoal). Neste contexto, 0 conhecimento sobre
a estrutura genética de P. expansa ao longo da zona de corredeiras se torna relevante
para 0 manejo da espécie na area de influéncia das usinas hidrelétricas e a conservagéo
da conectividade entre populagdes ao nivel da sub-bacia.

As hidrelétricas fazem parte do Programa de Aceleracdo do Crescimento
(PAC) do governo federal brasileiro, cujo destaque € a expansédo da producao de energia
elétrica (Fearnside e Millikan, 2012). Nos proximos anos, ainda esta prevista para a
regido amazonica a construgdo de 30 grandes hidrelétricas (UHES) e mais de 170
hidrelétricas menores (PCHs, com até 30MW de poténcia) (Brasil/MME 2011;
Fearnside e Millikan 2012; Verdum 2012). Barragens sdo construgdes intransponiveis
para organismos aquéaticos, se ndo forem implementadas medidas especificas de
mitigacdo de impacto, como escadas e canais que facilitem a transposicdo da barragem

por peixes e outros organismos-alvo. O isolamento de populacBes a jusante e a
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montante de barragens pode gerar sérias consequéncias a longo prazo, desde a redugéo
da diversidade genética, resultando na perda de potencial adaptativo, até a diminuicéo
do tamanho efetivo populacional, fazendo com que seja pequena a probabilidade dos
descendentes isolados representarem uma amostra aleatoria do pool génico original
(Bennett et al. 2010).

O rio Madeira é 0 mais densamente habitado e explorado da regido amaz6nica
(RappPy-Daniel et al. 2007). O monitoramento de praias de desova de P. expansa no
alto rio Madeira indicou que a populacgéo reprodutiva neste trecho do rio se encontra em
esgotamento por sobre-exploracdo de ovos e captura de individuos adultos (Keller et al.
2013). Programas de manejo comunitario de ovos e filhotes existem apenas para duas
areas de desova da espécie, no médio/ baixo rio Madeira (Andrade et al. 2011). A zona
de corredeiras é ocupada por populacdes humanas de forma continua desde o comeco
do periodo Holoceno (Tizuka 2013), portanto é provavel que a coleta de ovos e pesca de
adultos venha ocorrendo na regido ha milhares de anos. Ja no final do século XIX a
coleta de ovos e adultos ocorria em grande escala nos tabuleiros do rio Guaporé e alto
rio Madeira, para abastecer os mercados de Manaus e Belém (Vianna 1973), e é
provavel que esteja refletida na estrutura genética das tartarugas na regido.

Neste trabalho foi investigado o padrdo de diversidade genética e conectividade
de Podocnemis expansa ao longo do trecho de corredeiras do alto rio Madeira, e sua
relacdo com P. expansa amostradas a montante da regido de corredeiras, no rio
Guaporé, e em outras sub-bacias hidrogréaficas abrangendo a area de distribuicdo da
espécie, utilizando dados mitocondriais (regido controle) e nucleares (locos
microssatélites). Os objetivos especificos foram: 1) determinar a relacdo entre
haplo6tipos na area de estudo e com o0s encontrados na bacia amazdnica; 2) estimar 0s
niveis de diversidade genética nos diferentes pontos amostrais ao longo das corredeiras
do alto rio Madeira; 3) determinar o grau de estruturacdo geneética de P. expansa ao
longo da regido de corredeiras do alto rio Madeira e na escala de distribuicdo da espécie
na Amazonia; e 4) analisar se houve declinio populacional recente de P. expansa no alto
rio Madeira. Os resultados obtidos poderdo fornecer subsidios para a analise do efeito
das barragens hidrelétricas de Jirau e Santo Antonio sobre a conectividade de
Podocnemis expansa na sub-bacia do rio madeira, e serdo discutidos no contexto da

politica de expansdo energética na Amazonia.
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2. MATERIAL E METODOS
Amostragem

As amostras para este estudo foram obtidas com apoio do Programa de
Monitoramento de Fauna da Santo Antbénio Energia S.A., a concessionaria responsavel
pela construcdo e operacdo da UHE Santo Antbnio, no rio Madeira, no Estado de
Rond6nia (sudoeste da Amazonia brasileira). A barragem foi fechada em novembro
2011, inundando aproximadamente 210 km? de terra-firme e varzea, mas as amostras
foram coletadas antes do fechamento das comportas. As amostragens de Podocnemis
expansa (Figura 1) foram realizadas ao longo de um trecho de aproximadamente 220
km do rio Madeira, entre a cidade de Porto Velho (8°38°34”S;63°50°58”W) e a vila de
Mutum-parand (9°36°38”S;64°55°31”W), proximo a fronteira com a Bolivia. Neste
trecho o rio Madeira € estreito e profundo com 8 secBes de corredeiras, sendo as de
maior desnivel, Jirau e Teotdnio, denominadas cachoeiras (Torrente-Vilara et al. 2011;
Cella-Ribeiro et al. 2013). O canal do rio Madeira acima da cachoeira de Teotdnio é
morfologicamente heterogéneo, com um substrato predominantemente rochoso,
exibindo valores maiores de profundidade (115-60 m), e a jusante da cachoeira de
Teotdnio, o substrato rochoso é substituido por um substrato barrento-arenoso com um
canal mais raso e menor variacdo em profundidade (50-46 m) (Torrente-Vilara et al.
2011; Tizuka 2013).

O trabalho de campo foi realizado durante a época da vazante do rio Madeira,
quando as tartarugas se concentram em remansos profundos na proximidade das praias
de desova (Alho e Padua 1982). A captura de P. expansa ocorreu de julho e setembro
em 2010 e 2011, com redes de cerco de 100 m de comprimento e 10 m de altura,
operadas por seis pescadores locais experientes a partir de duas canoas com motor de
popa e remo. Todos os animais foram liberados no local de captura ap6s medicao e
obtengdo das amostras de tecido. Foram coletados pequenos pedacos (aprox. 2x2 mm)
da membrana interdigital da pata posterior direita de cada individuo por meio de corte
com tesoura de iris. Esse local de corte tem a vantagem de n&o causar sangramento. As
amostras foram conservadas individualmente em microtubos de 1,5 ml (Eppendorf) com
alcool 70%. As amostras foram armazenadas no Laboratério Tematico de Biologia
Molecular (LTBM) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

Foram obtidas amostras de tecido de 75 individuos em cinco trechos entre

corredeiras da regido: a jusante da corredeira de Santo Antonio (40 amostras), entre as
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corredeiras de Santo Anténio e Teotonio (5), entre as corredeiras de Teotonio e
Morrinhos (7), entre as corredeiras de Morrinhos e Caldeirdo do Diabo (13), e a jusante

da corredeira do Paredéo, acima da corredeira do Jirau (10) (Figura 1).

Marcadores Moleculares
Regido Controle do DNA Mitocondrial

A regido controle do DNA Mitocondrial (DNAmt) foi amplificada utilizando
os iniciadores: Pro (5° - CCCATCACCCACTCCCAAAGC-3’); DLR (5’-
GGGATGCTGGTTTCTTGAG-3"); CSB (5’-TTATAGTGCTCTTCCCCATATTATG-
3”) e PodF (5’TAATCTATCTATCGCATCTTCAG-3") (Pearse et al. 2006).

As amplificagdes foram realizadas em um volume final de 15 pl. As
concentragdes € o volume de cada reagente foram respectivamente 7,2 pl de agua
deionizada; 3 pl de tampao 5X (Promega); 0,3 ul de dNTPs a 10 mM (Invitrogen); 1,2
ul de cloreto de magnésio (MgCl2) a 25 mM (Promega); 0,3 pl de DNA Taq polimerase
a 5U/ul (Promega), 1,0 ul do DNA genomico de cada individuo com concentragdo de
aproximadamente 50 ng/ul. Os pardmetros de ciclagem foram 68 °C por 1 minuto;
seguidos por 30 ciclos de 93 °C (um minuto), 53 °C (35 segundos), 68 °C (1 minuto e
meio); e extensdo final a 68 °C por 7 minutos. A purificacdo foi realizada utilizando
polietilenoglicol (PEG). Para o sequenciamento foram utilizados o primers internos
DLR (5’-GGGATGCTGGTTTCTTGAG-3"); CSB (5°-
TTATAGTGCTCTTCCCCATATTATG-3) e 0 Pe656F: (5°-
GGGTGAGTTCTATACACTTT-3’) que foi desenvolvido neste estudo. O
sequenciamento foi realizado no sequenciador automatico ABI 3130xI (Applied
Biosystems) seguindo a metodologia padrdo do fabricante.

Os fragmentos das sequéncias nucleotidicas obtidos para cada individuo foram
agrupados no programa Geneious 8 0 2 (Kearse et al. 2012) e depois foram alinhados
automaticamente utilizando a ferramenta Clustal W (Thompson et al. 1994) do referido
programa, gerando uma matriz de dados que contém sequéncias nucleotidicas de todos
os individuos analisados.

As novas sequéncias obtidas neste trabalho serdo depositadas no Banco de
Dados de Sequéncias Genéticas (GenBank) do Centro Nacional de Informacgoes
Biotecnoldgicas (NCBI). Elas serdo acrescentadas as 293 sequéncias de outras regides
da érea de distribuicdo da espécie ja depositadas no Banco de Dados de Sequéncias

Genéticas (GenBank) do Centro Nacional de Informacg6es Biotecnoldgicas (NCBI). Os
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nameros de acesso sdo: AF361951-361997, AY572978-572985, e DQ352567-352804
(Pearse et al. 2006)

Microssatélites DNA Nuclear

A genotipagem foi realizada para cinco locos microssatélites: PE344, PE519 e
PE1075 desenvolvidos para Podocnemis expansa por Valenzuela (2000), e os locos
Puni_1D12 e Puni_1E1 desenvolvidos para Podocnemis unifilis por Fantin et al. (2007).
As amplificagdes foram realizadas seguindo o protocolo econdmico de Schuelke (2000)
com a adi¢do de uma cauda de M13 na extremidade 5’ no forward primer, e a
fluorescéncia escolhida foi acoplada a esse primer. A quantidade de forward primer foi
a metade do reverse primer. O volume total dos reagentes da PCR foi de 12,5 pl,
contendo 2,3 ul de H20, 3,0 ul de tampao 5x (Promega), 1,5 pul de MgCI2 (25 mM)
(Promega); 1,5 ul de reverse primer (2 uM), 0,75 ul de forward primer (2 uM), 0,75 pl
de primer M13 marcado com fluorescéncias FAM, HEX ou NED (2,0 uM), 1,5 ul de
dNTP mix (2,5 mM), 0,2 ul de Taqg DNA Polimerase (1U/ul) (Promega), e 1 ul de DNA
(aproximadamente 10 ng). A temperatura inicial de desnaturacdo foi de 94 °C por 2
minutos, seguida por 25 ciclos a 94 °C por 50 segundos, 54 °C por 50 segundos e 72 °C
por 1 minuto. Em seguida 20 ciclos a 94 °C por 40 segundos, 53 °C por 35 segundos e
72 °C por 40 segundos com uma extensdo final a 72 °C por 10 minutos.

Os produtos de PCR foram diluidos de acordo com a concentracao e depois foi
adicionado o marcador de tamanho ROX pUC-19 modificado de DeWoody et al.
(2004). As genotipagens foram realizadas no sequenciador automatico de DNA ABI
3130xl, e a andlise dos alelos observados para cada loco foi feita usando o programa
Gene Marker 1 9 (Soft Genetics LLC, USA).

Anélises de dados
Regido Controle do DNA Mitocondrial

A diversidade haplotipica (h), a probabilidade de que duas sequéncias
aleatorias sejam diferentes na amostra, e a diversidade nucleotidica (m) (Nei, 1987), a
média do numero de diferengas nucleotidicas por sitio, foram calculadas no programa
DnaSP 5 10 (Librado e Rojas, 2009). Para ambas as anélises, o desvio padrédo (DP) foi
estimado.
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A estimativa dos valores das comparagdes par a par de ®sr foi obtida
utilizando o programa Arlequin 3 11 (Excoffier et al. 2005), para verificar se ha
estrutura genética entre os cinco trechos amostrados entre corredeiras do alto rio
Madeira. A Analise da Variancia Molecular (AMOVA) implementada no programa
Arlequin 3 11 foi realizada para as sequéncias nucleotidicas agrupadas em relacéo as
duas principais cachoeiras do alto rio Madeira (Jirau e Teotdnio): (1) amostras coletadas
a montante de Jirau; (2) entre Jirau e Teotonio; (3) e a jusante de Teotdnio. De acordo
com Excoffier et al. (2006), AMOVA ¢ essencialmente similar a outras abordagens com
base em analise de variancia de frequéncias génicas, mas leva em conta o nimero de
mutacdes entre hapldtipos moleculares. Ao definir grupos de populacGes, define-se uma
estrutura genética especifica que sera testada. A analise de variancia hierarquica
particiona a variancia total em componentes de covariancia, devido as diferencas intra-
individuais, inter-individuais e/ou inter-populacionais.

A representacdo grafica da relagdo dos haplétipos foi obtida utilizando o
programa Network, por meio do algoritmo filogenético de rede median-joining (MJ)
(Bandelt et al. 1999). Foram incluidas 360 sequéncias nucleotidicas da regido controle
do DNAmt, sendo 72 obtidas neste trabalho e 293 obtidas no GenBank (Pearse et al.
2006).

Para testar se ha estruturacdo das populacBes de P. expansa na regido do alto
rio Madeira foi utilizada a Analise Bayesiana de Estruturacdo Populacional (Bayesian
Analysis of Genetic Population Structure), implementada no programa BAPS 4 14
(Corander et al. 2006). Nesta analise, 0 nimero de grupos bioldgicos € definido usando-
se um algoritmo Bayesiano que estima a distribuicdo das frequéncias alélicas de todas
as populacgdes em teste. Foi calculada uma probabilidade posterior, a partir de todos os
individuos agrupados, usada para escolher o melhor valor do nimero de grupos na
particdo ideal (nimeros de clusters) através da analise de mistura de populagdes com a
verificacdo de agrupamentos de individuos (Corander et al. 2003).

O teste de Mantel, implementado no programa GenAlEx (Peakall e Smouse
2012), foi utilizado para determinar a correlacdo entre distancias genéticas e distancias
geograficas (Mantel 1967). No grafico gerado, as distancias em quildmetros (km)
calculadas no programa Arcmap (Copyright © 1995-2015 Esri), estdo representadas no
eixo X e os valores de distancia genética de Tamura-Nei (1993), estimados no programa
Mega 6 06 (Tamura et al. 2013), no eixo Y.
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Os testes da hipotese de que todas as mutagdes sdo seletivamente neutras
(Kimura 1983) foram realizados utilizando o programa DnaSP 5 10. O teste D de
Tajima (Tajima 1989) € baseado no modelo de sitios infinitos sem recombinacéo e
compara dois estimadores do parametro 6 da populagcdo, um com base no nimero de
segregacado de sitios na amostra, e 0 outro com base no nimero médio de diferencas de
pares entre haplotipos (Excoffier et al. 2005). O teste Fs de Fu também é baseado no
modelo de sitios infinitos sem recombinacdo (Fu 1997). Ambos os testes sdo sensiveis
ao desvio de equilibrio populacional como no caso de expansdo da populacdo (Fu
1997).

Microssatélites do DNA nuclear

O programa Micro-Checker 2 2 3 (Van Oosterhout et al. 2004) foi utilizado
para detectar sinais de alelos nulos e artefatos de amplificacéo via PCR (Van Oosterhout
et al. 2004). O numero de alelos de cada loco foi estimado utilizando o programa
Cervus 3 0 6 (Kalinowski et al. 2007). A proporcdo de individuos heterozigotos
amostrados (Ho) e heterozigosidade esperada (He) (Frankham et al. 2008) foram
estimadas utilizando o programa Genetix 4 05 (Belkhir et al. 2004). Testes de equilibrio
de Hardy-Weinberg (EHW) e desequilibrio de ligacdo foram realizadas por meio de
permutacdes de cadeia de Markov usando programa GenPop 4 3 (Raymond e Rousset
1995). Os niveis de significancia estatisticas foram ajustados com uma correcdo de
Bonferroni para ambos os testes de EHW e DL (Rice, 1989). O coeficiente de
endogamia (Fs) foi calculado por locos entre cinco trechos de corredeiras do alto rio
Madeira utilizando o programa Fstat 2 9 3 2 (Goudet 2001). Riqueza alélica (A) foi
estimada utilizando 0 mesmo programa.

Para determinar a existéncia de estrutura genética entre os cinco trechos entre
corredeiras amostrados do alto rio Madeira, foram realizadas comparacdes par a par dos
valores de Fst utilizando locos microssatélites com o programa Arlequin. A analise da
variancia molecular (AMOVA) implementada no programa Arlequin seguiu 0 mesmo
critério de agrupamento dos dados mitocondriais. A estimativa do numero de
agrupamentos (K) foi realizada no programa Structure 2 3 4 (Pritchard et al. 2000), que
agrupa os dados de forma a minimizar os desequilibrios de Hardy-Weinberg e de
ligacdo intra-grupo. Os agrupamentos sdo definidos pelos dados sem inferéncia a priori
(Solé-Cava e Cunha 2012; Pritchard et al. 2000). O modelo de ancestralidade utilizado

foi o de mistura. A extensao das corridas incluiu 100,000 valores de corte (burnin) e
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1,000,000 de simula¢Ges em cadeias de Monte Carlo (MCMC) com cinco iterages.
Estatistica ad hoc foi relacionada a taxa de mudancas na probabilidade log dos dados de
acordo com o nimero de K propostos por Evanno et al. 2005, com K sendo usado como
preditor do numero ideal de agrupamentos. Os graficos dos dados foram gerados no
programa Structure Harvester (Earl e VonHoldt 2012).

Para analisar se houve reducdo recente do tamanho efetivo populacional de
Podocnemis expansa na regido do alto rio Madeira, foi utilizado o programa Bottleneck
1202 (Piry et al. 1999). O modelo utilizado foi o de mutacdo de duas fases (TPM) (Di
Rienzo et al., 1994). Desvios significativos foram determinados pelo teste bicaudal de
Wilcoxon (Luikart e Cornuet, 1998).

Da mesma forma que para os dados de DNA mitocondrial, foram realizados
uma Analise Bayesiana de Estruturacdo Populacional no programa BAPS, e o teste de
Mantel no programa GenAlEXx tendo os valores estimados de Fst/ (1-Fst) noeixo Y.

O teste de Mantel implementado no programa GenAlEx também foi realizado
para os locos microssatélites, sendo que o grafico gerado apresenta as distancias em
quildmetros (km) no eixo X calculadas no Arcmap e os valores estimados de Fst/ (1-

Fst)noeixoY.

3. RESULTADOS

Regido Controle do DNA Mitocondrial

Neste trabalho foram obtidas 72 sequéncias nucleotidicas de individuos de
Podocnemis expansa capturados no alto rio Madeira (Rondonia), cada uma com 1183
pares de bases (pb) (Tabela 1). Os maiores valores de diversidade haplotipica (h)
(0,731; +0,088 DP) e diversidade nucleotidica (x) (0,003; +0,0010 DP) foram
encontrados para os queldnios entre Caldeirdo e Morrinhos.

Foram observados cinco haplotipos (H) na regido amostrada, aumentando para
19 o numero total de hapl6tipos conhecidos para P. expansa (Figura 2). Nove dos 19
haplotipos foram representados por apenas um individuo (singletons). Foram
encontrados apenas trés haplotipos perdidos ou ndo observados. O haplotipo 6 havia
sido registrado anteriormente apenas no rio Guaporé. O haploétipo 1 foi encontrado em
tartarugas de praticamente toda a bacia amazbnica e também foi frequente no alto
Madeira (38% dos individuos). Trés novos haplétipos foram encontrados na regido do

alto rio Madeira: o haplotipo 19, que foi o mais frequente na amostra total (44% dos
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individuos) na maioria dos trechos analisados, e os haplétipos 18 e 19, com um registro
cada, respectivamente entre Caldeirdo e Morrinhos, e a jusante de Santo Antonio.

A andlise bayesiana no programa BAPS indicou cinco agrupamentos
(probabilidade log -61,624) (Figura 3). Os individuos pertencentes a cada agrupamento
se encontram dispersos pelos cinco trechos entre corredeiras amostrados.

O teste de isolamento por distancia (Figura 4) ndo foi significativo para a
regido controle do DNAmt (R= 0,347; p= 0,056). As comparacdes par a par dos valores
de ®s7 (Tabela 2) ndo foram significativos apds a correcdo de Bonferroni (Rice, 1989).
Na Anélise da Variancia Molecular (AMOVA) nenhum dos indices de fixacdo foi
significativo. Os testes de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu (Tabela 1) ndo foram
significativos para nenhum dos trechos analisados, indicando que as mutacdes sdo
seletivamente neutras e ndo ha indicios de mudangas recentes no tamanho populacional
(Kimura, 1969).

Microssatélites do DNA nuclear

Foram genotipados cinco locos para 75 tartarugas da regido do alto rio
Madeira. O maior valor de riqueza alélica (Tabela 3) foi encontrado no trecho entre
Jirau e Teotonio para o loco PE1075 (7,766). Apenas o loco PE519 se encontrou em
EHW na regido abaixo da corredeira de Teotdnio. O teste de desequilibrio de ligacdo
ndo foi significativo para nenhum dos locos analisados. Houve evidéncia de alelos nulos
entre as corredeiras de Jirau e Teotbnio para os locos PE344 e PE519 e também a
jusante da corredeira de Teotonio para os locos Puni_1E1, PE344 e PE519.

A estimativa do nimero de agrupamentos bioldgicos de P. expansa presentes
na regido amostrada no alto rio Madeira por meio do programa Structure indicou K=1
usando o método de Pritchard et al. (2000) (Figura 5). Da mesma forma, o programa
BAPS indicou um Unico agrupamento, com probabilidade marginal de -119,6321.
Usando a metodologia de Evanno et al. (2005) o Structure indicou K=4 (Figura 6). No
entanto, o bar plot ndo identificou uma diferenciagdo espacial entre grupos no alto rio
Madeira (Figura 7), indicando que a probabilidade de uma amostra pertencer a um ou
mais grupos é semelhante, de forma que nenhuma subdiviséo pode ser definida. O teste
de Mantel (Figura 4) néo foi significativo para os dados de microssatélites (R?= 0,061;
p= 0,345), indicando que ndo h& correlagdo entre distancia genética e distancia
geogréfica entre as localidades amostradas. As comparagdes par a par dos valores de

Fst (Tabela 2) também né&o foram significativas, mostrando que ndo ha estruturagdo
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genética de Podocnemis expansa entre as corredeiras. Para a AMOVA, na qual foi
utilizado o mesmo critério de agrupamento dos dados mitocondriais, nenhum dos
valores de (p) dos indices de fixacdo foi significativo. A analise realizada no programa
Bottleneck sob modelo de mutacdo de duas fases (TPM), no qual os desvios
significativos observados foram determinados pelo teste bicaudal de Wilcoxon, nao foi
significativa para os cinco locos analisados, indicando que ndo houve reducao recente

do tamanho efetivo populacional de P. expansa no alto rio Madeira.

4. DISCUSSAO

Distribuicdo dos haplétipos na bacia amazonica

A distribuicdo de haplotipos em Podocnemis expansa sugere um padrdo de distribuicéo
em estrutura metapopulacional, com sub-populagdes conectadas por migragéo ocasional
de individuos entre elas (Sites et al. 1999; Pearse et al. 2006). O haplétipo mais
abundante de P. expansa ocorreu em praticamente todas as localidades amostradas ao
longo da bacia amazonica e na bacia do rio Orinoco, assim como em amostras do alto
rio Madeira. Ocorreram trés haplétipos no alto Madeira que ndo foram registrados em
outras partes da area de distribuicdo, inclusive o rio Guaporé, que pertence a sub-bacia
do rio Madeira. Isto é particularmente notavel para o haplétipo 19, que foi registrado em
50% dos individuos em praticamente todas as localidades amostradas do alto rio
Madeira. Essa configuracdo pode refletir alguma restricdo de migracdo de fémeas rio
acima. A maior variabilidade genética observada no trecho de corredeiras amostrado
(210 km) em relacdo a extensdo abrangida pelas amostragens no rio Guaporé
(aproximadamente 500 km), onde nao se registraram haplotipos exclusivos, também da
suporte a uma restri¢do de fluxo génico entre o rio Madeira e o rio Guapore.

O trecho do rio Madeira amostrado neste estudo comporta nove corredeiras
com até 1 km de extenséo (Cella-Ribeiro et al. 2013) ao longo de 230 km, separadas por
extensas porgOes de agua livre e profunda, com a presenca de numerosas praias
adequadas para desova de P. expansa. No trecho ndo amostrado no rio Mamoré, oito
corredeiras se sucedem ao longo de apenas 140 km, duas delas com mais de 5 km de
extensdo (Cella-Ribeiro et al. 2013), que pode ser mais dificil de transpor para as
tartarugas e, também, menos atrativo, porque ndo ha praias de grande porte nesta parte
do rio. Além disso, o primeiro local de amostragem de Pearse et al. (2006) no rio

Guapore se situa a aproximadamente 500 km rio acima do Gltimo ponto de amostragem
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deste estudo. O comportamento de filopatria reprodutiva de P. expansa pode implicar
que a distancia tem uma funcdo mais marcada de restricdo de fluxo de individuos do
que as corredeiras, pois 0s dois agrupamentos amostrados provavelmente tém afinidade
com distintas zonas de desova. O agrupamento reprodutor no rio Guaporé atualmente é
muito numeroso (Soares 2000), enquanto que as tartarugas no alto Madeira sdo
altamente impactadas e seus efetivos muito reduzidos (Keller et al. 2013), o que
provavelmente gera um excedente de fluxo de dispersdo de montante a jusante. E
notavel, também, que, a parte de barreiras fisicas evidentes como as corredeiras, uma
transicdo marcada de espécies foi detectada no baixo rio Madeira para assembléias de
peixes (Queiroz et al. 2013) e botos, Inia spp (Gravena et al. 2014), evidenciando a
importancia de outros aspectos histdricos, climaticos e/ou ecol6gicos na determinagéao

do padrdo de distribuicdo de espécies no rio Madeira.

Estruturacdo populacional nas corredeiras do alto rio Madeira

Todas as analises para deteccdo de estruturacdo populacional, tanto com o0s
dados de DNA mitocondrial, como de locos microssatélites, indicaram a ocorréncia de
um Unico agrupamento bioldgico na regido de corredeiras ou a ocorréncia de mais de
um agrupamento, mas sem relacdo espacial entre os agrupamentos e as corredeiras. Os
resultados evidenciam a auséncia de restricdo historica ou atual (antes da construcdo das
barragens) ao fluxo génico de P. expansa relacionado as corredeiras. Com isso se
confirmam os resultados indicativos das amostragens de captura-recaptura, de que as
tartarugas eram capazes de transpor habitualmente todas as corredeiras da zona de
estudos (Keller et al. 2013). Muitos dos individuos capturados apresentavam marcas de
raspado e bordas quebradas da carapaca (C. Keller, obs. pessoal), condizentes com a
passagem frequente por locais rochosos com forte correnteza. N&o ha evidéncia de fluxo
unidirecional no trecho de corredeiras, seja para montante ou para jusante.

A jusante da corredeira de Santo Antdnio, os cinco locos microssatélites
estavam fora de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) (Tabela 3), provavelmente
devido a presenca de alelos nulos para os locos PE344, PE1075 e Puni_l1E1, que
possuem deficiéncia de heterozigoto. Em outros rios da bacia amazonica, o padrdo mais
consistente de desvio do EHW em P. expansa foi encontrado no rio Purus, onde 7 de 9
locos estavam fora do EHW (Pearse et al. 2006), provavelmente como resultado da

reducao populacional de tartarugas por sobre-exploracdo (Pantoja-Lima 2007).
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Biogeografia histdrica no alto rio Madeira

A bacia do rio Madeira assumiu sua configuragdo atual apds as ultimas fases de
soerguimento dos Andes e a transgressdo do Arco de Purus, que alguns autores datam
no Mioceno tardio (~ 10 Mya, Hoorn et al. 2010) e outros no Plio-Pleistoceno (~6-3
Mya, Latrubesse et al. 2010; Nogueira et al. 2013). A regido de corredeiras do alto rio
Madeira situa-se na unidade morfoestrutural Alto Estrutural Guajard Mirim-Porto
Velho, que representa uma porcdo do embasamento soerguido por tectdnica durante o
Cenozoico, formando um vale encaixado, marcado por niveis de base locais
(corredeiras, travessdes e saltos) e planicies de inundacdo pouco extensas (Souza Filho
et al. 1999; Dantas e Adamy 2005). A formacdo das corredeiras provavelmente esta
relacionada com o soerguimento do Arco de Fitzcarrald ha ndo mais que 4 Mya (Espurt
et al. 2007).

A divergéncia genética entre os grupos de Inia boliviensis abaixo e acima das
corredeiras do Madeira coincide aproximadamente com a transicdo do Pleistoceno
médio para o superior (por volta de 120 mil anos atras), que marca a transicdo entre dois
periodos glaciais (Gravena et al. 2014). Registros geoldgicos dos sedimentos fluviais
indicam condigdes climaticas secas e reducdo do nivel d’dgua na Amazonia durante
periodos glaciais (Van der Hammen e Hooghiemstra 2000; Latrubesse 2003), incluindo
o0 vale do rio Madeira (Feitosa et al. 2015). Nestas condicdes o efeito de barreira das
corredeiras pode ter se acentuado, afetando de forma variavel a distintas espécies. Por
exemplo, a dourada (Brachyplatystoma rousseauxii), um grande bagre migrador,
provavelmente forma uma populacdo panmitica na bacia amazénica (Batista, 2010),
porém existem dois agrupamentos dentro da bacia do rio Madeira, entre Villa Bella,
préximo da confluéncia dos rios Mamoré e Beni, e Puerto Villarroel, rio Ichilo (Bolivia)
(Carvajal-Vallejos et al. 2014). Por outro lado, dados genéticos indicaram que as
corredeiras do alto rio Madeira ndo formam uma barreira absoluta ao fluxo génico de
tambaqui (Colossoma macropomum) entre a bacia amazonica e a sub-bacia boliviana
(Farias et al. 2010). Ja para o jacaré, Paleosuchus palpebrosus, foram encontrados
haplotipos compartilhados entre 0 Madeira e a Bolivia, e isto somente ocorreu em
localidades préximas ao conjunto de corredeiras do rio Madeira, sugerindo que a regido
funciona como zona de contato ou transicdo entre duas populagdes desta espécie (Muniz
2012).
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A origem da configuracdo atual da bacia amazonica € recente se comparada a
idade da linhagem que originou P. expansa, que, de acordo com analises utilizando
datacdo molecular e o registro fossil, surgiu no Eoceno Tardio, ha aproximadamente 37
milhGes de anos (Vargas-Ramirez et al. 2008). Os fosseis conhecidos de Podocnemis
datam do Mioceno do Peru, Coldombia e da Formacdo Solimdes no Brasil (Carvalho et
al 2002), quando a Amazonia ocidental era coberta por uma extensa formacéo lacustre,
antes da transgressao do Arco do Purus (Hoorn et al 2010). Entretanto, mesmo com a
longa histéria de P. expansa na Amazbnia, e em contraste com 0s resultados
encontrados para alguns outros organismos aquéaticos, como os botos e a dourada, 0s
resultados obtidos com ambos os marcadores utilizados neste trabalho indicam que as
corredeiras ndo causaram restricdo de fluxo génico no alto rio Madeira, nem
historicamente, nem em tempo mais recente. Isto indica que P. expansa tinha
capacidade de atravessar a regido de corredeiras do alto rio Madeira antes da construgéo
das barragens, e que a estrutura metapopulacional da espécie seria mais influenciada
pela conformacdo da drenagem, disponibilidade de praias para desova e possivel

filopatria das fémeas do que pelas corredeiras.
Diversidade Genética

A diversidade genética representa a matéria-prima para facilitar a adaptacdo a
mudancas ambientais por meio de selecdo natural (Alacs et al. 2007). Dadas as atuais
taxas de mudanca ambiental, o potencial adaptativo das populacdes estara intimamente
ligado a sua probabilidade de persisténcia a longo prazo (Alacs et al. 2007). No alto rio
Madeira, o maior valor de diversidade nucleotidica foi encontrado entre as corredeiras
de Caldeirdo e Morrinhos, tendo sido maior que os valores encontrados no rio Guaporeé,
e entre Morrinhos, Teotbnio (apesar de que o tamanho amostral em MOR e TEO foi
muito pequeno) e a jusante de Santo Antdnio (Tabela 1). Santo Antdnio é a primeira
corredeira do alto Madeira, portanto € interessante que a diversidade encontrada abaixo
da regifo de corredeiras tenha sido tdo baixa quanto a encontrada no rio Guaporé. E
possivel que os trechos intermediarios entre corredeiras recebam tanto individuos
vindos de jusante como de montante, mantendo nestes trechos uma maior diversidade.
Esse processo estd interrompido desde a construcdo das barragens e a diversidade da

populacgéo total do sistema Madeira-Guaporé podera ser gravemente afetada.
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Historia Demografica

Apesar de que os dados genéticos ndo detectaram um declinio recente do
tamanho efetivo populacional de P. expansa, existem indicios de exploragdo antiga da
espécie na regido. DatacOes de sitios arqueoldgicos encontrados as margens do rio
Madeira indicaram que houve uma intensificacdo de ocupagdes humanas a regido por
volta dos 2000-1000 AP, com registro de 139 sitios pré-coloniais com evidéncias de
material ceramico, litico e/ou rupestres (Tizuka 2013). Desde o final do século XIX
enchiam-se os porfes de navios e composicOes de vagdes de transporte de gado da
ferrovia Madeira-Mamoré com tartarugas capturadas nos tabuleiros de desova da regido,
para abastecer os mercados de Manaus e Belém (Vianna 1973). No mesmo periodo
estima-se que cerca de 4 milhdes de ovos foram coletados no rio Madeira para consumo
humano (Smith 1979; Vogt 2008). Um levantamento populacional recente de P.
expansa no alto rio Madeira indicou que a populacédo reprodutiva na regido se encontra
muito reduzida (Keller et al. 2013). Nos tabuleiros do rio Guaporé, registros da
transicao entre os séculos XIX-XX relatam que “a viragdo de tartarugas assumia aspecto
de extin¢do da espécie” (Vianna 1973). Em décadas recentes, um programa de protegao
de tabuleiros de desova na area de Costa Marques proporcionou a recuperacdo da
populacdo reprodutora de P. expansa (Soares 2000; Cantarelli 2006). No entanto, da
mesma forma que no alto Madeira, analises genéticas também ndo indicaram declinio
ou expansdo populacional recente no rio Guaporé (Pearse et al. 2006). A discrepancia
entre dados histéricos e indicadores genéticos de gargalos populacionais pode ser
devida ao efeito da conectividade entre as diferentes partes da sub-bacia do Madeira e
outras sub-bacias, que acaba mantendo a diversidade genética local. Também ha que
considerar que o longo tempo geracional da espécie implica que os efeitos de impactos

demogréaficos levam mais tempo para ser registrados a nivel genético.

ImplicacOes para a conservacao de Podocnemis expansa na sub-bacia rio Madeira e
na bacia amazonica

A nocdo generalizada é a de que as medidas de mitigacdo e compensacao de
impactos causados por reservatorios de barragens hidrelétricas sobre quel6nios
amazobnicos devem incluir protecdo de ninhos, controle de predadores, restauracdo de
habitats e protecdo contra caca e pesca de adultos (Alho 2000). De fato, as medidas
conhecidas de mitigagdo de impacto sobre P. expansa em empreendimentos

hidrelétricos na Amaz6nia enfocam 0 manejo de praias remanescentes ou artificiais de
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desova e programas de headstarting de filhotes (Oliveira et al. 2011; Sébato e Félix-
Silva 2014). Mesmo em empreendimentos antigos, como a hidrelétrica de Balbina, em
operacdo desde 1987 no rio Uatumd@ (Amazonas), nenhuma atencdo foi dirigida as
tartarugas isoladas a montante da barragem; todas as acfes de conservacdo tém sido
dirigidas a jusante do empreendimento (E. Arévalo Gomes, CPPQA Balbina, com.
pessoal). A protecdo e manejo de desovas e filhotes sdo importantes medidas de
conservacao de P. expansa no contexto de reservatorios de hidrelétricas, especialmente
quando a situacdo pré-existente era de sobre-exploracdo, como no caso das hidrelétricas
do Madeira. Porém, as barragens de Santo Antonio e Jirau muito provavelmente criaram
barreiras instransponiveis para P. expansa no rio Madeira. A interrupcdo da
conectividade que existia entre tartarugas abaixo e acima das barragens foi
desconsiderada como um impacto sobre a espécie. A avaliacdo e implementacdo de
medidas mitigatérias que assegurem a preservacao do contato das tartarugas da parte
alta da sub-bacia com o resto da bacia amazonica seriam de grande importancia neste
caso, considerando os significativos efetivos que a espécie apresenta no Guapore e na
Bolivia.

Desde o final da década de 1970, Podocnemis expansa tem sido objeto de
esforcos oficiais de conservacdo do governo brasileiro, por meio do Projeto Queldnios
da Amazonia, coordenado pelo IBAMA. O projeto estabeleceu unidades de conservacgédo
e colabora com comunidades locais para promover a protecdo de tabuleiros de desova e
0 incremento da sobrevivéncia de queldnios recém-nascidos (programas de
headstarting) (Cantarelli 2006; Alves-Janior et al. 2012). Esta estratégia teve sucesso na
conservacdo de estoques de matrizes e na recuperacdo de indices de recrutamento
juvenil em enclaves de protecdo isolados na Amazonia (Cantarelli 2006). Em parte,
como consequéncia destes esforcos de conservacédo, e também devido a sua ampla area
de distribuicdo, Podocnemis expansa ainda esta classificada como Baixo Risco de
Extingdo/Dependente de Conservacdo pela Unido Internacional para Conservacdo da
Natureza (IUCN 2014). Porém, a continuidade deste status de conservacdo depende da
manutencdo de vias migratorias sazonais entre areas de reproducéo e areas de forrageio,
e da conectividade entre as sub-bacias do rio Amazonas para preservar a integridade
genética da especie.

O projeto de expansdo energética do governo brasileiro prevé a instalacdo de
30 grandes hidrelétricas (>30MW de poténcia geradora) na AmazOnia até 2020

(Brasil/MME 2011), e aproximadamente um centenar a mais estdo planejadas para as
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décadas subsequentes (Fearnside e Milikan 2012). Para cada empreendimento é
realizada uma avaliagdo de impacto individual, sem levar em conta o impacto conjunto
de outros projetos que fazem parte do plano de desenvolvimento de uma bacia
hidrografica (Fearnside e Laurance 2012). A sub-bacia do rio Madeira ndo é excecao.
Os estudos preparatorios para as hidrelétricas de Santo Anténio e Jirau incluiram uma
avaliacdo de viabilidade técnica de uma hidrovia e duas outras hidrelétricas, uma
binacional no rio Beni e outra no rio Guaporé, sem que estas obras tenham sido
contempladas no estudo de impacto ambiental (Furnas 2005). As duas hidrelétricas do
alto rio Madeira, localizadas a apenas 110km uma da outra, realizaram de forma
integrada a avaliacdo de impacto e monitoramento de ictiofauna (ESBR 2011). Para
nenhum outro grupo de vertebrados aquaticos, inclusive queldnios, uma avaliacdo
conjunta foi considerada necessaria.

Vérias grandes hidrelétricas construidas ou planejadas para a Amazbnia
blogueiam ou bloqueardo o canal do rio principal da sub-bacia, como Santo Antonio e
Jirau, no rio Madeira, Bem Querer, no rio Branco, Belo Monte, no rio Xingu, Sdo Luiz
do Tapajos e Jatoba, no rio Tapajés, Cachoeira Porteira, no rio Trombetas, Tucurui,
Estreito e Serra Quebrada, no rio Tocantins, e Santa Isabel, no rio Araguaia. Nestes
casos, o potencial de impacto sobre o padrdo de dispersdo de Podocnemis expansa é
ainda maior, porque interrompe o fluxo génico ao nivel de toda a sub-bacia. Um
exemplo € a mega-hidrelétrica de Tucurui, que entrou em operacdo no baixo rio
Tocantins em 1984, forma, ha 30 anos, uma barreira a dispersao de tartarugas entre as
bacias do Amazonas e Tocantins/Araguaia.
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Tabela 1. Haplotipos de Podocnemis expansa encontrados na sub-bacia do rio Madeira e parametros de diversidade genética de P.expansa

amostradas em cada localidade. Haplotipos destacados em italico foram registrados apenas no alto rio Madeira. Dados para o rio Guaporé de

Pearse et al (2006). Siglas: Numero de individuos sequenciados (N); Diversidade Haplotipica (h); Diversidade Nucleotidica (n); Testes de

neutralidade D de Tajma (D) e Fs de Fu (F); Desvio Padrdo (DP). Localidades: GUA = rio Guaporé (préximo de Costa Marques); GUP = rio

Guaporé (Pimenteiras); PAR = a jusante da corredeira do Pareddo; CAL = a jusante da corredeira do Caldeirdo do Diabo; MOR = a jusante da

corredeira de Morrinhos; TEO = a jusante da cachoeira de Teot6nio; JUS = a jusante da corredeira de Santo Antonio.

Rio Guaporé Alto rio Madeira
Haplotipos GUA GUP PAR CAL MOR TEO JUS TOTAL
1 20 16 2 3 5 2 15 27
6 2 6 3 3 1 4 11
17 1 32
18 1
19 5 6 3 18
N 22 22 10 13 6 5 38 72
H 2 2 3 4 2 2 4 5
h (+DP) 0,736 (+0,0549) 0,667 (+0,0741) | 0,689 (+0,104) 0,731 (+0,088) 0,333 (+0,215) 0,600 (+ 0,175) 0,624 (+ 0,044) 0,647 (£0,028)
7 (+DP) 0,002 (+0,0010) 0,001 (+0,0010) | 0,002 (+0,0010) 0,003 (+0,0010) 0,001 (+0,0010) 0,001 (+0,0002) 0,001 (+0,0003) 0,002 (+0,0003)
D -1,096 (p>0,05) 1,531 (p>0,05) | 1,498 (p>0,05) 0,136 (p>0,05) 0,001 (p>0,05) 1,225 (p>0,05) -0,156 (p>0,05)  -0,131 (p> 0,05)
F 2,12 (p>0,05) 2,92 (p>0,05) | 2,986 (p>0,05) 2,171 (p>0,05) 2,593 (p>0,05) 0,626 (p>0,05) 1,952 (p>0,05) 2,541 (p> 0,05)
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Tabela 2. Estimativa dos valores das comparagdes par a par de @st e Fstentre os cinco
trechos entre corredeiras amostrados. Os valores acima da diagonal correspondem ao
®st obtido das sequéncias nucleotidicas do DNAmt e abaixo da diagonal ao Fst obtido
dos locos microssatélites. O valor destacado em italico foi significativo antes da
corre¢cdo de Bonferroni. Apds a corre¢cdo de Bonferroni (p< 0,01) nenhuma das
comparagOes foi significativa. PAR = a jusante da corredeira do Pareddo; CAL =
Caldeirdo-Morrinhos; MOR =Morrinhos-Teotbnio; TEO= Teotbnio-Santo Antonio;

JUS= a jusante da corredeira de Santo Antonio.

Localidades PAR CAL MOR TEO JUsS
PAR - -0,082 0,154 0,018 0,004
CAL 0,005 - 0,119 -0,025 -0,001
MOR -0,004 -0,003 - 0,162 0,144
TEO 0,014 0,030 -0,002 - -0,073
JUS 0,007 0,008 -0,026 0,014 -
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Tabela 3. Resumo das analises estatisticas dos cinco locos microssatélites para Podocnemis
expansa amostrados no alto rio Madeira. N - nimero de individuos; H, — heterozigosidade
observada; He — heterozigosidade experada; A - riqueza alélica; Fis — coeficiente de
endogamia; EHW — probabilidade do teste de Equilibrio de Hardy — Weinberg; p< 0,01 apos a
correcdo de Bonferroni.

Locos

Trechos entre corredeiras
Puni_1E1 Puni_1D12 PE344 PE1075 PE519

N 10 10 10 10 10

A 5 4 5 7 4
Paredo/Jirau Ho 0,500 1,000 0,700 0,700 0,700
H, 0,675 0,660 0,645 0,690 0,790
Fis 0,308 -0,475  -0,033 0,038 0,166
HWE 0,092 0,000 0,093 0,063 1,000

N 13 13 13 13 13

A 5 4 8 6 4
- . Ho 0,539 1,000 0,539 0615 0,539
Caldeirao/Morrinhos —* 'seg 0713 0799 0642 0772
Fis 0,222 -0,368 0,361 0,081 0,339
HWE 0,147 0,001 0,024 0,029 0,365

N 7 7 7 7 7

A 4 4 4 8 4
Morrinhos/ Teoténio Ho 0,714 1,000 0,857 0571 0,714
H, 0,643 0,622 0,704 0694 0,837
Fis -0,034 -0,556  -0,143 0,250 0,221
HWE 0,851 0,007 0,094 0,224 0,158

N 5 5 5 5 5

A 3 4 4 4 3
H 0,400 1, , 2 0,400

Teotdnio/Santo Antonio °© 000 0,000 0,200

H, 0,340 0,660 0,720 0,460 0,660
Fis -0,067 -0,429 1,000 0,636 0,484
HWE 1,000 0,035 0,003 0,111 0,110

N 40 40 40 39 39

A 9 4 8 9 4
Jusante Santo Anténio Ho 0,546 1,000 0,479 0,630 0,510
H, 0,647 0,672 0,773 0833 0,674
Fis 0,194 -0,542 0,432 0,157 0,242
HWE 0,001 0,000 0,000 0,159 0,017

N 75 75 75 74 74

A 10 4 9 4 10
Total Ho 0,560 1,000 0,427 0514 0,703
H, 0,693 0,652 0,748 0,667 0,837
Fis 0,194 -0,542 0,432 0,157 0,242

HWE 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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FIGURAS

Figura 1. Mapa da América do Sul destacando a localizacdo da area de estudo, no
noroeste do Estado de Ronddnia. A area destacada delimita a regido do alto rio Madeira,
mostrando a localizacdo das corredeiras relevantes para as amostragens deste estudo
(barras tracejadas) e a localizacdo das barragens das usinas hidrelétricas de Santo

Antoénio e Jirau (barras sélidas).

Figura 2. Rede de hapldtipos gerada no programa Network (Bandelt et al. 1999) com
365 sequéncias nucleotidicas (72 sequencias do alto Rio Madeira e 293 de Pearse et al.
(2006) para outras areas da regido amazonica) da regido controle do DNA mitocondrial
de Podocnemis expansa do alto rio Madeira. As linhas que conectam os hapl6tipos
indicam um passo mutacional e os tracos sao mutacdes adicionais. Os hapldtipos com
nameros sublinhados foram registrados apenas no alto rio Madeira. Os circulos

preenchidos de branco sdo hapl6tipos ndo observados.

Figura3. Analise bayesiana realizada no programa Baps (Corander et al. 2007) para
estimativa do nimero de agrupamentos de Podocnemis expansa na regido do alto rio
Madeira utilizando a regido controle do DNA mitocondrial. O grafico mostra os cinco
trechos entre corredeiras amostrados delimitados por linhas pretas. Os cinco
agrupamentos bayesianos sdo indicados pelas cores verde, azul, vermelho, amarelo e

rosa.

Figura 4. Relacdo entre distancia genética e distancia geografica para Podocnemis
expansa amostradas em cinco trechos entre corredeiras no alto rio Madeira para dados
gerados a partir dos locos microssatélites (Fst) e da regido controle do DNAmt

(distancia genética de Tamura-Nei).

Figura 5. Probabilidade média de diferentes nimeros de agrupamentos (K) estimada
utilizando o método de Pritchard et al (2000).

Figura 6. Variacdo da probabilidade média entre nimeros sucessivos de agrupamentos

(K) estimada utilizando o método de Evanno et al (2005).
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Figura 7. Probabilidades de individuos coletados nos diferentes trechos estudados
pertencerem aos agrupamentos estimados pelo método de Pritchard et al. (2000),
considerando diferentes valores de K. Cada individuo é representado por uma barra e as
linhas negras de separacdo representam a separacao entre grupos amostrais no sentido

montante a jusante no alto rio Madeira.
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Figura 3.
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Figura 5.
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Figura 6.
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CONCLUSOES

e Mesmo com a longa histéria de Podocnemis expansa na Amazoénia, e em contraste
com os resultados encontrados para alguns outros organismos aquaticos, 0S
resultados obtidos com ambos os marcadores utilizados neste trabalho indicam que
as corredeiras do alto rio Madeira ndo causaram restricdo de fluxo génico, nem
historicamente, nem em tempos mais recentes. Ha haplétipos que ocorrem no alto rio
Madeira ndo registrados em outras partes da area de distribuicdo, inclusive o rio
Guaporé, pertencente a sub-bacia do rio Madeira, e isto é particularmente notavel
para o haplétipo 17, que compds 50% de praticamente todas as amostras do alto rio
Madeira, e pode refletir alguma restricdo de migracdo de fémeas rio acima, mas nao

ha evidéncia de que esta restricdo seja devida a um efeito de barreira das corredeiras;

e Ha maior variabilidade genética observada no pequeno trecho de corredeiras
amostrado em relacdo a extensdo abrangida pelas amostragens no rio Guaporé, onde
ndo se registraram haplotipos exclusivos, também da suporte a uma restri¢do de fluxo

génico entre o rio Madeira e o rio Guaporé;

e Nd&o foi detectado declinio populacional recente com os marcadores moleculares
utilizados, e este resultado ndo corrobora os registros histéricos relatados para o rio
Madeira, isto pode ser atribuido a caracteristica da populacdo desta espécie ser tao
grande e conectada que esses declinios podem ndo ter afetado na diversidade

genética.



