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Resumo

A larga comercializacdo dos grandes bagres migeadamazonicos iniciou-se em meados
década de 70 com o aumento dos incentivos fiscaisabertura de novos portos de
desembarque pesqueiro e frigorificos locais. Aipa pretaBrachyplatystoma capapretgm
compde uma das espécies de bagres amazobnicas éatgatomercializadas, compartilhando
sua captura com a piraibBréchyplatystoma filamentosydevido a dificil discriminacéo
dos seus caracteres morfolégicos. Esta disserthig#le-se em dois capitulos no formato de
artigos cientificos. No capitulo | foram desenvdbs 24 locos microssatélites por bibliotecas
gendmicas enriquecidas e testado sua amplificag@® demais espécies do género
Brachyplatystoma Apenas trés locos foram monomorficos nas amplifies em 26-38
individuos deB.capapretum O numero de alelos por loco variou de 1 a 12 leres na
heterozigosidade observada e esperada variaram .@2 & 0.93, e 0.08 a 0.81,
respectivamente. Trés locos apresentaram deswbA\de e foi sugerida a presenca de alelos
nulos em outros seis locos microssatélites. Na ifioggdo heteréloga, locos monomorficos
espécie-especificos (BC04 e BC06) apresentararm@dismo nas demais espécies. Estes
locos desenvolvidos podem servir de ferramentaa pasteriores estudos de genética de
populacdes nas demais espécies do gérmraxchyplatystoma No capitulo 1l foram
descriminados geneticamente 194 individuos Bilachyplatystomapertencentes a cinco
espécies de bagres comercidisfilamentosumB.capapretumB.rousseauxji B.vaillantii e
B.platynemum A analise da estrutura populacional foi infenma marcadores mitocondriais
(regido controle) com base em 186 exemplareBaapapretumprovenientes de nove
localidades amazoénicas. Foram sequenciados 914 pbgiEo controle do DNAmt onde se
observou 75 haplétipos e 58 haplotipos unicos. Aienda diversidade haplotipice) foi

de 0,939 e diversidade nucleotidica) (de 0,0034. Posteriormente, 164 individuos de
B.capapretumforam genotipados com base em oito locos micrélitgs, selecionados de
acordo com sua eficiéncia de amplificacdo e comtede polimorfismo. Agrupamentos
significantes para as localidades do rio Purus @ Radeira foram evidenciados pela
AMOVA dos dados mitocondriais, onde 12,03% da \diia genética estavam contidas
nesses tributarios, quando comparados as demaisdbes. Outros agrupamentos também
foram revelados através dos oitos locos microssstgbnde o Rio Branco apresentou valores
significativos de Er e baixos nimeros de migrantes. Contudo, as asdliagesianas para
estrutura populacional em ambos os marcadores esmadam a hipétese de panmixia nas
populacdes dé.capapretumsendo observadas fortes tendéncias ao fluxo @émte as
localidades. Os resultados obtidos foram conteiia@dbs nas principais mudancas geoldgicas
ocorridas na bacia Amazonica e enfocado medidaseceacionistas pat.capapretum

Palavras-chave: Brachyplatystoma capapretyngénero Brachyplatystoma Siluriformes,
genética da conservacao, piraiba capa preta.
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Abstract

The widespread marketing of large Amazonian migyatatfish began in the mid 70's with
increased tax incentives for opening new fishingpand landing sites. The black piraiba
(Brachyplatystoma capapretgnctonsists one of the Amazonian catfish specieselyid
marketed, sharing its catch with pirailBrachyplatystoma filamentosyindue to lack on
identification of morphological characters. Thigsis is divided into two chapters in the form
of scientific article. In Chapter | we developed @icrosatellite loci by genomic libraries
enriched and tested for cross-amplification in pthgecies of th&rachyplatystomagenus.
Only three loci were monomorphic in amplificatiooased on 26-38 screened individuals of
B.capapretum The number of alleles per locus ranged from 1120and values in the
observed and expected heterozygosity ranged frog1t0.0.93 and 0.08 to 0.81 respectively.
Three loci showed deviation from HWE and was sutggeshe presence of null alleles in
other six microsatellite loci. In cross-amplificati monomorphic species-specific loci (BC04
and BCO06) showed levels of polymorphism in othexcsgs. These developed loci can serve
as a tool for further genetic studies of populatiam other species of tHgrachyplatystoma
genus. In chapter Il 194 individuals &frachyplatystomawvere discriminated genetically
belonging to five species of commercial catfistB.filamentosum, B.capapretum,
B.rousseauxii, B.vaillantiand B.platynemurn The analysis of population structure was
inferred from mitochondrial markers (control regiothased on 186 specimens of
B.capapretunfrom nine Amazonian localities. We sequenced 9i4ibthe mtDNA control
region and 75 haplotypes and 58 private haplotypes observed. The average haplotype
diversity HHD) was 0.939 and nucleotide diversity) (of 0.0034. Subsequently, 164
individuals of B.capapretumwere genotyped based on eight microsatellite lselected
according to their amplification efficiency and palorphism content. Significant clusters for
the localities of Purus and Madeira River were ctett by AMOVA on mitochondrial data,
where 12.03% of the genetic variation was containethese tributaries when compared to
other locations. Other clusters were also revetilemligh the eight microsatellite loci, where
the Branco River showed significangtFand low numbers of migrants. However, Bayesian
analyzes for population structure in both markersiadt discard the hypothesis of panmixia in
B.capapretunpopulations being observed strong tendencies e flew between locations.
These results were contextualized under major gexdbchanges occurring in the Amazon
basin and focused conservation measureB.fmapapretunpopulations.

Keywords: Brachyplatystoma capapretum Brachyplatystoma genus, Siluriforms,
conservation genetics, black piraiba.
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1.0-Introducao Geral

A diversidade da ictiofauna na regido neotropicaleextrapolar 8.000 espécies (Vari
e Malabarba, 1998). Os peixes representam o grapeedebrados mais diversificados e o
grupo taxénomico mais bem estudado na bacia Ameapeontudo pouco conhecimento
sobre aspectos ecoldgicos foram estabelecidosetBeat al, 2010). Estipula-se que a bacia
amazoénica pode comportar mais de 1.800 espécigsefRp 1972; Bohlkest al1978). A
composicdo da ictiofauna amazbnica € representagjaritariamente pela superordem
Ostariophysi (85%), em que 43% séao representadasQrelem Caraciformes, 39% pela
ordem dos Siluriformes e 3% Gymnotiformes (Lowe-Mo@el, 1987). A maioria das
espécies de maior valor comercial capturadas, esgwgregam nos canais principais do rio
Amazonas, sao os Siluriformes migradores da fanfiraelodidae (Barthem e Goulding,
2007). Essa familia possui 31 géneros de bagre8 espPécies. Os bagres desta familia
caracterizam-se por apresentarem corpo sem escharbghdes tacteis, compondo parte do

sistema sensorial do organismo, e aberturas braisqamplas (Nelson, 2006).

1.1-Importancia comercial da pesca de bagres amazons (Siluriformes: Pimelodidae)

A pesca de muitas espécies de bagres amazonpreseata um rentavel recurso para
0 comércio amazonico local. Muitos portos de deseque pesqueiro se estabeleceram em
diversas cidades no Eixo Solimdes-Amazonas, gerdériggados a atividade de frigorificos
(Barthem e Goulding, 1997). A pesca comercial emgaascala para consumo de bagres é
oriunda dos anos 70, consequéncia do aumento detivas fiscais na captura desses peixes

(Fabré e Barthem, 2005). Boa parte da captura slegsxes € realizada entre paises



Amazonicos (Brasil, Peru, Bolivia, Venezuela e @déa), contudo uma grande parcela da
pesca € observada no Estuario Amazonico, no estad®ara, onde se situa uma relevante
por¢cdo dos maiores centros de comeércio de pes@atooé e Ribeiro, 2005). Em Manaus

foram identificados 22 espécies de bagres de altwr eomercial, pertencentes a 16 géneros

(Santoset al,2006).

A excessiva explotacdo desses recursos fez comesperies migradoras, como a
piramutabaBrachyplatystoma vaillanfiie o surubimRseudoplatystoma fasciatlitivessem
seus cardumes expressivamente reduzidos, em dedarti sobrepesca de crescimento. Os
primeiros indicios da sobreexplotacdo sdo as quirdasicas de individuos capturados e um
aumento do namero de juvenis capturados (Ruffif®12Barthem e Fabreé, 2003). Cerca de
87% da captura comercial amazobnica é representadagpécies migradoras (Barthem e
Goulding, 2007). Segundo Parerdgt al (2005), grande parte desses peixes capturados e
comercializados por frigorificos é destinada a etgpdo. Em 2002 aproximadamente US$ 10
milhdes foram arrecadados de forma direta do poodatexportacdo desses bagres oriundos
do Estado do Para. Entretanto, entre 2002 e 20@hda bruta de bagres capturados na

Amazobnia foi de R$ 121,9 milhdes.

No rio Madeira, maior afluente do rio Amazonas3%2 km), o consumo de
Siluriformes representa certa de 17% da pesca.lo&aldourada Brachyplatystoma
rousseauxji e o filhote Brachyplatystoma filamentosjiredo os bagres com maior valor de
renda agregado, se comparados aos caracideos atnazéom valores de R$ 4.00 e R$ 9.00
por quilograma respectivamente (Dog# al, 2012). Esses valores comerciais flutuam de

acordo com o transporte adotado na captura desse&spEm embarca¢cdes com necessidades



de camaras frigorificas, os valores arrecadadass gescadores podem ser repassados com

até 100% de lucro em cima do pescado (Tabela 1)adset al, 2010).

Tabela 1 - Tabela comparativa de preco de vendpedsador de S&o Paulo de Olivenga,
diretamente para Leticia, Coldmbia e para frigooSilocais.

Tabela de Preco do Peixe Liso

Preco de Preco de compra
Nome popular Espécie compra
(Leticia) (frigorificos locais)
Dourada Brachyplatystoma rousseauxii R$ 7,00 R$ 4,90
Surubim Pseudoplatystoma fasciatum R$ 6,00 R$ 2,90
Acima de 20 kg R$ 7,00 R$ 4,90
Filhote Brachyplatystoma filamentosum
Abaixo de 20 kg R$ 5,50 R$ 3,00
Pacamum/ Jal Zungaro jahu R$ 4,00 R$ 2,50
Pirarara Phractocephalus hemioliopterus R$ 2,00 R$ 1,90
Piramutaba Brachyplatystoma vaillantii R$ 1,50 R$ 1,00
Bocdo (mandubé) Ageneiosus brevifilis R$ 1,50 R$ 0,80

Adaptado de Moraest al,2010

N&o ha regulamentacédo especifica no Brasil pasptura de bagres amazoénicos, com
excecdo para a piramutab8rdchyplatystoma vaillan)ii em areas estuarinas, com a
implementacdo do sistema de “defeso” (periodo debigho do comércio de espécies
vulneraveis pela pesca em época de reproduca®edamazonicos como a Coldombia e o
Peru determinam apenas os tamanhos minimos de&gatta maioria das espécies de valor
comercial e legislacbes especificas para protegedalaVinos para fins ornamentais (Vieira,
2005). Grande parte desses bagres, especificamesteque compdem o0 género
Brachyplatystoma € citada nos livros vermelhos de espécies amascadtre paises

amazonicos (Mojica, 2012; Aguirre, 2009; RodrigeeRojas-Suarez, 2008, Machagloal,



2008 ). Assim como a explotacdo desses recursopi@iess por frotas superdimensionadas
representam expressiva deplecdo dos cardumes igsadatores como a diminuicdo das
coberturas vegetais de areas de varzea sdo sedédmsma tdo negativa quanto a propria

pesca em si, afetando a cadeia tréfica como um(#igelini et al, 2006).

1.2-Aspectos biologicos e importancia comercial dpiraiba negra ([Brachyplatystoma

capapretum).

Dentre o0s bagres de importdncia comercial, des@acaa piraiba negra
(Brachyplatystoma capapretymou “filhote capa preta” (Figura 1). Esta espéde
Pimelodideo foi diferenciada de outra espécie dgebamazbnico, a piraiba ou “filhote”
(Brachyplatystoma filamentosym(individuos menores que 60 cm), com base em
caracteristicas morfoldgicas e osteoldgicas das dspécies (Lundberg e Akama, 2005). A
piraiba negra apresenta denticao finamente gramubsdsenca nos juvenis de manchas acima
da linha lateral mais larga que os olhos, dorso@bmente escurecido e nadadeira caudal

larga e furcada.

Figura 1- filhote capa pret&(achyplatystoma capapretr{Fonte: Lira-Cordeiro, 2011).



Os padrdes de migracdo do “filhote capa pretB. €apapreturn ainda sao
desconhecidos. Possivelmente migram menores datangeguindo os cardumes de
piramutabaB.vaillantii), uma das espécies de sua dieta alimentar. Sewdeiwida ocorreria,
portanto ndo apenas para fins reprodutivos, maa fias troficos (Barthem e Goulding,
2007). Essas espécies usam areas alagadas para,desdim do periodo de inundacao, e o
canal principal dos rios amazoénicos para alimentaCa“filhote” (B. filamentosumpossui
habitos noturnos e forrageia perto ao fundo (Retdeet al, 2004). Sua ampla distribuicdo
abrange principalmente canais de rios de agua &drserwdo também comumente encontrada
nas bacias Amazonica, bacia do Tocantins-Araguaiaaa do Orinoco (Mojica, 2012).
Contudo, a maioria dos dados de captura de pessav@imente inclui as duas espécies,
dada a dificil diferenciagcdo morfolégica entre aaslespécies (Santes al, 2006). Outros
fatores que implicam na dificil identificacdo desspécie € o fato de muitos exemplares de
bagres capturados chegarem descabecados nos pertdesembarque pesqueiros. Neste

contexto € utilizado o nome de “filhote” ou “piraltpara ambas as espécies.

Estima-se que 50 a 100% da captura de “filhote” feta nas regides entre Brasil,
Bolivia, Colombia e Peru. Petrereetral (2004) em levantamento de dados de desembarque
pesqueiro na Amazonia indicam a sobrepesca parteecento do filhote com base nos dados
de producdo anual da cidade colombiana de Let€@d(nbia), cidade fronteirica com
Tabatinga, onde a captura desse bagre declino@e thneladas em 1983 para valores
insignificantes até 2001 (Figura 2). Outra hipétese explicaria o subito declinio dos
estoques do filhote na regido oeste da Amazoénia psthr associada a diminuicdo de suas
presas principais (Fabré e Barthem, 2003). Contedo,funcdo da dificil diferenciacdo
fenotipica das duas “piraibas”, ndo se sabe afiealbma delas ou se as duas espécies

encontram-se em sobrepesca ha regido do alto Sdim@s levantamentos pesqueiros



mostrando o panorama da producdo nacional, proosizpklo Ministério da Pesca e
Aquicultura (MPA) e Ministério de Meio Ambiente (MA), revelam o cenario da captura de

“filhote” nos ultimos 10 anos no pais (Figura 3).
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Figura 2- Producédo pesqueira da piraiba na regifdefirica de Leticia (Coldmbia) e Tabatinga (Bijeesitre os
anos de 1977 a 2001 (Petreretlal, 2004).
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Figura 3- Producgédo pesqueira das trés principaiéosss de peixe liso no Brasil, entre os anos @® 202010.
(MMA, 2000; Id., 2001; Id., 2002; Id., 2003; IdQ@4; I1d., 2005; Id., 2006; Id., 2007; MPA, 2008; MFR2010)



1.3-Marcadores Moleculares

Com os avancos nas técnicas de analises molecutaus® de novas abordagens no
estudo dos organismos torna-se mais acessivepl&agdes de marcadores moleculares sé&o
mais vantajosas perante o uso de marcadores nmidod) devido ao alto nivel de
polimorfismo, terem relativa neutralidade aos efeitenotipicos e por serem acessados em
qualquer nivel de desenvolvimento do organismoréher e Grattapaglia, 1998). Sé&o
caracterizados por possuirem caracteres heredit@on multiplos estados, detectaveis

através das técnicas de biologia molecular (Liwel€s, 2004; Sunnucks, 2000).

Os marcadores moleculares baseados no polimorfienidNA destacam-se entre 0s
demais, por promoverem o0 acesso as diversas matagheidas em diferentes regides
analisadas do genoma (Figura 4). Sua popularizagdiou-se em meados da década de 80,
sendo extremamente difundidos desde o desenvoltonmdm técnica de PCRP@limerase
Chain Reactiop(Schlotterer, 2004; Maheswaran, 2004). A resaugiétida através de varias
geracoes de marcadores moleculares auxilia taméo g&lucidacdo de questdes evolutivas,
quanto na identificacdo de populagbes proximas rgéiogmente, relacdes filogenéticas,
especiacdo, incertezas taxonémicas, deteccdo dilitaigdo, auxilio nos programas de
melhoramento e identificacdo de unidades de coas&ov(Marques, 2002; Liu e Cordes,

2004).
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Figura 4- Classes de marcadores moleculares ddsitasdurante a década de 1960 a 2003. FonteotGatalr,
2004.

Em genética da conservacéo, populacdes isoladaspagdresentar reduzida variacao
genética, ocorrendo estruturacdo populacional meemoespécies migradoras de longa
distancia (Piorski, 2008). As inferéncias na vai@agenética, inerente as populacdes naturais,
podem ser realizadas por marcadaregocus ou multilocus(Sunnucks, 2000). O potencial
informativo e viabilidade dos marcadores a serenpregados depende das perguntas
biologicas a serem respondidas e comumente saddogepelo - PIC Rolymorphism
Information Content (Botsteinet al, 1980; Liu e Cordes, 2004). Normalmente marcadores
unilocos, como o0s baseados no DNA repetitivo e cADNitocondrial, sdo amplamente
empregados em estudos populacionais e filogeoggafie espécies ameacadas (Frankham,

2008).



1.4-Estrutura e taxas mutacionais do DNA mitocondal (DNAmt)

Dentre os marcadores moleculares existentes, iaagélo do DNA mitocondrial é
largamente empregada em analises de relacfesniibbgas, genética populacional e para
acesso a variabilidade genética dos organismosidoSema unica molécula e altamente
helicoidizada, o genoma mitocondrial possui ausérd® recombinacdo, heranca quase
exclusivamente materna, taxas evolutivas elevagaspmparadas ao genoma nuclear (5 a 10
vezes mais variavel), e por conter muitas copiasc@lula (Avise 1986; Browet al, 1979).
Seu tamanho em vertebrados varia entrel6 a 18 Kandanho e pode ser isolado como
moléculas circulares fechadas (Gray, 1989; ShaG#hgon, 1991, Boore, 1999). A estrutura
do DNA mitocondrial de vertebrados consiste em: ugg@do controle de replicacdo nao
expressa (regido controle), 13 genes codificaddeegroteinas, dois RNA ribossomais e 22

RNA transportadores (RNAt) (Figura 5) (Avise 198&yer, 1993; Pereira, 2000).

As taxas mutacionais em diversas regides desseepedgenoma permitem diversas
aplicabilidades para os variados genes ali contidos exemplo, o gene CitocrorbdCyt-b)
é largamente usado para inferéncia de analisegefileticas em taxons acima do nivel de
espécies (Espostt al 1993; Zardoya e Meyer, 1996; Johns e Avise, 1¥%stresana,
2001), assim como o gene CitocromoOxidase Subunidade | (COIl) é utilizado como
identificador universal de espécies (Hebatrtal, 2003; Moritz e Cicero, 2004, Bhargava e
Sharma, 2013). No entanto, os sinais filogenétiendem a ser reduzidos devido a altas taxas
de saturacdo observadas nesses trechos de numbsot&itios que sofreram mutagdes ha
muito tempo tendem a acumular novas mutacdes geeteen seu estado ancestral (Meyer,

1993; Johnson e Clayton, 2000). Outro cenario proitico no uso do DNAmt pode ser
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evidenciado pelas mutacfes paralelas nos mesmos sittre linhagens completamente
distintas, os Kot spot% mutacionais, em que sitios de uma mesma regiadNAmt
apresentam velocidades de mutacdes diferentes olM&i004; Liu e Cordes, 2004) e

heteroplasmias (Browet al, 1992).

1.5-Estrutura e taxas mutacionais da Regidao Contreldo DNA mitocondrial

A regidao controle é frequentemente usada em esfpumlmslacionais devido aos altos
niveis de substituicdes nas sequéncias nucleatidBiaas taxas mutacionais variam de 4 a 5
vezes mais altas que qualquer outra regido do gemoimocondrial (Upholt e Dawid, 1977;
Tarbelet, 1996). Dentre as demais regides do DNAgsta ndo expressa um produto
funcional, sendo suas elevadas taxas mutacionamrdates da baixa pressao seletiva. Sua
func@o esta associada ao inicio da replicacamedrigdo do genoma mitocondrial (Saccone
et al 1999). A variagcdo no tamanho observada nos gemonitacondriais € decorrente das
mutacdes acumuladas nesta regido, que esté latzkzrdare o RNAt da prolina e o RNAt da
fenilalanina (Taberlet, 1996). No grupo de peixessa regido apresenta aproximadamente
1.100 pares de bases (pb) e € composta por 3 sittosdominio central conservado (CCD),
um bloco de sequéncias conservadas (CSD), contndagens de replicagao da fita pesada
e promotores de transcricdo do genoma, e extreesdad 3’ varidveis ricas em Adenina e
Timina (ETAS). A maioria desses elementos regulagdda replicacdo do DNAmt encontra-
se em uma grande regido denominada al¢B-d@p regior), contida na regido controle, que

forma esta estrutura na fita H parental (Meyer 31 $biséet al, 1997).
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Figura 5 — Representacdo do DNA mitocondrial déebeados com 36 regides constituintes. Detalheatps®

controladora em vermelho (Pereira, 2000).

1.6-O uso do DNAmt em espécies de peixes amazobnicos

Os trabalhos disponiveis com o uso do DNA mitociahdncluindo a regido controle,
em espécies amazobnicas de peixes de importanciadraaa visam a estimativa da
variabilidade genética ao longo da distribuicdoggéfica da espécie, no intuito de verificar a
existéncia de algum nivel de estrutura populacionahferir relacdes filogenéticas. Farets
al (1999; 2000 e 2001) compilou dados morfolégicos coofeculares para maior resolugédo
em peixes da famili€iclidae com uso de DNA nuclear e DNA mitocondrial. Sivasamet
al (2001) caracterizaram geneticamente populacéesudmata Prochilodus lineatus nas
bacias do Parana, Orinoco, Amazonas e Magdalenaoh8ervando correlagbes entre
estrutura genética e geografica. Hrlmkal (2005, 2007) e Hrbek e Farias (2008) propdem
estratégias de conservacdo para 0 pirarustap@ima gigay com base na estrutura

populacional continua e com grande fluxo génicoeeas localidades amostradas, revelada
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pelo estudo de regides do DNA mitocondrial (NADATPase 6/8, 16S rRNA, COIl, tRNA

de Lisina e tRNA de Leucina) e locos microssatglite

Outras espécies de peixes amazonicos também sdaléoestudos populacionais e
identificacdo molecular pelo uso do DNA mitoconfjrieomo para o peixe ornamental
Carnegiella strigata(Schneideet al, 2012), o peixe-lapis Nannostomus equeglerencioet
al, 2012), a pescada brancaRlagioscion squamosissimugGalletti, 2009), o sarapo -
Hypopygus lepturugSchmitt, 2005) o tambaqui- Colossoma macropomu(®antoset al,
2007; Faria®t al, 2010) o acara disce Symphysodon sp(-arias e Hrbek, 2008) curimata
Prochilodus nigricangMachado, 2009) garaqui-escama-grossaSemaprochilodus insignis
(Batalha, 2009)o géneroMicrosternarchus(Maia, 2011) e o génerblyphessobrycon-

(Castro Paz, 2012).

1.7-O uso do DNAmMt em Siluriformes

Para estudos de diversidade em Siluriformes (pelises) amazdnicos usando
sequéncias do DNA mitocondrial, Coronel (2004) p@io de marcadores isoenzimaticos e
marcadores mitocondriais (ND5/6, Citocromm@ regidao controle) estimaram a variabilidade
genética da douradaBiachyplatystoma rousseauxie do surubim Hseudoplatystoma
fasciatum provenientes dos rios bolivianokhilo e Beni sugerindo uma reducao
populacional para o surubim. Formiga-Aquino (20@dalisou sequéncias da regiao controle
do DNA mitocondrial de piramutaba Brachyplatystoma vaillanjii coletada nos

desembarques pesqueiros de Manaus, Belém, Sanfeeééne Tabatinga, ndo observando
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uma correlacdo genética com a distancia geogredi@pborando a hipdtese desta espécie
compor um unico estoque pesqueiro na bacia amaz@néasileira. Batista e Alves Gomes
(2006), utilizando sequéncias da regido control@Slendividuos deB. rousseauxide trés
localidades do eixo Solimdes-Amazonas (Belém, MaraTabatinga), mostraram que nao
houve segregacdo genética da dourada no eixo iesamdazonas-Solimbes, sugerindo
possivel comportamento filopatrico para essa espoming. A queda da diversidade na
porcado oeste da Amazobnia (cabeceiras) encontradaesglicada pela selecdo néo aleatoria
de alguns tributarios para desova dessa espécas €spécies de Jadiufhgaro zungarce
Zungaro jahy) provenientes da bacia Amazbnica e bacia Parars@gai foram
geneticamente descriminadas com base na regidooleowio DNAmMt e 0 gene ATPas 6
(Boni, 2008). Rodrigues (2009) utilizando sequéncia regido controle e uso de marcadores
microssatélites estimou a variabilidade genéticapuamutaba B. vaillantii) no sentido
Norte-Sul, proveniente de quatro localidades d@&abamazonica (Vila Bittencourt/rio Japura,
Manaus, Tefé e Porto Velho/rio Madeira), sugeriqde a piramutaba € composta por um

anico estoque geneticamente homogéneo, corrobodatttis de Formiga-Aquino (2004).

Ortiz (2010) validou a eficacia da metodologia dblAD barcode usando o gene
mitocondrial COl em quatro espécies do gémseudoplatystomariundas de 11 localidades
da bacia amazonica, observando alta resolucado erdtifidacdo dos exemplares. Batista
(2010) utilizou a regido controle e marcadores osisatélites para definir a estrutura genética
da douradaRrachyplatystoma rousseauxproveniente de 33 localidades distribuida em 15
macrorregides da Amazonia Brasileira e Peruana, ehan testar a hipdtese de
comportamento filopatrico proposto por Batista gestGomes (2006). O estudo aponta que
a espécie esta composta por um grande estoque tigande ampla distribuicdo e com os

dados obtidos nédo foi confirmado a filopatria npéese. Orrego (2012) inferiu a filogeografia
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e estrutura populacional do bab&drgchyplatystoma platynemintom base na Regido
Controle do DNAmt, o gen€it-b e marcadores microssatélites em sete localidades d
Amazonia Brasileira, observando estrutura poputetientre os individuos da localidade do

rio Madeira e os demais pontos de coleta.

Muitos exemplares de “filhoteBfachyplatysoma filamentosuenBrachyplatystoma
capapretur apresentam o dorso escurecido, 0 que tornou sed@sambém a diferenciacao
genética das espécies. Hueggoal (2011) realizou o trabalho de diferenciacdo geaéadias
duas espécies de filhotB.{ilamentosume B.capapretumcomercializadas como uma Unica
espécie, com base no sequenciamento da regidooleowto DNA mitocondrial de 337
exemplares provenientes de 12 localidades da auoi@zo6nica, assim como estipulou a
frequéncia média de captura da espécie pela pesmoercal, verificando que 33,19%
correspondentes a 670 toneladas Bleapapretumpodem ter sido capturadas como

B.filamentosunmos anos de 2001 e 2004.

1.8-Marcadores moleculares microssatélites

Outra versétil classe de marcadores molecularegidsuna década de 80 sdo 0s
marcadores moleculares microssatéliteSS8IR(Simple Sequences Repgalaés grupos de
autores descrevem essas regides do genoma panavaleseento de uma nova classe
hipervariavel de marcador molecular; Tautz (1988),e Luty (1989), Weber e May (1989).
Estes marcadores se baseiam na amplificacdo deeseggrde DNA por PCRPplymerase

Chain Reactiope comp®e a classe de marcadores mais utilizadaegtudos populacionais.
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Séo caracterizados pelo alto polimorfismo em vetdd diferenca do niumero de repeticdes
em sua composicdo, tendo taxas mutacionais vari@me 1F e 10° (Ferreira e

Grattapaglia, 1998; Brodast al 2007, Selkoe e Toonen, 2006)

As regibes com microssatélites podem ser caraatl&agz por seus motivos de
repeticbes (Mono, Di, Tetra, Penta ou Hexanuclemmt)de pela composicdo nucleotidica
(Perfeito, Imperfeito, Composto e Interrompido).éwl de serem hipervariaveis, os locos
microssateélites sdo densamente distribuidos nasnggshde procariotos e eucariotos (Ketti
al, 2001). Contudo, dentro destes genomas suas domgp@es diferem entre regides

codificadoras e ndo codificadoras (Tétral, 2000).

Para aplicacdes ecoldgicas e populacionais, estaieke 0 consenso d8SRserem
seletivamente neutros, contudo uma variedade dmllras os relata dentro de regides
génicas, envoltos em processos de metabolismo glegagio do DNA, organizagdo da
cromatina cromossOmica e regulacdo da expressacag@sink e Henikoff, 1998; Katst
al, 2001; Tothet al, 2002; Liet al, 2002; Liet al, 2004; ). Microssatélites com motivos de
repeticdo dinucleotidica sdo 0os mais comuns noaadatios, porém esses motivos chegam a
ser cinco vezes menores em plantas do que em mam{leagercrantzt al, 1993). Com
esses marcadores é possivel obter uma alta digdesidliélica em locoSSR tornando-os
altamente informativos. Outra caracteristica que tasia Uteis na discriminacdo de
populacdes geneticamente distintas € a sua cdsdicieicodominante, em que os dois alelos
de um locoSSRpodem ser visualizados e analisados (Moxon e WiB99; Maheswaran,

2004; Schlotterer, 2004).
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Sua origem evolutiva esta associada principalmante processos de mutacédo por
escorregamento da fita de DNA durante a replicdB@dymeraseSlippagé (Schotterrer e
Tautz, 1992; Jefreyet al1994; Zhuet.al, 2000) eCrossing overdesigual (Levison e
Gutman, 1987). Algumas vertentes de pesquisa dabiatade desse marcador acreditam
que as taxas evolutivas em que esses fendmenoemcoio sdo suficientes para criar a
extensa variacao existente dentro de diversos saxesink e Henikoff (1998) acreditam que
as regidesSSRque estdo associadas a heterocromatina tem atidage com proteinas
envolvidas na divisdo celular, limitando o numere kkpeticbes nos microsatélites e
atribuindo a estes uma alta pressao seletiva. Aetal (1995) propde a variacdo dos
microssatélites existentes em primatas oriundandar¢ao aleatéria do transposéiu em
regides repetitivas, acarretando em diferencasunamades de repeticdes apos a transcricao

reversa deste elemento.

1.9-Modelos Mutacionais para Microssatélites

Assumindo a neutralidade dos microssatélites, alguodelos mutacionais foram
desenvolvidosl AM (Infinite Allele Model) ou Modelo de Alelos Infinitos assume que cada
mutacdo nas regibes de repeticdo dos microssatélgsulta na perda ou ganho de uma
unidade de repeticdo, gerando um novo alelo dedf@imatoria. Nesse caso, ndo ha relacdo
dos numeros de repeticdo a proximidade genéticayk e Crow, 1964 SMM (Stepwise
Mutation Model) ou Modelo Mutacional Passo-a-passo adota que madacdo, com ganho
ou perda de uma unidade repetitiva ocorre de ca&da lavendo uma correlagdo entre
nameros de repeticdo e proximidade genética (Kineu@hta, 1978)TPM (Two Phase

Model) ou Modelo de Dois Passos assume diferentes pracesstacionaislAM e SMM)
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para explicar as diferencas nas unidades de ré@petigs microssatélites, onde a adicdo de
uma ou mais unidades de repeticdo pode ocorreRi@izoet al, 1994). O modelo ainda
pouco citado na literatura, 0 modekAM ( K-allele model) adota K possibilidades nos
estados dos alelos e cada alelo tem a constandéiidade de mutacédo em relacdo a outro
estado alélico K-1 (Crow e Kimura, 1970). Este niode considerado mais realista que o

IAM (Karhu, 2001).

Alguns vieses podem ser apontados pelo uso de ssatd@ites em analises
populacionais, tais como: Marcadores codominantesleqn apresentar indetectaveis
homoplasias, decorrentes de suas altas taxas ona#i Alelos iguais podem apresentar
historias evolutivas diferentes. Logo, a similaddaem estado desses alelos ndo assegura a
similaridade por descendéncia. A homoplasia podkizie o poder discriminante entre
populacdes distintas e € esperada em todos os esarieldos acima, com a excecadAlbl.
Geralmente, seus efeitos sdo solubilizados pedavaliedade nos alelos e pela utilizacdo de

muitos locos nos estudos de populagdes (Estbap 2002).

A presenca de alelos nulos em muitos locos mictéliss é relatada na literatura.
Alelos nulos sdo decorrentes de mutacbes nas eegide flanqueiam 0s microssatélites e
comumente ocasionam a queda de heterozigotos abesrvno conjunto de amostras
analisadas. Este problema implica na falsa estimaid grau de diferenciacéo de populacdes
correlatas Fs7) e podem ser criticos na andlise de unidadesdit@® com baixos niveis de
fluxo génico (Wagneet al 2006). Darkin e Avise (2004) sugerem que a s#&dudos locos

em que ha indicios da presenca de alelos nulosnmébiliza as analises de parentesco por
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meio desde marcador, em vista que poucos locosiesggpecificos sao disponiveis na

literatura.

Outro viés presente no uso de microssatélites eavaltefatos de amplificacdo
durante a PCR, como aleloslirbpouts e bandas/picos de “ruidos’st(itters) gerando
dificuldades na deteccéo de individuos heterozgy@Wattieret al, 1998). Essaléficit de
heterozigose também pode ser contornado por una e@hertura na amostragem do banco

de dados (Selkoe e Toonen, 2006).

1.10-O uso do DNA microssatélite em espécies dexgsi amazonicos

Locos microssatélites ja foram isolados e caradds para varias espécies de peixes
amazonicos que repercutem interesse econdmicoiridotuo pirarucu Arapaima gigay
(Fariaset al, 2003; Molecular Ecology Resources Primes DevelopmentsQuiom et al,
2011), o peixe borbolet&€érnegiella marthag(Beheregaragt al, 2006), a pescada amarela
(Cynoscion acoupalFariaset al, 2006) ; o acara-discé&ymphysodon discuéAmadoet al,
2008), o aruanadsteoglossum bicirrhosyn(Silva et al 2009), o tambaquiQolossoma
macropomum (Santoset al, 2009; Hamoyet al, 2011; Santanat al, 2012), o0 acara-agu
(Astronotus crassipinjgSouseet al,2009), o tucunaré&jichla piquit) (Carvalhoet al, 2009)

e (Cichla monoculus(Limaet al, 2010), o jaraguiSemaprochilodus insignigPasso®t al,
2010); a piranhaRygocentrus natterexi(Nascimentoet al, 2012) e o matrinxaBfycon

amazonicus(Molecular Ecology Resources Primer Development Gdnsn et al, 2012).
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Marcadores microssatélites também ja foram deseioosl para algumas espécies de
peixes da Ordem Siluriformes: o pintad@séudoplatystoma corruscan@jevaldaveset al,
2005), Pimelodella chagresi(Moeser e Bermingham, 2005), o bagre do Mekong
(Pangasianodon gigasNgamsiriet al, 2006), o JauZ4ungaro jahi (Carrillo-Avila et al,
2009), a piramutabaB¢achyplatystoma vaillanjii (Rodrigueset al, 2009), a dourada

(Brachyplatystoma rousseaux{Batistg 2010) e o surubim (Saulo-Machagioal, 2010).

Para a pesca da piraiba negra na Amazonia, dafimiplano de manejo agrega uma
complexidade maior, ndo sO pela espécie compartithacaptura com a piraibaB.(
filamentosu mas também por ser um recurso compartilhadoadnos paises amazonicos.
Outros fatores que implicam na dificil identificac@lessa espécie € o fato de muitos
exemplares de bagres capturados chegarem sem cabscgportos de desembarque
pesqueiros. O estudo do DNA mitocondrial e de niiness microssatélites pode auxiliar na
elucidacdo da estrutura populacional das populagégsiraiba negra. Assim como Huergo
(2009) analisouB.filamentosum,utilizando a regido controle do DNA mitocondrial,
presente trabalho propfe-se a estimar a variabédidia piraiba negra(capapretum pelo
uso de sequéncias da regido controle do DNA mittane marcadores moleculares

microssatélites desenvolvidos neste trabalho, ftando as seguintes hipoteses:

Ho: Brachyplatystoma capapreturastd composta por uma Unica populagdo panmitica

formando um Unico estoque panmitico;

H1: Brachyplatystoma capapretuapresenta estrutura populacional, podendo compis the

gue um estoque geneticamente diferenciado.
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2.0-Objetivos Gerais

Estimar a variabilidade genética da piraiba neBradhyplatystoma capapretyma

Amazonia Brasileira a fim de verificar se a esp@oimpde um Unico estoque geneticamente

homogéneos e de ampla distribuicdo, por meio deadares nucleares (microssatélites) e

mitocondriais (regido controle).

2.1-Objetivos Especificos

Isolar e caracterizar marcadores microssatélites geaiba negra ou filhote capa preta,

Verificar o alcance da amplificacdo heteréloga d@scadores microssatélites isolados em
seis espécies do génémchyplatystoma

Estimar a variabilidade da piraiba negra amosteadaove localidades utilizando seqiiéncias

da regido controle do DNA mitocondrial e os marcagdanicrossatélites desenvolvidos;

Verificar se existe alguma segregacao na diversigaolecular dd3. capapretungue possa
indicar a existéncia de estoques pesqueiros distirtlacionados ou ndo a distribuicao
geogréfica;

Comparar a diversidade observada Bnctapapretuncom os demais bagres Pimelodideos

(B.filamentosumB.rousseauxie B.vaillantii).



21

CAPITULO |

Locos microssatélites para o bagre amazoénico dw waimercialBrachyplatystoma
capapretum(Siluriformes: Pimelodidae): Isolamento, caracz@gbo e amplificacéo

heteréloga no géneirachyplatystoma

Os resultados presentes neste capitulo foram submetidos a publicacdo na revista Journal of Fish

Biology, seguindo normas de formatac&o da referida revista.

A. Lira-Cordeiro, K. M. Formiga, J. Alves-Gomes, A. C. B. Sousa. J. S. Batista. 2013. Microsatellite
loci for the Amazon commercial freshwater catfish Brachyplatystoma capapretum (Siluriformes:
Pimelodidae): Isolation, characterization and cross-amplification in Brachyplatystoma genus. Journal

of Fish Biology.
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Resumo

Vinte e quatro locos microssatélites foram isoladasaracterizados paBrachyplatystoma
capapretumum bagre amazénico de grande porte. O numerteltes gor loco variou de 1 a
12, com média de 4,8. Valores na heterozigosidaderogada e esperada variaram de 0,02 a
0,93, e 0,08 a 0,81, respectivamente. Estes locimsoseatélites irdo contribuir na
caracterizagdo de populacdes naturaisBdmpapretume estardo disponiveis para outras

espécies do géneRBrachyplatystoma

Palavras-Chave:Piraiba preta, bagres migradores, conservacaecdesos geneticos.
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O Brachyplatystoma capapretyroonhecida popularmente como “piraiba” € um dos
bagres amazonicos de grande porte (Lundberg e ARSDA). Esta espécie € amplamente
distribuida nos rios da Amazoénia, abrangendo dageéeas, como o estuario amazonico até
as cabeceiras dos rios Amazonicos (Barthem e GauRD07). Ao longo desta trajetoia
capapretumeé amplamente capturado coBdilamentosunpor populagdes locais, devido aos
poucos caracteres de diferenciacdo morfolégico® estas. A baixa variabilidade genética
de B.capapretumfoi relatada com base em 14 populacbes naturaisdas de diferentes
localidades amazobnicas, de acordo com dados gesétia regido controle do DNAmt
(Huergo et al, 2011) Neste estudo, foram desenvolvidos 24 lotosrossatélitesB.
capapretum que sdo adequados para investigar a diversidadettiga e estrutura
populacional desta espécie. Além disso, foi testadmplificacdo heterdloga nas seis demais

espécies do géneBrachyplatystoma

O DNA genbdbmico de 13 individuos dgrachyplatystoma capapretuioi extraido
seguindo o método CTAB descrito por Doyle e Doyl890). Os microssatélites foram
desenvolvidos através de bibliotecas gendmicasj@uidas seguindo o protocolo proposto
por Billotte et al, (1999). O DNA total foi digerido com a enzima @stricdoRsal (10 u/ul) e
ligado aos adaptadord®sa2l (10uful) (CTCTTCGTTACGCGTGGACTA3 '5 ') eRsa25
(10ufd) ('5 TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACAZ). Fragmentos equecidos com
sondas (CTg e (GT) foram amplificados pela Reagcdo em Cadeia da Palsre(PCR),
ligados a uma vetor de clonagem pGENEdsy Vecto(Promega) e depois transformado em
células competentesEscherichia coliXL1-Blue Os clones positivos foram seleccionados
utilizando o gene d#-galactosidasee cultivadas durante a noite em meio HM/FM com
ampicilina. O DNA de plasmideo foi purificado e dor sequenciados 96 clones positivos
utilizando os iniciadores de T7 e SP6, bem comBig Dye Terminator v3.kit (Life

techonologies) com um sequenciador de DANB\ 3130automatizado (Life techonologies).
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Um total de 24 pares de iniciadores foram desemasyv utilizando o programa
WEBSAT (Martinset al, 2009). A sequéncia nucleotidica da cauda M13 daii@nado no
final da extremidade 5 'de cada iniciadmrward, a fim de permitir uma marcacao

fluorescente, seguindo o protocolo econdmica sdggror Schuelke (2000).

Os locos microssatélites foram caracterizados erd82ididividuos deB. capapretum
coletados em sete pontos diferentes da Amazongidira: Belém-PA (N = 3), Manaus-AM
(N = 6), Porto Velho-RO (N = 7), Labrea-AM (N = Hantarém-PA (n = 7), Tefé-AM (N =
5) e Tabatinga-AM (N = 7). Os parametros e ciclesP€CR foram seguidos de acordo com
Batista (2010). Os produtos de amplificacdo foramnualizados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% e corado cdgelRed (Biotium). Os produtos ndo amplificados foram
submetidos a gradientes de temperatura duranteRa ©€ produtos foram genotipados no
sequenciadoABI 3130(Life techonologies) e o tamanho dos alelos fodmterminados por
meio de um marcador de bandas conheditla$50 Rox(GE HealthCare). Os produtos de
genotipagem foram analisadas no programa computciGeneMarker vs 1.97 (Soft
Genetics LLC).

As heterozigosidades observadas)(tesperadas @)l e o Contetado de Polimorfismo
Informativo (PIC) foram estimados usando o prograommputacional Arlequin v3.
11(Excoffier, 2005). O desequilibrio de ligacdo {LiDi analisado através do programa Fstat
v 2.9.3.2 (Goudet, 2002). O teste do equilibrioH#edy—Weinberg Equilibrium (HWE) foi
estimado usando o programa GenePop v4 (RaymonadwssBt, 1995) e para checagem da
presenca de anelos nulos foi utilizado o progranm@advthecker ver. 2.2.3 (Van Oosterhout
et al, 2004).

Dos 24 locos microssatélites desenvolvidos RBueapapretum vinte e um locos
foram polimérficos e trés locos monomorficos (Tabél. O nuimero de alelos por locos

variou de 1 a 13, com média de 4,76. As heteroirlgds observadas e esperadas variaram de
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0,02 a 0,93 (meédia de 0,39) e 0,08 a 0,81 (médi@,8@é), respectivamente. Nao foram
observados valores estatisticamente significatpas o teste de desequilibrio de ligacdo
(LD). Trés locos (BC06, BC09, e BC15) mostraram#igativos desvios no equilibrio de

HWE apds correcao de Bonferroni (Rice, 1989). @esdBC05, BC06, BC09, BC14, BC15 e
BC23 foram estatisticamente significantes quantprésenca de alelos nulos em seus

genotipos.

Todos os locos polimérficos e monomorficos pBraapapretunforam testados na
amplificacdo heteréloga no géneéBoachyplatystomdTabela 11). Vinte e dois locos tiveram
amplificacbes positivas em pelo menos duas espédiege locos (BC14, BC16, BC18,
BC28, BC30, BC31, BC33, BC34 e BC36) amplificaramim @¢odas as espécied.
filamentosumamplificou um maior niamero de locos (22 locos)uamo 0 menor namero (12
locos) foi observado erB.tigrinum Quanto a diversidade alélica dos locos caracteoi,
foram observados um grande numero de alelosBgaruense com 81 alelos isolados,
seguido daB.vaillantii, com 73 alelos isolados. Um menor numero de afelasbservado em
B.tigrinum (17 alelos). Inesperadamente, locos monomoérfi@a B.capapretumexibiram
algum nivel de variabilidade nas cinco espédigyruense, B. platynemum, B.rousseauxii,
B. filamensotum, B. vaillanjii Estes marcadores microssatélites serdo impegant
ferramentas para acessar a variabilidade gené#oaikar na elaboracéo de planos de manejo
das populagbes deB.capapretum assim como as espécies correlatas no género

Brachyplatystoma



Tabela I. Caracterizacdo de vinte quatro locos microssatélites de Brachyplatystoma capapretum da Amazonia brasileira
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ndmero acesso Motivo de Ta/Text

Locos GenBank Repeticdo Sequéncia dos primers (5'-3") (°C) A Tamanho (bp) Ho He PIC P-HWE
BCO1 1Q716414 (AG):s E::Z\:gfﬁg&ggggﬁgfgﬁng 65°/72° 35 4 137-143 0.65 0.55 0.49 0.9802
BCO3 1Q716415 (TG)a0 E::NZDSXSECA:TTS:GAQ/IGAQQSISZE’éATG 65°/68° 36 8 161-187 0.83 0.73 0.68 0.0734
BCO4 1Q716416 (TG)a0 E::t,:ngAGCGA/Ig/F\;GAgGAAA'EgEéEGGGAC 66°/72° 28 7 273-307 1.00 0.61 0.51 1.0000
BCO5+ 1Q716417 (TG), TA (TG)1s ;rTéﬁg;iicGTC%c:GTéngc::gccc 60°/72° 28 3 194-198 0.03 0.1 0.10 0.0183
BCOG+ 1Q716418 (TG)1s (AG)20 E:;EZE%TGAXSEA?TAGGA?AEGAE%{\&CG 64°/68° 32 12 230-332 0.56 0.81 078  0.0000*
BCO8 1Q716419 (GT)1s N ;E;GGG(Z?EQQQS%Q%E%SGA 60°/68° 36 4 111-123 0.25 0.27 0.24 0.4259
BC09+ 1Q716420 (TG)1s ;::;?C%AfégAGGGAﬁ%ﬂgggﬁéGcc 63°/68° 37 5 159-213 0.13 022 021  0.0008*
BC144 1Q716421 (GT)s ;::hg?:%g%#&ig%%ﬁﬂﬁﬁﬁc 60°/68° 38 4 158-164 0.05 0.10 0.10 0.0171
BC156 1Q716422 (CT)s ;:: ng_GrTA%%CA?TCAEGCTGGGGT%AT%TT%ﬁA 60°/68° 28 7 242-380 0.14 045 042  0.0000%
BC16 1Q716423 (AG)s4 ;::ZXAACC(;EEFAATTSAGGACGT%G(%AGCTT AGTAAA 63°/72° 30 7 120-138 0.93 072 0.67 0.2053
BC17s 1Q716424 (GT)s ;::fg?gggéﬁﬁ%gﬁgé%ﬁfrg’m 60°/68° 26 1 260-260 ; . - -
BC18 1Q716425 (GT)s1 ;::ZZXT’?ETAATTCGCCACCE:CAAGGGCQTC(?:AGGGA 60°/68° 31 7 145-163 0.54 0.61 0.57 0.1477
BC21 1Q716426 (CA)1s F: ™ CACTGACACTTTACCAGAGGCA 60°/72° 34 4 314-326 0.05 0.08 0.08 0.0423

R:GATCCAAGCCAACTACTGCAC




Tabela I. Continuagéo
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Numero de acesso Motivo de R
Locos N Sequéncia dos primers (5'-3") Ta/Text (°C) N A Tamanho (bp) Ho He PIC P-HWE
GenBank repeticao

F:N(CGGGGACGTTTTCTTCCT 01790

BC22 1Q716427 (TG)1s R CTOTCOATCAAGTTCCTG 63°/72 37 132-148 0.73 0.69  0.63 0.7588

BC23¢ 1Q716428 (CA)s F: "TGCACTCCAGTCGAAACA 60°/68° 34 247-261 0.02 0.08  0.08 0.0156
R:CTGCCTGCACATCAGCC

BC26 1Q716429 (CA)23 F: AMGCTGTAGAAGCAGCAAATCA 65°/68° 37 190-220 0.62 0.63  0.58 0.0367
R:CTGAAATGCACCCAAGAGG

BC28 1Q716430 (GT)11 F:N"°CTGGATAGACAACCCCACCAT 60°/68° 38 137-161 0.76 0.60  0.52 0.9230
R:ACCTGTAGGGAGGGAGAACAG

BC30 1Q716431 (AC)15 F: "EXCACGGAAACCTCTAAACCAG 61°/72° 37 233-241 0.48 0.49  0.41 0.4007
R:CCTTCCAGCTATGACAGAAG

BC31e 1Q716432 (GT)s F: MAAGGCCCATTTCACAGCAG 61°/68° 32 273-273 - - - -
R:GCACACTTTCACCCACATGA

BC32 1Q716433 (TG), F:""" GTGACCTCATCACATCCAAGC 65°/72° 36 126-138 0.66 0.49  0.40 0.9973
R:CAGAACTAGAGCCATCAGCCA

BC33 1Q716434 (TG), F:"™GGTGCAAGACAACAGGAAGTG 63°/68° 34 144-146 0.08 0.11  0.11 0.0870
R:GAACACACACCTCGTCACTCA

BC34e 1Q716435 (TG), F:™"GATACCGCAGAACACCTTCAG 60°/68° 26 235-235 - - - -
R:TGCTGAGGACCAAACATGAC

BC35 1Q716436 (CA), F:""’ACTTCAGTCATCACCCCACAC 60°/72° 27 273-275 0.14 0.14  0.12 1.0000
R:ACACTTTCACTCTCCCCACAG

BC36 1Q716437 (AC)s F:"™CACAGAGGAATGTGATGTCTGC 62°/72° 33 105-117 0.93 0.53  0.41 0.3450

R:CTCCGGGCAAGTGTGTTC

¢ presenca de alelos nulos; e loco monomorfico; Ta/Tex - temperature expecifica de anelamento/extensdo dos primers, N — nimero amostral, A — numero de alelos, Ho — heterozigosidade

observada, He — heterozigosidade esperada, PIC — Conteudo Informativo de Polimorfismo, * P-HWE — Correcéo de Bonferroni(P<0,05).



Tabela Il. Amplificacdo heteréloga de vinte e quatro locos microssatélites para Brachyplatystoma capapretum nas espécies correlatas do género

Brachyplatystoma (n= 4).

Loci Na B.juruense Na B.platynemum Na B.rousseauxii Na B.tigrinum Na B.filamentosum Na B.vaillantii

BCO1 3 107-117 2 107-111 3 115-121 - 5 117-127 2 107-111
BCO03 - - 1 196-196 - 1 200-200 -

BC04 - - - - - -

BCO5 7 166-206 4 178-196 5 174-182 2 190-196 3 190-210 4 182-210
BC0O6 - - - - - -

BC08 4 108-122 2 118-122 2 118-122 - 3 108-122 2 118-122
BC09 2 196-200 2 148-158 1 198-198 - 2 198-200 1 198-198
BC14 2 150-162 2 150-162 2 150-162 1 162-162 2 150-162 2 150-162
BCi15 4 329-351 2 345-347 4 341-359 - 4 333-343 5 325-339
BC16 5 114-130 4 118-132 2 126-130 2 114-128 4 130-146 5 124-146
BCi7¢ 6 233-272 4 260-282 2 239-257 - 2 268-274 3 273-303
BC18 3 140-164 5 148-160 7 198-254 1 160-160 5 192-214 2 174-188
BC21 6 234-306 3 260-282 5 228-252 - 4 238-258 6 263-303
BC22 4 282-306 - 3 264-284 1 272-272 3 252-272 3 262-290
BC23 4 329-351 2 346-348 - - 4 338-344 -

BC26 - - 2 263-265 - 3 252-272 2 261-281
BC28 5 151-175 3 161-177 4 139-155 1 161-161 2 155-157 7 157-205
BC30 3 243-257 1 237-237 4 251-259 1 235-241 1 257-257 1 125-125
BC31e 7 282-336 7 302-344 4 264-286 1 270-270 2 252-272 6 262-298
BC32 2 121-131 4 122-134 4 126-138 2 136-150 2 123-133 5 121-137
BC33 2 150-164 1 122-122 2 113-115 2 112-116 2 104-122 6 112-172
BC34¢ 5 238-272 2 236-238 2 236-254 1 236-236 2 242-246 4 234-250
BC35 4 224-240 2 208-224 4 258-280 - 3 250-270 5 252-294
BC36 3 99-113 3 99-109 1 113-113 2 111-115 1 103-103 2 103-111

- Amplificagdo negativa, Na nimero de alelos, ¢ loco monomorfico para Brachyplatystoma capapretum



CAPITULO I

Estrutura populacional do bagr8rachyplatystoma capapretun(Siluriformes:
Pimelodidae) na Amazonia Brasileira: Variabilidagienética revelada pelo uso do

DNAmt (regido controle) e locos microssatélites.
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Resumo

A piraiba negraRrachyplatystoma capapretyré@ um dos bagres predadores amazonicos de
grande importancia comercial. O presente trabakie © objetivo de inferir a variabilidade
genética e estrutura populacional da piraiba negnanove localidades da Amazonia
Brasileira. Foram descriminados geneticamente I@Hviduos deBrachyplatystoma sp
pertencentes a cinco espécies de bagres comern@aitamentosum B.capapretum
B.rousseauxjiB.vaillantii e B.platynemum A analise da estrutura populacional foi inferida
por marcadores mitocondriais (regido controle) b@se em 76 exemplares Beapapretum

e 110 sequéncias nucleotidicas previamente degasitaoGenBank provenientes de nove
localidades amazobnicas. Foram sequenciados 914 pbgiio controle do DNAmt onde se
observou 75 haplotipos e 58 haplotipos unicos. Alienda diversidade haplotipicelD) foi

de 0,939 e diversidade nucleotidica) (de 0,0034. Posteriormente, 164 individuos de
B.capapretumforam genotipados com base em oito locos micrélitss, selecionados de
acordo com sua eficiéncia de amplificacdo e comtede polimorfismo. Agrupamentos
significantes para as localidades do rio Purus @ Radeira foram evidenciados pela
AMOVA dos dados mitocondriais, onde 12,03% da \giia genética estavam contidas
nesses tributarios, quando comparados as demaiédembes. Outros agrupamentos também
foram revelados através dos oitos locos microssetgbnde o Rio Branco apresentou valores
significativos de Er e baixos niumeros de migrantes. Contudo, as asdliagesianas para
estrutura populacional em ambos os marcadores es@adam a hipétese de panmixia nas
populacdes dé.capapretumsendo observadas fortes tendéncias ao fluxo gémitre as
localidades. Os resultados obtidos foram conteiz@a@ds nas principais mudancgas geoldgicas
ocorridas na bacia Amazonica e enfocado medidaseceacionistas pat .capapretum

Palavras-chave: Brachyplatystoma capapretympanmixia, Siluriformes, genética da
conservacao, piraiba preta.
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Abstract

The black piraibaBrachyplatystoma capapretyns one of Amazon predator catfishes with
high commercial importance. This study aimed teiithe genetic variability and population
structure of black piraiba in nine localities ire tBrazilian Amazon. Here were discriminated
genetically 194 individuals dBrachyplatystoma spelonging to five species of commercial
catfish B.filamentosum, B.capapretum, B.rousseauxii, Bardii and B.platynemum The
analysis of population structure was inferred framtochondrial markers (control region)
based on 76 specimens Bicapapretumand 110 nucleotide sequences previously deposited
on GenBank, derived from nine Amazonian localitd& sequenced 914 bp of the mtDNA
control region which was observed 75 haplotypes B8 drivate haplotypes. The average
haplotype diversityHD) was 0.939 and nucleotide diversity) 0f 0.0034. Subsequently, 164
individuals of B.capapretumwere genotyped based on eight microsatellite lselected
according to their amplification efficiency and palorphism content. Significant clusters for
the localities of Purus River and Madeira River evdetected by AMOVA on mitochondrial
data, where 12.03% of the genetic variation wasasoed in these tributaries when compared
to other locations. Other clusters were also reacedhrough the eight microsatellite loci,
where the Branco River showed significaryr lend low numbers of migrants. However,
Bayesian analyzes for population structure in bu#rkers do not discard the hypothesis of
panmixia in B.capapretumpopulations being observed strong tendencies twe géow
between locations. These results were contextuhlizenajor geological changes occurring
in the Amazon basin and focused conservation meagarB.capapretunpopulations.

Keywords: Brachyplatystoma capapretynpanmixia, Siluriforms, conservation genetics,
black piraiba.
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Introducéo

A piraiba negra, conhecida popularmente como ®hepapretaBrachyplatystoma
capapretur, compde parte dos recursos pesqueiros amazoéexteasamente explotados,
porém ainda pouco conhecidos. Desde a sua deschgA@o se conhece sobre sua
distribuicdo nos rios da Amazénia e seus padroesigeacdo (Lundberg e Akama, 2005).
Como os demais bagres amazonicos da ordem Siluefra piraiba negr®.capapretum
parece migrar pequenas distancias, caracterizadlss seus periodos reprodutivos e
movimento de cardumes de bagres menores, nos mesdwia dos rios. Todos os padrées
ecologicos deB.capapretumainda séo espelhados pelos descritos para sea grofo na

escala filogenétic&Brachyplatystoma filamentosuf@antoset al, 2006).

Apesar de seu grupo irmao exibir exemplares maiques 2,80 metros e podendo
alcancar mais de 100 kg (Barthem e Goulding, 198 maiores individuos de piraiba negra
descritos na literatura ndo passam de 1,30 metnasdberg e Akama, 2005). Os 6rgaos
publicos reguladores da pesca comercial na redifita ando atentam para as revisées que
discriminam as duas espécies de piraiba, tornaifidaltbsa a implementacéo de iniciativas
conservacionistas para a referida espécie. A prdmeiscriminacdo deB.capapretum e
B.filamentosunfoi baseada em caracteres como: padrao de colordeatcao, formato da
nadadeira caudal e caracteres osteoldgicos (Lugdbékama, 2005). Grande parcela dos
peixes que chegam aos portos de desembarque, feredige é decaptada pelos pescadores
locais, tornando mais dificil a identificac@o situ Neste cenério, a primeira identificagdo
molecular entre a piraib® filamentosume a piraiba negrd(capapretumfoi realizada por
Huergoet al (2011). As estimativas de captura em rios de &gaaca indicam que a cada

trésB.filamentosuntapturadas, um exemplaBé&apapretum.
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Os marcadores moleculares tornaram-se importargesnientas para elucidar
questdes bioldgicas referentes a espécies dasdtoe sobreexplotacédo (Frankham, 2008). O
DNA mitocondrial representa uma indispensavel fegata nos estudos de identificacdo de
fragmentacdo de populacdes naturais e analisagefiédicas (Pereira, 2000). Este genoma
independente € caracterizado por suas altas tangacionais, auséncia de recombinacéo,
heranca uni parental e por conter varias copiascptria (Brown, 1979). Sua estrutura
consiste em 13 genes codificadores de proteinas, RBAs ribossomais, 22 RNAs
transportadores e uma importante regido contradadarreplicacédo do genoma mitocondrial,
comumente denominada na literatura como regidaaentincluindo também a alca-{
loop region. A variacdo no genoma mitocondrial é intimameatempanhada nas mutacdes
acumulada nesta regido (Taberlet, 1996). A serddbié observada na identificacdo de
populacdes distintas geneticamente, pelo sequeantanmucleotidico da regido controle,
ocorre pelas taxas mutacionais que variam de #ex&s a mais de que qualquer outro gene

mitocondrial (Upholt e Dawid, 1977).

No grupo de Siluriformes Amazonicos, diversos tiatm de genética populacional ja
foram realizados com o uso dessa regido nucleatédimo marcador molecular, tais como: a
piramutaba Brachyplatystoma vaillandi (Formiga-Aquino, 2004; Rodrigues, 2009), a
dourada Brachyplatystoma rousseauxi{Batista e Alves Gomes, 2006; Batista, 2010), a
piraiba Brachyplatystoma filamentosym (Huergo et al, 2011), o surubim
(Pseudoplatystoma.yOrtiz, 2010) e o babaoBfachyplatystoma platynemniOrrego,

2012).
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Limitacdes inerentes ao uso de marcadores haplodesdos de organelas como a
regido controle podem comprometer a resolucaoadgfentacdo das populacdes amostradas.
Homoplasia (Browret al, 1992), heteroplasmias (Meyer, 1993) bt spots” mutacionais
(Liu e Cordes, 2004) podem informar falsos resobade fragmentacdo ou solubilizar as
informacdes de fragmentacdo em populacdes genetitanmomogéneas. Abordagens com
multiplos marcadores podem aumentar a robustezadakses populacionais (Sunnucks,

2000).

Marcadores microssatélites (SSR Simple Sequence Repédatexibem alta
variabilidade, em decorréncia das diferencas em eomposicdo nucleotidica, séo
densamente povoados no genoma de diversos organi@Diveira et al 2006) e sao
codominantes, podendo ser identificados todos emsalexistentes em cada loco génico
(Schlotterer, 2004). Locos microssatélites sagalaente empregados na identificacdo de
unidades de manejo de alto valor comercial, seadthém desenvolvidos para algumas
espécies de peixes da Ordem Siluriformes. AlgusseatesacClarias gariepinugGalbusera
et al, 1996), Pangasius hypophthalmy¥olckaertet al, 1999),Clarias macrocephalugNa-
Nakorn et al, 1999), o pintadoRseudoplatystoma corruscanfevaldaveset al, 2005),
Pimelodella chagres{Moeser e Bermingham, 2005), o bagre do Mekdrgngasianodon
gigas (Ngamsiriet al,2006), o Jau4ungaro jah) (Carrillo-Avila et al, 2009) a piramutaba
(Brachyplatystoma vaillanfii(Rodrigues 2009 ), a douradaBfachyplatystoma rousseauxii

(Batistg 2010) e o surubim (Saulo-Machaetbal, 2010).

Neste contexto, o presente trabalho propde infervariabilidade da piraiba negra

(Brachyplatystom capapretyma Amazodnia, amostrando os principais afluentssribs de
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agua branca e revelando a atual caracterizacadigepépulacional desta espécie por meio

de marcadores mitocondriais (Regido Controle) nuanes nucleares (SSR).

Material e Métodos

Aquisicao do Material Biologico.

Foram amostrados 194 individuos de “piraiba” (s&stintdo entre espécies) junto ao
mercado de pesca artesanal em desembarques pesqgdeirnove pontos de coleta na
Amazoénia Brasileira entre os anos de 1998 e 208(enB (PA) Santarém (PA), Manaus
(AM), Tefé (AM), Tabatinga (AM), Porto Velho (ROBoca do Acre (AM), Municipio de
Marad (AM) e Boa Vista (RR) (Figura 1). O nameroiniéividuos coletados e coordenadas
geograficas por localidade encontra-se na Tab&aladicdo, foram obtidos 111 sequéncias
nucleotidicas dd3.capapretundo GenBankreferentes ao levantamento de captura entre as
duas espécies abordado por Hueeg@l (2011) GU903349a GU903459 totalizando 308
individuos. Uma pequena porcado de tecido musculde enadadeira foram coletados e
acondicionados em etanol 96%. O DNA total foi exlimaseguindo o protocolo utilizando
Fenol-Cloroférmio segundo Sambroekal. (1989) com modificacdes. As concentracdes de
DNA foram estimadas a partir de fotodocumentacdo ggh de agarose 0,8%, apos
eletroforese por 50 minutos em corrente de 80Vmepawadas a marcadores de concentragcao

conhecida (DNA fag@).
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Figura 1 — Localidades Amazdnicas amostradas paihisa populacional dB.capapretumparticionada em
regibes (pontos coloridos). 1- Belém, 2- Santar8mManaus, 4- Tefé, 5 — Tabatinga, 6- Boa Vistao(Ri
Branco), 7- Maraa (Rio Japura), 8- Manicoré (Riodkiea), 9- Porto Velho (Rio Madeira), 10- Labredo(R

Purus), 11- Boca do Acre (Rio Purus).

Tabela | — Pontos de coleta de amostras de teei@yathyplatystoma capapretusegundo zonas amostradas,

coordenadas geograficas e nimero de amostras.

Zonas Local Longitude/Latitude NUmero Amostras
*ESA - Belém (PA) Belém 01°27'18,04"S/48°30'08,90"W 14
*ESA - Santarém (PA) Santarém 02°26'25,58"S/54°41'54,70"W 20
*ESA - Manaus (AM) Manaus 03°05'39,60"S/60°01'33,63"W 24
*ESA - Tefé (AM) Tefé 03°18'22,60"S/64°45'33,50"W 39
*ESA - Tabatinga (AM) Tabatinga 04°15'11,62"S/69°56'19,36"W 16
Rio Branco (RR) Boa Vista 02°50'23,75"N/60°39'43,61"W 13
i ) Porto Velho 08°45'42,85"S/63°54'06,77"W 10
Rio Madeira (RO) —— . " , "
Manicoré 05°48'33,77"S/61°18'01,77"W 3
) Labrea 07°12'20,72"S/64°50'36,99"W 20
Rio Purus (AM) . . o .
Boca do Acre 08°43'45,81"S/67°24'29,6 7"W 3
Rio Japura (AM) Mara& 03°34'11,0"S /64°71718" 1"W 24
Total 186

* Eixo Solimdes-Amazonas
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Amplificacdo e sequenciamento da regiao controle.

Apos a quantificacdo do DNA total (genémico e nutudrial), a amplificacdo da
regido controle foi realizada utilizando o iniciadte PCR FTTP (Batista, 2010) e F12R
(Sivasundaet al, 2001). O protocolo para a reacdo de PCR foi readizsegundo proposto
por Batista e Alves-Gomes (2006) utilizando-sel iQuDNA gendmico (15 ng/ul), 2,5 pl de
Tampao 10X (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCL, 1mM EDTA),|d de dNTP (0,25 mM de cada
base), 1ul de MgGl(50mM), 1ul de cadarimer (5 uM), 1ul deTaq DNA PolimerasélU/
ul) e 11ul de agua ultra-pura, totalizando 25ulvdeime final. O perfil de ciclagem das
temperaturas foi seguido por 30 ciclos de tempexatam: 94°C por 2 minutos, 53°C por 1
minuto, 72°C por 2 minutos e 72°C por 5 minutosggtensao final. O produto amplificado
foi purificado com PEG 20%Pplyethylene GlycoB000), sendo entdo ressuspenso em 20ul

de agua ultra-pura.

O sequenciamento nucleotidico da regido controke ataostras de “piraiba” foi
realizado seguindo o protocolo do kit de sequenerm para ABI 3130xI conforme
recomendacgdes do fabricante. Foram realizadasrdaaSes de seqienciamento de DNA por
amostra nos sentidos 5- 3° em ambas as fitas LApék a reacdo, as amostras passaram por
uma precipitacdo com EDTA e etanol conforme recalagbes do fabricante, para
eliminacdo de produtos n&o incorporados, e posteeiote eletro injetado em sequenciador
automético ABI 3130xl. O alinhamento das sequénfaageito nos programas BIOEDIT
7.0.9.0 (Hall, 1999) e CHROMAS 2.24 (Technelisyuty Ptd), sendo agrupadas em uma

matriz de dados.
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Identificagcdo molecular dos individuos ddBrachyplatystoma capapretum.

A identificacdo a priori dos individuos selecionados foi realizada mediante
alinhamento dos primeiros 350 pb da regido conttol® NA mitocondrial. Foram checados
os sitios discriminantes descritos por Hueegj@l (2011) e identificados geneticamente os
grupos especificos pelo método de agrupamentazdehes Neighbour-joining (Saito e Nei,
1987). A arvore de identificacdo dos grupos foifeocionada no programa MEGA 5.0.1

(Tamuraet al, 2007) e corrigida pelo modelo evolutivo K2P (Kiraul1980).

Distribuicdo dos haplotipos deB.capapretum e diversidade genética da regidao controle.

Para checar a presenca de saturacdes nos sitiosgid@ controle, foi usado o
programa DAMBE 5 (Xia, 2013). Para a distribuic&parcial das sequéncias nucleotidicas,
foi elaborado uma arvore de haplétipos com baserimzipio da parciménia no programa
NETWORK 4.6.1.1 (Fluxus Technology Ltd). O modele dubstituicdo nucleotidica
proposto para as posteriores analises entre oéthpad foi selecionado através do programa
computacional JModelTest 2.1.3 (Darribaal, 2012) através do modelo de critério AIC
(Akaike Information Criterion Foram calculados o numero de haplétipos, nundeo
haplétipos Unicos, diversidade haplotipica (HD) i(Ni®87), diversidade nucleotidica)(
namero de sitios e numero de sitios polimérficoy, (@mero de transicdes (TS) e
transversdes (TV), o numero dadels (Insercdes e delegbes) e composicdo nucleotidica,
estimados com o auxilio do programa Arlequin 3Bac(ffier et al 2007). Para confeccao
das arvores de relacdes filogenéticas entre asései@s por filogramas baseados em
agrupamentos dos vizinhos (NJ) (Saito e Nei, 198{)usado o programa MEGA 5.0.1

(Tamuraet.al, 2007).
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Estrutura genética de populacdes dB.capapretum e fluxo génico

Para estimar a hipotese de panmixia ou estruturagdB.capapretumentre as
localidades amostradas, foi realizada a analig@rgjeica da variancia molecular (AMOVA).
Nessa analise é calculado o indice de fixacdo ppara(s) para avaliar os niveis de
diferenciacao entre as populacdes amostradas ® cpal sera utilizado também no Teste de
Mantel (Mantel 1967), com o intuito de correlacioaadistancia genética com a geografica.
As andlises foram realizadas aplicando 10.000 pwgtas e correcdo de Bonferroni de
comparacdes multiplas, com significancia de p<OJ@bnbém foram realizados os testes de
neutralidade seletiva D de Tajima (Tajima, 198%xpansédo populacional Fs de Fu (Fu,
1997). Os valores positivos para este teste indicmdivisdo, gargalo ou selecéo
balanceadora. Foi gerado também o graficematch distribuitiorpara checar a existéncia de
recente expansdo populacional no programa DnaSP(Lthgado e Rosas, 2009). As
estimativas de fluxo génico foram calculadas aipdd niumero de migrantes por geracao
(Nm). Essas estimativas foram realizadas com o auwkliprograma Arlequin 3.11 (Excoffier
et al 2007). O software BAPS5 (Corandatr al, 2008) foi usado para inferir 0s possiveis
nameros de clusters (k) em que as populacbes sbvildm. Foi utilizado o modelo de

mistura (admixture model) através de 200 interagd®3 interacdes por individuos.

Amplificacdo e genotipagem dos locos microssateitéSSR)

Para o estudo populacional foram selecionados demcamiores microssatélites
previamente desenvolvidos (Capitulo 1), baseadogpreaenca de alelos nulos, perfil dos
alelos genotipados e eficacia nas amplificacoebd@all). Para a amplificacdo por PCR foi

utilizado protocolo proposto por Batista (2010).p@duto de amplificagcéo foi visualizado e
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comparado com marcadbadder 1kb PlugFermenta$ de tamanho de bandas conhecido, em

gel de agarose 1,5%, apos eletroforese por 90 asrmudam corrente 80V. Os produtos de

PCR foram genotipados em analisador automaticohié BBl 3130xI(Applied Biosystems

utilizando 1 pL de produto de PCR , 7,8 uLToeeen0,01% e 0,2 uL d&T-ROX 400size

standard (GE Healthcarg. Foi montado um sistem@aultiplex de genotipagem, marcando

cadaprimer com fluoroforos diferentes (Schuelke, 2000) e comilise simultdnea de trés

locos marcados com fluorescéncias distintas (FAEXHu NED). As analises foram feitas

no programa GENEMARKER vs 1.97 (Soft Genetics LL®).conversdo dos arquivos

gerados para diferenteyput filesdos demais programas a serem utilizados aquieétizado

através do programa GENEALEX 6.1 (Peakall e Smaz23@s).

Tabela Il - Locos microssatélites selecionados paédise da estrutura populacionalBtachyplatystoma capapretum

Locos Fluorescéncia Motivo de Repeticdlamanho (pb) Sequéncia dgpsimers Anel/Ext(°C)
F: CTGGACTGAAATAAACTGTGAATG

BCO03 FAM (TG)20 161 65°/68°
R: GGAAACATCAGAAGAACTGAGC
F TGTATGTGTGAGGTTAGGACCG

BC06 HEX (TG)s (AG),0 230 64°/68°
R:GCGGGACTTACTGAAGGTTGTA
F.GTGCCTTCTGTGGGAGTGTTA

BC15 NED (CTy 242 60°/68°
R:CGTTAGCATTAGCGGTGTGTC
F.:CGCTTATGGAGAGCACTGAAA

BC16 FAM (AG)24 120 63°/72°
R:AAACAGGATGAGCTGCGGTAT
F:ATATGCCTTCAGCACCAGGA

BC18 HEX (GT) 145 60°/68°
R:ACTGATCCACACAGGGTCAAG
F.CTGGATAGACAACCCCACCAT

BC28 NED (GT)11 137 60°/68°
R:ACCTGTAGGGAGGGAGAACAG
F:CACGGAAACCTCTAAACCAG

BC30 FAM (AC)1s 233 61°/72°
R:CCTTCCAGCTATGACAGAAG
F:GTGACCTCATCACATCCAAGC

BC32 HEX (TG)7 126 65°/72°

R:CAGAACTAGAGCCATCAGCCA

Anel/Ext (°C) — Temperaturas de anelamento e extensdo usa@&3hdos locos respectivamente.
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Estimativas dos parametros genéticos para regidescrossatélites (SSR).

A presenca de alelos nulos do banco de dados fificada com o auxilio do
programa MicroChecker 2.2.3 (Van Oosterhout, 20@)programa MSTOOLS (Park, 2001)
foi utilizado para inferir parametros populacionargre as nove localidades amostradas, tais
como a Heterozigosidade d{Hobservada (k) e esperada, Conteudo Informativo de
Polimorfismo (PIC), estipular a presenca de redno@d nas amostragens e checar a
diferenca nos tamanhos dos alelos. O teste doilegmide Hardy-Weinberg para os locos
amplificados nas populacdes @ecapapretumfoi inferido pelo programa computacional
GENEPOP 4.0 (Raymond e Rousset, 1995). No progBia&T 2.9.3.2 (Goudet, 2002) foi

verificada a presenca de desequilibrio génico erstiecos.

Estrutura genética de populacbes deB.capapretum e fluxo génicocom o uso de

microssatélites

As estatisticas de F de Wright (Wright, 1951) e r&lise de Variancia Molecular
(AMOVA) foram realizadas entre as populacdes corilaudo programa ARLEQUIN 3.11
(Excoffier et al, 2007), com o intuito de verificar a existéncia grau de diferenciagao
genética entre as localidades. O teste de Mantelni@l 1967), gerado pelo mesmo
programa, foi usado para inferir se existem cogfiEa entre a distancia genética e a distancia

geografica, adotando uma confiabilidade do uso0d@0D permutacgdes.

Para verificar o possivel numero de populacdeg &)existéncia de estruturagdo, foi
utilizado o programa STRUCTURE 2.2 (Pritchatdal, 2000). Este programa faz andlises de

agrupamentos baseadas em inferéncias Bayesiar@andol um namero KQlusterg de
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agrupamentos, equilibrio de Hardy-Weimberg e auaée desequilibrio de ligacéo entre os
locos. Foi adotado o modelo de misturaixture model para inferir populacdes sub-
estruturadas, onde se adota que cada individuaipquEssuir ancestrais oriundos de mais de
uma populacdo (Faluskt al, 2003). Esse modelo permite uma melhor resolug@® d
separacdes das populacdes de acordo com os VdldBagla corrida para testar o numero de
K existentes consistiu em 10 réplicas independendes valores de corte de 100.000
permutacdesbrnin) e 500.000 MCMC (simulacédo de Cadeias de MontéolLa® numero

de populacdes estatisticamente mais verossinmskelecionada a partir dos modelos propostos
por log-likelihood (Falushet al, 2003) e pelo método estatistico de Evaehal (2005)
atraves do programa STRUCTURE HAVESTER (Earl e VadH 2012)

(http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvehter

Resultados

Identificacdo molecular de individuos deBrachyplatystoma capapretum por meio do

sequenciamento da regido controle do DNA mitocondal.

Um total de 194 amostras de “piraib@8rdchyplatystomasp.) foram identificadas
através do sequenciamento de 500 pb da regidootmmto DNA mitocondrial. Todas as
amostras foram alinhadas e agrupadas em um fil@graomfeccionado com base no
agrupamento de vizinhos (NJ) (Figura 2). O us@riimers alternativos fez-se necessario na

ocorréncia de problemas durante as rea¢cfes dersggmento (Dados ndo amostrados).
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Figura 2 - Filograma confeccionado por agrupameeteizinhos (NJ) para identificacdo moleculgrasteriori
de 194 individuos dd@rachyplatystoma.sfpaseados em 500 pb da regido controle do DNA mitiréal.
Vermelho —Brachyplatystoma filamentosymzul- Brachyplatystoma capapretyrAmarelo-Brachyplatystoma

vaillantii, Roxo-Brachyplatystoma platynemuidarrom-Brachyplatystoma rousseauxii

No total, foram identificados 102 individuos de aflia Brachyplatystoma
filamentosum dois individuos de piramutabBréchyplatystoma vaillandjj dois individuos
de bab&o Brachyplatystoma platynem(ml2 individuos de douradarachyplatystoma
rousseauxji e 76 individuos piraiba negrBréchyplatystoma capapretymAs amostras de
B.capapretumforam sequenciadas na integra e adicionadas amatréz de alinhamento,
juntamente com 110 sequéncias da regido control®.dapapretumdiscriminadas por

Huergoet al (2011) GU903349a GU903459, totalizando 186 individuos.
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indices de diversidade molecular e frequéncia dosaplétipos.

Foram obtidos 914 pb da regido controle Bleapapretumprovenientes de 186
exemplares oriundos de nove localidades da Amaz®@rasileira. As médias das
composic¢des nucleotidicas foram 20,72% para céssi83,02% para timinas, 31,66% para
adeninas e 14,60% para guaninas. Foi observadotahde 45 sitios polimorficos e 22 sitios
informativos para a aplicagdo do método de parciam@ddo foi observada saturacdo dos
sitios da regido controle com base no gréfico dstguicbes nucleotidicas versus distancia
genética, assumindo-se o modelo mutacional TN98igrente sugerido pelo programa

JMODELTEST (Figura 3).
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Figura 3 — Distancia genétie@rsussubstituigbes nucleotidicas evidenciando baixaragfio entre os sitios da

regido controle dBrachyplatystoma capapretum

A regido controle conteve 75 haplétipos e 58 hgmétunicos com uma diversidade
haplotipica D) de 0,9397+0,011 e diversidade nucleotidiep de 0,00362+0,00013. A

frequéncia dos haplétipos variou de 1 (dentro @bkdpldtipos unicos) a 33 (HBC10).
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A frequéncia dos haplétipos por localidade encesérano Apéndice A. O hapldtipo
HBC10 com a maior frequéncia (33), foi observadm goaior representatividade em Tefé
(N=10) e menor em Tabatinga e na regido do Rio Mad&l=1), ocorrendo em todas as
localidades. O haplétipo HBC13 obteve a segundamfaequéncia dentre as localidades
(N=25), obtendo maior frequéncia em Tefé (N=5) enondrequéncia em Santarém e no rio
Madeira (N=2). As localidades de Japura (N=20) & T@=18) obtiveram o0s maiores
nameros de haplétipos, provavelmente em decorréaciaém da ampla amostragem nestas
localidades. Uma maior concentracdo de haplétippgoda @HU) foi observada nas
localidades de Tefé (N=11) e Japura (N=10), ndadsensbservado nenhum haplotipo
exclusivo na localidade no Rio Branco. Todas aslidades apresentaram alta diversidade
haplotipica D). Os maiores e menores indices de diversidadeeatidica f) foram
observados nas localidades de Belém e rio Purus, \c@ores de 0,00427 e 0,00235,
respectivamente. O teste de neutralidade D de aajawvelou que as populacdes amostradas
estdo evoluindo de acordo com a neutralidade eat&elao DNA mitocondrial. Valores
negativos e significativos (p<0,05), também fordosesvados no teste Fs de Fu, indicando

possivel expansao populacional em todas as lodaldamostradas (Tabela IlI).

Tabela Ill — indices de diversidade molecular p@gido controle d@rachyplatystoma capapretuem nove

pontos de coleta da Amazdnia Brasileira (n=186).

Populacdo N H HD HU S ETA Pl () D-Tajima Fs FU
Belém (PA) 14 11 0,9560 4 15 14 0,00427 -0.47121 -4.58268*
Santarém (PA) 20 15 0,9684 7 16 13 0,00357 -0.40753 -8.73033*
Manaus (AM) 24 16 0,9457 8 16 13 0,00373 -0.08963 -7.87774*
Tefé (AM) 39 18 0,9055 11 19 18 0,00357 -0.77860 -7.54611*
Tabatinga (AM) 16 11 0,9250 7 13 11 0,00358 -0.06461 -4.09114*
rio Japura (AM) 24 20 10,9819 10 21 20 0,00422 -1,03402 -15.37673*
rio Branco (RR) 13 7 0,8846 0 9 8 0,00310 0,36439 -1.13099
rio Madeira (RO) 13 12 0,9872 6 12 10 0,00279 -0.84798 -9.68486*
rio Purus (AM) 23 12 0,9012 5 10 9 0,00235 -0.41319 -5.60737*

N - nimero amostrakl — nimero de haplétiposiD — diversidade haplotipic&]U — haplétipos Unicos$ —
sitios polimérficosETA — mutacdes totais, — diversidade nucleotidicaValores significativos (P<0,05)
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Teste de estrutura populacional com base na analisia variancia molecular (AMOVA).

O teste hierarquico da variagdo molecular (AMOVA) fealizado para testar a
hipotese de panmixia ou estruturacdo entre asidacks deB.capapretumamostradas. O
primeiro agrupamento testado incluiu todas as idadés a fim de se verificar os niveis de
diferenciacdo entre e dentro dos locais amostréfiaigela IV). Os valores dé@g indicam
baixos niveis de estruturacdo (Wright, 1978). Aanaariabilidade foi observada dentro das

localidades (96,58%) se comparada entre as lodaisde,42%).

Tabela IV — Andlise da variancia molecularBleapapretunem nove localidades da Amazénia Brasileira.

Fonte da Grau de Soma dos Componentes da Porcentagem da
Variagao. liberdade quadrados variacao variagao
Entre localidades 8 24,481 0,06308 Va 3,42*
Dentro das localidades 177 314,987 1,77959 Vb 96,58

Total 185 339,468 1,84267 100*

indice de fixac&absr: 0.0342

*Valores significativos (P<0,05)

O segundo agrupamento hierarquico arquitetado stiunsia diferenca entre amostras
dos tributarios amazoénicos e a calha principal @oAnazonas. Os indices de fixacdo dos
componentes da AMOVA mostram baixos niveis de es&gado genética. Uma significante
mudanca nas porcentagens da variacdo foi obsereedi 5,21% da variagdo estavam
inseridas entre as localidades (p< 0,50% entrawqsog das localidades e 94,29% dentro das
localidades (Tabela V). Outros agrupamentos retegaconsistiram na fragmentacdo apenas
dos tributarios da esquerda e apenas nos tribst@i@o direita do Rio Amazonas, sendo
individualmente comparados com a calha principaltidoTributarios da margem esquerda

(Rio Japura e Rio Branco) representaram 4,05% dag@m genética existente entre todas as
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localidades. Em contra partida, os tributarios gagem direita (Rio Purus e Rio Madeira)

agregaram cerca de 12,03% da variacdo existentee e populacbes (dados né&o

amostrados).

Tabela V — Andlise da variancia molecularBlachyplatystoma capapretupara agrupamentos das localidades

da calha (BE,SA,MA,TE,TA) e tributarios amazoni¢ptD,PU,JA BR).

Fonte da Grau de Somados Componentesda  Porcentagem da
Variagao liberdade quadrados variacao variacao
Entre calha e tributarios 1 10.714 0.09838 Va 521%
Entre grupos dentro das localidades 7 13.767 083 0,50%*
Dentro das localidades 177 314.987 1.77959 Vc 94+29
Total 185 339.468 1,887,32 100%*
®sc =0.0052
®st=0.0571
®ct=0.0521

*Valores significativos (P<0,05)

Com as maiores por¢cOes de variagdo genética contdatributarios da margem

direita, foi realizado o teste hierarquico paraios Purus e Madeira, de forma individual. Os

valores referentes ao rio Purus demostram que 8d#l%ariacdo genética esta presente entre

as localidades amostradas e os grupos nestasdembedi (dados ndo amostrados), em vista

que para os valores referentes apenas ao rio Madessa variacdo representa 9,98% de

variacdo observada entre as localidades e grupesestas localidades (Tabela VI).
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Tabela VI — Andlise da variancia molecularBfachyplatystoma capapretupara agrupamentos das localidades

do rio Madeira e demais localidades.

Fonte da Graude Somados Componentesda Porcentagem da
variacao liberdade quadrados variacao variacao
Entre rio Madeira e demais localidades 1 6,142 BN 7,98%*
Entre localidades dos grupos 7 18,339 0,0396 Vb 092*0
Dentro das localidades 177 314,987 1,7796 Vc 90%02%
Total 185 3,39468 1,9769 100,00%*
dsc =0.0218
®st=0.0998
®ct=0.0798

*Valores significativos (P<0,05)

Distancia Genética e analises de fluxo génico entmopulacbes deBrachyplatystoma

capapretum na Amazonia.

Apenas duas localidades apresentaram valor@sgar a par significativos, quando
comparadas a localidade do rio Purus, apés cormgdonferroni. As regibes do rio Purus
com Santarém apresentarabg = 0,1698 e rio Purus com Tabatinga cod = 0,2026.
Baixos valores de migrantes foram registrados aealilades do rio Purus e rio Madeira,
gquando comparadas as demais localidades amaz6éfisamenores valores de migrantes
foram observados entre as localidades do rio Madedm Tabatinga e rio Purus com
Tabatinga. Todas as localidades da calha apreaamtaltos numeros de migrantes em
comparacgdes par a par (Tabela VII). Nenhum pade&tisdribuicdo estruturado foi observado
na confeccdo da arvore de haplétipos (Figura 4pnAlise Bayesiana para inferéncia da
estrutura populacional dB.capapretumindicam trés grandeslusters segmentados entre

todas as localidades amostradag (ml)=-987.0761) (Figura 5).
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Tabela VIl — Valoresbg par a par (valores inferiores) e numero de migsa(talores superiores) para populacde8eEhyplatystoma capapretuprovenientes de nove

localidades da Amazonia Brasileira.

Belém Santarém Tefé Tabatinga Manaus Japura rio Bmaco rio Purus rio Madeira
Belém inf inf inf inf inf 495,3247 4,2897 4,2095
Santarém -0,0079 inf inf inf 852,1775 18,6688 2,4448 2,0858
Tefé -0,0240 -0,0009 480,2053 inf inf inf 5,4185 4,3333
Tabatinga -0,0223 -0,0261 0,0010 inf 78,2222 10,4907 1,9683 1,9149
Manaus -0,0389 -0,0034 -0,0179 -0,0128 inf 152,7211 4,8038 4,3705
Japura -0,0249 0,0005 -0,0128 0,0063 -0,0100 inf 6,6506 5,7923
rio Branco 0,0010 0,0260 -0,0052 0,0454 0,0032 -0,0221 10,2982 11,2537
rio Purus 0,1043 0,1697* 0,0844 0,2025* 0,0942 0,0699 0,0463 inf
rio Madeira 0,1061 0,1933 0,1034 0,2070 0,1026 0,0794 0,0425 ,0210

*Valores significativos apds correcdo de Bonfer(fxi0,0013)Inf — Valores de fluxo que tendem ao infinito.
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Figura 4 — Rede de haplétipos Beachyplaystoma capapretyrnom base em 186 sequéncias nucleotidica da

regido controle do DNAmt.
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Figura 5 — Estrutura populacional &eachyplatystoma capapretungrafico de barras gerado pelo programa

BAPS 5.3 onde tréslusterssao definidos (verde, vermelho e azul) e distdbsiem todos os sitios de coleta
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Correlacdo geografica e distancia genética d&rachyplatystoma capapretum

A partir do teste de Mantel, ndo foi identificadmai correlacéo significativa entre a
distancia genéticaly) e a distancia geografica entre as localidadesl@ do coeficiente de

correlacéo r = 0,3931 néo foi significativo (P=3130).

Andlises de expansao populacionalmijsmatch distribution) para Brachyplatystoma

capapretum.

Os padrbes multimodais observados nas curvas dfisay demismatch distribution
(Figura 6), indicam que as localidades em suaidaid representam uma grande populacéo
com equilibrio demografico. Analisando os grafidesdistribuicdo individualmente, apenas
amostragem dos rios Madeira e Purus apresentarcagainimodais, caracterizado por
recente expanséo populacional (Slatkin e Hudso®1)19s valores significativos de Fs de
Fu (-9.68486 e -5.60737) corroboram a proposta slesedois rios, Madeira e o Purus
respectivamente, representarem um agrupamentenitiado diante das demais localidades

da Amazodnia brasileira.
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Figura 6 — Mismatch Distribution para populagbes de Brachyplatystoma capapretum: Amazbnia (todas as

localidades), rio Madeira e rio Purus.

Diversidade genética deBrachyplatystoma capapretum com base em marcadores

microssatélites.

O estudo populacional foi conduzido através de umadriz de gendtipos de 164
individuos deB.capapretumprovenientes de nove localidades e baseadosvassidiade de
oito locos microssatélites previamente seleciong@@agpitulo |). Foram observados 73 alelos,
variando entre 7 (BC0O3 e BC28) a 13 (BC06). A hetigosidade observada §Hdos oito
locos utilizados variou de 0,053 (BC15) a 0,805 1BJCe a heterozigosidade esperadg) (H
variou de 0,071 (BC15) a 0,728 (BC16). Os menoresa@res indices no Conteudo de
Polimorfismo Informativo (PIC) foram observados t@m nos locos BC15 e BC16, com
valores 0,071 e 0,689 respectivamente. O loco B@dthém apresentou os maiores valores

para o coeficiente de endogamia 0,085) (Tabela VIII).
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Tabela VIII — Valores de diversidade genética pesalocos microssatélites utilizados na inferéncéa d
variabilidade deBrachyplatystoma capapretur@om numero de alelos (A), Heterozigosidade olasry(h),

Heterozigosidade esperadajHConteudo de Polimorfismo Informativo (PIC) e @ciente de endogamia (.

Locos Tamanho A B He PIC Fs

BCO03 169-201 7 0,16 0,169 0,165 0,039
BCO06 306-332 13 0,653 0,663 0,609 0,058
BC15 312-342 8 0,053 0,071 0,071 0,085
BC16 116-150 10 0,805 0,728 0,689 0,047
BC18 136-164 12 0,496 0,627 0,603 0,055
BC28 149-179 7 0,388 0,349 0,326 0,065
BC30 232-250 8 0,500 0,699 0,656 0,077
BC32 123-145 8 0,408 0,364 0,318 0,041

Foi observado um total de 21 alelos exclusivoso IBC 15 apresentou um maior
namero de alelos privados dentre as nove localglan®stradas. A localidade do Rio Branco
conteve o maior niumero de alelos exclusivos dergr®cos microssatélites, totalizando sete
alelos. O alelo “145” apresentou a menor frequémi@atre os demais (0,0016), sendo

presente apenas na localidade de Tefé (Tabela 1X).

A presenca de alelos nulos foi sugerida pelo progrilicroChecker nas localidades
de Santarém (BC18 e BC30), Tefé (BC 30), Rio JafBEa30) e Rio Madeira (BC 18). Apés
a correcao de Bonferroni (P< 0,006), desvios naliego de HWE foram observados nas
localidades de Santarém para o loco BC18, nasideckls de Tefé e rio Japura para o loco
BC 30. Ressalta-se que em todos os locos que afaem® desvios de HWE foi sugerido a
presencas de alelos nulos na composicdo de seudipgsn (Tabela X). Dois locos

apresentaram desequilibrio de ligagdo (BC16/BC28).

Os maiores indices de heterozigosidade observagp €Hesperada @ foram
encontrados nos locos BC16 (1,000) e BC 30 (0, #6frentes as localidades do rio Madeira

e Santarém, respectivamente. Foram calculadasti®&®tigas para os indices de endogamia
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entre as localidades {f;, onde o maior valor observado foi registrado mataco BC 15 na
localidade de Santarém (0,474) e o menor para Te$@ectivo ao loco BC 32 (-0,456). 41
estimativas de |k obtiveram valores negativos e 27 valores positivasibas devido a
excessos e deficiéncias nos valores de heterosigattocalidade com maior riqueza alélica

(Ar) observada foi em Santarém, com valores médiésfealelos por loco (Tabela).
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Tabela IX — Frequéncia de alelos exclusivos (erdmases) de locos microssatélites observadddraahyplatystoma capapretuymriundos de nove localidades da Bacia Amazodnica

Brasileira.
Locos Localidades Total
Belém Santarém Manaus Tefé Tabatinga RioBranco rdapu Madeira Purus

BCO3 201 (0,083)
BCO06 318 (0,023) 310 (0,036) 306 (0,071)
BC15 322 (0,033) 312 (0,026) 334 (0,083)

338 (0,033) 340 (0,167)

342 (0,083)

BC16 150 (0,029) 146 (0,143) 2
BC18 142 (0,033) 1
BC28 175 (0,036) 153 (0,029) 179 (0,143) 3
BC30 250 (0,023) 1
BC32 139 (0,059) 131 (0,023) 145 (0,016) 143 (0,038) 4

Total 1 5 3 1 2 7 0 1 1 21
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Tabela X - indices de diversidade genéticaBdachyplatystoma capapretupara nove localidades da Amazonia Brasileira; manaenostral (N), nimero de alelos (A),
Riqueza alélica (&), heterozigosidade observadagfHheterozigosidade esperadag)Hindice de endogamia f; teste do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e

frequéncia dos alelos nulos (R).

Populacdes indices BCO3 BCO6 BC15 BC16 BC18 BC28 BT BC32 A
N 14 10 12 11 13 14 14 14
A 3 5 1 6 6 4 4 2 3,75
. Ho 0,286 0,600 i 0,818 0,692 0,714 0,429 0,143
He 0,255 0,630 : 0,752 0,627 0,533 0,533 0,133
Fis 0,120 0,048 i 0,088 0,104 0,340 0,196 0,077
HWE 1,000 0,423 : 0,492 0,053 1,000 0,169 1,000
R - - - - - - - -
N 17 17 15 17 17 17 14 17
A 4 8 3 7 6 5 6 5 5,50
, Ho 0,235 0,647 0,067 0,647 0,412 0,294 0,500 0,647
Santarém
He 0,216 0,732 0,127 0,690 0,666 0,311 0,765 0,562
Fis -0,088 0,116 0,474 0,063 0,382 0,056 0,347 -0,151
HWE 1,000 0,151 0,034 0,111 0,005 0,411 0,021 0,035
R i : i i 0,152 : 0,150 :
N 22 22 19 19 21 22 18 22
A 2 9 3 6 8 3 4 3 475
Ho 0,091 0,773 0,158 0,684 0,619 0,227 0,333 0,364
Manaus He 0,087 0,693 0,148 0,629 0,616 0,206 0,472 0,305
Fis 10,048 0,115 0,065 10,088 -0,006 0,106 0294 198,
HWE 1,000 0,844 1,000 0,749 0,343 1,000 0,102 1,000
R - - - - - - - -

Significante p < 0,006 — realce em negrito paraned significativos
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Populacdes indices BCO03 BCO06 BC15 BC16 BC18 BC28 BC BC32 A
N 27 31 27 30 31 31 27 32
A 3 8 2 7 8 3 4 3 4,75
Ho 0,074 0,677 0,037 0,900 0,452 0,419 0,481 0,656
Tefé He 0,072 0,656 0,036 0,732 0,569 0,347 0,711 0,451
Fis -0,029 -0,033 -0,019 -0,229 0,207 -0,208 0,322 56,4
HWE 1,000 0,147 - 0,990 0,013 1,000 0,004 1,000
R - - - - - - 0,133 -
N 15 14 15 15 15 14 13 15
A 2 8 1 6 6 2 4 2 3,75
Ho 0,133 0,643 - 0,667 0,467 0,143 0,538 0,267
Tabatinga He 0,124 0,691 - 0,713 0,651 0,133 0,426 0,231
Fis -0,071 0,070 - 0,065 0,283 -0,077 -0,264 -0,154
HWE 1,000 0,355 - 0,141 0,099 1,000 1,000 1,000
R - - - - - - - -
N 6 7 6 7 5 7 3 7
A 5 4 4 5 5 4 4 4 4,37
Ho 0,500 0,286 0,333 0,857 0,600 0,571 0,667 0,714
Rio Branco He 0,681 0,459 0,514 0,745 0,600 0,602 0,722 0,704
Fis 0,265 0,378 0,351 -0,151 0,000 0,051 0,077 -0,014
HWE 0,102 0,076 0,111 0,799 0,619 0,440 0,333 0,572
R - - - - - - - -
N 21 21 22 21 21 22 20 22
A 2 6 1 6 5 3 5 2 3,62
Ho 0,048 0,810 - 0,762 0,381 0,364 0,350 0,227
Rio Japura He 0,046 0,642 - 0,687 0,482 0,305 0,651 0,201
Fis -0,024 -0,261 - -0,109 0,209 -0,193 0,463 -0,128
HWE - 0,957 - 0,483 0,179 1,000 0,0007 1,000
R - - - - - - 0,182 -

Significante p < 0,006 — realce em negrito paraned significativos
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Populaces indices BCO3 BCO6 BC15 BC16 BC18 BC28 8T BC32 A
N 12 13 12 13 13 13 13 13
A 2 5 2 6 6 3 7 3 4,25
Ho 0,167 0,615 0,083 1,000 0,462 0,846 0,692 0,385
Rio Madeira He 0,153 0,660 0,080 0,734 0,683 0,541 0,751 0,322
Fs -0,091 0,067 -0,043 -0,363 0,325 -0,563 0,079 2,19
HWE 1,000 0.406 - 1,000 0.066 1,000 0.145 1,000
R - - - - 0,131 - - -
N 22 21 22 21 21 22 22 22
A 5 5 1 7 6 3 5 2 4,12
Ho 0,227 0,524 - 0,905 0,524 0,227 0,682 0,273
Rio Purus He 0,211 0,542 - 0,717 0,613 0,208 0,632 0,236
Fs -0,078 0,033 - -0,263 0,146 -0,095 -0,078 -0,158
HWE 1,000 0.519 - 0.996 0.218 1,000 0.093 1,000
R - - - - - - - -

Significante p < 0,006 — realce em negrito paraned significativos
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Estrutura populacional de Brachyplatystoma capapretum baseada em locos

microssatélites.

A hierarquica da Andlise da Variancia Molecular (BMA) para o0s locos
microssatélites, corroborando os dados observadws a regido controle do DNA
mitocondrial, continua indicando que grande parcelavariabilidade genética esta presente
dentro das localidades amostradas (Tabela Xl).ro@uwgrupamentos foram experimentados
para identificar quais localidades s&o mais rel®gna composi¢cao genética de populacao de
B.capapretum identificando assim possiveis indicios de popidac estruturadas. Os
agrupamentos“Calha / Tributarios”, “Amazbnia / Tributarios Margm Direita” e
“Amazoénia / Tributarios Margem Esquerdatontinuaram a apresentar a maior parte da
variacdo genética dentro das localidades, oAdeazonié refere-se a comparacdo com todas
as demais localidades (dados ndo amostrados). d@pntuagrupamentoAmazénia / Rio
Brancd mostrou significativos valores entre as localieed11,49%), dentro dos grupos

arquitetados (2,06%) e dentro das localidades aauzs (86,45%) (Tabela XIlI).

Tabela XI — Analise Global da Varidncia Molecula Brachyplatystoma capapretupara agrupamentos das

localidades Amazobnicas.

Fonte da Soma dos Componentes da Porcentagem da
variacao quadrados variacao variacao
Entre localidades 30.846 0.06233 3.38 %*
Dentro das localidades 535.868 178.260 96.62 %*
Total 566.714 184.493 100%*

indice de fixacaabsr: 0.03378

*Valores significativos (P<0,05)
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Tabela XIl — Andlise da Variancia Molecular @achyplatystoma capapretupara agrupamentos entre a
localidade do rio Branco e os demais sitios amdstr@dmazonia.

Fonte da Soma dos Componentes da Porcentagem da
variacao guadrados variacao variacao
Entre localidades 7.637 0.23690 11.49 %*
Entre localidades dos grupos 23.209 0.04229 2.06 %*
Dentro das localidades 535.868 1.78260 86.45 %*
Total 566.714 2.06180 100%*
indice de fixagdo®sr 0.13542
®sc 0.02318
®cr 0.11490

*Valores significativos (P<0,05)

Distancia Genética e analises de fluxo génico corade em marcadores microssatélites.

Com base nos indices dg; apenas a localidade do rio Branco foi significatente
diferenciada das localidades de Belém, Manaus,tifgaa Rio Japura e Rio Purus. Segundo
Wright (1951) valores desk que variam entre 0 a 0,05 indicam pouca difergacigenética,
0,05 a 0,15 indicam moderada estruturacao, 0,13%ato nivel de estrutura populacional e
valores maiores que 0,25 refletem um elevado nieldiferenciacdo entre populacdes
comparadas. Logo, os valores @g indicam moderados niveis de diferenciacdo genética
significativos com valores P< 0,0013 e exibindoxbainimeros de migrantes entre essas
localidades (Tabela XIil). Altos valores de migesforam observados entre as localidades
da calha do Rio Amazonas quando comparadas aas sithostrados nos tributarios

amazonicos.

A inferéncia do numero de possiveis populacdesemtiss e o nimero ddusters
mais verossimeis indica que o valor&l€ = 3 melhor reflete a realidade das amostras (p =

21.416.455). Contudo, os padrbes apresentados Aficogrde barras do programa
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STRUCTURE indica que as populacdes Rleapapretumsdo compostas por trés grandes

constituintes genéticos em panmixia (Figura 7).
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Tabela XllI — Valoresbg, par a par (valores inferiores) e numero de migsaftalores superiores) paBaachyplatystoma capapretuprovenientes de nove localidades da

Amazonia Brasileira.

Belém Santarém Manaus Tefé Tabatinga rio Branco ridapura rio Madeira rio Purus
Belém 11,58469 298,79300 21,06251 inf 3,83333 inf inf 18,90925
Santarém 0.04137 16,42312 inf 11,36151 12,50073 13,36322 28,50592 13,71274
Manaus 0.00167 0.02955 28,47113 inf 3,08436 120,38763 11,73721 26,85934
Tefé 0.02319 -0.00449 0.01726 14,84636 7,78030 22,02501 19,82802 16,62940
Tabatinga -0.01572 0.04215 -0.01267 0.03258 2,92628 68,11623 12,20543 214,54898
rio Branco 0.11538* 0.03846 0.13949* 0.06038 0.14593* 2,67686 8,04966 4,35201
rio Japura -0.00102 0.03607 0.00414 0.02220 0.00729 0.15739* 19,77282 31,85949
rio Madeira -0.00050 0.01724 0.04086 0.02460 0.03935 0.05848 02466 16,80490
rio Purus 0.02576 0.03518 0.01828 0.02919 0.00233 0.10305* 0.01545 0.02889

*Valores significativos apés correcdo de Bonfer(&ai0,0013)! nf — Valores de fluxo que tendem ao infinito.
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Figura 7 — Andlise Bayesian@ara estimativa de niamero de populacdesBdrhyplatystoma capapretum

grafico de barras gerado pelo programa STRUCTURE.
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Figura 8 — Probabilidade estatisticeK] determinante para nimero de populacdes exist&teom base
no programa HAVESTER STRUCTURE.
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Discussao

A extensdo do fluxo génico para espécies migradoode ser reduzida mediante a
influéncia antropica, como sobreexplotacdo dosrsesunaturais, desmatamento, deplecéo de
cardumes-alvo e construcdo de hidrelétricas pas dnergéticos (Santos 2008). Medir a
diversidade genética dentro de grupos de organigme®xibem drasticos niveis de variacao
auxilia a manter a integridade populacional ou megjcar o grau de segregacdo entre as
populacdes constituintes (Frankhamt al 2004). Espécies como as do género
Brachyplatystomasdo comumente explotadas para fins comerciaisyeo ppde acarretar
queda da diversidade genética desses recursosgioede seus estoques naturais ao médio e

longo prazo caso nao haja medidas de conservapan&o elaboradas em execucéo.

Das sete espécies de bagres que compde este dgéramioyplatystoma capapretum
seria a espécie com maiores deficiéncias de infgiewm vista a dificil identificacédo
morfolégica comparada com seu grupo irm8vachyplatystoma filamentosunEmbora
Huergo et al (2011) tenham apresentado o primeiro trabalho laede os niveis de
variabilidade deB.capapretume B.filamentosum associados as estimativas de captura,

nenhuma descri¢cdo sobre estrutura populacionBlaipapretune relatada na literatura.

O estado de panmixia € relatado para algumas espi#eipeixes amazonicos (Galletii,
2009; Santost al,2007; Batalha 2009; Machado 2009) e as variawelsentais séo relatadas
pelo fato de auxiliar na dispersao dessas espétspgcies de peixes migradores, como as do
géneroBrachyplatystomacomumente apresentam comportamento panmiticidales suas
longas rotas reprodutivas. Para a dourddlao(iseauxi e piramutabaR.vaillantii), estas

representam um grande e Unico estoque dentro i@ Aa@zonica, usando os tributarios de
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forma homogénea (Batista, 2010; Formiga-Aquino,42@odrigues, 2009). Porém, outros
bagres do género apresentam padrdes de dispefs@ndiados, como paraBfilamentosum
(Huergo, 2009) eB.platynemum(Orrego, 2012). A piraibaB(filamentosum apresenta
tendéncias de segregacao por tipos de aguas (gsclas e brancas), fazendo destas nao
apenas recursos abundantes, mas unidades de rddesgaciadas nos rios amazoénicos. Para
o babao B.platynemur)) as peculiaridades do Rio Madeira parecem reptaésama barreira

ao fluxo génico entre populacbes a Montante e anleisde suas cachoeiras. Assim foi

proposta sua estrutura populacional baseada nestsatiras geoldgicas.

Lundberg e Akama (2005) sugerem que a distribud@d.capapretumabrange
somente rios amazo6nicos de agua branca e acimatalaltmétrica de 200m acima do nivel

do mar. Contudo alguns exemplares sédo encontraddsbeitarios de agua preta e clara.

Identificagéo Molecular

O uso da regiao controle do DNA mitocondrial mastgue este pode ser um
marcador potencial para identificacdo de individuGs diferentes perfis gerados nos
alinhamentos de 500 pb da regido controle podsibikh correta discriminacdo das amostras
classificadas comdrachyplatystomaspp. Este pequeno sitio discriminante também foi
utilizado por outros autores para identificacdo enolar de espécies d&achyplatystoma
(Batista e Alves-Gomes, 2006; Formiga-Akino, 20Rddrigues, 2009; Batista, 2010; Huergo
et al, 2011; Orrego, 2012). Contudo, além da existédeiaum grande numero de sitios
discriminantes nesta regido, a presenca de vanub®s sitios que ainda compartilham
similaridades genéticas entre drachyplatystomaidentificados, resultaram em um

cladograma pouco resolutivo quando baseado no méteighbor Joining
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As porcentagens relativas a identificacdo molecukarelam que a verdadeira
composicao de espécies capturadas como “pirailtata@postas por cerca de 52,7% por
B.filamentosum 39,17% porB.capapretume 8,13% por demais bagres pimelodideBs (
rousseauxii, Bplatynemune B. vaillantii). Essas identificacbes baseadas em 194 amostras de
Brachyplatystoma. smpresentam proporcdes similares aos apresentasoduygrgoet al
(2011), ao relatarem que das 337 amostras corieadas e identificadas também como
“piraiba”, compunham aproximadamente 33% de exa@plade B.capapretum
comercializadas comB.filamentosumentre os anos de 1998 e 2008. Os menores valores
observados paid.capapreturmo presente trabalho, logo corroboram a hipotestadespécie

possuir uma menor cobertura populacional.

Variabilidade Genética (Dados Haplotipicos)

B.capapretumapresentou um total de 75 haplétipos, sendo 5Bfiyaps Gnicos e 17
haplotipos compartilhados (Tabela I1). A distrithocdestes haplotipos foi abundante em
quase toda porcdo da calha do Rio Amazonas. A msadfistribuicdo desses haplétipos
pode ser explicada pelo sentido da migracdo dessécie nos rios da Amazonia, onde
possivelmente utilizam as por¢cdes das areas exisaromo bercarios e a calha principal para

acesso aos diversos tributérios (Barthem e Gould®@8; Batista e Alves-Gomes, 2006).

A localidade do Rio Branco apresentou os menorawmenss de haplotipos e
haplotipos Unicos. Esse resultado pode estar askpeo baixo tamanho amostral obtido.
Dentre os 17 haplétipos compartilhados, sete eraimrse em regides estuarinas (Belém) e
oito em regides nas proximidades ao estuario (8anj)a De forma geral, a frequéncia de

haplotipos compartilhados € similar nas demaislidedes, com pelo menos sete alelos
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compartilhados por localidade. Tefé e o Rio Jampgesentaram os maiores valores de
haplétipos unicosHU). Esses indices de diversidade séo indicativagpudesssas localidades

agregam alto nivel de miscigenacéo entre os indbgdie piraiba negra.

Dentre os integrantes do gén@&chyplatystomaos menores indices de diversidade
genética proporcionalmente foram observados BatapapretumEm contraste aos dados
obtidos de Huerget al (2011), o numero de haplétipdd)(e a diversidade haplotipiceD)
obtiveram discretos aumentos, muito provavelmemtddd ao numero amostral. Contudo
outros valores de diversidade genética, como argideele nucleotidican), apontam a

delicada situagéo d& capapretundiante das demais espécies do género.

Segundo Machadet al (2008), pelo menos sete espécies de agua dodkeibagssao
apontadas como pertencentes a classe de peixegamiosade sobreexplotagdo, como: o
pirarucu @Arapaima gigay tambaqui Colossoma macropomyjro jaraqui §emaprochilodus
taeniuruse Semaprochilodus insignis piramutabaBrachyplatystoma vailan)ii a dourada
(Brachyplatystoma rosseauxi o jau Zungaro zungarp Quanto aos indices de diversidade
nucleotidica ) observados em um panorama global, indicam valsmeslares aos de
espécies vulneraveis, largamente citadas por listaketoras da fauna ameacada (Tabela

XIV) (Fergussoret al (2009); Machadet al (2008).

Ainda em uma diagnose dos dados de diversidadee eloitalidades para
B.capapretumos altos valores de hapl6tipds$) (e diversidade nucleotidica)(observados na
calha do rio Amazonas, no rio Japurad e em Tefé pddeapenas estar associado ao maior
namero de exemplares, mas aos perfis de distriesigfara a espécie. Segundo Batista

(2010), a douradaB(rousseaux)iapresenta uma grande diversidade a montantegdeo rée
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Tefé, onde individuos maiores sdo comumente erextodr Este perfil de distribuicdo indica
que individuos maiores passam a residir nesta8aggiara alimentacao, pelo menos apos sua
primeira desova (2 anos de idade). Poucos indigidleo dourada menores que 80 cm séo
encontrados fora das regides estuarinas, reforcanddeia de poucos representantes

retornarem ao estuario em um novo ciclo reprodyttonso 2002).

De acordo com as médias furcais obtidas durantapsura dos exemplares de
B.capapretumindividuos menores que 70 cm sdo comumente amacmst nos tributarios. Os
maiores exemplares de filhote foram observadosiassapura, Jurua (dados ndo amostrados
no estudo populacional) e na porcédo de Tabatiogastcom médias maiores de que 100 cm.
A proximidade nos comportamentos reprodutivos eestas espécies de bagres sugere uma
distribuicdo similar deB.capapretunnas localidades a Jusante de Tefé. A alta divasid
haplotipica também observada nas regides do est(Belém e Santarém) reforca a ideia
destas areas serem abrigo para juvenis e pré-adottmpondo provavelmente individuos de
2 a 3 anos de idade oriundos de diversos tribwéBatista e Alves-Gomes, 2006; Barthem e

Goulding, 2007).

Variabilidade Genética (Dados Microssatélites)

Para melhor caracterizar geneticamente as popuwagatirais deB.capapretum
oriundas de nove localidades, oito locos microfitegéforam selecionados com base em sua
eficiéncia de amplificacdo, nimero de alelos eilpddg genotipagem (Capitulo 1). Alelos
nulos foram sugeridos para dois locos (BC 18 e B Entretanto, apenas em poucas
localidades foram sugeridos a presenca deste td€feintarem, Tefé e Japura), nédo

comprometendo as andlises posteriores. Alelos rafloscaracterizados como a ineficiéncia



69

da amplificacdo de um dos alelos em um dado sjtiando este sofre algum tipo de mutacao
na regiao de anelamento dasmers (Wagneret al, 2006). Como a presenca de alelos nulos
pode afetar diretamente na presenca de heterogigotd®anco de dados, provavelmente os

desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg podem s#nddos a este fator limitante.

Entre os oito locos analisados, foram observadaaél8s totais sendo 21 exclusivos.
A estimativa de alelos exclusivos pode ser utikzatliretamente para inferir fluxo génico
entre localidades, onde as mais estruturadas teademum maior nimero desses alelos por
mutacdes. Este pressuposto é corroborado pelasemn@bsteriores de estrutura populacional,
na qual apontou o rio Branco com um maior numeraléés exclusivos (7 alelos). Os
indices de diversidade genética Bncapapretumbaseado em locos microssatélites exibem
0S menores valores quando comparado a outrosf&ilngs sobreexplotados, sendo apenas
maiores que enB.platynemum no qual um menor numero de locos microssatélites
heterélogos foi utilizado. Espécies extensamentaecoalizadas, ou com algum risco de
vulnerabilidade dentro dos critérios das listasedpécies ameagadas geralmente exibem
baixos valores de # critério utilizado para mensurar a diversidadeégiea entre espécies
(Caballeroet al, 2010).B. capapretumportanto revela em seus locos microssatélites uma

baixa variabilidade (A-4,91) (Tabela XV).

Estrutura populacional (Dados Haplotipicos)

Os valores negativos e nao significativos do tekteneutralidade D de Tajima
sugerem que a regiao controle do DNAmt nas popefaci®B.capapretumevoluem sem
pressodes seletivas. Contudo, os valores signimsfpara o teste de expansao de Fu indicam

que todas as localidades, com exceg¢ao do rio Brg@assam por uma expansao populacional



70

recente. Enquanto que o teste D de Tajima compaaes entre os sitios polimorficos e
diversidade nucleotidica (Tajima, 1989), o testel&su (Fu, 1997) baseia-se em estimativas
de 0 (theta) para inferir a diversidade genética. Vaanegativos podem ser interpretados
como excesso de mutacdes, caracteristico em pdgslaam expansdo. Logo, populacdes
com um rapido crescimento populacional tendem aomaalimulo de mutacdes (Rogers e

Harpending, 1992).

As diferencas nucleotidicas par a parigmatch distributionforam utilizadas para
contrastar os dados de expansdo observados noReste Fu. Considerando todas as
localidades, o perfil do grafico para as diferenuasleotidicas indica que de forma conjunta,
todas as localidades passam por uma estabilidgudgomonal. Contudo, apenas os graficos
da localidade do Rio Madeira e Rio Purus apreseptrdes unimodais, indicando expansao
populacional. Obviamente, este padrdo pouco regolantre as analises pode ser explicado
pela quantidade de localidades amostradas, ondsendbserva um Unico padrao entre estas.
Padrdes similares foram observados na andlise @opohl do tambaquiGQolossoma
macropomur onde a Bacia Amazonica e a Bacia Boliviana obdine padrbes opostos

guando analisadas separadamente (Santos 2009).

O teste hierarquico da Analise da Variancia MolechMOVA) foi utilizado para
testar a panmixia entre todas as localidades dgnéisancia dos tributarios em relagdo a
diversidade genética total d&capapretum Andlises apriori indicaram que uma maior
parcela da diversidade genética observada Beoapapretumesta contida dentro das
localidades (96,58%), e uma pequena fragdo entlecaBdades (3,42%). Os agrupamentos
mais significativos foram compostos por dois tribitts da margem direita do rio Amazonas

(rio Purus e rio Madeira). O registro de um baiXomero de migrantes nessas localidades
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corrobora esses agrupamentos. As estimativas§@nalogo ao &) indicam que o rio Purus
apresenta um alto grau de estruturacdo com relgdocalidades de Santarém e Tabatinga

(Fst0,1697 e 0,2025).

Contudo, a analise Bayesiana do programa BAPS dhB 0 possivel nimero de
populacdes obtida a partir da matriz de dados 8éss&quéncias, indica a presenca de trés
grande<clustersque compartilham material genético dentro das hosaidades amostradas.
Nos padrbes da arvore de haplétipos e nas analilesando oito locos microssatélites
polimorficos também pode ser observado trés grarmgsipamentos compostos por
individuos de todas as localidades. Esses comg#gligenéticos podem ser compostos por
individuos de diferentes “coortes” ou faixas e®rimmovendo-se em periodos temporais
diferentes durante a migracdo. Se uma grande patgdoreprodutores dB.capapretum
maiores que 65 cm realmente ndo voltam ao tritutarmazoénico, esses trés grandes
agrupamentos podem ser explicados pela formacdcesleoortes, que ao longo do tempo
foram miscigenadas pelas larvas oriundas destamasesortes. Ao retornarem ao estuario e
alcancarem a idade reprodutiva, possivelmente poskerdispersar de forma aleat6ria em

outros tributarios, quando aptas ao recrutamento.

Estrutura populacional (Microssatélites)

Os niveis de diversidade genética eBicapapretum relativo a oito locos
microssatélites revelaram agrupamentos signifioatiy quais ndo foram discriminados pela
regido controle. Diferentes niveis de estruturautaaponal podem ser revelados com base nas
taxas mutacionais entre marcadores diferentes. dabgjua regido controle possui taxas

evolutivas 4 a 5 vezes maior as demais regides @wonga mitocondrial, regides
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microssatélites apresentam taxas mutacionais dariemtre 16 e 10° (Tarbelet, 1996;
Ferreira e Grattapaglia, 1998). O perfil de heraimgmente a essas regibes também pode
influenciar nas resolucdes obtidas. Herancas exelm&nte maternas podem comumente
mascarar estruturas populacionais, “solubilizand®’niveis de variabilidade genética. Em
contrapartida, microssatélites possuem herancantiodate, fornecendo um maior conteudo

informativo por loco génico analisado.

Keeney (2005) estimou a estrutura genética do &iob@&archarhinus limbatusem
bercarios continentais do noroeste do Oceano AttanGolfo do México e Caribe pelo uso
da regido controle do DNA mitocondrial e oito locwscrossatélites evidenciando clara
estruturacdo por ambos os marcadores em nove iostcBiferenciacbes decorrentes por
microssateélites foram limitadas em regides do GdiloMéxico devido a altos niveis de
homogeneidade genética. Para populacbes de espéug@adoras, como 0s bagres
amazoénicos, abordagens com multiplos marcadoresnp@dixiliar e ampliar a visao sobre a
dispersao desses organismos nas diversificadaasb&teydenet al (2010) verificou a baixa
variabilidade da regidao controle do DNA mitoconden grupos de peixeblerluccius
paradoxuscoletados em vérias localidades da Africa Austrafriza do Sul, observando uma
fraca estrutura populacional e reconhecendo a sideel® do uso de marcadores com

evolugcdo mais rapida, como os marcadores micrdisegté

Nas andlises de grupos hierarquicos significatipddOVA), além da maior parte da
variacdo genética estar presente dentro das ledakd e minoritariamente entre estas,
agrupamentos significantes entre o Rio Branco edesiais pontos de coleta foram
identificados. Um total de 11,49% da variabilidageética compunha esse arranjo. Baseados

na significAncia estatistica d®s, moderados niveis de estruturagdo também foram
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evidenciados entre o Rio Branco e as localidadd3ettem, Manaus, Tabatinga, Rio Japura e
Rio Purus, assim como um baixo numero de migrafiteg). O grafico de barras do
STRUCTURE 2.2 revela novamente que o numerclagtersmais verossimil seria igual a

trés, apontando para a probabilidade de todosdoddinos compartilharem material genético.

Distribuicéo

O estado de panmixia pode ser apontado Parapapretumcontudo € incontestavel
também a importancia de trés grandes tributariazéanicos para manutencao da diversidade
desta espécie migradora. O atual perfil de disgémideB.capapretumpode estar associado
as graduais mudancas geoldgicas que os sistem@asohidofreram no passado. O género
Brachyplatystomagpossui ampla distribuicdo nos canais de rios Amiap8, abrangendo a
bacia do Orinoco, Bacia Amazonica e bacias hidfag®das Guianas (Barthem e Goulding,
2007). Nenhum registro fossil confirma a presergsBilachyplatystoma oeste ou norte dos
Andes. O subgénerMalacobagrus que abrange as espécies mais exploradas de bagres
migradoresBrachyplatystoma vaillanti{dourada) Brachyplatystoma filamentosugpiraiba)

e Brachyplatystoma capapreturfpiraiba negra), datam de 12,8 a 13 milhfes des,ano
juntamente com uma antiga espécie extinta de bagrominado Brachyplatystoma

promagdalenglLundberg, 2005).

Uma suposta rota maritima mantinha as bacias Anegd@rinoco e Parana-Paraguai
interconectadas (Carolsfed al, 2003). No final do Mioceno (10-3,5 M.A) o soeng&nto
dos Andes deu fim as incursdes marinhas, isolana@modo Caribe e o oceano Pacifico do
resto da porgédo noroeste da Amazonia (Hadral, 2010). Um grande sistema lacustre pode

ter sido formado até o Plioceno (5,2 M.A), tornapdssivel o contato entre diversas espécies
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de peixes, muitas de origem marinha (Marroig e @arg, 1997). Outras areas da Amazonia
também puderam ser cobertas pelas diversas insunsée@nhas devido ao aumento no nivel
do mar no Pleistoceno (1,7 M.A) e o atual sentidorid Amazonas estabelecido com o

fraturamento do arco tecténico do Purus ha oitb@es de anos (Lundbeeg al, 1998).

Posteriormente, mudancas extremas nessa paisagkm per limitado a distribuicéo
de muitas comunidades bioldgicas, inclusive as lagpes deB.capapretumde um grande
ambiente lacustre para areas fluviais mais limgaé@esar das escassas informacdes sobre o
periodo relativo a diferenciacdo enBdilamentosume B.capapretume dificuldades para
calibracdo do relégio molecular, um ancestral conpaie ter se distribuido amplamente no
que antes seria um proto-Solimdes. Em consequédisiso, B.capapretumteria sua
abrangéncia parcialmente restrita a rios de aguascés eB.flamentosumexpandir-se-ia

posteriormente em rios de agua clara e preta.

Outra explicagdo para a moderada estruturacdo w@aseremB.capapretumesta
contida na origem dos sedimentos carreados pos @ste Os agrupamentos significativos
apontados pelos marcadores moleculares no rio PaouMadeira e rio Branco carregam
sedimentos oriundos de estruturas geoldgicas @istirD rio Branco (584 km) € o maior
afluente do rio Negro e carrega sedimentos oriuddssescudos cratdnicos das Guianas. Por
este motivo é erroneamente classificado por sestidoilo por aguas “semi-brancas”.
Contudo, em periodos de seca, poucos sedimentaag&gados, apresentando baixos teores
de nutrientes. Suas propriedades quimicas aproxiseamais dos rios de agua clara, sendo

assim classificado (Jurek al, 2011).
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Os cardumes migradores Becapapretuntendem a transpor uma extensa parcela de
agua preta proveniente do rio Negro (aproximadaen80 km), antes de acessar as aguas
claras do rio Branco. Esse “conflito” na transpasigem tipos de agua quimicamente
diferentes pode fazer com que apenas pequenosnuasdmais seletos dB.capapretum
acessem essas localidades. Em contrapartida, osesgds andinos em suspensao que se
depositam em grande volume no rio Purus e rio Madgtilizola e Guyot, 2011; Rios-
Villamizar, 2013), fazem destes tributarios, umél sareferéncia na rota de migracdo para
alguns individuos destes bagres. De fato, pouabgituos deB.capapretunsao encontrados

nas porcdes do médio e alto rio Negro ou em otrtitmgtarios de agua clara.

Medidas de Manejo paraBrachyplatystoma capapretum

A Uni&o Internacional para Conservacao da Natuf@aN) reconhece a diversidade
genética como um dos fatores chave para manutetgdmodiversidade no planeta, assim
como a manutencdo dos processos ecoldgicos esustmtavel da diversidade de espécies e
ecossistemas. A caracterizagdo genética e resoldedincertezas taxondmicas sdo as
primeiras etapas na adocdo de planos de manejcmities ameacadas. Assim, populagdes
naturais caracterizadas geneticamente sao comurdehiritadas dentro de unidades de
manejo. Conforme sdo designados os niveis hiecogude uma populagdo e suas
significancias na variabilidade da espécie, maslehss 0s conceitos se apresentam. Contudo
alguns conceitos sao difundidos na literatura mhisignar populacbes para unidades de
manejo como; Entidades Biologicamente SignificaivéEBS), Unidades Evolutivas
Significativas (ESU), Unidades de Conservacao (EWnidades de Gestdo (MU), (Ryder,

1986; Moritz 1999; Crandad#it al, 2000; Frankham, 2008; Fuekal, 2012).
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Delimitacdo de planos de manejo para espécies dugaa como as do género
Brachyplatystoma&orna-se uma tarefa complexa, uma vez que esgasismos distribuem-se
em habitats diversificados (varzea, igapos, tribtasde a calha principal), em espacos
temporais distintos (cheia e vazante) e entre pdiisateiricos (Bacia Amazonica e Orinoco,
Parana-Paraguai) (Barthem e Goulding, 1997; Bartbedoulding, 2007; Fabré e Barthem,

2005).

O status sobre a estrutura genética e distribuid@e®.capapretumaté o presente
estudo era desconhecido. As analises de diversigadética apontam que dentro do
subgéneroMalacobagrus constituinte deBrachyplatystoma B.capapretumapresenta 0s
menores indices de variabilidade. Com base nossdael@strutura populacional, é razoavel
interpretar qudd.capapretumapresenta uma grande e Unica populacdo migractorapaixa
densidade de individuos. Contudo, dentro de sua &g abrangéncia os tributarios
amazonicos devem ser tratados de forma difereneiadam futuro plano de manejo para a
referida espécie. Em particular, o rio Branco,c0Rurus e o rio Madeira agregam individuos

com importantes componentes genéticos na manutelogdstoque como um todo.

Sua importancia comercial continua significativargm o efeito da pesca sobre sua
densidade populacional ainda ndo pode ser menswaduista que esta espécie compartilha
sua pesca cof.filamentosune nenhum esfor¢o de discriminacdo é adotado noti@wveento
dos dados de estatistica pesqueira. O alerta depssiza parB. filamentosunsugerido por
Petrere Jet al (2004) repercute no futuro das populagdes natdestiscapapretumem vista
gue tecnicamente ndao se conhece verdadeiramentajah das duas espécies é exercida

maior pressao das frotas pesqueiras.
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Outros fatores como a deplecéo dos recursosiobssnutilizados poB.capapretum,
a queda no numero de presas para esta espécmrgaticdo natural no forrageamento entre
B. capapretune B. filamentosumsao variaveis que devem ser consideradas na adieca
medidas conservacionistas. A estrutura e a divaisidgenética revelada neste trabalho
representam o marco inicial para comparacdes fiwa niveis de variabilidade ndo s6 em
B.capapretummas também em futuros trabalhos envolvendo asidedspécies do género

Brachyplatystoma
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Tabela XIV - Lista de peixes mundialmente comeizaalos segundo grau de significAncia e parametaivéérsidade genética da regiao controle do DNAmtnamero amostral, H- nimero de

haplétipos, HD- diversidade haplotipica, HU- hajpld$ Gnicos, S- sitios polimérficos e R){diversidade nucleotidica.
Grau de .
significancia Organismo Nome popular N Tamanho (pb) HD HU S Pl (r) Autor
Tandanus tandanus Peixe cauda de enguia 240 408 26 0,842 25 36  0,0210 Rourke e Gilligan (2010)
Brachyplatystoma vaillantii Piramutaba 100 942 92 0,999 87 58 0,0159 FormigaeAiR004)
Brachyplatystoma vaillantii Piramutaba 149 942 141 0,997 134 64  0,0137 Rodsi(RE09)
Brachyplatystoma filamentosum Piraiba 225 914 130 0,987 96 68 0,0118 Huetga, 2011
Siluriformes Brachyplatystoma capapretum Piraiba negra 112 913 53 0,951 40 34  0,0041 Hustrgb 2011
sobreexplotados
Brachyplatystoma rouseauxii Dourada 45 1037 31 0,933 27 54  0,0079 Batista esA@omes (2006)
Brachyplatystoma rouseauxii Dourada 652 911 301 0,979 240 134 0,0089 Bati§thQR
Brachyplatystoma platynemum Babao 216 663 66 0,915 47 45  0,0076 Orrego (2012)
Brachyplatystoma capapretum Piraiba negra 186 914 75 0,939 58 45  0,0034 Presesstudo
Arapaima gigas Pirarucu 139 1204 34 - - 44 - Hrebetkal (2005)
. Colossoma macropomum Tambaqui 45 1077 44 0,999 43 72 0,0120 Sagitas(2007)
Espécies em
sobrepesca Colossoma macropomum Tambagqui 537 1561 444 0,998 400 228 10,0124 Sapapo]
Semaprochilodus insignis Jaraqui escama grossa 249 1148 121 0,961 43 1251190,0 Batalha (2009)
Cetorhinus maximus Tubaréo elefante 62 550 6 0,720 - - 0,0013 Hoelizal (2006)
Especies Carcharodon carcharias Tubaréo branco 94 842 31 0,877 14 51  0,0085 Blewal(2012)
ameacadas
Galeorhinus galeus Tubarédo-vitaminico 116 1068 38 0,920 37 36 0,0071 habot e Allen (2009)
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Tabela XV — Lista de peixes mundialmente comemaalos segundo grau de significancia e parametrds/desidade genética em locos microssatélitesiliiero amostral, Ariqueza alélica,

Ho- Heterozigosidade observadas-Hieteroziogosidade esperada.

Grau de significancia Organismo Nome popular N Loce AR Ho He Autor
Tandanus tandanus Peiéengitfa de 821 8 3,78 0,55 0,57 Rourke e Gillian (2010)
Pseudoplatystoma corruscans Pintado 223 7 8,83 0,56 0,7 Peraital (2009)
Pseudoplatystoma reticulatum Cachara 52 7 4,91 0,33 0,49 Abedal (2009)
sosbi:légl;opflgtzsdos Brachyplatystoma vaillantii Piramutaba 161 6 9,208 0,78 0,75 Rodriguest al (2009)
Brachyplatystoma rouseauxii Dourada 483 8 11,3 0,59 0,61 Batista (2010)
Brachyplatystoma platynemum Babao 169 6 4,21 0,42 0,49 Orrego (2012)
Brachyplatystoma capapretum Piraiba negra 164 8 4,31 0,43 0,45 Presente estudo
Arapaima gigas Pirarucu 561 7 4,3 0,65 0,56 Araiptal (2013)
Colossoma macropomum Tambaqui 604 12 21,41 0,72 0,77 Santos (2009)
Espécies Paracheirodon axelrodi Cardinal 294 6 7,7 0,66 0,73 Assuncéo (2006)
sobreexplotadas
Piaractus mesopotamicus Pacu 60 6 3,58 0,61 0,55 Posthal (2011)
Symphysodon spp Acara 336 11 50,04 0,43 0,46 Amado (2008)
Brycon insignis Piabanha 208 5 7,18 0,85 0,78 Matsumoto e Hild@®®9)
Carcharodon carcharias Tubaréo branco 97 6 7,16 0,67 0,68 Bloekal (2012)
Espécies ameacadas Galaxiella pusilla Eaf;t;g‘xi[;‘garf 198 11 29 04 0,39 Colemanal (2010)
Aplochiton taeniatus Aplochiton 456 13 11 0,37 0,511 Vanhaeckeet al (2012)
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Conclusbes gerais

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Para estimar a variabilidade genética Becapapretum o referido trabalho
disponibilizou um kit biotecnoldgico na forma del@dosmicrossatélites (Capitulo I).
A amplificacdo heteréloga resultou em 22 locos #matios e polimorficos em pelo
menos uma espécie do génBrachyplatystoma

Inesperadamente, os trés locos monomorficos Batapapretum(BC17, BC31 e
BC34) mostraram-se polimorficos em quase todas sgéces do género
Brachyplatystoma

Com base na regido controle do DNAmt (186 indivedaom 914 pb) e oito locos
microssateélites (164 individuos), foi possivel tav@ atual variabilidade genética da
espécie, assim como o atual perfil de sua disg@minos rios Amazonicos Brasileiros.
Nenhuma correlacdo entre distancia genética endistggeografica foi observada,
assim como um alto nimero de migrantes foi detectaudre as localidades da calha
do rio Amazonas.

Com base na regido controle do DNAmt foi evidergiactha tendéncia de estrutura
genética entre as demais localidades e os tribstdd margem direita amostrados (rio
Purus e rio Madeira), assim como um baixo numerondgrantes e valores
significativos na AMOVA (Analise da Variancia Moldar).

Um agrupamento segregante foi observado em umtdribuda margem esquerda do
rio Amazonas (Rio Branco), evidenciado apenas pakrsadores microssatélites.

A piraiba preta Brachyplatystoma capapretymrepresenta um Unico estoque
panmitico nos rios Amazoénicos, com tendéncias degagdo em tributarios da
margem direita (Rio Madeira e Rio Purus) e tridotida margem esquerda (Rio

Branco), provavelmente utilizados para reproducalngentacao.
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Apéndice A

Distribuicdo dos 75 haplotipos de  Brachyplatystoma capapretum com base em

914 pb da regiao controle do DNAmMt em nove localida  des Amazonicas.
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Regides
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Continuacao...

Regides
Hapldtipos Belém Santarém Manaus Tabatinga Tefé Madeira Purus Japurd Rio Branco Total
(11) (15) (16) (11) (18) (12) (12) (20) (07)
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