UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS — UFAM
PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-GRADUACAO
EM BIOTECNOLOGIA

DESVENDANDO PROCESSOS ATUAIS E HISTORICOS DOS
PEIXES MIGRADORES E SEDENTARIOS: UMA ABORDAGEM
GENOMICA, FILOGEOGRAFICA E GENETICO-
POPULACIONAL ENTRE AS BACIAS DO ORINOCO E
AMAZONAS

JOSE GREGORIO MARTINEZ

MANAUS
2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM
PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

JOSE GREGORIO MARTINEZ

DESVENDANDO PROCESSOS ATUAIS E HISTORICOS DOS
PEIXES MIGRADORES E SEDENTARIOS: UMA ABORDAGEM
GENOMICA, FILOGEOGRAFICA E GENETICO-
POPULACIONAL ENTRE AS BACIAS DO ORINOCO E
AMAZONAS.

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacgdo
em Biotecnologia da Universidade Federal do
Amazonas, como requisito parcial para a obtengéo
do titulo de Doutor em Biotecnologia, area de
concentracgdo agroflorestal.

Orientadora: Dra. lIzeni Pires Farias
Co-Orientador: Dr. Tomas Hrbek

MANAUS
2015



Ficha Catalografica

Ficha catalogréfica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Martinez, José Gregério
M385d Desvendando processos atuais e histéricos dos peixes
migradores e sedentérios: uma abordagem gendmica,
filogeografica e genético-populacional entre as Bacias do Orinoco e
Amazonas / José Gregorio Martinez. 2015
211 f.:il. color; 31 cm.

Orientador: Izeni Pires Farias

Coorientador: Tomas Hrbek

Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Universidade Federal do
Amazonas.

1. Amazonas/Orinoco. 2. Conectividade. 3. Filogeografia. 4.
Genbmica/genética da conservacao. 5. Ictiofauna. I. Farias, 1zeni
Pires Il. Universidade Federal do Amazonas lll. Titulo




A minha mae, irmas,
sobrinhos e noiva pela
motivacao que representaram
para nunca desistir e sempre
persistir, apesar da distancia.



AGRADECIMENTOS

A evolugdo, por ter mi permitido estar aqui e fazer de mim um instrumento para se
entender um pouco mais a si mesma.

A minha familia pelo seu apoio incondicional, especialmente & minha doce irma
Alexandra e a minha adoravel noiva Erika; nunca estive so.

A minha orientadora Izeni Pires Farias por acreditar em mim e nas minhas capacidades
desde o primeiro dia. Ainda sem me ter conhecido, me aceitou como seu estudante e
colocou em minhas méaos sua confianga para desenvolver este maravilhoso projeto.

Ao meu orientador Tomas Hrbek pela sua confianga e sua ortodoxa forma de dizer para
mim “vocé pode fazer melhor”, sem duvida suas exigéncias foram desafios que fizeram
de mim hoje uma pessoa mais critica e perfeicionista em cada coisa que faco.

Aos meus colegas do Laboratério de Evolucdo e Genética Animal - LEGAL pelo seu
suporte técnico e moral durante o desenvolvimento desta tese; gracas a vocés a
estancia e o caminho se tornou mais facil.

Ao Laboratorio de Tecnologias do DNA (UFAM) pela ajuda técnica oeferecida durante o
desenvolviemnto de alguns experimentos de sequenciamento.

Ao Departamento Administrativo de Ciencia, Tecnologia e Innovacién — COLCIENCIAS
da Colombia pela bolsa de estudos durante o meu doutorado e por fornecer parte do
financiamento desta tese.

Ao Conselho Nacional de Pesquisa — CNPq do Brasil pelo financiamento da maior parte
desta tese.



RESUMO

Os rios Amazonas e Orinoco possuem a maior diversidade de ictiofauna do
planeta, a qual é estimada entre 1300 - 3000 espécies de peixes. Grande parte desta
diversidade é compartilhada entre elas, mas a respeito ndo existem estudos robustos
que sustentem os limites espaciais, temporais e nem o modo de interacdo desta
ictiofauna entre os dois sistemas fluviais, impedindo assim definir as bases cientificas
que permitam orientar politicas para seu correto uso pesqueiro e priorizacdo de areas
de conservacdo. Com o objetivo de conhecer a histéria evolutiva e relacdes
populacionais atuais e histéricas entre a ictiofauna compartilhada para as bacias, bem
como a configuracdo espacial das suas unidades de conservagao, foi realizada uma
abordagem filogeogréafica e genémico/genético-populacional utilizando oito espécies de
peixes altamente explorados como modelo: cinco migradores (Brachyplatystoma
rousseauxii, Colossoma macropomum, Piaractus brachypomus, Pseudoplatystoma
metaense/P. tigrinum, Pseudoplatystoma orinocoense/P. punctifer) e trés sedentarios
(Nannostomus unifasciatus, Paracheirodon axelrodi e Pterophyllum altum). Para tanto,
o0 estudo foi realizado em quatro etapas, duas de criagdo de algumas ferramentas
genbmicas para as analises, e duas de aplicacdo de ferramentas genéticas e/ou
gendmicas para responder as perguntas iniciais. Primeiro, foi padronizada e
caracterizada uma metodologia para o desenvolvimento de bibliotecas genémicas para
a descoberta e genotipagem de novo de SNPs em espécies ndo-modelo. Segundo,
para verificar a reprodutibilidade e eficiéncia do método na descoberta de tags de
sequéncia, genotipagem de novo e desenho de primers em regides flanqueadoras de
SNPs, foi aplicado dito método utilizando como modelo as espécies B. rousseauxii e C.
macropomum. Terceiro, foram utilizadas sequéncias de ADNmt (Citocromo oxidase | e
Regido controle) e ADNnu (Glycosiltransferase e Cadeia pesada 6 alfa da miosina do
musculo cardiaco) para andlises genético-populacionais e filogeograficos com o
objetivo de testar a hipotese de conectividade atual e histérica entre bacias. Quarto,
foram delimitadas as unidades de conservagao (Unidades Evolutivas Significantes -
ESUs, Unidades Adaptativas - AUs e Unidades de Manejo - MUSs) incluindo novas
evidéncias como andlises multilocus (Species trees), dados ecologicos (pH e
pluviosidade) e dados gendémicos. Como resultado, obteve-se um método de
desenvolvimento totalmente compativel e eficiente na producdo de leituras em
lonTorrent PGM. O método demonstrou eficacia na descoberta de tags de sequéncia
(18772 — 22476), genotipagem de novo (268 — 398 SNPs) e desenho de primers em
regides flanqueadoras de SNPs (23 — 39 SNPs). As analises populacionais mostraram
uma forte estrutura para todas as espécies entre bacias, mas nao dentro destas (exceto
para os peixes sedentarios). Das oito espécies avaliadas, apenas P. orinocoense/P.
punctifer apresentou evidéncias de fluxo génico recente entre bacias, sendo através do
Casiquiare. Apesar disso, para todas as espécies, o ADNnu mostrou um forte
compartilhamento de grupos biolégicos entre bacias, sugerindo que a divergéncia entre
estas € recente. As analises de coalescéncia mostraram que apenas as populacdes de
N. unifasciatus do Orinoco e Amazonas divergiram no Plioceno, enquanto que o resto
das espécies divergiu no Pleistoceno. Em qualquer caso, ndo coincidindo com a
hipotese de vicariancia entre bacias, gerada pelo Arco do Vaupés no Méedio Mioceno.
As evidéncias genéticas, gendmicas e ecoldgicas permitiram delimitar ESUs e MUs,



mas nao AUs para nenhuma espécie. Na maior parte dos migradores as bacias
constituiram uma UuUnica ESU com MUs independentes (C. macropomum, P.
metaense/P. tigrinum, P. orinocoense/P. punctifer), mas s6 para B. rousseauxii e P.
brachypomus cada bacia constituiu uma ESU independente. Para os peixes sedentarios
foi observado um maior numero de ESUs comparado com os migradores, sendo que
pelo menos uma destas unidades foi compartilhada entre bacias, enquanto que outras
foram exclusivas. Este estudo demonstra que as bacias do Orinoco e Amazonas
possuiram uma conectividade historica até um passado muito recente, ao ponto de hoje
se manter esta condi¢cdo de conexdo para parte da sua ictiofauna.

Palavras chave: Amazonas/Orinoco, conectividade, filogeografia, genébmica/genética
da conservacao, ictiofauna.



ABSTRACT

The Amazon and Orinoco rivers have the greatest diversity of fish fauna of the
planet, which is estimated between 1300 - 3000 species. Much of this diversity is shared
between them, but to respect there are no solid studies to support the spatial
boundaries, time nor the mode of interaction of the ichthyofauna between the two river
systems, preventing lay the scientific justification for its correct use for fishing and
prioritization of conservation areas. In order to know the evolutionary history and current
and historical population relationship between the shared fish fauna for the basins, in
addition to the spatial configuration of its conservation units, a phylogeographic and
population genomic/genetic approach was performed using eight species of highly
exploited fish as model: Five migratory species (Brachyplatystoma rousseauxii,
Colossoma macropomum, Piaractus brachypomus, Pseudoplatystoma metaense/P.
tigrinum, Pseudoplatystoma orinocoense/P. punctifer) and three sedentary species
(Nannostomus unifasciatus, Paracheirodon axelrodi, Pterophyllum altum). For that, the
study was conducted in four stages, two for create some genomics tools for the
analysis, and two in which was applied genetic and/or genomic tools to answer the initial
population questions. First, it was standardized and characterized a methodology for
genomic libraries construction for SNPs discovery and de novo genotyping in non-model
species. Second, in order to verify the reproducibility and efficiency of the method in
sequence tags discovery, genotyping, and utility for SNPs primer design, was used
individuals of B. rousseauxii and C. macropomum as model. Third, mtDNA (Cytochrome
oxidase | and Region control) and nuDNA (Glycosyltransferase and 6 alpha heavy chain
of cardiac myosin) sequences were used to population genetic and phylogeographic
analyzes in order to test the hypothesis of current and historical connectivity between
basins. Fourth, the conservation units were defined (Evolutionary Significantly Units -
ESUs, Adaptive Units - AUs and Management Units - MUSs) including new evidence as
multilocus analysis (Species trees), ecological data (pH and pluviosity) and genomic
data. As a result, we obtained a compatible and efficient method for sequence reads
production in lonTorrent PGM. The method was effective for tags discovery (18772-
22476), de novo SNPs genotyping (268-398 SNPs) and for primer design in flanking
regions of SNPs (23-39 SNPs). Population analysis showed a strong structure for all
species between basins, but not within theme (except for sedentary fish). Of the eight
species studied, only P. orinocoense/P. punctifer showed evidence of recent gene flow
between basins, through the Casiquiare. Nevertheless, for all species, the nuDNA
showed strong biological groups sharing between basins, suggesting that the
divergence between these is recent. Coalescent analysis showed that only N.
unifasciatus populations of Orinoco and Amazon diverged in the Pliocene, while the rest
of the species diverged in the Pleistocene. In any case, there was not concordance with
the vicariance hypothesis between basins generated by the Vaupés Arch in the Middle
Miocene. The genetic, genomic and ecological evidence permitted to determine ESUs
and MUs, but not AUs to any species. In most migratory fishes, the basins constituted a
single ESU with independents MUs (C. macropomum, P. metaense/P. tigrinum, P.
orinocoense/P. punctifer), but only to B. rousseauxii and P. brachypomus each basin
were independents ESUs. For sedentary fish, was observed a greater number of ESUs
compared with migratory fishes, wherein at least one of these units is shared between



basins, while others were exclusives. This study demonstrates that the basins of the
Orinoco and Amazon possessed a historical connectivity until the very recent past, and
even today keeps this connection condition for part of their fish fauna.

Key words: Amazon/Orinoco, connectivity, phylogeography, conservation
genomics/genetics, ichthyofauna.
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1 INTRODUCAO

Com uma rede de bacias hidrograficas inigualaveis e a ictiofauna mais rica do
planeta, as bacias dos rios Amazonas e Orinoco tém na pesca uma das atividades
econdmicas mais importantes para a regido, como fonte de proteina de facil acesso
para as populacdes locais e os moradores das grandes cidades, e como fonte de renda
gerada pela venda de peixes para o consumo e pela exportacao de peixes ornamentais.
As duas bacias estdo caracterizadas pela sua alta diversidade de ictiofauna, estimada
entre 1300 a 3000 espécies de peixes (REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003), sendo
que os Caraciformes e Siluriformes representam 83% desse total (LOWE-
MCCONNELL, 1999). Os peixes dessas duas ordens sao os mais explorados pela
pesca comercial e também de subsisténcia nas bacias do Amazonas e Orinoco, sendo
que apenas 30 espécies representam 80% dos desembarques comerciais em ambas as
bacias (BARTHEM; FABRE, 2004; BARTHEM; GOULDING, 1997; NOVOA, 2002;
TAPHORN, 2003). Dentro dos peixes ornamentais, onde 25 espécies representam a
maioria de peixes exportados, a familia Cichlidae também tem um papel significante
(CHAO, 2001; FERNANDEZ-ACOSTA et al., 2008).

Um numero significante das espécies de importancia econémica é compartilhado
entre as bacias do Amazonas e Orinoco (p. e. Colossoma macropomum, Piaractus
brachypomus, Paracheirodon axelrodi, Carnegiella marthae, Nannostomus unifasciatus,
Pterophyllum altum, Fluviphylax obscurum e Osteoglossum ferreirae). Em relacdo aos
peixes ornamentais, o desconhecimento sobre a distribuicdo da diversidade genética
destas espécies pode nos estar levando a uma subestimacdo da diversidade entre
bacias, impedindo a priorizacdo dos esforcos de conservacao das mesmas. Devido a
condicdo sedentaria da maior parte destas espécies, a sua estruturacdo, adaptacao
local e posterior especiacdo se ddo em niveis mais elevados (BEHEREGARAY et al.,
2015). Por outro lado, em alguns casos de peixes migradores como em
Pseudoplatystoma orinocoense (P. punctifer) e P. metaense (P. tigrinum), ainda nao é
claro se as bacias realmente contém as duas espécies diferentes. Por exemplo, sé
recentemente as espécies P. orinocoense e P. metaense da bacia do Orinoco, foram
descritas para diferencia-las respectivamente das espécies P. punctifer e P. tigrinum da
bacia Amazonica (BUITRAGO-SUAREZ; BURR, 2007). Embora, recentes estudos em
sistematica molecular tém demonstrado um forte compartilhamento de alelos nucleares
e mitocondriais entre as espécies (CARVALHO-COSTA et al.,, 2011), sugerindo que
podem ser as mesmas. Adicionalmente, as diferencas morfolégicas entre estes pares
(P. orinocoense/P. punctifer e P. metaense/P. tigrinum) sdo minimas, e a possibilidade
de compartilhar iguais espécies entre bacias ndo €é descartado (BARTHEM;
GOULDING, 1997); mais ainda quando conexdes fluviais facilitadoras do intercambio
de individuos como o Canal do Casiquiare (ligagédo vigente entre o Orinoco-Amazonas)
se mostram como possiveis corredores zoo-geograficos e de disperséo desta ictiofauna
compartilhada (WINEMILLER et al., 2008). Portanto, se faz necesséria a determinacao
do grau de relacdo demografica e conectividade da ictiofauna compartilhada entre
bacias, com o objetivo de definir os limites geograficos e distribuicdo das unidades de
conservagao como base para o0 seu uso sustentavel.

Os peixes citados sdo capturados para fins alimenticios, comerciais e para a
exportacdo na Amazonia e Orinoco, movimentando milhfes de reais e pesos atraves de
varios personagens da pesca envolvida na cadeia produtiva nas duas bacias. A
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necessidade de usar conhecimento cientifico para manejar e garantir a recuperacao e a
sustentabilidade destes recursos é fundamental para que o mesmo continue a gerar
renda, emprego e seja fonte de alimento para as populacdes (USMA et al.,, 2009).
Garantir a melhoria do beneficio socioeconémico gerado pela atividade da pesca na
Amazobnia e Orinoco, bem como a sua continuidade, dependem diretamente de politicas
que garantam o0 uso sustentavel destes recursos, mas preservando a diversidade
genética das espécies.

Hoje, com o desenvolvimento e aprimoramento de métodos biotecnoldgicos, os
quais incluem marcadores genéticos moleculares, é possivel obter e elucidar
informacdes fundamentais sobre a estrutura genética e populacional, principalmente
das espécies da ictiofauna de alto valor comercial para a regido Amazonica e do
Orinoco. De posse dessas informagdes, setores da administracdo publica, ndo s6 como
tomadores de decisdes mais também de fiscalizacdo, poderdo implementar e melhorar
as estratégias de monitoramento, conserva¢cdo e manejo em varias escalas temporais e
espaciais.

Embora alguns estudos tenham sido realizados, nenhum envolveu integralmente
a determinacdo dos niveis de distribuicdo da diversidade genética, fluxo génico,
entendimento da histéria e estrutura populacional, que finalmente permitissem a
delimitacdo das unidades de conservacdo para as espécies compartilhadas entre as
duas bacias. ESUs (Unidades Evolutivas Significantes), MUs (Unidades de Manejo) e
AUs (Unidades Adaptativas), sdo Unidades de Conservacdo imprescindiveis, as quais
juntas permitem ter o maior grau de resolucdo espacial possivel para efeitos de orientar
acOes concretas e operacionais (reintroducdes, defesos, areas de captura, etc.) na
busca de conservar ao longo prazo o recurso pesqueiro (DE GUIA; SAITOH, 2006;
FRANKHAM, 2003; HOLDEREGGER; KAMM; GUGERLI, 2006).

A filogeografia é a estratégia moderna da biogeografia histérica que associa
0s métodos e conceitos da filogenia, a genética populacional e a biogeografia (Avise
2004). Marcadores moleculares mitocondriais (Citocromo Oxidase | - COI, Regiédo
controle - D-loop, ATP-ase, Citocromo b - Cytb, entre outros) tém sido utilizados com
sucesso para a delimitacdo de espécies, determinacdo de é&reas de ocupacao,
distribuicdo de populacbes, existéncia de barreiras ao fluxo génico, fluxo génico,
ocorréncia de zonas hibridas, taxas de migracéo e variabilidade genética (AVISE, 2000,
2009). Este tipo de marcador, junto com agqueles de tipo nuclear como o0s
microssatélites, tém sido propostos por Moritz (1994) para obter, a partir de dados
filogenéticos e genético-populacionais, os estimadores para ajudar na delimitacdo de
unidades de conservacdo como ESUs. Dessa forma, os marcadores mitocondriais
permitiiam observar o componente histérico de divergéncia, enquanto que as
frequéncias alélicas de marcadores nucleares permitiriam desvendar a variagdo neutra,
eventos atuais como o fluxo génico, e ajudar a delimitar portanto as MUs dentro das
ESUs.

Embora o uso desses marcadores tém possibilitado a delimitacdo de ESUs,
ocasionalmente muitas limitagbes foram observadas no uso exclusivo destes,
especialmente no seu poder resolutivo para resolver aspectos genético-populacionais
ou filogenéticos, assim como na delimitagdo de Unidades de Conservag¢do. Uma delas
foi a retencdo do polimorfismo ancestral dos genes mitocondriais, 0 que resulta na
auséncia de monofilia reciproca entre estes genes dentro de popula¢cbes analisadas,
sobretudo aquelas fragmentadas recentemente ou em processo de divergéncia
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(MORAN; KORNFIELD, 1993), limitando assim a definicdo das ESUs ou estrutura
populacional. Uma segunda limitacdo achada consistiu em que ao utilizar
microssatélites (teoricamente neutros), a delimitacdo da ESU néo faz suficiente énfase
no potencial das espécies para maximizar 0 Seu sucesso evolutivo através da
manutencao da diversidade adaptativa (LYNCH et al., 1999).

Assim o uso de novos marcadores se faz necessario na tentativa de solucionar
0s problemas associados ao uso do ADN mitocondrial ou de microssatélites. A
gendmica populacional e gendmica da conservagéo tém permitido o uso de marcadores
amplamente distribuidos no genoma como SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) e
RAD-tags, os quais podem apresentar o poder estatistico suficiente para desvendar
informacBes simultdneas que antes ofereciam separadamente o0s marcadores
mitocondriais e 0s nucleares, em muitos casos com maior efichcia e exatidao
(ALLENDORF; HOHENLOHE; LUIKART, 2010; KELLER et al., 2013). Esta nova
geracdo de marcadores andonimos tem sido objeto de estudo para a determinacao e
delimitacdo de Unidades de Conservacdo em todos 0s niveis anteriormente
mencionados (ESUs e MUs), além de um novo nivel que leva em conta as adaptacées
locais: Unidades Adaptativas (AUs) (FUNK et al., 2012).

Recentemente, as pesquisas em genética da conservacao tém colocado maior
atencdo na andlise da variacdo ndo s6 neutral, mas também na variacdo adaptativa, ou
seja, nas adaptacbes ecoldgicas das populacdes, as quais estdo determinadas pela
selecdo, muitas vezes divergente (COOKE; CHAO; BEHEREGARAY, 2012b). Deriva
genética, endogamia e migracdo tém um amplo efeito no genoma, em quanto que a
selecdo deixa marcas somente em aqueles loci que sdo adaptativos a uma condi¢ao
particular (LUIKART; ENGLAND; TALLMON, 2003). Assim, for¢cas seletivas determinam
entdo as Unidades Adaptativas (AUs), as quais nha sua vez constituem-se no segundo
nivel hierarquico de organizacdo dentro das ESUs e que contem as MUs. Marcadores
como 0s microssatélites ndo possuem a capacidade de informar sobre adaptacfes
ecolégicas, pois sdo teoricamente neutros (REED; FRANKHAM, 2001), informando s6
sobre a variacao neutral (Deriva e fluxo génico).

Abordagens gendomicas baseadas em Marcadores Andnimos como 0s SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism), possuem a capacidade de detectar ndo s6é a
variacdo neutra, mas também a variacdo adaptativa e informacfes historicas
(LUIKART; ENGLAND; TALLMON, 2003; NOSIL; FUNK; ORTIZ-BARRIENTOS, 2009;
VIA; WEST, 2008; VIA, 2009), pelo qual a determinacao de unidades de conservacéo
em todos os seus niveis hierarquicos (ESUs, AUs e MUs), assim como fluxo génico,
demografia histérica e recente, podem serem determinados a partir deste tipo de
marcadores gendémicos.

Ao contrario das abordagens tradicionais, os SNPs permitem comparacoes de
mais de um locus, com o qual, em caso de existir congruéncia nas histérias
filogeograficas e populacionais tratadas, se incrementa a probabilidade de que a
histéria que se obtiver seja da espécie ou grupo populacional e ndo de um gene
(AVISE, 2000). Na sua vez, a realizacao de comparacdes filogeograficas entre varias
espécies ou populagbes codistribuidas (como no presente trabalho), com histérias de
vida diferentes (migradores e sedentéarios) e aspectos morfolégicos relacionados com
sua ecologia reprodutiva que podem afetar a sua estrutura (Tamanhos corporais)
(ARARIPE; REGO; QUEIROZ, 2013; HUGHES et al., 2012; NORTHCOTE; HINCH,
2004), permitiriam a avaliacdo da existéncia de padrdes filogeograficos e populacionais
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concordantes (ARBOGAST; KENAGY, 2008; AVISE, 2000, 2009; ZINK, 2002),
permitindo testar hipdteses sobre possiveis eventos comuns, por exemplo, de
vicariancia ou dispersao, e identificar as causas geoldgicas, ecoldgicas o etologicas que
exerceram alguma influéncia sobre os mesmos (ARBOGAST; KENAGY, 2008;
LANTERI; CONFALONIERI, 2003; ZINK, 2002).

Assim, a diversidade de ambientes, variagfes ecoldgicas, historias geologicas e
fatores antropicos comuns modelando a dinamica populacional da ictiofauna
compartilihada entre as bacias do Amazonas e Orinoco, tornam este estudo num
modelo interessante para desvendar o0 modo e processos atuais e historicos que
permitem ou permitiram a interagdo dos dois sistemas fluviais e os limites espaciais em
que se dao. Isto facilitara a disponibilizacdo de informacdo de base cientifica que
servira de base para criagdo de estratégias orientadas ao correto manejo e
conservacao destes recursos pesqueiros.

2 ESTADO DA ARTE E REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historia geoldgica que sustenta as bases da hipotese de compartilhamento
de espécies entre as bacias do Orinoco e Amazonas.

Hubert e Renno (2006) sugerem,
assim como Lundberg (1998), que a
riqueza, compartilhamento e
distribuicdo passada e presente de
peixes continentais € sumamente
complexa e que pelo menos pode se
explicar através de varias hipdteses
entre as quais se encontram: 1) A
hipétese Paleografica e, 2) As
mudancas  hidromorfologicas ou
hidrogeolégicas em rios.

Em relacédo a hipotese
Paleografica, esta sugere processos
de isolamento devido ao efeito dos
sreziian Graton  grcos (paleo-arcos) sobre o controle

) . - e perturbacdo fluvial durante o
Figura 1. Paleogeografia do noroeste de Mi Tardi R te (~9 -8
América do Sul durante o Oligoceno (33 — 24 ioceno Tardio ao Recente ( )

M.a.). Montanhas, cursos dos rios, e litorais MilhGes de anos), como por exemplo,
aproximados, com detalhes de conjectura. para este caso especifico, o0

Fonte: Wesselingh e Hoorn (2012). Soerguimento do arco do Vaupés’
gue seria o0 responsavel pelo
“‘isolamento” das bacias do Orinoco e Amazonas, que uma vez estiveram unidas.

Atlantic-Proto Caribbean
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Figura 2. Mapa paleogeografico do norte de América do Sul durante: A)
Mioceno Cedo, B) Médio Mioceno e C) Mioceno tardio até o presente.
Destaca-se o levantamento dos Andes e as mudancas de dire¢édo e
drenagem dos Rios Orinoco e Amazonas. Fonte: Hernandez et al. ( 2008).

A respeito deste evento
vicariante, Hoorn et al. (1995) e
Lundberg et al. (1998) tém
apresentado evidéncia de que o
Rio Amazonas esteve conectado
ao Orinoco, formando o que foi
conhecido como Paleo-Orinoco-
Amazonas, alguma vez entre o
Oligoceno tardio e Mioceno cedo
(~27 - 23 milhdes de anos)
(Figura 1, Figura 2a), o que pode
explicar por que o Amazonas e
Orinoco possuem uma grande
quantidade de espécies
modernas compartilhadas, como
aguelas que sao objeto deste
estudo.

Tempo depois, durante o
Médio Mioceno (~16 - 11 milhdes
de anos) e até o Mioceno tardio
(~11 - 5 milhdées de anos) os
processos 0rogénicos como o
levantamento dos Andes,
especialmente o acelerado paleo-
levantamento da sua cordilheira
oriental, fluxo de sedimentos,
aumento das precipitacdes, entre
outros fatores, geraram
mudancas na orientacao de fluxo
das aguas do Orinoco para o
Caribe, e do Amazonas para o
Atlantico (MORA et al., 2011)
(Figura 2b-c); fazendo com que ja

processos vicariantes e de
disperséo comecassem a
acontecer. Aproximadamente

cinco milhdes de anos atras, no
Mioceno tardio, culminou o
levantamento do Arco do Vaupés,
estendendo-se entre a base da
cordilheira oriental dos Andes e a
base do escudo Guianés na
cabeceira  do Rio Negro,
‘separando totalmente” as duas

bacias, e, portanto configurando o que hoje conhecemos como as bacias do Orinoco e
Amazonas (DIAZ DE GAMERO, 1996; HOORN, 1993; HOORN et al.,, 1995;
WESSELINGH; HOORN, 2006). Embora este evento orogénico tenha acontecido, hoje
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em dia pode se observar evidéncia de que esta separacao nao foi total, pois conexdes
fluviais ainda continuam vigentes entre as duas bacias, como no caso do canal do
Casiquiare (Figura 3), evidenciando a conexao fisica entre bacias.

Em relacdo a hipétese de mudancgas hidromorfoldgicas ou eventos de “captura”
de cabeceira de rios (conexfes entre nascentes), pode-se dizer que ditos eventos séo
tanto antigos quanto recentes. Assim por exemplo, Lundberg et al. (1998) sugeriram
que a captura de cabeceira € um fendmeno usual para estas duas bacias, o qual ha
mais de 40 milhdes de anos foi responsavel pela origem de grande parte da diversidade
de peixes continentais a partir de mudancas paleo-hidrolégicas que permitiram a
dispersao de biotas ancestrais e a posterior divergéncia alopatrica.

’Amazgn /

J A

%. ﬂ r-*fr;j 1 \ } 1 3
Figura 3. Mapa mostrando a drenagem atual do norte de América do Sul e divisdes geolbgicas
separando as bacias do Amazonas e Orinoco: linhas azuis séo divisbes hidrograficas associadas com
grandes cordilheiras ou montanhas; linhas vermelhas séo divisdes hidrolégicas associadas com paleo-
arcos de muito menor relevo. O rio Casiquiare une o Alto Orinoco e o Alto Rio Negro através do Arco do
Vaupés. Destaca-se 0s ponto de possivel atual conexdo da ictiofauna Orinoco-Amazonas através das
cabeceiras dos rios: 1) Guaviare-Uapés (Vaupés)-Japura, 2) Negro-Orinoco (Casiquiare), e 3) Branco-
Caroni. Fonte: Winemiller e Willis (2011).

A manifestacdo de captura de cabeceiras ja tem sido reportada previamente no
Parana (HUBERT; RENNO, 2006; LUNDBERG et al.,, 1998, MONTOYA-BURGOS,
2003). Assim, evidéncias mostradas por alguns autores (HUBERT; RENNO, 2006;
LASSO; MACHADO-ALLISON; HERNANDEZ, 1990; MACHADO-ALLISON, 1994)
sugerem similares explicacdes para a distribuicdo de espécies atraves do sistema dos
rios Orinoco Superior -Casiquiare - Rio Negro (Brasil-Venezuela), Caroni - Orinoco
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Inferior — Cuyuni — Essequibo - Rio Branco (Brasil-Guiana-Venezuela) (Figura 3),
Paraguay-Guaporé (Bolivia).

Do conjunto das anteriores hipoteses de conectividade fluvial, a Gnica vigente até
hoje € aquela onde as &guas do alto Rio Negro da bacia do Amazonas estdo
conectadas com a cabeceira do Orinoco através do Canal do Casiquiare, Unica
conexao evidente entre as bacias depois de terem sido separadas definitivamente pelo
levantamento da cordilheira oriental dos Andes e o Arco do Vaupés (como ja foi
mencionado) no Médio Mioceno; se tornando em outra possivel rota de disperséo
moderna das espécies de peixes migratorias entre as duas bacias (BARTHEM;
GOULDING, 1997; LUNDBERG et al., 1998; MACHADO-ALLISON, 2008), levando em
conta que toda essa regido sobre o Arco do Vaupés é considerada ainda uma das
poucas barreiras semipermedveis e de baixo relevo em América do Sul (Figura 4).

Willis et al. (2007) sugerem que os intercambios entre tributarios de cabeceiras
entre estas duas bacias tém sido relativamente comuns ao longo de todo o periodo de
levantamento do Arco, sendo que seu erguimento paulatino permitiu ir gerando uma
restricdo gradual da migracéo até hoje e ndo instantdnea de forma abrupta. Assim, os
autores afirmam que distribuicbes das linhagens de peixes através da divisao
Amazonas - Orinoco puderam ter sido o resultado de eventos mais recentes do que
uma vicariancia total abrupta ha 11 milhdes de anos com a origem do Arco. Inclusive,
alguns autores advertem sobre a precaucdo que se deve ter quando se deseja calibrar
utilizando este evento como ponto de datacdo (HUBERT et al., 2007a), pois pode nao
refletir o momento de separacdo das espécies ou linhagens entre as bacias, sendo que
ainda hoje existe conectividade.
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Figura 4. Mapa de América do Sul mostrando os locais de barreiras hidrogeogréficas atuais podendo ser
permedveis ou semipermeaveis. Os nimeros referem-se ao tempo minimo de divergéncia em milhdes de
anos. Fonte: Lovejoy et al. (2010).

24



2.2 Aspectos bioldgicos e ecoldgicos dos peixes objeto de estudo que
poderiam afetar a estrutura genética entre bacias.

2.2.1 Migracao

Estudos recentes tém demonstrado de maneira crescente a existéncia de uma
ampla dispersdo e variacbes espaco-temporais da abundéancia e distribuicdo das
espécies de peixes de &gua doce, previamente assumidas como espécies sem
movimentos entre habitats. Estes movimentos sdo frequentemente relacionados com a
sazonalidade dos niveis de agua, chuva ou de base ontogénica para a reproducao,
alimentacdo ou refugio; e em muitos casos sdo fundamentais para completar
sucessivamente o ciclo de vida (LUCAS et al., 2001).

As migracoes de peixes sao tipicamente agrupadas em categorias baseadas nas
fronteiras onde se desenvolvem as suas histérias de vida segundo o tipo de agua:
agua doce e 4agua salgada. Assim, aqueles peixes cuja migracdo acontece
completamente em aguas marinas sdo denominados de oceandédromos, como aquelas
realizadas por atuns e tubardes brancos. Os peixes potamddromos, sdo aqueles cuja
migracdo se desenvolve completamente em &gua doce, enquanto que aqueles que
realizam suas migracdes entre agua doce e salgada sdo denominados de diadromos
(BINDER; COOKEE; HINCH, 2011).

No Neotrépico, muitas espécies de peixes de agua doce sdo migratérias. Estas
espécies migram durante todas as etapas da sua vida ao longo dos seus rios, usando
habitats esséncias para o seu ciclo de vida. A maioria de peixes migratorios séo
potamddromos, localmente conhecidos como peixes ‘piracema’, e apenas alguns sao
diadromos. Os peixes potamddromos normalmente crescem até atingir um grande
tamanho, sdo mais abundantes nos rios e sdo 0s mais importantes comercialmente.
Algumas espécies como pirapitinga (Piaractus brachypomus), tambaqui (Colossoma
macropomum), surubim ou caparari (Pseudoplatystoma spp) e dourada
(Brachyplatystoma rousseauxii) sdo um pequeno exemplo de um grande grupo de
peixes potamodromos (GODINHO; KYNARD, 2009) tanto na bacia Amazonica quanto
no Orinoco.

Durante a migragdo os peixes sdo estimulados pela chuva, a correnteza e o
aumento nos niveis de agua para atingir seu ponto reprodutivo. As migracfes sao
inicialmente ascendentes (em direcao a cabeceira) por parte dos parentais adultos, cuja
capacidade migratéria permite alcancar cada um dos habitats espacialmente separados
e que sdo adequados para os seus diferentes estagios ontogénicos de vida (Cabeceira:
reproducdo; estuario ou delta: bercario; Parte meia: crescimento de juvenis e pre-
adultos) em alguns casos. Uma vez acontece a reproducéo, ovos sdo dispersos e
levados em direcédo ao delta do rio como ictioplancton, e entdo uma segunda migracao
descendente acontece para os adultos, retornando a regido média do rio (BARTHEM,;
GOULDING, 1997; GODINHO; KYNARD, 2009; GOULDING; BARTHEM, 2003).

De acordo a capacidade de deslocamento durante o processo reprodutivo, 0s
peixes poderiam se classificar como: migradores, semi-migradores e sedentarios
(CHAPMAN et al.,, 2012). Assim, os peixes migradores poderiam se definir como
agueles com capacidade de migracdo ascendente de distancias relativamente maiores
do que os semi-migradores, ou seja, superiores aos 2500 km. Tal é o caso dos grandes
bagres como B. rousseauxii e Pseudoplatystoma spp., 0S quais podem atingir
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distancias em direcdo a cabeceira de 3100 até 3300 km em aproximadamente 5 meses,
a uma velocidade de entre 15-19 km/dia. Em relagcdo aos semi-migradores, este grupo
inclui a maior parte dos Caraciformes (p. e. Piaractus spp., Colossoma macropomum e
Prochilontidaes) com uma capacidade de deslocamentos ascendentes de até 650 km a
uma velocidade entre 5-8,7 km/dia (BARTHEM; GOULDING, 1997; BAYLEY, 1973,
BONETTO; PIGNALBERI, 1964; BONETTO et al., 1971).

Finalmente, os peixes sedentarios (p. e. Paracheirodon axelrodi, Pterophyllum
altum e Nannostomus unifasciatus) podem se definir como aqueles cuja histéria de vida
€ restrita a uma area particular, com deslocamentos minimos, sO laterais, entre os
habitats proximos as calhas principais dos rios e as planicies de inundacao destes no
periodo de chuvas, movimentos dependentes das mudancas dos niveis de agua
(LATRUBESSE; FRANZINELLI, 2005; MARSHALL; FORSBERG; THOME-SOUZA,
2007), embora, sua reproducéo nao esta restrita s6 aos periodos de chuvas.

Estes eventos migratérios em direcdo as cabeceiras dos rios, com periodos e
espacos longos de deslocamentos, sdo a base para inferir sobre possiveis trocas de
individuos migrantes, reproducdo entre parentais trans-bacias, ou dispersdo de
ictioplancton entre bacias, tudo através das planicies de inundacdo temporais entre
cabeceiras ou através dos canais permanentes como o Casiquiare, supondo entdo um
fluxo génico entre subpopulacbes das bacias; aspecto que excluiria aos peixes
sedentarios, uma vez que as suas historias de vida sdo contrarias as observadas em
peixes migradores.

2.2.2 Tamanho corporal

Os organismos tém evoluido através de intricadas combinacbes de
caracteristicas das suas historias de vida, uma alta relacdo de complexidade entre
aquelas caracteristicas sdo esperadas para acontecerem, inclusive com outras de tipo
fenotipico (STEARNS, 1992). Dados provenientes de estudos de reproducao de peixes
demonstram a orientacdo atual das pesquisas para grupos de espécies que
compartilham fenétipos comuns (p. e. BREDER; ROSEN, 1966; KOLM et al., 2006).
Azevedo (1953) foi provavelmente o primeiro a sugerir associagbes entre
caracteristicas reprodutivas em peixes brasileiros de agua doce. O autor propds que a
reproducdo em grandes rios (sistemas loticos) est4 associada com a migracéo, alta
fecundidade, e auséncia de cuidado parental, e que a reproducdo em ambientes
|énticos esta associada com a auséncia de migracao, baixa fecundidade e cuidado
parental. Lowe-McConnel (1969, 1975) e Welcomme (1979, 1985) reportaram similares
associagles para outras espécies de peixes.

Godinho et al. (2010) usaram metadados sobre nove caracteristicas reprodutivas de
67 espécies brasileiras de peixes teledsteos de agua doce (iter6paros e oviparos) para
testar associacdes de fenotipos para discriminar espécies que somente se reproduzem
em grandes rios (peixes léticos - migradores) daqueles que se reproduziam em habitats
lénticos (peixes lénticos - sedentarios). Assim, testaram a hipotese de que os peixes de
sistemas I6ticos apresentavam, entre outras variaveis, migragdo reprodutiva e grande
tamanho corporal, enquanto que o0s peixes de sistemas lénticos ndo apresentavam
migracdo reprodutiva e possuiam pequeno tamanho corporal. Como resultado, a
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hipétese foi confirmada, obtendo-se que ditas associacbes eram aplicaveis para 0s
peixes estudados (Figura 5).

A relacdo de tamanho corporal e capacidade migradora das espécies objeto do
presente estudo parecem evidenciar esta hipotese. Espécies de siluriformes altamente
migradoras como B. rousseauxii e Pseudoplatystoma spp., podem atingir tamanhos
médios de até 192 cm (BARLETTA, 1995; ZUANON, 1990), enquanto que espécies
semi-migradoras como Piaractus macropomum e Colossoma macropomum podem
alcancar tamanhos médios de 46 cm (CORPORACION COLOMBIA INTERNACIONAL
— INCODER, 2007). Finalmente, os peixes sedentarios como Paracheirodon axelrodi,
Nannostomus unifasciatus e Pterophyllum altum, apresentam tamanhos que podem
variar entre 18 e 2,5 cm dependendo da espécie (LIMA et al., 2003; RIEHL; BAENSCH,
1996; WEITZMAN; PALMER, 2003).

=
2
o ——
& Yes ———
=
=
E Mo
% —— 1 ———1
(=1
(7]
0 1 2 3 4 5 5 T
Ln maximum size

Figura 5. Relagdo entre Migragéo reprodutiva “spawning migration” dos peixes teledsteos brasileiros de
agua doce (iteréparos e oviparos) e o Logaritmo natural do tamanho corporal maximo “maximum body
size”. Fonte: Godinho et al. (2010).

Apesar disto, estudos das associa¢gOes entre tamanho corporal, capacidade de
migracdo e o efeito no fluxo génico e a estrutura genética, ndo tem sido testadas
através do uso de ferramentas moleculares nas espécies compartilhadas entre as
bacias do Orinoco e do Amazonas, nem dentro das bacias; resultados que permitiriam
desvendar como a dindmica reprodutiva das espécies compartilhadas e seus fenétipos
influenciam em maior o menor grau sobre a troca de individuos e fluxo génico entre e
dentro das bacias.

2.3 Marcadores moleculares, estrutura genética e conservacao.

2.3.1 Genes e regides mitocondriais e nucleares: COI, Regido Controle, Glyt e
myh6.

Em animais, o ADN mitocondrial € uma molécula circular covalentemente fechada, com
aproximadamente 16 - 20 kb de extensao, possui 37 genes dos quais 13 codificam para
proteinas da fosforilagdo oxidativa, como por exemplo a sub-unidade | da Citocromo
Oxidase (COI). Adicionalmente a estes 37 genes, encontra-se uma regido nao

codificante de proteina, a Regido Controle, cuja fungdo € exercer controle sobre a
replicacdo do ADN mitocondrial e a transcricdo de ARN transferéncia, o que Ihe permite
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evoluir mais rapidamente (liberdade de substituicdo nucleotidica) do que o resto dos
genes, uma vez que ndo esta sob selecdo, apresentando assim uma alta variabilidade
intraespecifica, permitindo detectar diferencas genéticas no nivel populacional (AVISE
et al., 1987). No caso do COl, pela sua baixa liberdade mutacional, apresenta-se como
um gene conservado intraespecificamente, o que o tem tornado um valioso marcador
na identificacdo de espécies ou delimitacdo de ESUs (CARVALHO; OLIVEIRA, 2012;
ROE; SPERLING, 2007).

Os estudos filogeograficos em espécies animais baseiam-se principalmente em
sequencias de ADN mitocondrial (ADNmt), dado que apresentam una alta taxa de
mutacdo, ndo recombina e sua heranca é quase exclusivamente materna (LANTERI;
CONFALONIERI, 2003). As variantes (sequencias) de ADNmt, conhecidas como
haplétipos, registram a historia matrilinear de eventos mutacionais, 0s quais s&o
diferenciados quando uma populacdo é fragmentada no passado e se mantém
geneticamente isoladas (interrupcéo ao fluxo génico), o que inevitavelmente leva a uma
divergéncia proporcional ao tempo de separacao devido a deriva genética e mutacao.
Pelo contrario, a presenca de fluxo génico homogeniza as frequéncias alélicas e
haplotipicas, inibindo a especiacéo e alcance da monofilia reciproca (SLATKIN, 1985).
De qualquer maneira, o uso deste tipo de ferramentas oferece uma visdo de um
genoma alternativo importante em relacéo a historia demografica, genética populacional
e filogeografia das espécies de peixes objeto deste estudo.

Apesar do auge do ADN mitocondrial para a observacdo de eventos mais
recentes como fluxo génico e delimitacdo de unidades de conservagdo, outras
moléculas de origem nuclear tém surgido para auxiliar na confirmacdo destas
hipoteses. Assim, em relacdo ao genoma nuclear, é sabido que este possui uma taxa
de substituicdo até dez vezes menor do que o genoma mitocondrial (BROWN;
GEORGE; WILSON, 1979), e portanto, uma alta retengdo do polimorfismo ancestral,
razdo pela qual atingir a monofilia reciproca em moléculas pertencentes a este tipo de
genoma € uma forte evidéncia de isolamento reprodutivo por um longo periodo de
tempo. Pelo contrario, uma falta de monofilia reciproca causada pelo compartilhamento
de alelos ou sorting incompleto de linhagens, indicaria divergéncia recente. De fato,
este tipo de moléculas tem sido amplamente utilizadas e testadas para filogenias
profundas entre espécies plenas de varios géneros e familias (SPRINGER et al., 2001;
THOMPSON et al., 2014). Dentre dos 10 genes nucleares mais usados para
abordagens filogenéticas em peixes (Li et al. 2007), encontram-se regides exodnicas que
codificam para proteinas conservadas como Glycosiltransferase (glyt) e a cadeia
pesada 6 alfa da miosina do musculo cardiaco (Myh6), as quais apresentam um bom
poder resolutivo para delimitar espécies de peixes e estabelecer as suas relacdes de
ancestralidade (THOMPSON et al., 2014), o que permitird confirmar hipoteses atingidas
com os dados mitocondriais e robustecer conclusbes de uma maneira mais integral
sobre as espécies.

2.3.2 SNPs como ferramenta molecular para estudos genético-populacionais e
de conservacgéo.

Loci nucleares andnimos representam fragmentos de ADN selecionados
aleatoriamente, os quais sao provenientes, na maioria das vezes, de regibes nao
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codificadoras do genoma, considerando que uma grande percentagem do genoma
eucariota compreende regides nao codificantes (THOMSON; WANG; JOHNSON,
2010). Dentro de suas vantagens temos sua tendéncia a ser independente; sem viés a
uma area particular do genoma, e, ocasionalmente sob sele¢éo, além de ser altamente
livre para acumular mutacfes em taxas variaveis (BERTOZZI et al., 2012). Pelo seu alto
rendimento, facil transferabilidade entre laboratorios e baixo erro de genotipagem, se
torna um marcador de evolucéo rapida de suficiente poder estatistico para filogenética
(THOMSON et al.,, 2008), filogeografia (LEE; EDWARDS, 2008; ROSENBLUM,;
NOVEMBRE, 2007), genética populacional (CAMPBELL; NARUM, 2011), ecologia
(THOMAS; KLAPER, 2004; UNGERER; JOHNSON; HERMAN, 2008) e conservacao
(ALLENDORF; HOHENLOHE; LUIKART, 2010; KOHN et al., 2006; PRIMMER, 2009).
Um marcador SNP (Single Nucleotide Polymorphism) é um tipo de marcador anénimo
nuclear de uma unica mudanca de base em uma sequencia de ADN, com uma
alternativa usual de dois possiveis nucleotideos em uma posicdo determinada
(marcador bialélico), possuindo um modelo de evolucéo simples baseado em transicdes
e transversdes (VIGNAL et al., 2002).

A abordagem gendmica para resolver problemas na delimitacdo de unidades de
conservacao ja havia sido revisado por diversos autores como Kohn et al. (2006),
Primmer (2009) e Allendorf et al. (2010). S6 recentemente, Funk et al. (2012) propdem
bases metodoldgicas concretas no uso de dados genémicos para obter iguais ou mais
exatos resultados na determinacdo de Unidades de Conservacdo (UCs) que as
propostas por Moritz (1994), o qual se baseia no uso de dois tipos de marcadores para
alcanca-lo (nucleares e mitocondriais). Deste modo, Funk et al. (2012) sugerem a
abordagem gendmica como uma ferramenta que integra simultaneamente informacgdes
histéricas e recentes, permitindo superar a limitacdo tradicional imposta pela natureza
predominantemente neutral da variagdo que tem sido testada com os marcadores
moleculares tradicionais e, oferecer acesso a base genética da variacdo adaptativa
(GODOQY, 2009).

Os SNPs geram um poder estatistico equiparavel aos microssatélites ou ADN
mitocondrial, uma vez que proporcionam uma cobertura mais ampla do genoma e uma
geracdo de dados de maior qualidade, tornando-os uma ferramenta genética eficiente e
rentavel para efeitos de conservacao das espécies (MORIN; LUIKART; WAYNE, 2004).
Sabe-se que 42-100 SNPs neutrais possuem o poder estatistico de 10-22 loci de
microssatélite para revelar diferenciacdo genética entre populacdes naturais
(KALINOWSKI, 2002; MORIN; MARTIEN; TAYLOR, 2009), o qual pode ser menor de
acordo com o taxon analisado, além de um alto poder de atribuicdo de individuos
(HAUSER et al., 2011) e reduzida ou nula convergéncia de alelos (homoplasia) entre
subpopulac¢des quando comparados com microssatélites (COATES et al., 2009).

Talvez uma das vantagens metodoldgicas mais importantes dos SNPs € o rapido
desenvolvimento em espécies ndo-modelo, a obtencéo de dados a partir de tecnologias
avancadas como o0s sequenciadores de segunda geracdo, € ndo menos importante, o
oferecimento de informacdes integradas de loci neutros e adaptativos, diretamente
relacionados com respostas a processos como mudancas ambientais, de grande
importancia para a conservacao (FUNK et al., 2012).

Marcadores neutros e adaptativos proporcionam diferentes tipos de informacéo
gue podem ser combinados para otimizar as decisbes de manejo. Os padroes
genéticos em marcadores neutros refletem a interagéo do fluxo génico e deriva genética
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que afeta a variagdo do genoma completo dentro e entre populacbes. Esta estrutura
genética da populacdo € onde a selecdo natural opera para causar divergéncias
adaptativas (FUNK et al., 2012). Dai que se considera que a atual distribuicdo e
estrutura da biodiversidade Orinoco-Amazonas é o produto de ambos 0Ss processos, 0S
estocasticos e deterministas, ou seja, variacbes neutras e adaptativas. Portanto, seu
uso deve ser conjugado para interpreta-la e conserva-la corretamente.

2.3.3 SNPs para espécies de peixes ndo-modelo

Os SNPs tém se tornado no tipo de marcador ideal para estudos em
conservacao, genética populacional e ecologia em varias espécies de peixes, a maior
parte delas salmonideos como Oncorhynchus tshawytscha, Oncorhynchus nerka,
Oncorhynchus keta (SMITH et al.,, 2011), Salmo salar (Boulding et al. 2008),
Oncorhynchus mykiss (ABADIA-CARDOSO; CLEMENTO; GARZA, 2011), e
Oncorhynchus kisutch (CAMPBELL; NARUM, 2011) de maneira sucessiva,
demonstrando suas propriedades como uma poderosa ferramenta no cumprimento
deste tipo de objetivos. Muitas destas espécies sdo conhecidas como modelos: com
disponibilidade de sequéncias genémicas em bases de dados ou com sequéncias de
referéncia, dada sua ampla distribuicdo e importancia econdmica na aquicultura e
pesca de paises do hemisfério norte; o que facilita 0 desenvolvimento in silico deste tipo
de marcadores gendmicos.

Estima-se que o numero total de espécies de peixes ao redor do mundo € de
32400 (FishBase 2012), no entanto, até hoje s6 aproximadamente 0,26% (86) destas
espécies, possuem seu genoma ou transcriptoma sequenciado totalmente (p. e.
Oryzias latipes, Danio rerio, Oreochromis nilocticus) ou parcialmente (p. e. Carassius
auratus, Ictalurus punctatus, Anguilla anguilla), inclusive, em outras espécies apenas
em processo de sequenciamento (p. e. Astyanax mexicanus) (NCBI 2012). O restante
99,74% das espécies sao consideradas ndo-modelo; limitando em consequéncia 0 uso
de SNPs com o objeto de conserva-las. Este é o caso da ictiofauna neotropical, onde a
abordagem gendmica para genética populacional, filogeografia ou delimitacdo de
unidades de conservacdo € nula, sem contar com que a perda de diversidade por
atividades antropicas como a poluicdo dos rios, a constru¢cdo de hidrelétricas e a
sobrepesca (AGOSTINHO et al.,, 2003; HATANAKA; HENRIQUE-SILVA; GALETTI,
2006; VRIJENHOEK, 1998) continuam aumentando exponencialmente.

Tem sido amplamente estudado que para organismos ndo-modelo as novas
tecnologias de sequenciamento de segunda geracao proporcionam acesso a grandes
informacdes de sequéncias (TAUTZ; ELLEGREN; WEIGEL, 2010), sendo que para
agueles organismos sem um genoma de referéncia, passos de reducéo do genoma séo
requeridos para um profundo “assembly” de contigs redundantes e eficiente
sequenciamento, aspectos fundamentais para a descoberta de SNPs (SLATE et al.,
2009). Os anteriores principios sdo utillizados para a descoberta de SNPs,
sequenciando fragmentos aleatorios de ADN gendmico gerados, partindo do principio
da técnica AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (VOS et al., 1995), ja
amplamente usada com sucesso em outros organismos (BENSCH; AKESSON; IRWIN,
2002; KARL; AVISE, 1993; NICOD; LARGIADER, 2003; RODEN; DUTTON; MORIN,
2009). Este processo tem se tornado relativamente eficiente para a obtengcdo das
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seguéncias (RAD tags), genotipagem de novo de SNPs (sem genoma de referéncia) ou
desenho de primers para genotipagem por sequenciamento Sanger. No entanto, essa
metodologia precisa ser adaptada e padronizado para tecnologias de sequenciamento
de segunda geracado como lonTorrent PGM, levando em conta conceitos de praticidade
e reprodutibilidade entre laboratorios, ainda ausentes. A auséncia de processos de
clonagem e complexas construgdes de livrarias (OLSEN et al., 2011), isolamentos e
purificacbes (THOMSON et al., 2008), reduzem indiscutivelmente o tempo de obtencédo
dos marcadores SNPs, o0 que torna essa técnica atrativa e inovadora.

2.3.4 Genbdmica e Conservacao

As mudancas genéticas que as populacdes sofrem como resultado da
fragmentacao e o declive tém confirmado as consequéncias negativas que estes podem
ter para a viabilidade populacional e a evolucdo adaptativa. Afortunadamente, a
aplicacdo de marcadores moleculares e a rica teoria evolutiva, aportam informagéo
sobre a histéria evolutiva, a demografia, a ecologia e o comportamento das espécies, o
que pode ajudar na avaliacdo de riscos, a atribuicdo de prioridades, a delimitacdo de
unidades e o delineamento de estratégias de conservacao eficazes (ALLENDORF;
LUIKART, 2007; THOMSON; WANG; JOHNSON, 2010).

Neste sentido, a genética da conservacao tem colocado as bases para a solucao
de problemas na conservacao de espécies a partir de uma abordagem baseada em
dados genéticos. Inicialmente, define as bases para a delimitacdo de unidades de
conservagao, se destacando aquelas denominadas como Unidades Evolutivas
Significantes (ESUs) e as Unidades de Manejo (MUs) que a comp&em. A delimitacdo e
conceito de ESUs e MUs tém sido temas de discussao de diversos autores, entre eles
Crandall et al. (2000), quem consideram as primeiras como populagdes que carecem
de: (i) habilidade de intercambio ecolégico (possuem diferente adaptacdes ou pressdes
seletivas [p. e. histérias de vida, morfologia, variacdo em loci de caracteristicas
quantitativas (QTL), habitat, predadores, etc.] e diferentes papeis ecoldgicos dentro da
comunidade); e (ii) ‘intercAmbio genético’ (p. e. auséncia de fluxo génico recente, e
mostram concordancia na descontinuidade filogenética e geografica).

Em 1994, Moritz aborda a filosofia do conceito de ESU e inclui as MUs, definindo
a primeira como um conjunto de populacdes historicamente isoladas e que em
consequéncia, € provavel que tenham um potencial evolutivo diferente, arranjo que
deve se manter intacto, considerando as variantes geograficas adaptadas
diferencialmente dentro de uma espécie. Assim também, define as segundas como
populagcbes locais incluidas dentro das ESUs (menor escala), as quais estdo
conectadas entre si por um baixo fluxo génico recente e que portanto faz elas
funcionalmente independentes. Da mesma maneira, menciona que as ESUs tém
relacdo com a estrutura populacional historica, monofilia reciproca de ADNmt e portanto
com requerimentos de conservacao de longo prazo; enquanto as MUs fazem referéncia
a estrutura populacional devido ao fluxo génico recente e deriva, diferencas
estatisticamente significantes nas frequéncias alélicas (ADNnu) e portanto,
necessidades de manejo em curto prazo, levando em conta que estas sédo as unidades
l6gicas para o monitoramento populacional e de estudos demograficos. Apesar disso, a
variacao adaptativa ndo era levada em conta nesta abordagem.
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Recentemente, Funk et al. (2012) prop6em uma nova abordagem na delimitacéo
de Unidades de Conservacdo, baseado em duas premissas a partir de dados
gendmicos como os SNPs: a primeira € que diferentes classes de marcadores devem
serem usados para definir diferentes UCs. Especificamente, argumentam que todos os
loci, tanto neutrais quanto os adaptativos, devem ser usados para delimitar ESUs. Isto
porque as ESUs sdo maiores, unidades intraespecificas que tém estado historicamente
isoladas e que provavelmente tém diferencas adaptativas importantes entre elas. Pelo
contrario, as MUs devem ser demarcadas usando unicamente loci neutrais, levando em
conta que as MUs sao unidades demograficamente independentes que estéo definidas
pelo fluxo génico restrito. Adicionalmente, considera a delimitacdo de uma nova UC de
segunda ordem depois das ESUs: Unidades Adaptativas (AUs), as quais estdo
compostas por MUs caracterizadas pelas adaptacbes genéticas aos ambientes
ecolégicos diferenciados dentro das ESUs; delimitando-se pelos loci adaptativos,
relacionados com o fithess (CRANDALL et al., 2000).

A aplicacdo desta metodologia poderia ser ideal para as espécies compartilhadas
entre o0 Amazonas e Orinoco, onde existe um evento histdrico de possivel separacao
entre as bacias (~11 - 9 milhdes de anos), tempo desde o qual possiveis adaptacdes e
pressdes de selecdo tém acontecido diferencialmente ou ndo, considerando que o fluxo
génico ainda exista por ligacGes hidricas. Motivo pelo qual o verdadeiro padrdao de
distribuicdo da diversidade genética deve ser elucidado.

Entender ditos padrées de diferenciacdo adaptativa é crucial quando se quer
priorizar populagdes para conservacéo e assim focar os esfor¢cos de manejo (DE GUIA;
SAITOH, 2006), ou quando precisamos decidir quais populacdes devem ser escolhidas
para serem usadas como fontes para translocacdes, suplementacdes, e esforcos de
migracdo assistida (MORITZ, 1999). Suplementar uma populacdo declinada com
individuos de uma populacédo fonte ja adaptada a um ambiente muito diferente; pode
levar a depressao exogamica (FRANKHAM et al., 2011). De igual forma, a identificacao
de MUs € de grande utilidade para objetivos de manejo em curto prazo como a
delimitacdo de areas de pesca e caca, estabelecimento de cotas de captura local, e
monitoramento de habitats e o estado das populagbes (PALSBYLL; BERUBE;
ALLENDORF, 2007).

2.3.5 Caracterizacao de ESUs, AUs e MUs.

Marcadores sob selecdo refletem as variagbes adaptativas, portanto se
direcionam a determinacao de estrutura populacional na escala ecolégica das espécies
(WAPLES; GAGGIOTTI, 2006) e a atribuicdo de individuos as populagbes de origem
(NIELSEN et al., 2009), enquanto que marcadores neutros se direcionam a elucidar
processos evolutivos neutrais como a deriva e o fluxo génico (p. e. baseado no Fg)
(HELYAR et al., 2011), além de tamanhos efetivos populacionais e taxas de migracao.

Segundo Funk et al. (2012), considerando que as ESUs sédo o resultado de
processos neutros e adaptativos, sua caracterizacdo devera conjugar ambos os tipos
de loci, enquanto que as MUs deverdo ser delimitadas unicamente a partir de loci
neutros. Alternativamente, aqueles loci sob selegao (“outlier loci”) poderdo ser usados
para identificar os grupos mais adaptadamente divergentes dentro de cada ESU: AUs.
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Deste modo, dado que marcadores SNPs oferecem informacdes integradas de
loci neutros e sob selecdo (FUNK et al., 2012), para a realizacdo de ditas andlises e
outros como 0s genético-populacionais que permitam rejeitar ou ndo a hipotese de
conectividade ictiofaunistica Orinoco-Amazonas, serd necessario que loci neutros e sob
selecdo sejam identificados e diferenciados para posteriormente serem usados de
forma independente (BEAUMONT; NICHOLS, 1996), principalmente a partir de
meétodos baseados no indice Fst (NARUM; HESS, 2011) através de escaner genémico
(FOLL; GAGGIOTTI, 2008).

2.4 Aspectos gerais da importancia econdémica dos recursos pesqueiros.

Um grande numero de peixes economicamente importantes compartilhado entre
paises e bacias da regido norte da América do Sul tém sofrido, ou estdo sofrendo, uma
intensa exploracdo comercial ao longo da calha e dos principais tributarios do rio
Amazonas e Orinoco (ISAAC; RUFFINO, 1996; NOVOA, 2002). Os peixes ornamentais
também sofrem uma intensa exploracdo (CHAO, 2001). No Amazonas, Colossoma
macropomum, Piaractus brachypomus, Brachyplatystoma rousseauxii,
Pseudoplatystoma orinocoense (P. punctifer), e Pseudoplatystoma metaense (P.
tigrinum) formam parte das 10 principais espécies que representam mais de 80% da
producdo dos mercados regionais (SANTOS; SANTOS, 2005), enquanto que no
Orinoco, podem representar até o 60% ou mais (CORPORACION COLOMBIA
INTERNACIONAL — INCODER, 2007).

De igual forma, peixes ornamentais como Paracheirodon axelrodi, Nannostomus
unifasciatus e Pterophyllum altum, fazem parte das quatro familias (de 25 exploradas)
sobre as que recaem o 85% das extracdes no Amazonas, sendo que Paracheirodon
axelrodi chega atingir o 67,5% das espécies capturadas (ANJOS et al., 2009). No
Orinoco, estas quatro espécies perfazem quase 54% das extracdes (dentro de um
grupo de 25 espécies mais pescadas) e 46% do grupo de espécies totais capturadas,
sendo que sO Paracheirodon axelrodi atinge 48% e 42% de cada grupo de peixes
respectivamente.

Adicionalmente, considerando que a biodiversidade aquatica é integrada a
cultura tradicional dos ribeirinhos da bacia amazbdnica e do Orinoco, estratégias de
manejo e conservacdo para estas espécies devem levar em consideracdo as
necessidades econémicas locais (das comunidades) para que elas tenham sucesso
garantido.

As pesquisas que visam fornecer elementos para 0 manejo e conservagao de
recursos pesqueiros na bacia Amazdnica e do Orinoco devem considerar sua
distribuicdo, abundancia, dinamica populacional, niveis de variabilidade genética das
populacdes exploradas, pesca, formas de organizagao dos pescadores e suas relagbes
com o mercado, e as tecnologias apropriadas para um melhor aproveitamento do
recurso. Outro aspecto vital € o conhecimento da estrutura populacional dentro e entre
as bacias, uma vez que diferentes tipos de estrutura populacional ou falta dela sugerem
radicalmente diferentes sistema de manejo, e tem graves implicacbes para a
necessidade de ter ou ndo uma legislacdo pesqueira concordante entre os paises que
compartilham estes recursos pesqueiros.
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Por exemplo, no caso da pirapitinga (Piaractus brachypomus), como também
todas as outras espécies a serem estudadas, os regulamentos pesqueiros variam muito
entre os paises (Tabela 1).

Tabela 1. Variagfes trans-fronteiristicas da legislacdo pesqueira durante a temporada
de defeso para a espécie pirapitinga Piaractus brachypomus.

LT: Comprimento Total; LS: Comprimento padrdo; LF: Comprimento de Forquilha.

Hoje pode se dizer que nao existe nenhum plano de manejo do recurso
pesqueiro trans-fronteiristico (ou dentro dos paises que compartilham as espécies)
baseados em dados genéticos unificados dos taxons mais explorados comercialmente,
0 qual permita o correto tratamento das espécies de acordo aos seus limites espaciais
(estrutura) e a sua capacidade de suporte das pressdes de pesca de acordo ao estado
da sua diversidade genética.

2.5 Antecedentes de estudos genéticos
2.5.1 Amazonas-Orinoco

Varios estudos em taxas de peixes Amazodnicos demonstram a auséncia destes
na bacia do Orinoco. Por exemplo, inlcui-se dentre este grupo espécies de Lepidosiren
paradoxa, e ciclideos (Symphysodon spp.). Além disso, ha evidencia de que um
namero de taxa irmaos demonstraram um marcado padrdo de vicariancia, por exemplo,
uma espécie amplamente distribuida, mas limitada a bacia do Amazonas, e a outra
espécie também amplamente distribuida, mas limitada a bacia do Orinoco (p. e.
piranhas Pygocentrus nattereri no Amazonas, e P. cariba no Orinoco). Recentes
estudos tém revelado também uma grande diferenciacdo entre populagdes de espécies
de peixes que ocorrem ao longo do Casiquiare, sugerindo que este canal é uma
barreira ao fluxo génico (LOVEJOY; ARAUJO, 2000; TURNER et al., 2004; WILLIS et
al., 2007).
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Em trabalhos mais recentes, Winemiller et al. (2008) encontram que muitas
espécies estiveram amplamente distribuidas ao longo da regido, com capturas de
individuos da mesma espécies em habitats de aguas claras do Alto Orinoco e alto
Casiquiare e em habitats de 4guas pretas no Baixo Casiquiare e Rio Negro. Assim,
peixes destes trabalhos incluem a piranha Serrasalmus rhombeus, todas as espécies
conhecidas género Boulengerella, os ciclideos Cichla temensis e Mesonauta insignis, 0
bagre Pimelodus blochii e Scorpiodoras heckelii. Frequentemente pequenas espécies
com distribuicdo restrita tém sido encontradas em localidades dentro de ambas as
bacias: Alto Orinoco e Alto Rio Negro (FERRARIS; MAGO-LECCIA, 1989). Da mesma
maneira, outros estudos mais recentes demonstram também que espécies parecem
estar distribuidas dentro de ambas as bacias (CRAMPTON; ALBERT, 2003; FREEMAN
et al.,, 2007; LITTMANN, 2007). Espécies como a piranha Serrasalmus rhombeus, o
bagre Phractocephalus hemiliopterus, e o golfinho do Rio Amazonas Inia geoffrensis,
possuem uma distribuicdo que inclui o Orinoco, Casiquiare e o Amazonas (Winemiller et
al. 2008). Willis et al. (2010), usando sequencias da regido controle da mitocondria de
trés espécies do mesmo género (Cichla temensis, C. monoculus, e C. orinocensis) cuja
distribuicdo inclui o Amazonas, Orinoco, e Casiquiare, construiu filogramas de
haplétipos por maxima verossimilhanca e analisou as populagdes sobre um modelo
coalescente de isolamento com migracdo; sugerindo que as populacbes das trés
espécies tiveram experimentado algum grau de fluxo génico via Casiquiare; suportando
a ideia que o Casiquiare é uma conexao importante através da escala temporal,
facilitando tanto o fluxo génico quanto a dispersao de espécies. Finalmente, Winemiller
et al. (2008) conclui que o Casiquiare é um filtro zoo-geografico, chegando a permitir sé
a algumas espécies se movimentar livremente entre as duas bacias.

Embora estes resultados interessantes, todos tém sido abordados
exclusivamente desde o ponto de vista distributivo e ecolégico, enquanto que apenas
um possui abordagem genético-populacional. Adicionalmente, nenhum deles é
orientado a conservacao do recurso pesqueiro mais explorado, foram restritos ao
Casiquiare e néo incluiram as calhas principais das bacias envolvidas propriamente,
nem as espécies objeto do presente estudo. A pesquisa focou principalmente em
peixes sedentarios na sua maioria, 0 que impede conhecer informacdo importante
sobre o comportamento de todas as historias de vida possiveis na ictiofauna existente e
suas respostas evolutivas frente um mesmo evento vicariante ou néo (p. e. o Arco do
Vaupés — Casiquiare), fluxo génico, estrutura, diversidade genética e relacdes
populacionais atuais e histéricas que modelaram o presente padrao de distribuicao.

2.5.2 Amazonas

Das duas bacias, provavelmente a do Amazonas € a mais estudada desde o
ponto de vista genético-populacional, sendo que grande parte destes estudos sao feitos
em espécies altamente exploradas, incluindo aquelas que sao foco do presente estudo.
Assim, existem varios trabalhos realizados com peixes de importancia econdmica da
bacia Amazénica (p. e. BATISTA; ALVES-GOMES, 2006; BATISTA et al., 2004, 2005;
FARIAS; HRBEK, 2008; FARIAS, 2003; FARIAS et al.,, 2006, 2005, 2010; HRBEK;
CROSSA; FARIAS, 2006; HRBEK; FARIAS; CROSSA, 2005; HRBEK; SECKINGER,;
MEYER, 2007; MACHADO, 2009; PASSOS, 2009; SANTOS; RUFFINO; FARIAS, 2007,
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SCHNEIDER et al., 2012; TERENCIO; SCHNEIDER; PORTO, 2012; TOFFOLI, 2006;
TOFFOLI et al., 2008). Na maioria dos trabalhos citados foi encontrada estrutura
populacional tipo isolamento por distancia, ou auséncia de estrutura (panmixia). Em
ambos os casos, os padrbes da distribuicdo da diversidade genética entre as
localidades analisadas foram resultados de dois processos: o fluxo génico que
homogeniza as diferengas génicas entre as localidades, e o compartilhamento historico
da diversidade génica devido a ancestralidade comum.

Apesar dos avancos, nenhuma abordagem tem contemplado o esclarecimento
dos efeitos da variacdo adaptativa na modelagem dos padrdes evolutivos destas
espécies. Adicionalmente, o foco destes estudos apenas se consistiu huma primeira
fase de caracterizacdo do estado da diversidade, o que se torna numa aproximacao
vélida para definir certas bases que permitam a sua protecdo, mas ainda com
possibilidade de ser robustecida por novas abordagens que permitam a delimitacdo de
Unidades de Conservacdo de uma maneira mais acurada para algumas destas
espécies.

2.5.3 Orinoco

Atualmente s@o poucos os trabalhos cientificos em peixes do Orinoco que
envolvem ferramentas moleculares para o entendimento dos padrées de distribuicdo
espacial, estado da diversidade e conservacao: Turner et al. (2004), Moyer et al. (2005)
e Collins et al. (2013). Os dois primeiros estudos foram focados ao entendimento dos
padrées de diversificacdo de trés espécies do género Prochilodus, baseados em
analises filogenéticas de COl e um gene nuclear (Calmodulina), concluindo que a
selecdo, migracao, dispersao e adaptacdo, sao responsaveis pelos padrdes de variacdo
genética neste grupo, embora, sem contribuicbes substanciais que permitam definir a
estrutura populacional de cada espécie, o modo de interacdo demografica e
comportamento dos padrdes genéticos dentro da bacia ou suportes de base genética
suficientemente acurados para sugerir que aquelas forgcas evolutivas os modelam. Ao
mesmo tempo, sem nenhuma orientacdo a delimitacdo de unidades de conservacao
para contribuir ao manejo pesqueiro. Collins et al. (2013) elaboram o mais recente
estudo de genética populacional em Prochilodus mariae utilizando marcadores
microssatélites. Embora, o estudo foi apenas limitado ao delta do Orinoco para a
caracterizacdo da estrutura genética regional das populacdes, sendo evidenciado um
estado de panmixia que sugeriu a existéncia de um unico stock pesqueiro para aquela
area. No entanto, ndo foi estimado o modo de interacdo demografica com o resto do
Orinoco, nem 0 modo em que esta populagao se encaixava dentro deste sistema fluvial,
o que oferece informacbes pertinentes para a conservacdo das espécies e O
entendimento da sua dinamica populacional, mas ainda incompletas para tomadas de
decisbes que visem a sua protecao integral dentro do sistema Orinoco.

Apesar da existéncia atual de um trabalho governamental que delimita as areas
de priorizacdo para a conservacdo de espécies de peixes no Orinoco (LASSO et al.,
2010), estes tipos de trabalhos estdo baseadas unicamente em dados ecoldgicos e nao
genéticos; o que diminui a abrangéncia das unidades de conservagéo, e exclui os
processos evolutivos neutros e dindmica demografica, ao quais mantém os atuais
padrdes de distribuicdo da diversidade genética das populacdes, o que limita e coloca

36



em risco a efetividade das acbes de protecdo do recurso, como por exemplo as
translocacdes e reintroducgdes; uma vez que fatores como o fluxo génico e seus limites
ndo sao elucidados. Atualmente ndo existem estudos genético-populacionais
publicados de nenhum tipo focados na conservacdo ou determinacdao da estrutura
genética das populacdes envolvendo os peixes altamente explorados no Orinoco,
sendo este a primeira abordagem que as envolve.

3 JUSTIFICATIVA

Os paises que compartiham as bacias do Amazonas e Orinoco também
compartilham seus peixes e seus recursos pesqueiros, embora, muitas vezes, as
legislacbes que governam o0 uso destes recursos pesqueiros nos diferentes paises
sejam muito divergentes.

Neste sentido, ndo é claro se as espécies compartilhadas representam espécies
biolégicas (com intercambio da informacdo genética atual através da reproducéo).
Apesar de serem duas bacias diferentes, as duas ndo sdo completamente isoladas. A
conexdo mais Obvia € pelo canal do Casiquiare, mas também as areas entre 0s
afluentes dos rios Japura e Uaupes (bacia Amazbnica) e os dos rios Inirida e Guaviare
(bacia do Orinoco) sofrem inundacdes no periodo de enchente e podem possibilitar o
intercambio de fauna aquéatica entre as bacias.

A bacia Amazonica e a do Orinoco formam aparentemente unidades
independentes de drenagem estruturalmente bem definidas, mas compartilhando
espécies de peixes que se encontram sob jurisdicdo de varios paises. Mesmo
admitindo que cada um deles pode e deve implementar suas proprias politicas de
acordo com suas particularidades e interesses, é evidente que deve haver uma pauta
minima para a¢fes comuns, capazes de otimizar o uso e viabilizar a protecdo dos
recursos naturais transfronteiricos. Isso é particularmente valido para os peixes
migradores, como os grandes siluriformes e alguns caraciformes que normalmente se
deslocam entre o estuério e as nascentes dos Rios e seus principais afluentes. Torna-
se evidente que os planos de manejo devem abranger toda sua area de distribuicdo e
nao apenas espacos delimitados politicamente, sobretudo estratégias protecionistas de
estoques e areas de endemismo (SANTOS; SANTOS, 2005). De fato, os principios
gerais contidos no cédigo de conduta para a pesca responsavel, editado pela FAO em
1995, ja apontam exatamente nessa direcdo ao afirmar que “os estados e os usuarios
dos recursos aquaticos deveriam conservar 0s ecossistemas dos quais eles dependem.
O direito de pescar traz consigo a obrigacdo de fazé-lo de forma responséavel, a fim de
assegurar a conservagao e a gestao efetiva dos recursos aquaticos vivos”. Neste
sentido, a determinacdo da estrutura populacional, os processos responsaveis pelos
padrées atuais observados e a delimitacdo das Unidades de Conservagédo para as
nossas espécies compartilhadas historicamente e/ou atualmente (entre e dentro das
bacias), permitira identificar populacdes ameacadas, monitorar o grau de exploracéo e
os limites espaciais destes estoques pesqueiros para a sua conservacdo e uso
sustentavel.

Assim, este estudo permitirhA a formacdo de um banco de dados de
conhecimento sobre os recursos pesqueiros divididos entre os paises e bacias, com a
finalidade de propor planos de manejo e conservacdo em comum. Os detalhes
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especificos destes planos dependerdo dos padrdes observados e processos inferidos,
da mesma maneira como os outros dados biolégicos, mas sem este banco de dados de
conhecimento nao existem bases nem justificativas em se propor uma legislagéo “trans-
fronteiristica” para os recursos pesqueiros compartilhados.

4  HIPOTESE (Ho)

1. N&o existe estrutura genética e populacional das espécies entre e dentro das

bacias, e, em caso de existir, sera do tipo isolamento por distancia seguindo os
padrdes da variacdo neutra.

Existe fluxo génico recente entre as populacbes, sendo que este é
estatisticamente igual entre e dentro das bacias.

N&o existem deferéncas no padrdo de fluxo génico ou estrutura entre 0s grupos
de peixes com historias de vida contrarias (Migradores/sedentarios) e tamanhos
corporais opostos (Grandes/pequenos).

As bacias do Orinoco e Amazonas se comportam como uma Unica Unidade
Evolutiva Significante (ESU), sem Unidades de Manejo (MUs) ou Unidades
Adaptativas (AUs) diferenciadas em seu interior.

5 OBJETIVOS

5.1 Geral:

Avaliar a diversidade genética e sua distribuicdo espacial nas espécies
Brachyplatystoma rousseauxii, Pseudoplatystoma orinocoense (P. punctifer), P.
metaense (P. tigrinum), Colossoma macropomum, Piaractus brachypomus,
Paracheirodon axelrodi, Nannostomus unifasciatus e Pterophyllum altum, as
quais sao compartilhadas entre as bacias do Amazonas e Orinoco, como base
para 0 seu manejo pesqueiro e conservacgao.

5.2 Especificos:

1.

2.

3.

Desenvolver uma metodologia simplificada de construcdo de bibliotecas
gendmicas para descoberta ou genotipagem de novo de SNPs com aplicacdes
em gendmica populacional ou filogenémica para a plataforma lonTorrent PGM.
Testar a existéncia de estrutura populacional das espécies migratérias
Brachyplatystoma rousseauxii, Pseudoplatystoma orinocoense (P. punctifer), P.
metaense (P. tigrinum), Colossoma macropomum e Piaractus brachypomus, e as
espécies sedentarias ornamentais Paracheirodon axelrodi, Nannostomus
unifasciatus e Pterophyllum altum dentro e entre as bacias do Amazonas e
Orinoco.

Testar a existéncia de conectividade atual e historica entre bacias e seus
possiveis locais de ocorréncia nas espécies migratorias Brachyplatystoma
rousseauxii, Pseudoplatystoma punctifer (P. orinocoense), P. tigrinum (P.
metaense), Colossoma macropomum e Piaractus brachypomus, e as espécies
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sedentarias ornamentais Paracheirodon axelrodi, Nannostomus unifasciatus e
Pterophyllum altum.

. Verificar a existéncia de um padréo de conectividade associado exclusivamente
a uma historia de vida (migratéria ou sedentaria) ou a um tamanho corporal
(grande ou pequeno) entre as bacias do Amazonas e Orinoco.

. Delimitar a distribuicdo espacial da diversidade genética em termos de unidades
de conservagao: Unidades Evolutivas Significativas (ESUs — Evolutionarily
Significant Units), Unidades de Manejo (MUs — Management Units) e Unidades
Adaptativas (AUs — Adpative Units) para cada espécie.
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CAPITULO |

SIMPLIFICANDO A CONSTRUCAO DE LIVRARIAS GENOMICAS PARA

O SEQUENCIAMENTO DE SEGUNDA GERACAO: UMA ADAPTACAO

DA GENOTIPAGEM BASEADA EM ddRADs PARA IONTORRENT PGM
EM ESPECIES NAO-MODELO.
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RESUMO

Aqui apresentamos a caracterizacdo de um método simplificado de ddRADs para
genotipagem de novo de SNPs em lonTorrent PGM em so trés passos. Este oferece
digestdo de ADN e ligacdo de adaptadores simultaneamente sem uso de sondas de
hibridacao para enriquecimentos. O método permite uma reducédo de até 80% do tempo
de preparo e diminui consideravelmente os custos de produzir uma livraria. Peixes,
primatas e crocodilianos encontram-se dentro dos taxa animais com maior pressao e
ameaca antropica nos ecossistemas Amazoénicos, pelo que urge caracterizar as suas
populacdes e definir as suas unidades de conservacéo através de abordagens robustas
baseadas em marcadores gendmicos (SNPs), inexistentes até hoje para estas
espécies. Amostras de ADN gendmico de quatro espécies de peixes, 17 espécies de
primata, e uma espécie de crocodiliano, foram utilizadas como modelo para a aplicacdo
do método em trés experimentos de sequenciamento independentes. O ADN de cada
individuo foi colocado de forma separada numa reacdo simultanea de digestdo-ligacédo
de adaptadores (com um unico barcode por individuo e uma modificagdo nucleotidica
para o nao reconhecimento enzimatico apos a ligacdo com fragmentos de ADN alvos)
durante 2 horas, reduzindo de 5 a 3 passos a metodologia de desenvolvimento das
livrarias em relacdo ao método tradicional de ddRAD. As livrarias foram amplificadas,
purificadas, quantificadas, misturadas equimolarmente, e levada para selecdo de
fragmentos de forma automatizada, de acordo ao sugerido pela simulacéo in silico (~
300 - ~ 400 pb). Finalmente, esta foi submetida ao sequenciamento no lonTorrent.
Obtiveram-se 9063, 9207 e 12758 loci de SNPs intraespecificos para o grupo de
peixes, primata e crocodiliano, respectivamente; tendo correlacdo com o nimero de loci
esperado na simulacdo in silico (r = 0.999), mas diferencas entre esses valores (x* =
2883.296; d.f. = 2; P < 0.05), além de um baixo poder estatistico para as populacées
com maior numero de individuos dentro da corrida (Fst = 0.0390 e 0.0404,
respectivamente para peixes e primatas), mas com um alto poder estatistico para a
espécie com menos individuos dentro da corrida (Fst = 0.1265 para o crocodiliano). A
cobertura final real média por loci foi de ~ 5x (peixes), ~ 8x (primatas) e ~ 6X
(crocodiliano); apenas 14%, 17% e 23%, respectivamente, do esperado na simulacéo in
silico. Embora, uma alta eficiéncia foi obervada no nimero de leituras obervados apoés
do sequenciamento utilizando este método (96.85%, 90.4% e 94.24%, respectivamente
para peixes, primatas e crocodiliano) respeito do empiricamente esperado para
lonTorrent PGM. Apesar da falta de um modelo preditivo matematicamente mais
robusto que utiliza genomas de referéncia para a determinacdo do niumero de loci a ser
sequenciado, a utilizacdo deste método como ferramenta biotecnol6ogica para o
desenvolvimento de livrarias genémicas fica comprovada, além da sua factibilidade na
adaptacao ddRADs para genotipagem de novo de SNPs em plataformas de baixa
producédo de leituras como lonTorrent para espécies nao-modelo.

Palavras chave: Digestéo-ligacdo enzimatica, lonTorrent PGM, gendmica populacional,
SNPs.
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6 INTRODUCAO

As novas tecnologias de sequenciamento de segunda geragao para genotipagem de
SNPs exigem a construcdo de livrarias com métodos mais simplificados, de baixo custo
e com alta reprodutibilidade entre laboratérios, especialmente em plataformas de menor
capacidade na producéo de leituras.

Pelo seu alto rendimento, facil transferabilidade entre laboratérios e baixo erro de
genotipagem, os SNPs se tornam num marcador de evolucéo rapida de suficiente poder
estatistico para filogenética (THOMSON et al., 2008), filogeografia (LEE; EDWARDS,
2008; ROSENBLUM; NOVEMBRE, 2007), genética populacional (CAMPBELL; NARUM,
2011), ecologia (THOMAS; KLAPER, 2004; UNGERER; JOHNSON; HERMAN, 2008) e
principalmente para conservacdo (ALLENDORF; HOHENLOHE; LUIKART, 2010;
KOHN et al., 2006; PRIMMER, 2009).

Peixes, primatas e crocodilianos, encontram-se dentro das taxa animais com maior
pressao e ameaca antrdpica nos ecossistemas Amazonicos, sendo submetidos desde
h& décadas a caca ilegal e indiscriminada para consumo humano, ou superexploracao
quando a caca é permitida (BARTHEM; FABRE, 2004; CHAO, 2001; CHAPMAN, 1989;
MARIONI; BOTERO-ARIAS; FONSECA-JUNIOR, 2013; MITTERMEIER, 1987; PERES,
1990). Portanto, urge caracterizar geneticamente as suas populacdes, obervar o estado
da sua diversidade e definir as suas unidades de conservacao através de abordagens
robustas que permitam acessar ndo sO processos evolutivos relacionados com a
variacdo neutra, mas também aqueles relacionados com a variacdo adaptativa, de
grande importancia atual na conservacao de espécies (FUNK et al., 2012; LYNCH et
al., 1999). Dentro das abordagens mais promissorias para fins de conservacao, e que
integram uma visdo holistica do genoma e todos os processos evolutivos envolvidos,
encontram-se aquelas baseadas em marcadores gendmicos (SNPs) (FUNK et al.,
2012), inexistentes até hoje para estas espécies nao-modelo (sem genoma
sequenciado), gerando um grande vazio no conhecimento das populacbes naturais
desses taxa.

Tem sido amplamente revisado que para organismos nado-modelo as novas
tecnologias de sequenciamento de segunda geracdo proporcionam acesso a grandes
informagdes de sequéncias e SNPs (SEEB et al., 2011; TAUTZ; ELLEGREN; WEIGEL,
2010; TOONEN et al., 2013), sendo que para aqueles organismos sem um genoma de
referéncia, passos de reducdo da complexidade do genoma s&o requeridos para a
construcdo de suas livrarias gendmicas e posterior “assembly” de contigs redundantes
apos 0 sequenciamento, aspectos fundamentais para a descoberta e genotipagem de
SNPs (NIELSEN et al.,, 2011; SLATE et al., 2009). Embora tenha havido grandes
avancos, os metodos atuais exigem processos de clonagem e complexas construcoes
de livrarias (OLSEN et al., 2011), isolamentos, purificagbes e enriquecimentos
(PETERSON et al., 2012; RODEN; DUTTON; MORIN, 2009; THOMSON et al., 2008),
aumentando os tempos de obtencdo e custo das livrarias para a descoberta e
genotipagem de marcadores SNPs; obrigando a um refinamento dos métodos atuais
para a sua simplificacao.

Dentre 0s mecanismos para obtencdo de bibliotecas genbmicas para
sequenciamento de segunda geragdo (NGS) pode se encontrar aqueles baseados em
fragmentacdo mecanica através de métodos de sonicacdo (BAIRD et al., 2008; MILLER
et al.,, 2007), cuja limitante se encontra na grande quantidade de passos para sua
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construcdo e impossibilidade de predizer e simular o nUmero de fragmentos exatos a se
gerar (ou loci), dada a aleatoriedade absoluta dos cortes, o que introduz incerteza no
planejamento de multiplex de individuos quando se deseja genotipar. A predi¢do
matematica dos loci a serem gerados estd estreitamente associada a cobertura final
alélica por individuo, a qual € importante para garantir que todos os individuos estarao
equitativamente representados por um minimo de alelos por loci (homdélogos), no
preparo da livraria e apos a corrida.

De forma contréria, 0s mecanismos enzimaticos permitem uma forma mais precisa
que regides homdlogas estejam sendo avaliadas entre individuos do multiplex. Esse
método permite predizer probabilisticamente o niumero de sitios de corte da enzima e o
namero de fragmentos a se gerar por genoma/individuo através de simulagées in silico.
Recentemente, foi desenvolvido um método de fragmentacdo enzimatico, chamado
Double digest Restriction Associated DNA (ddRAD) sequencing (PETERSON et al.,
2012) derivado de outros pré-existentes (BAIRD et al., 2008; BAXTER et al., 2011;
HOHENLOHE et al., 2010; POLAND et al., 2012) para gerar livrarias gendmicas para
genotipagem de novo de SNP para descoberta e genotipagem em espécies nao
modelo.

Este mecanismo tem se tornado a base do desenvolvimento de bibliotecas
gendbmicas para NGS, especificamente para a plataforma lllumina. Apesar da sua
eficiéncia e acuracia na obtencao de livrarias para um ou mais individuos, ainda muitos
passos como a digestdo e ligacdo sdo extensos e independentes (> 5 horas por
adaptador), e a presenca de muitos passos de purificacdo e enriquecimentos utilizando
sondas de hibridizacdo que aumentam o0s custos, Sdo hecessarios durante o
desenvolvimento da livraria, fazendo com que a sua reprodutibilidade entre laboratérios
gue contam com pouca infraestrutura seja dificil ainda. Adicionalmente, pelo fato de
ddRAD ter sido desenvolvida para plataformas com maior capacidade de producao de
leituras como lllumina (~ 100 milhdes de leituras), adaptacdes para plataformas com
menor capacidade na produgao de leituras (10 milhdes) devem ser feitas e testadas
para garantir a sua aplicabilidade.

Aqui se apresenta uma adaptacdo simplificada da metodologia ddRAD a
plataformas de baixa producéo de leituras como lonTorrent para genotipagem de novo
em multiplex e descoberta de SNPs. Esta metodologia oferece um Unico passo
simultineo de digestdo de ADN e ligacdo de adaptadores, isto por meio de
modificacdes nucleotidicas nos adaptadores que impedem o reconhecimento dos sitios
de corte enzimatico ap6s a primeira ligacdo ao ADN alvo. Além disso, contempla a
eliminacao de passos de enriqguecimento por sondas de hibridizacdo e longos métodos
de recuperacao de fragmentos, presentes no método ddRADSs e outros relacionados. O
projeto de corrida é planejado na base de um modelo de simulacdo matematica de tipo
empirico para uma aproximacao preditiva na determinagédo do numero de fragmentos a
serem obtidos segundo a faixa selecionada de corte (loci), tomando como base da
simulacdo genomas de espécies proximas, a cobertura alélica desejada, sitios de
reconhecimento de corte das enzimas selecionadas, capacidade do chip de
sequenciamento e outros fatores.

Assim, neste estudo foi testado, caracterizado e descrito um método ddRAD
simplificado de baixo custo para a producéo de livrarias gendmicas e a sua adaptacao
em plataformas de baixa producdo como lonTorrent utilizando trés taxa Amazénicos
nao-modelos.
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7 MATERIAL E METODOS

ADN gendmico (ADNg) foi extraido de tecido muscular de trés grupos de espécies
para igual numero de projetos de corrida no lonTorrent: 60 individuos de quatro
espécies de peixe (15 de Pseudoplatystoma punctifer, 15 de Pseudoplatystoma
orinocoense, 15 de Pseudoplatystoma tigrinum, 15 de Pseudoplatystoma metaense), 35
individuos de 17 espécies de primates (quatro individuos de Cacajao hosomi, cinco de
Cacajao ayresi, oito de Cacajao melanocephalus, cinco de Pithecia spp., quatro de
Chiropotes spp. e nove de Callicebus spp.) e finalmente de 20 individuos de uma
espécie de jacaré Melanosuchus niger via extracdo com fenol (SAMBROOK; RUSELL,
2001). A qualidade do ADNg foi testada por eletroforese de 3 pl extraidos da amostra
misturada com Gel Red™ em gel de agarose 1%. A concentracdo aproximada de ADNg
das amostras foram quantificadas por espectrofotometria (Nanodrop 2000, Thermo
Scientific, USA). Posteriormente, procedeu-se ao preparo das bibliotecas gendmicas
partindo da esséncia do protocolo para ddRAD-seqs de Peterson et al. (2012) com
varias modificagcbes, as quais permitiram a simplificacdo e adaptacdo do mesmo para
lonTorrent.

Para tanto, foram sintetizados adaptadores especificos para o sequenciamento
das livrarias em lonTorrent, para o qual existem adaptadores P1 e A. Os adaptadores A
foram construidos com barcodes (Molecular IDs - MIDs) de 10 pares de bases (60
adaptadores A no total com igual numero de barcodes) e uma estrutura de cauda “Y”
divergente (DAVEY; BLAXTER, 2010) (Apéndice 1A). lonTorrent usa somente
adaptadores P1 para o sequenciamento de modo que nado existe forma direta de
realizar sequenciamento pair-ended. O adaptador P1 possui uma ponta adesiva TGCA
que é compativel com as pontas adesivas geradas pela digestdo da enzima Sdal no
ADN genbmico, enquanto que o adaptador A tem uma ponta adesiva TA que €
compativel com as pontas adesivas geradas pela digestdo da enzima Csp6l no ADN
gendmico alvo (Figura 6).

Deste modo, foi realizada simultaneamente uma digestdo de ADN e ligacdo de
adaptadores. Para tanto, de forma independente, 200 ng de ADNg de cada individuo
foram colocados em tubos de 250 pL junto com 0,1 ul (1 U) da enzima Sdal (5-
CCTGCANGG-3), 0,1 ul (1 U) da enzima Csp6l (5°-G"TAC-3’), 0,5 pl (5 U) de T4 ADN-
ligase, 5 ul de 10x Buffer Tango, 0,5 pl de ATP (5mmol), 2 pl do adaptador A (~ 5 uM)
com estrutura divergente “Y” contendo um unico barcode por individuo, e 2 pl do
adaptador P1 (~ 0,09 yM) e foi adicionada ddH,O para completar um volume de reacdo
total de 50 ul. Finalmente, a mistura foi incubada a 37 °C em termociclador Veritti®
Appiled Biosystems® por duas horas, 68 °C for 15 minutos para desativacdo das
enzimas e finalmente 4 °C. Os detalhes do principio para garantir uma digestéo-ligacao
completa em forma simultanea, podem ser obervados na Figura 6.
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Figura 6. O processo de simplificacdo de construgéo de livrarias para o sequenciamento em lonTorrent
PGM. (A) O ADN gendmico é cortado com enzimas de restricdo (Csp6l e Sdal neste exemplo) e os
adpatadors “P1” e “A” sdo ligados simultaneamente aos fragmentos cortados por Sdal- e Csp6l. O
adaptador “P1” e “A” sdo proprios da plataforma lonTorrent PGM. O adaptador “P1” tem uma ponta
cohesive TGCA-3' compativel com o corte de Sdal, mas devido a presenca de AT no extremo 5' da ponta
cohesiva do adaptador, uma vez ligado, 0 novo constructo fragmento/adaptador possuira uma sequéncia
CCTGCAAT a qual ja ndo sera reconhecida pela enzima Sdal. O adaptador “A” tem um identificador
molecular (MID; ACGAGTGCGT neste exemplo), e uma uma ponta cohesiva AT-5 compativel com o
corte Csp6l, mas devido a presenca de A no extremo 3’ da ponta cohesiva do adadaptador, uma vez
ligado, o novo constructo fragmento/adaptador possuird uma sequéncia TTAC a qual jA ndo sera
reconhecida pela enzima Csp6l. Teoricamente as frequéncias dos fragmentos A-A, A-P1 e P1-P1 séo
253, 2 and 1, respectivamente. O adapatador “A’tem uma cauda divergente. (B) A amplificacdo por PCR
com os primers P1 e A_amp. O adaptador “A” somente sera completado nos fragmentos que estdo
ligados com o adaptador P1, e portatno, (C) somente aqueles fragmentos (A-P1) serdo completamente
amplificados. (D) Amostras de mudltiplos individuos sdo equimolarmente juntados e entdo os fragments
séo selecionados. (F) A livraria pode portanto der sequenciada no lonTorrent PGM.
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No final da digestéo, a formacé&o de fragmentos sera do tipo A-A, P1-P1, e P1-A;
sendo estes Ultimos os do nosso interesse para sequenciamento. Para a selecdo de
ditos fragmentos, foi realizada uma PCR de enriquecimento de alta fidelidade de 25 pL
totais apos a digestao/ligacdo (5 réplicas por individuo). As condicbes de amplificacédo
incluiram 12,4 pl ddH20, 2,5 pl (NH4)>.SO, 10x buffer (Fermentas), 2 ul MgCl, (25 mM)
(Fermentas), 2 pl dNTPs (10 mM), 2,5 pl primer P1 (2 uM), 2,5 pl primer A_amp (2 uM),
0,1 ul Taq (0,5 U) (Klentag, ADN Polymerase Technology) e 1 pl da livraria genémica
sem diluir. Os parametros de ciclagem incluiram um ciclo de preheating de 94 °C por 60
segundos, 18 ciclos de amplificacdo de 94 °C por 10 segundos, 55 °C por 35 segundos
e uma extensao 68 °C por 90 segundos. Por ultimo, um ciclo de 4 °C infinito. O objetivo
dos 18 ciclos foi diminuir a variancia na representatividade de alelos gerada pelo viés
de amplificacdo em uma reacdo por causa da saturacdo. Os primers de amplificacédo
podem ser consultados no Apéndice 1B.

A formacao de fragmentos do tipo P1-P1 é irriséria, devido a baixa frequéncia do
corte da enzima Sdal (1 a cada 65536 pares de bases), e portanto uma probabilidade
muito baixa que este permaneca intacto e que nao ocorra um corte no meio pela
enzima de alta frequéncia Csp6l (1 a cada 256 pares de bases) que gere entdo
fragmentos do tipo P1-A. Por outro lado, ap6s a PCR, a amplificacdo de fragmentos do
tipo A-A ndo € possivel, devido a presenca de cauda “Y”, a qual carece de regido de
anelamento compativel com o primer A_amp (préprio do adaptador A), precisando da
formacao de um template no primeiro ciclo de PCR (s6 gerado a partir do anelamento
do primer P1_amp na fita molde de um adaptador P1) para gerar amplicons nos ciclos
seguintes (DAVEY; BLAXTER, 2010) (Figura 6).

O volume total das cinco réplicas para cada individuo foi juntado e
posteriormente purificado por coluna (lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification
kit, GE Healthcare Life Sciences, USA). Uma vez purificada, cada biblioteca por
individuo foi quantificada através de fluorometria (Qubit® 2.0 Fluorometer, Life Science,
USA) seguindo as instru¢des do fabricante. Posteriormente, as bibliotecas individuais
foram misturadas equimolarmente (200 ng por individuo) e levadas para selecdo da
faixa de tamanho dos fragmentos a serem sequenciados por corte automatizado (Pippin
Prep, Sage Science, USA) seguindo as instru¢des do fabricante.

Para a escolha da faixa de tamanhos dos fragmentos a serem selecionados para
0 sequenciamento, foi realizada uma simulacdo de corte enzimatico de genomas de
taxa filogeneticamente préximos via programacdo de algoritmo em linguagem Python.
Nesta simulacdo em Python foram obtidos inicialmente o numero de fragmentos
(alelos/loci) ap6s o corte simultaneo das enzimas Csp6l e Sdal em genomas ja
sequenciados (publicados) filogeneticamente proximos dos nossos taxa (Brachydanio
rerio, Saimiri boliviensis e Alligator mississippiensis, respectivamente para peixes,
primatas e crocodilianos) seguindo as recomendacOes estabelecidas no meétodo
ddRADs (PETERSON et al.,, 2012) (Tabela 2). Uma vez gerada esta informacao, a
mesma foi tomada como base pelo mesmo algoritmo para determinar a distribuicao
hierarquica dos tamanhos dos fragmentos gerados apés do corte enzimético simulado.
A simulacéo permitiu escolher por tentativa (ap0os varios testes em cadeia) um intervalo
de corte tal que os fragmentos estivessem numa faixa entre ~ 300 pb - ~ 400 pb (para
manter o0 maior aproveitamento do chip), e que ao mesmo tempo esta faixa possuisse
alelos ou loci (NL) suficientes para permitir cumprir com o critério de cobertura por loci
(LC) maior do que 20x em cada individuo do total multiplexado (NI), considerando uma
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producdo empirica de leituras por chip de ~ 4,8 milhdes (RP). Este excicio matematico
de ajuste foi executado através da equacdo LC = RP/(NI*NL), onde LC se tornou a
variavel dependiente f(x), enquanto que NL foi a variavel independente x, a qual tomou
varios valores (provenientes da simulacao) até obter por ajuste o maximo de LC. Uma
vez que a simulacao foi feita e a melhor faixa de corte determinada, procedeu-se a sua
selecdo por corte automatizado desde a biblitoeca genémica no Pippin Prep (Sage
Science, USA), seguido do sequenciamento no lonTorrent PGM (Life Technologies)
utilizando o kit 400 bp no chip 318 lon PGM. Em ambos os casos, seguindo as
recomendacdes do fabricante.

Uma vez feitas as trés corridas de sequenciamento de forma independente para
cada grupo animal, os dados de leituras foram analisados no programa pipeline
STACKS 1.2 (CATCHEN et al., 2011) para genotipagem de novo (sem genoma de
referéncia) de SNPs com fins gendmico-populacionais. Para tanto, foram corridos os
componentes Row reads (Process_radtags) e Execution control (de novo_map.pl, o
qual executa em cascata os programas Ustacks, pstacks, cstacks, sstacks e
population). Os dados obtidos do componente Row reads (Process_radtags) foram a
base para a obtencdo de calculos para a caracterizacdo do meétodo. Assim, foi
determinado o numero médio de leituras observadas por individuo apdés o
sequenciamento, niumero meédio de leituras obervadas por individuo na faixa de corte
apos o sequenciamento, e numero médio de leituras observadas por individuo na faixa
de corte apds o sequenciamento e filtro de qualidade.

No caso do numero de loci intraespecificos observados e esperados, foram
obtidos, respectivamente, através da plataforma MySQL do Pipeline STACKS (produto
da andlise do software de novo_map.pl) e a partir da simulacéo elaborada pelo nosso
algoritmo de programacao em Python. Finalmente, para a determinacdo de evidéncia
do poder estatistico dos SNPs na detec¢do da diferenciacdo genética intraespecifica
(Fst), foram utilizadas as analises elaboradas pelo software Population.pl do Pipeline
STACKS.

Para a determinacdo do numero de loci e Fst intraespecificos observados,
procedeu-se da seguinte maneira para cada grupo animal analisado.

Peixes: foram tomados como modelo duas populacdes (alto e baixo Orinoco) de
uma unica espécie (Pseudoplatystoma metaense) devido a sua ampla distribuicdo no
Orinoco e auséncia de evidencia de variacdo adaptativa por ambientes heterogéneos
dentro da bacia que posam afetar bruscamente as métricas.

Primatas: Foram tomados como modelo duas populacdes (leste e oeste da sua
distribuicdo numa &rea préxima ao Rio Negro) de Cacajao melanocephalus, devido ao
seu numero elevado de individuos dentro da corrida, garantindo frequéncias alélicas e,
portanto o calculo do Fst.

Crocodiliano: no caso da espécie do crocodiliano Melanosuchus niger, foram
selecionados individuos de duas populacbes com ambientes aquaticos homogéneos
sobre o Rio SolimGes com o objetivo de ndo afetar bruscamente as métricas de Fst por
efeito de loci adaptativos.

Finalmente, para determinar a existéncia de relagdo do processo in vitro (nUmero
de loci intraespecificos obervados) com modelac¢des por simulacédo in silico da digestéo
(numero de loci esperados), foi realizado um teste de correlacdo de Pearson e um teste
de Chi-quadrado no software MINITAB (Minitab 17, Inc., USA), com significAncia de 5%
e confianga de 95%, considerando as trés corridas de sequenciamento.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

lonTorrent PGM é uma plataforma geralmente usada para sequenciamento e
montagem de genomas (QUAIL et al., 2012), descoberta de SNPs com genomas de
referencia (STOLLE; MORITZ, 2013) e descoberta de loci de microssatélite (COSER et
al.,, 2014), sendo que pouca informacdo existe em relacdo ao seu uso para
genotipagem de novo de SNPs em espécies ndo-modelo, principalmente pela sua baixa
producdo de leituras (~5 milhdes) quando comparado com outras plataformas como
lllumina (~100 milhdes). Deste modo, nosso trabalho se constitui em uma das primeiras
tentativas para a demonstracdo do seu uso com fins gendmico-populacionais em
plataformas de baixa producéo de leituras.

Aqui se avaliou um método para a simplificacdo e adaptacdo da metodologia
ddRADseqs no desenvolvimento de livrarias gendmicas e genotipagem de novo de
SNPs em espécies ndo-modelo para a plataforma lonTorrent PGM. O melhoramento do
método incluiu a digestdo de ADN e ligacdo de adaptadores num mesmo passo, e a
auséncia de enriquecimentos com sondas de hibridizacado. Foram utilizados trés grupos
taxondbmicos como modelo: crocodilianos, primatas e peixes em trés corridas
independentes. Apd6s do sequenciamento foi determinado um numero de loci
intraespecificos para as populacdes de peixes, primatas e crocodiliano de 9063, 9207 e
12758, respectivamente; representando um numero significativamente alto para a
determinacdo de estrutura (COATES et al.,, 2009; KALINOWSKI, 2002; MORIN;
MARTIEN; TAYLOR, 2009), mas com um baixo poder estatistico para as populacdes
com maior numero de individuos dentro da corrida (Fst = 0.0390, 0.0404,
respectivamente para peixes e primatas, com 60 e 35 individuos), mas com um alto
poder estatistico para a espécie com menos individuos dentro da corrida (Fst = 0.1265
para o crocodiliano, com 20 individuos). O limite inferior para o alelo de menor
frequéncia durante o célculo dos Fst foi 0.01. Este baixo poder estatistico achado pode-
se dever a dois fatores: um comportamento natural das espécies ou realmente um
sobrecarregamento de individuos por cada corrida que gerou um a diminuicdo na
cobertura alélica.

A cobertura alélica joga um papel importante na hora de decidir quantos
individuos podem ser multiplexados numa mesma corrida, o qual dependera da
capacidade de producéo de leituras do sequenciador e o numero de loci na janela de
selecdo de tamanho dos fragmentos a serem sequenciados, 0 qual por sua vez deriva
do conhecimento correto do genoma a ser sequenciado e o seu tamanho (PETERSON
et al., 2012). Neste ultimo aspecto, no presente trabalho, apds varias simulacdes de
corte com genomas de referéncia que permitissem a maximizacdo do numero de
individuos por corrida com um maximo de leituras por loci, foi calculada uma cobertura
de 36x, 45x e 26x por loci (respectivamente para 60 peixes, 35 primatas e 20
crocodilianos por corrida de sequenciamento), utilizando genomas de referéncia de
espécies proximas (Brachydanio rerio, Saimiri boliviensis, Alligator mississippiensis,
respectivamente). Deste modo, as janelas de selecdo de fragmentos brutos (sem
adaptadores) foram determinadas em 260 — 340 bp (60 peixes), 280 — 380 bp (35
primatas) e 304 — 386 bp (20 crocodilianos) (Tabela 2). Apesar disso, os efeitos da
saturacao de individuos numa mesma corrida de sequenciamento foram evidentes, pois
foi observada uma cobertura final real média por loci de ~ 5x (peixes), ~ 8x (primatas) e
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~ 6x (crocodilianos), apenas 14%, 17% e 23%, respectivamente, do esperado na
simulacéo in silico.

O anterior pode ter uma relacdo com as grandes discordancias achadas entre o
namero de loci esperados e o0 numero de loci observados. Neste trabalho foi
demonstrada a existéncia de uma grande relacdo positiva entre o namero de loci
observados com aqueles esperados na simulacdo in silico para cada espécie de
referéncia (Tabela 2), apesar disso, foram achadas diferencas estatisticas entre os
valores esperados e observados (x* = 2883.296; d.f. = 2; P < 0,05), onde as diferencas
conseguiram atingir 413% (peixes), 278% (primatas) e 39% (crocodilianos) de loci
observados a mais, com relacdo aos esperados na simulacdo. Provavelmente isto
aconteca pela entrada de novos loci produto da contaminagcéo durante o processo de
corte dos fragmentos no Pippin Prep. Assim, um aumento desta quantidade de
fragmentos também aumenta o numero de loci, levando, portanto, a uma dimunuicdo da
cobertura final por loci.

E importante destacar que nenhum genoma de referéncia existente atualmente
(Tabela 2), utilizando o nosso algoritmo de simulagéo in silico, conseguiu predizer com
acurasse o numero de fragmentos e loci que poderiam ser achados para as espécies
nao-modelo utilizadas dentro deste trabalho, sugerindo mais uma vez que um exceso
de loci apos o corte da biblioteca podem estar causando um desvio dos loci observados
com respeito ao esperado na simulacéo in silico. Deste modo, cabe salientar que existe
ainda a necessidade de ajustar os algoritmos para cada caso particular levando em
conta fatores como o exceso de fragmentos por artefatos da técnica e qualidade.
Apesar disso, os valores de cobertura estiveram dentro do sugerido para genotipagem
confiavel (5 — 20x) utilizando sequenciamento de segunda geracdo (NIELSEN et al.,
2011).

Por outro lado, uma das principais limitagdes dos protocolos de desenvolvimento
de livrarias gendmicas é 0 excessivo tempo e passos de manipulacdo do ADN, onde
este podem perder qualidade, além dos custos que isto implica no uso de
equipamentos e material. E por isso que a tendéncia na construcio de livrarias
gendmicas € a reducdo do numero de passos dentro do processo (PURITZ et al.,
2014). Protocolos de desenvolvimento de bibliotecas gendmicas como mbRAD (BAIRD
et al., 2008; MILLER et al., 2007), ddRAD (PETERSON et al., 2012), ezRAD (TOONEN
et al., 2013) e 2bRAD (WANG; NIELSEN, 2012), apresentam entre quatro e seis passos
independentes (onde a digestdo e ligacdo sempre sao passos separados), todos eles
adaptados para plataformas diferentes de lonTorrent PGM.

Apesar de que Stolle e Moritz (2013) propdem pela primeira vez uma
metodologia para descoberta de SNPs para gendmica populacional em plataformas de
baixa producdo de leituras como lonTorrent ou 454 (restriction fragment sequencing,
RESTseq), esta, como todas as outras metodologias para desenvolvimento de
bibliotecas baseadas em RADs, investem aproximadamente 10 horas s6 na digestao e
ligacdo de adaptadores, por exemplo, 5 horas para cada um dos adaptadores.

No presente trabalho, foi demonstrada a viabilidade técnica de realizar o
desenvolvimento das bibliotecas genémicas pela primeira vez para genotipagem de
novo de SNPs em sequenciador lonTorrent para espécies ndo modelo; tudo isso em so
trés passos (digestao/ligacdo, enriquecimento e sequenciamento). O processo de
digestdo e ligacdo dos dois adaptadores se da simultaneamente, levando um tempo
total de apenas 2 horas, uma diminuicdo de 80% do tempo gasto por outros meétodos. A
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presenca de adaptadores ndo autoligaveis e a mudanca de uma base nucleotidica
nestes, a qual muda o sitio de reconhecimento da enzima para impedir um novo corte
depois de ligado as moléculas de ADN alvo, sdo os principais aportes deste trabalho;
além de demonstrar que € possivel, apesar das modificagbes, conservar a
compatibilidade do método com a estrutura de sequenciamento na plataforma
lonTorrent PGM. Apesar de algumas imprecisdes preditivas desde o ponto de vista
gendmico, o método de construcdo de livrarias gendmicas como ferramenta
biotecnologica desenvolvido no presente estudo, mostrou ter uma eficiéncia e
compatibilidade consideravel no processo de sequenciamento na plataforma lonTorrent
PGM, pois o numero meédio de leituras observadas por individuo apés o
sequenciamento, com respeito aquelas esperadas empiricamente para este
sequenciador (ver Tabela 2), representou 0 96,85%, 90,4% e 94,24%, respectivamente
para peixes, primatas e crocodiliano.

Assim, estes resultados mostram pela primeira vez a factibilidade da adaptacéo
do método ddRADs para genotipagem de novo de SNPs em plataformas de baixa
producdo de leituras como lonTorrent e suas aplicagbes exitosas na busca de
ferramentas gendmicas para a conservacao de espécies ndo modelos.
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Table 2. Analise comparativa entre a recuperacdo de loci por simulacdo in silico e por sequenciamento in vitro para lonTorrent PGM

Taxa Ganome Empiric: Wridth of Expectad Humber of Expected Meannumber Mean number hean Number of Obzened  Pearson *Etest
size (MBEX  numberof librany number of expected ooé  coverage of obzenad of obsenred numberof  obsenved  mean corelation  bebueen
expected fragments fragments incutrange  perlbooi () redds per reads per obzened fociin cut  cowerage  index(n expected
redds per cutrange incut range indiwidual after individualin cut reads per range perfoci betmaen and
indiidual : ® sequencing range after individualin expected  obsened
after e sequencing cutrange and focd
saquencingt after quality obzenved
filttering loci
Fizhes Pseudoplafy sfona mefzense - 20000 260-340 4351 21745 3 77485 1411 49408 =] G 0997 F=0.000
Brack vl amio e 276914 80000 260-340 4351 21748 3w
FPoeciiz mtowlata 142828 80000 260-340 3376 1688 4T
Cyyzizs iabjpes 22391 20000 260-340 =i 184 A
Creackmn iz miodiow s 157662 80000 260-340 4587 2343 Bk
Mayzndis renrz 848 &0 20000 260-340 4024 2017 30
Cyroghesy s mom iFe s 91517 20000 260- 340 2806 1442 jatakd
Tahifgu mhrpes Gra.02 20000 260-3240 2748 1374 a8
Gadus mou a2 8y 20000 260-3240 1943 a7 ey
Sehastes whdirctes Ta6.8e 20000 260-3240 itk 1968 A0
Stegasterpaiius 200 .44 20000 260-3240 4521 2265 v
AstyInax i exicInes 1191.24 20000 260 -2340 2545 1773 A
Primates Cacajao melanocephalus - 137142 280-380 G051 20245 A 124089 Ja0gg 73241 azor Sx
Saie i hodiviensis 2605.18 137142 280-280 G051 3025 i
Caldhri: jacchus 286058 137142 280-280 A0 2055 G
o o s3piEmE 320928 137142 280-280 4515 2307 G0
Crocodilians Melarosuchus miger - 240000 304-335 18110 055 2w 226180 12744 T34 12738 G
Alligatori irsfesinmien sis 217426 240000 304-335 18110 055 2w
Alligator sivensiz 227057 240000 304-335 18581 g2a0 20
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Notas: Dados da simulagdo in silico para a predigdo da amplitude da faixa de corte dos fragmentos em trés livrarias
(peixes, primatas e crocodilianos) e o nimero de loci contidos nelas, utilizando genomas de taxas filogeneticamente
préximos com genomas sequenciados e reportados em bases publicas do GenBank. Em negrito se encontram 0s
nomes das espécies ndo-modelo selecionadas para serem utilizadas como exemplo nos calculos para o
sequenciamento gendmico. Em underline se encontram as espécies filogeneticamente mais préximas as nao modelo,
cujos genomas foram utilizados como referéncia na simulacédo in silico para sua aplicacdo na otimizacdo da faixa de
corte mais adequada para o sequenciamento das espécies ndo modelo. T As informagdes foram consultadas em bases
de dados publicas do GenBank, tomando como referéncia cromossomos ou genomas completos, segundo a forma de
disponibilizacdo dos dados. 1 318 Ton PGM chip possui uma capacidade tedrica maxima de 5 milhdes de leituras, do
qual, considerando alguns erros apds o sequenciamento, pode atingir empiricamente 4,8 milhdes de leituras por chip
em circunstancias conservadoras para cada corrida. Neste caso, os dados de leitura sdo calculados por individuo,
considerando o nimero presente na corrida por chip (60, 35 e 20 individuos para cada corrida, respectivamente para
peixes, primatas e crocodilianos). * A amplitude da faixa de corte dos fragmentos da livraria se ajusta aos critérios de
maximizacdo do nimero de individuos por corrida (NI), nimero de loci esperados na faixa de corte (NL), cobertura
esperada por loci (LC) e capacidade de producéo de leituras pelo chip de sequenciamento 318 lonTorrent PGM (RP);
todos relacionados na equacdo NI = RP/(LC*NL). As coberturas foram selecionadas tendo como limite inferior um
valor conservador empirico de 20x, o qual garantiria um minimo de loci por individuos apds a corrida de
sequenciamento. A faixa de corte ndo inclui os adaptadores.
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CAPITULO Il

APLICACOES DO NOVO METODO SIMPLIFICADO DE ddRADs PARA
A DESCOBERTA DE SNPs EM ESPECIES DE PEIXE NAO MODELO:
ESTUDO DE CASO PARA DOURADA Brachyplatystoma rousseauxii e
O TAMBAQUI Colossoma macropomum
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RESUMO

Neste estudo, foi gerado pela primeira vez um grande namero de loci de SNPs
candidatos para o0s peixes ndo modelo e altamente explorados, dourada
(Brachyplatystoma rousseauxii) e tambaqui (Colossoma macropomum), usando
sequenciamento de segunda geracdo. Para tanto, foi usado um novo método para a
construcdo de livrarias gendmicas. Primeiro, foi criada uma livraria representativa
reduzida por digestdo do ADN gendmico de 30 individuos por cada espécie (15 do
Orinoco e 15 do Amazonas) usando as enzimas de restricdo Sdal e Csp6l, ligando
simultaneamente adaptadores com Identificadores Moleculares (MIDs), e
posteriormente juntando os fragmentos entre ~ 300 — 400 pares de bases previamente
enriquecidos. Nao foram usadas sondas de hibridizacdo. Posteriormente, o pool de
fragmentos foi sequenciado usando o lonTorrent PGM. Finalmente, as leituras de
sequencias foram analisadas usando o software Stacks. Foram detectados 18772 tags
com 6170 sitios polimoérficos para B. rousseauxii, e 22476 tags com 7181 sitios
polimérficos em C. macropomum. Para B. rousseauxii, daqueles tags, 398 loci (849
SNPs) ocorreram em pelo menos 90% dos individuos em pelo menos uma das bacias,
sendo que 70 loci (92 SNPs) foram recuperados para ambas as bacias, dos quais 23
mostraram a uma regido flanqueadora > 80 pares de bases, e entdo foram Uteis para o
desenho de primers. Em relagdo a C. macropomum, dos 22476 tags, apenas 601 loci
(1530 SNPs) foram compartilhados no minimo entre 75% dos individuos pelo menos em
uma das bacias, e 177 loci (268 SNPs) recuperados para ambas as bacias, dos quais
39 SNPs putativos mostraram uma regiao flanqueadora > 80 pares de bases para o
desenho de primers. Finalmente, é possivel concluir que o uso deste novo método de
construcdo de livrarias genbmicas para a plataforma tecnoldgica lonTorrent PGM, junto
com ferramentas bioinformaticas apropriadas, podem fornecer um método rapido e de
baixo custo para a identificacdo de SNPs em espécies ndo-modelo. Estes marcadores
constituem uma importante ferramenta molecular para aquicultura, conservacéo,
gendmica populacional e monitoramento destas espécies.

Palavras chave: SNPs; Dourada; Tambaqui, lonTorrent PGM; Genbdmica da
conservagao
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O peixe Neotropical dourada (Brachyplatystoma rousseauxii) (Castelnau, 1855),
€ um dos maiores peixes da América do Sul e € considerada a espécie de bagre
comercialmente mais importante da bacia Amazbnica nas pescarias (BARTHEM,;
FABRE, 2004). Por sua vez, o tambaqui (Colossoma macropomum) (Cuvier, 1818), é o
maior caracideo de América do Sul, e o segundo maior peixe Neotropical, atingindo até
um metro comprimento total e 30 kg de peso (GOULDING; CARVALHO, 1982). Ambas
as espécies sao também consideradas entre as de maior potencial e uso atual para
aquicultura em grande escala. Ditas espécies estdo amplamente distribuidas ao longo
dos canais principais e tributarios de agua branca das bacias do Amazonas e Orinoco
com raros registros de ocorréncia em tributarios de &gua clara (ARAUJO-LIMA,;
RUFFINO, 2003; ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1997; BARTHEM; GOULDING, 1997;
GOULDING, 1980; ISAAC; RUFFINO, 1996). Ambas a as espécies sdo altamente
exploradas, mas no caso do tambaqui, a pressdo tem tido consequéncias graves para a
espécie, se tornando essa uma das dez espécies mais capturadas no Amazonas
(Ruffino e Isaac 1994), levando a uma diminuicdo do tamanho de captura em um século
(de 60 para 45 cm) e uma redugcédo dos desembarques comerciais, especialmente na
Amazbnia central, onde sua contribuicdo era de 40% no final da década de 70,
chegando a incriveis 2,8% na década passada (RUFFINO et al., 2005; SANCHEZ-
BOTERO; GARCEZ; CHAVES CORTEZAO, 2006).

A Uni&o Internacional para a Conservacao da Natureza (IUCN) categorizou a
espécie B. rousseauxii como Least Concern (preocupacdo menor). No entanto, a
mesma instituicdo também alerta que a espécie deve ser monitorada devido a sua alta
pressdo de pesca, e em consequéncia, levar a uma possivel ameaca futura (REIS;
LIMA, 2009). Para o tambaqui, IUCN nao possui informagdo em relacdo ao estado de
risco, embora, a Lista Vermelha de Peixes de Agua Doce da Coldmbia (valida parar
Venezuela), categorizou o tambaqui como uma espécie Near Threatened (quase
ameacada) devido a sobrepesca e destruicdo do bosque chuvoso na Amazobnia e
Orinoco (MOJICA, 2012).

Existem apenas poucos estudos moleculares sobre B. rousseauxii e C.
macropomum que estejam direcionados a conservacado e que tenham sido publicados
até hoje (BATISTA; ALVES-GOMES, 2006; BATISTA et al, 2009; CARVAJAL-
VALLEJOS et al., 2014; FARIAS et al., 2010; HAMOY; SANTOS, 2012; SANTOS;
RUFFINO; FARIAS, 2007; SANTOS; HRBEK; FARIAS, 2009); bem como poucas
informacdes das populacdes de ambas as espécies para a bacia do Orinoco. SNPs
especificos para as espécies ou outros marcadores gendmicos nao tém sido reportados
para a dourada ou tambaqui.

Devido a sua alta frequéncia no genoma, facil transferabilidade entre laboratorios
e baixa taxa de erros de genotipagem, os SNPs tém se tornado os marcadores de
preferéncia para estudos em gendmica da conservacao (ALLENDORF; HOHENLOHE;
LUIKART, 2010; KOHN et al., 2006; PRIMMER, 2009). Para peixes, os SNPs tém
mostrado, comparados com outros marcadores, um alto poder de resolucdo para
detectar limites populacionais e interespecificos, inclusive quando a divergéncia é
recente (WAGNER et al., 2013).

As tecnologias de sequenciamento de segunda geracéo, as quais sdo capazes
de gerar milhGes de leituras de sequencias a baixo custo, permitem uma facil
descoberta e identificacdo de grandes quantidades de SNPs candidatos para espécies
nao modelo, para as quais nao existe informacao genémica (SEEB et al., 2011; TAUTZ;
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ELLEGREN; WEIGEL, 2010; TOONEN et al.,, 2013), como no caso de dourada e
tambaqui.

Portanto, é imperante determinar SNPs putativos de B. rousseauxii e C.
macropomum como ferramenta para o seu uso em estudos focados a protecdo das
espécies.

Nesse estudo, foram desenvolvidos e identificados loci putativos de SNPs para
B. rousseauxii e C. macropomum usando lonTorrent PGM e programas bioinforméticos.
Usando o protocolo padrédo de extragdo de ADN: fenol-cloroférmio (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATIS, 1989), foi extraido ADN gendmico de tecido muscular de 30
individuos por espécie, e que representaram grande parte da distribuicdo geografica
conhecida para as mesmas (15 do Orinoco: Ciudad Guayana, Puerto Carrefio, Puerto
Lopez, San José del Guaviare e Puerto Inirida; e 15 do Amazonas: La Pedrera, Tefe,
Manaus e Boa Vista), e portanto assegurando que toda a variacdo gendémica potencial
fosse amostrada (BRADBURY et al., 2011). Antes do sequenciamento foi gerada uma
livraria de representacdo reduzida. Primeiro, foram digeridos 200 ng de ADN de cada
individuo com as enzimas de restricdo Sdal e Csp6l (Thermo Scientific) e ligados
simultaneamente aos adaptadores, 0s quais incluiam o adaptador P do lonTorrent
(ponta adesiva compativel com restricdbes geradas com Sdal) e o adaptador A com
identificador molecular de 10 pares de base - MID (com ponta adesiva compativel com
restricbes geradas por Csp6l, e uma estrutura divergente “Y” que permite que somente
fragmentos do tipo P-A possam ser amplificados durante passos subsequentes de
PCR) (DAVEY; BLAXTER, 2010). A reagao de restricdo/ligacéo foi realizada durante 2
horas a 37 °C. Para garantir simultaneamente a digestdo completa e ligacdo eficiente
de adaptadores, os adaptadores A e P foram desenhados de tal maneira que, apos da
ligacdo ao fragmento de ADN alvo, os sitios de restricdo ndo foram mais reconhecidos
pelas enzimas de corte (para mais detalhes ver o Capitulo | desta Tese). Este novo
método requer so trés passos e reduz o tempo de desenvolvimento da livraria genémica
para uma quinta parte do tempo convencional requerido pelos métodos atuais como
Peterson et al. (2012) ou Stolle e Moritz (2013).

A digestao foi amplificada via PCR de alta fidelidade para o seu enriquecimento
(obtencdo de fragmentos do tipo A-P, descartando fragmentos do tipo P-P ou A-A),
verificada em gel de agarose 1%, purificada por coluna usando lllustra GFX PCR DNA
and Gel Band Purification kit (GE Healthcare Life Sciences™), e posteriormente
quantificanda por fluorometria em Qubit® 2.0 (Life Technologies™).

As amostras foram juntadas em concentracdes equimolares (200 ng) e a fracéo
de fragmentos entre 300 e 400 pares de bases foi coletado utilizando Pippin Prep (Sage
Science, Inc.). Posteriormente, a amplificacdo clonal foi realizada com o kit de reacao
lon PGM OT2 400 (Life Technologies™), e o sequenciamento foi realizado com kit de
reacdo lon PGM Sequencing 400 no chip 318 lon PGM (Life Technologies™).

Foram obtidas 3145592 e 3210716 sequéncias de alta qualidade com uma média
de tamanho de leitura de 268 e 276 pares de bases, respectivamente para B.
rousseauxii e C. macropomum. Os dados de leituras foram importados no software
Geneious 7.0.6 (KEARSE et al., 2012) e removidos todos os fragmentos < 100 pares de
bases, 0s quais sdo pouco Uteis para uso na descoberta de SNPs e desenho de
primers, retendo 2153035 e 2210716 leituras respectivamente para cada espécie. Os
dados de leituras selecionados foram importados no pipeline Stacks 1.2 (CATCHEN et
al.,, 2011). Posteriormente, as leituras foram filtradas usando o programa
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process_radtags.pl, o qual separou os dados por MID e removeu leituras com Phred
score < 10. Subsequentemente, foi executado o denovo_map.pl para genotipagem de
novo de SNPs, o qual gerou o catalogo de todos os loci de SNPs, tags e consensos de
todas as amostras de acordo a parametros como cobertura minima de 4x para a
construcdo do alelo (ustacks) e permitindo até dois mismatches para a construcao de
um lécus.

Finalmente, foi executado o software population.pl, permitindo calcular dados
estatisticos inter e intragrupos para as amostras das bacias do Orinoco e Amazonas,
especificando a ocorréncia de cada locus em pelo menos 90% dos individuos em cada
populacdo para B. rousseauxii, € 75% para C. macropomum, além de um limite inferior
para o Alelo de Menor Frequéncia - MAF (Minnor Allele Frequency, pela suas siglas em
inglés) de 0,01, e gerando o arquivo VCF (Variant Call Format) file com o conjunto de
dados de loci finais.

Foram encontradas 1910211 e 2080382 leituras de alta qualidade, 18772 e
22476 tags com cobertura igual ou maior que 4x, totalizando 6170 e 7181 sitios
polimorficos, respectivamente para B. rousseauxii e C. macropomum. Para B.
rousseauxii, aqueles 18772 tags representaram 398 loci (849 SNPs) ocorrendo em pelo
menos 90% dos individuos no minimo em uma das bacias, e 70 loci (92 SNPs)
recuperados para as duas bacias, dos quais 23 mostraram uma regido flanqueadora >
80 pares de bases, e portanto foram Uteis para o desenho de primers (Tabela 3). Para
C. macropomum, aqueles 22476 tags representaram 601 loci (1530 SNPs) os quais
ocorreram minimamente entre 75% dos individuos em pelo menos uma das bacias, e
177 loci (268 SNPs) recuperados para as duas bacias, dos quais 39 loci possuiam uma
regido flanqueadora do SNP putativo > 80 pares de bases, e entdo Uteis para o
desenho de primers (Tabela 4).

Os primers foram desenhados a partir das sequéncias tag consenso no software
Geneious 7.0.6 (KEARSE et al., 2012) através da sua ferramenta plugin Batchprimer3
(YOU et al., 2008).

Em concluséo, o uso deste novo método de construcdo de livrarias genémicas
para lonTorrent PGM, junto com ferramentas bioinformaticas apropriadas, podem
fornecer um método rapido e de baixo custo para a identificacdo de SNPs em espécies
ndo modelo. Espera-se que estes marcadores se tornem numa importante e (til
ferramenta genética para aquicultura, estudos de conservacéo, gendmica populacional
e monitoramento das espécies B. rousseauxii e C. macropomum.
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Tabela 3. SNPs putativos em Brachyplatystoma rousseauxii das bacias do Orinoco e Amazonas.

Primer (5* - 37) ID SNP SNP
tag position
in  the
tag (bp)
Br79 F-ACATCGAGGGAACGGATTAGT 79 94 G/A
R-TCAGGTGAGGAGACAGGGTT
Br 238 F-CCTTTCACTGGCTAAGCTGC 238 86 T/IC
R-GTCTCCCATCTGCCTCACAC
Br 261 F-TGCATGCTGAAGCTCAAAGG 261 91 AIG
R-TGTGGAGTATGCAGATGGTGA
Br 292 F-AAAACATGGCAACCTGCTGC 292 97 TIC
R-GCCTCACCAGGGTTACTGTT
Br 328 F-TCTTTTACATAAATGGTTGGAACTGT 328 82 TIA
R-TTGCAAACGGTCCCCAGTAA
Br 528 F-ATGGAACCCATATGTGCCGG 528 106 AIG
R-AAAGGCCCTCCAAAACAGCC
Br 612 F-AGCTGGCTATGTCAAAGCCT 612 83 AIT
R-AAGTATGCCAGGCGAGTGTC
Br 846 F-TGCTCTGGCAAAAGACTCCA 846 91 AIT
R-ACAGCTCACACCATTGTTTAAAACA
Br 871 F-GCTGCACGCTTGTTGATCTC 871 103 T/IA
R-TGCAGGTTCTCATTGACGACT
Br 904 F-TGCCATTATCTGTTGTGCGA 904 92 C/IG
R-GGATGACGGACATGAGGAATGA
Br1040 F-ACCCAGAAACCACTGAGCAG 1040 95 C/IA
R-GCCTCAGACCACACGTTACA
Br1234 F-TGTATTGTATTGCTGACATTTTCACA 1234 81 TIG
R-TGTTACACCAGTCCACCAGT
Br1236 F-CACAAACTGTGCAATTTCCTTCT 1236 117 AIG
R-TGCACCCTCTCAGACTCTCT
Br1326 F-TGCGTGATCACACACTAGGG 1326 88 CIT
R-GAGCCCTGCAACTGACAAGA
Br1347 F-ACACTGCTGAATGGTAATGAATTTCT 1347 96 G/A
R-CCCCACTTCTGACCTTCTGC
Br1364 F-CCTGCAATTACTTGGAGCCA 1364 119 AT
R-GAGGGTGAGTGTTTGGTGCT
Br1620 F-TGGTTCCATAGTTGATGTTCTACA 1620 88 TIC
R-TGACTAGTGTTTACTGAAAATGGCT
Br1908 F-TCAGTGATGGAGAAAGAATGTGGT 1908 103 CIT
R-GGGGAAGGTGATTGTCTGCT
Br2296 F-GGTGCCTTTATAATGTGACAGCT 2296 105 CIT
R-CAGCACATCTGCACCAGGTA
Br2545 F-ACACACCTCTTGGCTAATGCA 2545 84 AIT
R-CAGGCAATTCCCTCTCCGTT
Br2553 F-CTGACATCCGTCTGGCTCTC 2553 119 G/A
R-AAGCCCTCACGCAGTAGATG
Br2668 F-ACTGAGGTGCTGCAGATTCC 2668 109 AIG
R-CTGTGGCTGCTTTCACACAC
Br2979 F-CTGTTCCACTGCACCATTGT 2979 105 CIG

R-CAACACTGATAGCGGCTCCA

Nota: Os 23 SNPs foram escolhidos baseados nos seqguintes critérios: loci de SNPs estdo presentes em pelo
menos 90% dos individuos em cada populacdo (30 individuos, 15 por bacias), sem desequilibrio de ligagdo com
outros loci, cobertura minima de 4x por alelo, um limite inferior para 0 MAF (minor allele frequency) de 0.01, e uma
regido flanqueadora a cada lado do SNP > 80 bp.
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Tabela 4. SNPs Putativos em Colossoma macropomum das bacias do Amazonas e Orinoco.

Primer (5° - 3°) ID SNP SNP
tag position
in the tag
(bp)

Cm45 F-ACACACCCCTATTATGGCAGC 45 91 G/A
R-ACATTCCTCAAGCAAGCCCT

Cmb54 F-AAGTTACTGGAGCAGGAGGC 54 101 AT
R-CGCCTCAAGGAGCCATACTC

Cm199 F-CCTACTGCACAAGCTCACTCA 199 107 T/C
R-ACACATCAGACACGTTTTAGCA

Cm200 F-AACATTCAGCGATATGGCAAC 200 85 A/G
R-TCCAACTTGTTTGTAAACCACAGA

Cm410 F-CACTCCACACCATCTCAGCA 410 108 A/G
R-TGCGACATGAAAGTAGCGGT

Cm420 F-GAGGAAAGGACAGGCTTGCA 420 109 C/IA
R-TGACGTGTTAAGGAACCAGACA

Cm608 F-TGCAACACCTACATCACCCG 608 80 CIT
R-GGAAGGACCTTGAATGGGCA

Cm609 F-GGAACTGCAGCTGTTTTTGCT 609 116 A/G
R-GTTCCTTGAACCTGAACCCA

Cm728 F-TCATGAAGCACAGAGGTTGGT 728 105 A/G
R-ACCACCAACAATAACTGCAGTC

Cm740 F-ACAGCACAAACAAGATGTCACT 740 91 CIT
R-CACATGGAGTGCTCAGCTGA

Cm747 F-TCCCTGACAGTCATTGCTGC 747 82 CIT
R-CCCCTCATTCCTAGCACTGC

Cm852 F-CCCATCGCTTGCTACTAGGG 852 111 A/G
R-CCTCCCTTTGAGTGCAACCT

Cm959 F-TGCACTTCCACAGAATTTTCCAC 959 102 CIT
R-ACCTAGTAACCATATCAAAGCTGT

Cm970 F-CATCTCTGCAGCTCTGATCCA 970 110 T/IC
R-CTGGCAGTGGAACATCTGGT

Cml1l062 F-TGTTTGTTAAAGCTGTCGTTTAAACAG 1062 94 T/IC
R-GCATGCGCTTGTATCACAGC

Cmi1076 F-ACACACCCCTATTATGGCAGC 1076 91 A/G
R-TGCAGTCAGACGTCAAGGTC

Cml154 F-AGCGACGTATCAGTTTGGGT 1154 89 G/A
R-CGAAGAGGGTTTGAGCCAGT

Cml1196 F-AGTCACAGACTGGGTGAAATATGT 1196 102 G/A
R-CCTTAGGGAGCAGGTGTCTG

Cml1248 F-TAGCGTGGGTGCAGTATGAC 1248 94 A/G
R-TGCATCCCACTCAAAGTGCT

Cm1253 F-ACATGACCGCGTATAACGTCA 1253 116 CIT
R-CTGAAGGTCTGCAGGTCGAG

Cml1420 F-TGTAGTGTGAAGAAAGAGCTTGA 1420 97 G/A

R-GCAGCAGAGAGACCACTCAC
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Tabela 4. Continuacao

Primer (5 - 37) ID Posicdo SNP
tag do SNP
no tag
(bp)

Cmil546 F-ACAGTGCTGTGTTTCATATGTTCA 1546 115 G/A
R-TTGCCAAGCAACAATGGACC

Cmi1562 F-AGCGACGCTATCAGTGCATT 1562 111 T/C
R-CCCTTGAAACCACCGTTTGC

Cmi1677 F-TGCAGACTTCACCCAGTTGA 1677 99 T/C
R-GCCTCTGAGCTGGGCTATTA

Cml768 F-CCACTGTCTGTTTGCTGAGC 1768 112 G/A
R-AGTGTTTCACAGATGTTAGGGGA

Cml1951 F-GCTCTCTGCCCTACGAAGAC 1951 110 G/A
R-ACAAGGTCCAGTGATTGTCATGA

Cm2294 F-TCGGTGAAATTTGTGTGCGC 2294 91 T/C
R-TGTTTGGGTGTGATTCTACATGT

Cm2322 F-TCATCCTTTTGTTCCCATAGCT 2322 115 G/A
R-ACACTCATAAGCATGCTCAGT

Cm2474 F-TGTGGGTGGAGCATGGATTG 2474 82 AIG
R-CGGATTGGATTCGGTTGTGC

Cm2482 F-CACCAAATGCTCTACGAATGTT 2482 119 CIT
R-GGTCTTCAAATTTGCCTACGCA

Cm2569 F-TGAGATTCCATGATGCCCTGA 2569 95 AT
R-GTGCCACAGAGACACCTGAA

Cm2579 F-ATTAGCCTTGCAGTCCCAGC 2579 82 A/C
R-AGCTGACACAACCATTCCCA

Cm2599 F-GTGACTCGCTTGTTTGTTCCT 2599 119 T/IC
R-GCCTCATTAATCTTCAACAATCGC

Cm2631 F-ACCTGGAATGTGTAGCTGTGG 2631 82 A/G
R-CAGGTGAGAGGGGGTCCTAA

Cm2842 F-ACAGAACAGTGTATCGTGACCT 2842 93 G/A
R-GCCAACAGAATGAGACGCAG

Cm2847 F-TCGGTGAAATTTGTGTGCGC 2847 92 CIT
R-TGTTTGGGTGTGATTCTACATGT

Cm2867 F-TCCTCCAGGACTGCTGCTAA 2867 116 GIT
R-TCCAGGACTGAAGCTCCTCC

Cm2894 F-AGCAAACACATGGTATTAAATTCCT 2894 102 AT
R-GACCTGTCTATGCCTGCCAG

Cm2949 F-ACGATTGTTCAGGATGAGCA 2949 85 A/G

R-TGCAAGCACATATGTTCATTTAAGT

Notes: Os 39 SNPs foram escolhidos baseados nos seqguintes critérios: loci de SNPs estdo presentes em pelo
menos 90% dos individuos em cada populacdo (30 individuos, 15 por bacias), sem desequilibrio de ligagdo com
outros loci, cobertura minima de 4x por alelo, um limite inferior para 0 MAF (minor allele frequency) de 0.01, e uma
regido flanqueadora a cada lado do SNP > 80 bp.
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CAPITULO 1l

CONECTIVIDADE ATUAL E HISTORICA DA ICTIOFAUNA DO
ORINOCO E O AMAZONAS: ABORDAGEM GENETICO-
POPULACIONAL E FILOGEOGRAFICA USANDO UM MODELO DE
PEIXES MIGRADORES E SEDENTARIOS
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RESUMO

Os rios Amazonas e Orinoco se constituem nos dois principais sistemas hidricos
no Neotropico, caracterizados pela sua alta diversidade de ictiofauna, a qual € estimada
entre 1300 a 3000 espécies de peixes, sendo que cerca de 65% de toda a ictiofauna
Neotropical estd concentrada na &area alagada das suas bacias. Grande parte desta
diversidade € compartilhada entre elas, mas a respeito ndo existem estudos robustos
que sustentem os limites espaciais, temporais € nem o modo de interacdo desta
ictiofauna entre os dois sistemas fluviais, impedindo definir as bases para a tomada de
medidas que permitam o uso sustentavel desse recurso pesqueiro e sua conservagao.
Deste modo, no presente estudo se visou determinar a existéncia de conectividade
atual e histérica da ictiofauna compartilhada entre as bacias do Amazonas e Orinoco
através da avaliacdo de duas diferentes hipoteses sobre mecanismos de disperséo e
distribuicdo de individuos das espécies entre elas: 1) através de corredores zoo-
geograficos permanentes (Casiquiare) ou 2) através de planicies de inundacao
temporais entre cabeceiras do Amazonas e Orinoco (Rio Japura — Rio Guaviare; e Rio
Branco — Rio Caroni), utilizando como sistema modelo oito espécies de peixes com
histérias de vida diferenciadas (Migradores e sedentérios). Para tanto foi realizado uma
abordagem filogeografica e genético populacional utilizando sequéncias de ADNmt e
ADNnu para inferir as relacdes atuais e histéricas entre as bacias. Sequéncias de
Citocromo Oxidase | (COIl) e Regido Controle (RC) foram concatenadas (até 1140 pb
totais) ap6s serem obtidas de 82, 83, 96, 81, 141, 68, 51 e 94 individuos das duas
bacias para as espécies Brachyplatystoma rousseauxii, Colossoma macropomum,
Piaractus brachypomus, Pseudoplatystoma metaense/Pseudoplatystoma tigrinum,
Pseudoplatystoma orinocoense/Pseudoplatystoma punctifer, Nannostomus unifasciatus,
Paracheirodon axelrodi e Pterophyllum altum, respectivamente. Assim também,
sequéncias de regifes exdnicas nucleares como Glycosiltransferase (Glyt) e a cadeia
pesada 6 alfa da miosina do musculo cardiaco (myh6) foram concatenadas (até 1357
pb totais) apdés serem obtidas de 17, 29, 19, 21, 24, 19, 17 e 24 individuos,
respectivamente, para as mesmas espécies mencionadas. As analises do ADNmt
mostraram uma forte estrutura populacional em termos de formacdo de grupos
biolégicos diferenciados, distribuicdo ndo aleatéria de haplétipos e altos niveis de Fst
(0,18 - 0,99) para todas as espécies entre bacias, mas nao dentro destas (exceto para
0s peixes sedentarios). Das oito espécies avaliadas, apenas P. orinocoense/P. punctifer
apresentou evidéncias de fluxo génico recente entre bacias, sendo através do
Casiquiare, mas com o ponto de encontro reprodutivo entre populagdes limitado a area
abrangendo parte do Alto Orinoco, passando pelo Casiquiare e até Santa Isabel no Rio
Negro. As analises de neutralidade do teste D de Tajima e rede de haplétipos sugeriram
uma expansao significativa recente para C. macropomum e P. orinocoense/P. punctifer
exclusivamente para a bacia do Orinoco, sendo que no primeiro caso se deu
provavelmente apos de uma disperséo recente (< ~108 mil anos) a partir do Amazonas
(posterior a uma possivel extingdo da espécie no Orinoco), enquanto que para a
segunda espécie, trata-se de uma populacdo isolada do Amazonas desde ha ~1,052
milndes de anos, possivelmente com uma dréastica reducdo demografica no passado
recente, gerando uma populacdo fundadora que estad se expandindo. Em ambos os
casos, tal evento (extincdo ou reducao populacional) estaria associado a mudancas do
habitat por catastrofes caracteristicas do vulcanismo gerado pelo erguimento final da
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cordilheira Oriental dos Andes e/ou possiveis mudancas climaticas do Pleistoceno. Para
todas as espécies, o ADNnu mostrou um forte compartilhamento de grupos biolégicos
entre bacias, sugerindo que a divergéncia entre estas é mais recente do que se
pensava. Isto foi confirmado pela andlise de coalescéncia para estabelecer os tempos
de divergéncias entre bacias, mostrando que apenas as populacdes de N. unifasciatus
do Orinoco e Amazonas divergiram no Plioceno (~4,9 milhdes de anos), enquanto que o
resto das espécies divergiu no Pleistoceno (~1,5 — 0,042 milhdes de anos). Em
qualquer caso, ndo coincidindo com a hipétese de vicariancia entre bacias gerada pelo
Arco do Vaupés no Médio Mioceno (~11 milhdes de anos). Finalmente, é possivel
concluir que as bacias ndo séo sistemas completamente independentes, inclusive com
interacbes demograficas atuais, pelo que € valido afirmar que sua ictiofauna, ainda em
processo de diversificacdo, deve ser regida por critérios de conservacdo unificados de
curto prazo entre paises que compdem as bacias, os quais permitam manter 0s
processos evolutivos intactos para este recurso e sem prejudicar seu aproveitamento.

Palavras chave: Amazonas, estrutura populacional, filogeografia, Orinoco, peixes
migradores, peixes sedentarios.
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9 INTRODUCAO

No Neotropico, os rios Amazonas e Orinoco sdo respectivamente o segundo e
terceiro rio mais longo do mundo, com aproximadamente 6437 km e 2140 km de
longitude e uma &rea de drenagem de 7050000 e 830000 km? respectivamente
(STALLARD; KOEHNKEN; JOHNSSON, 1991; ZEISLER; ARDIZZONE, 1979). As duas
bacias estdo caracterizadas pela sua alta diversidade da ictiofauna, estimada entre
1300 a 3000 espeécies de peixes (REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003), sendo que
cerca de 65% de toda a ictiofauna Neotropical esta concentrada na area alagada das
suas bacias (ALBERT; REIS, 2011) e grande parte € compartilhada por ter uma origem
ancestral comum. Dentre estas espeécies, os Caraciformes e Siluriformes representam
cerca de 83% do total da diversidade de espécies existentes (LOWE-MCCONNELL,
1999), quem junto com a familia Cichlidae sofrem pressdo de pesca significante
(CHAO, 2001; FERNANDEZ-ACOSTA et al., 2008), levando a uma deterioracdo deste
recurso compartilhado, sobre o qual ndo se conhece muito.

A formacéo destes sistemas fluviais se deu apds processos geologicos e orogénicos
complexos que permitiram seu desenvolvimento através de uma historia de origem
comum para ambas as bacias. A historia evolutiva da América do Sul tem sido
associada a um conjunto de grandes eventos geoldgicos progressivos que modificaram
tanto o continente quanto os oceanos e sistemas fluviais (CAVALLOTTO; VIOLANTE;
HERNANDEZ-MOLINA, 2011; FOLGUERA et al.,, 2011; LAVINA; FAUTH, 2010). A
ictiofauna Sul-americana moderna se diversificou e distribuiu através de uma ampla
variedade de ambientes ecoldgicos durante o Mioceno Tardio (11 a 5 milhdes de anos)
(WEITZMAN; WEITZMAN, 1982), principalmente através do fendmeno de captura de
cabeceira, evento usual para estas duas bacias desde o Médio Mioceno, que se tornou
o responsavel pela origem de grande parte da diversidade de peixes continentais, a
partir de mudancas paleo-hidrolégicas que permitiram a dispersdo de biotas ancestrais
e a posterior divergéncia alopatrica devido a eventos orogénicos (LUNDBERG et al.,
1998).

Apesar de que estes eventos facilitaram a distribuicdo, a explicacdo ao
compartilhamento atual de espécies possui suas bases na evidéncia da formacéao do rio
Paleo-Orinoco-Amazonas (HOORN et al., 1995; LUNDBERG et al., 1998), uma Unica
bacia transcontinental em direcdo ao caribe entre o Oligoceno tardio e Mioceno Cedo
(~27 - 15 milhGes de anos), se desintegrando para constituir as bacias que hoje
conhecemos. Isto, gerado pelo levantamento do Arco do Vaupés, o qual se estende
entre a base da cordilheira oriental dos Andes e a base do escudo Guianense na
cabeceira do Rio Negro (DIAZ DE GAMERO, 1996; HOORN, 1993; HOORN et al.,
1995; WESSELINGH; HOORN, 2006).

Apesar disto, conexdes fluviais ainda continuam vigentes entre as duas bacias,
como no caso do canal do Casiquiare, deixando aberta a possibilidade de conectividade
da ictiofauna, ao considerar esta como uma possivel rota de dispersdo de espécies de
peixes entre as duas bacias (BARTHEM; GOULDING, 1997; LUNDBERG et al., 1998;
MACHADO-ALLISON, 2008; WILLIS et al.,, 2010; WINEMILLER; WILLIS, 2011;
WINEMILLER et al., 2008).

As aguas do alto Rio Negro da bacia do Amazonas estdo conectadas com a
cabeceira do Orinoco através do Canal do Casiquiare, Unica conexao evidente entre as
bacias depois de terem sido separadas definitivamente pelo levantamento da cordilheira
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oriental dos Andes e o Arco do Vaupés. O Casiquiare € um canal de mais de 300 km,
gue comunica o alto Rio Orinoco com o alto Rio Negro, correndo nessa mesma diregcéo
e possuindo uma descarga média de 2100 m®s (WINEMILLER et al., 2008). O
Casiquiare flui préximo ao limite sul ocidental do escudo das Guianas e a porcao leste
dos Llanos (savanas) do Rio Orinoco na sua zona de contacto com a Amazbnia
ocidental. O Casiquiare se unta com o Rio Guainia dando origem ao Rio Negro, o maior
tributario do Amazonas (WINEMILLER et al., 2008). Até hoje, ndo se conhece uma
idade certa da origem desse canal.

Apesar de o Casiquiare ser a forma mais evidente de conexao entre o Orinoco e o
Amazonas, existe a possibilidade de outras duas rotas de dispersao atual de peixes e
conectividade entre as bacias. Uma delas ocorreria através das cabeceiras dos rios
Guaviare e Inirida (Orinoco) com os rios Vaupés (Rio Negro) e Japura (Amazonas)
(Figura 1), cujas cabeceiras sdo altamente ramificadas, préximas (< 20 km) e
extremamente baixas em relacdo ao nivel do mar (< 200 m) ao longo do Arco do
Vaupés (MORA et al.,, 2011), o que torna essa area uma das poucas barreiras
semipermeaveis entre bacias sul-americanas para a ictiofauna até hoje (LOVEJOY;
WILLIS; ALBERT, 2011); aspecto que poderia se repetir também para outra possivel
rota de disperséo: Rio Branco (Amazonas) com o Rio Caroni (Orinoco) (Figura 1). Estas
duas ultimas rotas permitiriam a troca de espécies nos periodos de cheia onde podem
acontecer alagamentos sazonais que conectam estas cabeceiras nos periodos de
chuva, sendo através do ictioplancton bem como de adultos e juvenis nas areas
alagadas comuns (MACHADO-ALLISON, 2008), como ja é conhecido para os sistemas
Rio Branco-Rupununni-Essequibo (ARBOUR; FERNANDEZ, 2011; LOVEJOY;
ARAUJO, 2000; LOWE-MCCONNELL, 1969; SABAJ; TAPHORN; CASTILLO, 2008).

Apesar dos estudos genéticos realizados até agora para desvendar o grau de
conectividade entre as bacias do Orinoco e Amazonas, as abordagens utilizadas so
levam em conta apenas uma ou poucas espécies muito relacionadas como sistema de
modelo biolégico para responder a hipotese, o que leva a um viés filogenético das
respostas (falta de independéncia estatistica dos dados). Assim também, levam em
conta uma Unica histéria de vida (geralmente peixes de vida sedentaria) (p. e. WILLIS et
al., 2010), ignorando as informacdes que possam fornecer outras espécies coexistentes
(espacial e temporalmente) com histérias de vida diferenciadas e nao filogeneticamente
relacionadas entre si. Este tipo de abordagem, no caso do Orinoco e Amazonas,
permitiria uma visdo holistica sobre a dindmica evolutiva que envolveu e envolve
atualmente as bacias contada desde varios angulos taxondmicos (BERMINGHAM,;
MARTIN, 1998).

A realizacdo de comparaces filogeograficas e genético-populacionais entre varias
espécies ou populagdes codistribuidas (filogeografia comparada), com historias de vida
diferentes (migradores e sedentarios) que podem afetar a sua estrutura (HUGHES et
al., 2012; NORTHCOTE; HINCH, 2004), permitiiam a avaliacdo da existéncia de
padrbes filogeograficos e populacionais concordantes (ARBOGAST; KENAGY, 2008;
AVISE, 2000, 2009; ZINK, 2002), facilitando testar hipéteses sobre possiveis eventos
histéricos comuns que influenciaram sobre varias espécies e que podem indicar
respostas bidticas comuns frente a eles (BERMINGHAM; MARTIN, 1998), por exemplo,
eventos de vicariancia ou dispersdo, mudancas climaticas historicas e processos
geomorfolégicos. Adicionalmente, isto permitiria identificar as causas ecoldgicas e
etoldgicas que exerceram e exercem alguma influéncia sobre os mesmos (ARBOGAST;
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KENAGY, 2008; LANTERI; CONFALONIERI, 2003; ZINK, 2002), detectar padrdes de
biodiversidade no nivel regional e de paisagem que sdo importantes para o
entendimento da macroecologia, 0s impactos externos dos eventos geoldgicos e areas
de grande prioridade para conservacdo (BERMINGHAM; MARTIN, 1998; MORITZ,
2002). Deste modo, a aplicacdo de analises filogeograficas e genético-populacionais no
presente estudo proporcionariam informacado Util de processos envolvidos na origem e
distribuicdo da biodiversidade, sua microevolucdo em termos de mutacdao, fluxo génico,
deriva e sele¢do, mecanismos que criaram e que ainda mantém a diversidade destas
espécies da ictiofauna mais rica do planeta: Orinoco e Amazonas.

Um numero significante de espécies de importancia econébmica é compartilhado
entre as bacias do Orinoco e Amazonas (BARTHEM; GOULDING, 1997;
MALDONADO-OCAMPO; VARI; USMA, 2008; REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003;
WINEMILLER; WILLIS, 2011; WINEMILLER et al., 2008), entre elas podemos citar
grandes bagres migradores como Brachyplatystoma rousseauxii, Pseudoplatystoma
orinocoense (P. punctifer) e Pseudoplatystoma metaense (P. tigrinum); espécies semi-
migradoras como Colossoma macropomum e Piaractus brachypomus, além de
espécies de peixes ornamentais de histéria de vida sedentaria como Paracheirodon
axelrodi, Nannostomus unifasciatus e Pterophyllum altum), no entanto, ainda ndo é
claro o grau de relacdo demografica e limites da distribuicdo destas espécies entre
bacias, inclusive, se realmente estes sistemas hidricos contém espécies diferentes ou
nao.

Alguns trabalhos de distribuicdo de espécies de peixes realizados até a atualidade
entre bacias tém demonstrado diversos resultados: endemismo (p. e. espécies do
género Retroculus), vicariancia (p. e. ciclideos do género Uaru: Uaru amphiacantoides e
Uaru fernandezyepezi) e dispersao ou distribuicdo de espécies dentro de ambas as
bacias (CRAMPTON; ALBERT, 2003; FREEMAN et al., 2007; LITTMANN, 2007;
WINEMILLER et al., 2008). Apesar dos esforcos de ecdélogos e sistematas em analisar
a distribuicdo biogeografica para algumas espécies de peixes nessas bacias
neotropicais (HUBERT et al., 2007b; LOVEJOY; ARAUJO, 2000; TURNER et al., 2004;
WILLIS et al., 2007), existem ainda poucos estudos de base genética com seu foco
orientado a testar a hipétese de fluxo génico e conectividade no nivel populacional entre
0 Amazonas e Orinoco. Por exemplo, sé um trabalho, utilizando modelos de anélises de
coalescéncia, estimou que individuos das espécies de peixes de ciclideos como Cichla
temensis, C. monoculus, e C. orinocensis experimentam algum grau de fluxo génico
entre as bacias do Orinoco e Amazonas, além de possiveis mecanismos de disperséo
atuais e histéricos (WILLIS et al., 2010). Mesmo assim, nenhum desses estudos
envolveu espécies altamente exploradas compartilhadas entre bacias, nem foram
integradas nas analises as histérias de vida diferenciadas dos peixes como possivel
fator determinante da conectividade e fluxo génico.

No presente trabalho objetivou-se determinar a existéncia de conectividade da
ictiofauna compartilhada entre as bacias do Amazonas e Orinoco através da avaliacdo
de duas diferentes hipoteses sobre areas de disperséo de individuos entre ditas bacias:
1) através de corredores zoo-geograficos permanentes como o Casiquiare ou 2) através
de planicies de inundacéo temporais entre cabeceiras do Amazonas e Orinoco como o
Rio Japurd/Rio Guaviare e Rio Branco/Rio Caroni, utilizando como sistema modelo oito
espécies de peixes com histérias de vida diferenciadas (migradores e sedentarios).
Conhecer a histéria evolutiva das bacias ndo s6 gerara conhecimento relacionado com
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a genética basica das espécies, mas também com grandes impactos sobre a ecologia,
conservacgao e biogeografia historica e recente.

As espécies migradoras como B. rousseauxii, P. orinocoense (P. punctifer), P.
metaense (P. tigrinum), C. macropomum e P. brachypomus, além de espécies de
peixes sedentarias como P. axelrodi, N. unifasciatus e P. altum, possuem uma ampla
distribuicdo dentro das duas bacias, estando entre as 20 espécies mais exploradas
comercialmente no Orinoco e Amazonas com alto valor para consumo humano e
ornamentacdo (BARTHEM; FABRE, 2004; BARTHEM; GOULDING, 1997; CHAO, 2001;
FERNANDEZ-ACOSTA et al, 2008; NOVOA, 2002; SANTOS; SANTOS, 2005;
TAPHORN, 2003), e para as quais a informacao filogeogréfica e antecedentes sobre a
distribuicdo dos seus grupos bioldgicos, unidades de conservacdo e demografia
histérica e recente entre as duas bacias é inexistente. Assim, a execucéo deste capitulo
respondera as perguntas: a) Existe ou existiu fluxo génico entre as bacias do Amazonas
e Orinoco? b) O grau de conectividade genética e padrdo espacial da sua variacao
entre e dentro de bacias possui relacdo com a histdria de vida das espécies?

10 MATERIAL E METODOS

10.1 Amostragem e obtencéo de sequéncias mitocondriais e nucleares

Para este estudo, foram coletadas amostras de tecido muscular de 82, 83, 96, 81,
141, 68, 51 e 94 individuos de B. rousseauxii, C. macropomum, P. brachypomus, P.
metaense/ P. tigrinum, P. orinocoense/ P. punctifer, N. unifasciatus, P. axelrodi e P.
altum, respectivamente. No caso dos peixes sedentarios, as amostras foram obtidas de
trés localidades do Orinoco (Puerto Gaitan, San José del Guaviare e Puerto Inirida), e
de trés localidades do Rio Negro (Cucui, Santa Isabel e Barcelos), compreendendo a
area de distribuicao geogréfica das espécies. Em relacédo aos peixes migradores, foram
obtidas amostras de 17 localidades amostradas, sendo que nove (9) locais
corresponderam a bacia do Orinoco, e oito (8) a bacia do Amazonas, sempre
flanqueando as regibes de possivel conectividade da ictiofauna entre o Orinoco e
Amazonas pelas rotas previamente propostas como hipétese (Tabela 5, Figura 7).

No caso das espécies do género Pseudoplatystoma, apesar da sua complexa
discussdo em torno da diferenca na classificacdo taxonbmica para as espécies do
Orinoco e Amazonas, 0s nomes das espécies dos individuos coletados foram atribuidos
com base na sua distribuicdo geogréfica elaborada por Buitrago-Suarez e Burr (2007),
trabalho no qual a taxonomia é geralmente concordante com a distribuicdo das
especies (rios).

As amostras de tecido dos peixes migradores foram coletadas a partir de individuos
pescados por mecanismos artesanais e desde individuos ja capturados nos portos de
pesca das localidades de coleta. No caso dos peixes ornamentais, os tecidos foram
obtidos de individuos capturados por pecadores artesanais em campo ou intermediarios
de venda tanto na Colébmbia quanto no Brasil. Amostras foram preservadas em alcool
95% e posteriormente depositadas na Colecéo de Tecidos de Genética Animal — CTGA
da UFAM (CGEN, deliberagéao n°75 de 26/08/04).
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A extracdo de ADN total foi realizada seguindo o protocolo fenol/cloroférmio
modificado de Sambrook et al. (1989).

Para todos os individuos, foram amplificadas regidées mitocondriais correspondentes
a Regiao Controle (RC) e Citocromo Oxidase Subunidade | (COI). A rea¢do de mix para
as PCRs da RC foi realizada em um volume final de 15 pL contendo: 5,1 puL de agua
estéril deionizada, 1,5 yL de BSA (10 mg/mL), 1,2 uL de MgCl, (25 mM, Fermentas),
1,5 uL de buffer (NH4)>SO4 10X (Fermentas), 1,2 yL de dNTPs (10 mM), 1,5 uL do
primer reverse (2 uM), 1,5 uL de primer forward (2 uM), 0,5 yL de Tag ADN polimerase
(1 U/uL, Fermentas) e 1,0 yL de DNA (~ 50 ng/pL). Assim também, para COl, a reagao
de mix teve um volume final de 15 pL contendo: 8,3 uL de agua estéril deionizada, 1,2
pL de MgCl, (25 mM, Fermentas), 1,5 pyL de buffer (NH4).SO4 10x (Fermentas), 1,2 yL
de dNTP (10 mM), 1,5 uL do cockteil primers (forwards + reverses) (2 uM), 0,3 pL de
Taqg ADN polimerase (1 U/uL, Fermentas) e 1,0 yL de DNA (~ 50 ng/yL). Todas as
reacoes foram conduzidas, tanto para COI quanto para a RC, no termociclador Veriti®
(Applied Biosystems), seguindo o programa de amplificacdo de um ciclo de 72 °C por 1
minuto, 35 ciclos de 94 °C por 10 segundos, temperatura de anelamento de 50 °C por
35 segundos e 72 °C por 90 segundos. Por ultimo, um passo de extensao final de 72
por 5 minutos. Primers de PCR para COI foram disponiveis da literatura, enquanto que
agueles para a RC foram desenhados para este estudo (Tabela 6).

Adicionalmente, foram amplificadas sequencias do genoma nuclear correspondentes
a regides exdnicas que codificam para proteinas conservadas como Glycosiltransferase
(Glyt) e a cadeia pesada 6 alfa da miosina do musculo cardiaco (myh6) (Tabela 6). Para
tanto, foram utilizados apenas 17, 29, 19, 21, 24, 19, 17 e 24 individuos das espécies B.
rousseauxii, C. macropomum, P. brachypomus, P. metaense /P. tigrinum, P.
orinocoense /P. punctifer, N. unifasciatus, P. axelrodi e P. altum, respectivamente. Isto,
compreendendo a distribuicdo geogréfica ja descrita anteriormente.
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Table 5. Localidades e coordenadas geograficas de amostragem de individuos nas
bacias do Orinoco e Amazonas

Localidade® Espécies”  Coordenadas geogréficas
1. San Félix (Ven) Migradores 8°17°11.05”N; 62°40°6.25”W
2. Castillos (Ven) Migradores 8°31°37.25”N; 62°22°42,04”W
3. Ciudad Guayana (Ven) Migradores 8°23°37.32”N; 62°39°27.63”"W
4. Caicara del Orinoco (Ven) Migradores 7°39°11.20”N; 66°10°37.66”W
5. Puerto Carrefio (Col) Migradores 6°9°37,94”N; 67°31°12.47°W
Sedentéarios  6°9°28.69”N; 67°33°0.94”W
6. Puerto L6pez (Col) Migradores 4°6°13.12”N; 72°56°21.82”W
7. Puerto Gaitan (Col) Sedentarios 4°18°23.75”N; 72°4’17.21"W
8. Puerto Inirida (Col) Migradores 3°51°58.09”N; 67°56°54.68”"W
Sedentarios 3°50°35.54”N; 67°58°37.72”W
9. San José del Guaviare (Col) Migradores 2°34°21.99”N; 72°38°49.11”"W
Sedentéarios 2°33°48.35”N; 72°40°49.85"W
10. Cucui (Bra) Sedentarios 1°1°20.71”N; 66°47°32.78"W
P. punctifer 0°52°31.7”N; 66°51°28.3”W
11. S8o Gabriel da Cachoeira (Bra) P. punctifer 8°1711,05”N; 62°40°6.25”W
12. Santa Isabel (Bra) Sedentéarios 0°24°39.28”S; 65°1°30.93"W
P. punctifer 0°23°30.9”S; 65°12°18.1”W
13. Barcelos (Bra) Sedentéarios 0°58°0.88”’S; 62°53°48.72”"W
14. Boa Vista (Bra) Migradores 2°48°50.10”N; 60°39°53.08”W
15. La Pedrera (Col) Migradores 1°19°0.36”S; 69°35°6.33”W
16. Tefé (Bra) Migradores 3°21°33.33”S; 64°39°19.98"W
17. Manaus (Bra) Migradores 3°8°1.81”’S; 60°2°37.78"W

4 Paises de origem mostrados em paréntese: Ven: Venezuela, Col: Colémbia, Bra: Brasil.
® Nome das espécies agrupadas como: Migradores: Brachyplatystoma rousseauxii, Pseudoplatystoma
orinocoense/P. punctifer, Pseudoplatystoma metaense/P. tigrinum, Piaractus brachypomus, Colossoma

macropomum; e Sedentarios: Pterophyllum altum, Paracheirodon axelrodi e Nannostomus unifasciatus.
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Figura 7. Locais de amostragem e possiveis rotas de conexao para as espécies de peixes migradores e
sedentarios entre bacias. Circulos amarelos e azuis representam locais de coleta para as espécies de
peixes migradores nas bacias do Orinoco e Amazonas, respectivamente. Os quadros azuis e amarelos
correspondem aos locais de coleta de amostras de peixes sedentérios das bacias do Orinoco e
Amazonas, respectivamente. A, B e C correspondem as hipotéticas conexdes da ictiofauna entre bacias a
serem testadas neste estudo. 1: San Félix, 2: Castillos, 3: Ciudad Guayana, 4: Caicara del Orinoco, 5:
Puerto Carrefio, 6: Puerto Gaitan, 7: Puerto Lépez, 8: Puerto Inirida, 9: San José del Guaviare, 10: Cucui,
11: S&o Gabriel da Cachoeira, 12: Santa Isabel, 13: Barcelos, 14: Boa Vista, 15: La Pedrera, 16: Tefé e
17: Manaus.
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Tabela 6. Sequéncias de primers usadas nas reacbes de PCR para amplificacfes de
regibes mitocondrias como Citocromo Oxidase | - COl e Regido Controle - RC, e
regides de genes nucleares como Glycosiltransferase (glyt) e a cadeia pesada 6 alfa da
miosina do musculo cardiaco (myh6).

Regiéo Forward (5°—3”) Reverse (5 —3”) Referéncia
COIl (FishF2_t1, (1) 1) Ivanova et al.
VF2_t1, GTAAAACGACGGCCAG CAGGAAACAGCTAT  (2007)
FishR2_t1, TCGACTAATC GACACTTCAGGGTG
FR1d_t1)
) )
GTAAAAGGACGGCCAG CAGGAAACAGCTAT
TCAACCAACC GACACTAGACTTCT
RC (LProF, AACYCCCRCCCCTAAC GTAAAACGACGGCC  Presente estudo
DLOstariR.1) YCCCAAAG AGTCCTGGTTTH
myh6 1) 1) Li et al. (2007)
(myh6_F459, CATMTTYTCCATCTCAG ATTCTCACCACCATC
myh6_R1325) -  ATAATGC CAGTTGAA
12 PCR
myh6 2 2
(myh6_F507, GGAGAATCARTCKGTG CTCACCACCATCCAG
myh6_R1322) -  CTCATCA TTGAACAT
22 PCR
Gylt (Glyt_F559, (1) (1) Li et al. (2007)
Glyt_R1562) — GGACTGTCMAAGATGA CCCAAGAGGTTCTTG
12 PCR CCACMT TTRAAGAT
Gylt (Glyt_F577, (2) 2
Glyt_R1464) - ACATGGTACCAGTATG GTAAGGCATATASGT
22 PCR GCTTTGT GTTCTCTCC

Nota: primers forwards e reverse para COIl séo utilizados na forma de cocktail numa Unica reacéo
PCR, como indicado por lvanova et al. (2007). No caso dos genes nucleares, a 12 PCR e 22 PCR
correspondem a um método de PCR aninhada para a amplificacdo de cada gene de acordo ao indicado
por Li et al. (2007). Nos casos de PCR aninhada, os primers forward e reverse de cada passo de PCR
sdo previamente misturados equimolarmente para a obtencao de uma Unica aliquota de trabalho com
uma concentracgéo final de 2 UM de primers no total da solucéo.

As reacdes de PCR para a amplificacdo de Glyt e myh6 foram levadas a cabo
simultaneamente para o primeiro passo da PCR aninhada (pré-amplificacdo - 12 PCR)
para cada amostra, e de forma independente para o segundo passo de PCR
(amplificacéo - 2% PCR), de acordo a Li et al. (2007). Para tanto, as condi¢Ges da reacdo
de mix de PCR para a pré-amplificacdo foram equivalentes as da RC; enquanto que
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para a reacdo de PCR de amplificacdo, seguiram-se as condi¢cfes equivalentes para a
amplificacdo de COI, exceto que em vez da adi¢cdo de 1 pL de ADN como template, é
realizada a adicdo de 1 pL da PCR da pré-amplificagdo. Em todos os casos, 0s primers
utilizados estiveram nas condic¢des ja explicadas na Tabela 6 deste capitulo.

Todas as reacOes foram conduzidas, para Glyt ou myh6, em termociclador
Veriti® (Applied Biosystems) seguindo o programa de amplificacdo: 12 PCR - um ciclo de
68 °C por 1 minuto, 30 ciclos de 93 °C por 10 segundos, temperatura de anelamento de
48 °C por 35 segundos e 68 °C por 90 segundos. Por ultimo, um passo de extensao
final de 68 °C por 7 minutos. 22 PCR - um ciclo de 68 °C por 1 minuto, 35 ciclos de 93 °C
por 10 segundos, temperatura de anelamento de 55 °C por 35 segundos e 68 °C por 90
segundos. Por ultimo, um passo de extenséo final de 68 °C por 7 minutos.

Todos os produtos de PCR gerados foram sequenciados em sequenciador
automatizado ABI-3500 (Applied Biosystems) usando kit de BigDye Terminator Cycle
Sequencing (Applied Biosystems), de acordo as instru¢cbes do fabricante (WERLE et al.,
1994). A montagem, alinhamento e verificacdo da qualidade das sequéncias
nucleotidicas foram realizados usando 0 programa Geneious:
(http://www.geneious.com/, KEARSE et al.,, 2012) e a ferramenta incorporada ao
mesmo: CLUSTAL W (www.clustal.org).

10.2 Analises de dados
10.2.1 ADN mitocondrial

Para todas as analises, foram utilizadas sequéncias de COIl e RC de forma
concatenada para cada um dos individuos. A concatenacdo das sequéncias destas
regides € adequada considerando que o ADN mitocondrial é herdado como uma Unica
molécula, sem recombinacao e todas as sub-regies experimentam a mesma historia
evolutiva devido ao seu padrao de mutacdo (MEYER, 1993).

Para inferir a estrutura genética e grupos bioldgicos, foi utilizado o programa
BAPS (Bayesian Analysis of Genetics Population Structure) (CORANDER et al., 2008).
Dentro dos priors escolhidos para os parametros de particdo e atribuicdo de individuos
em BAPS, foi selecionado o modelo de agrupamento por individuos (Clustering of
individuals), apropriado para cenéarios biolégicos onde os individuos tém sido
amostrados desde um numero determinado de areas geograficas especificas, o que é
mais apropriado para genética populacional. BAPS permite a especificacdo a priori do
limite superior de grupos (k) a serem testados pelo algoritmo, onde este tenta identificar
a probabilidade posterior da particio em subpopula¢des na faixa de 1 até o k dado a
priori. Assim o k minimo testado dependerda do numero de localidades amostradas
dentro do delineamento experimental, assumindo que cada uma poderia se comportar
como uma populacdo biologica, no entanto, este valor k pode ser maior para nao
subestimar a possivel existéncia de mais grupos biolégicos. Neste caso particular, foi
testado um k = 10 para as espécies de peixes sedentarios, e um k = 20 para 0s
migradores.

Uma das mais fortes evidéncias para detectar fluxo génico entre populacdes é o
compartilhamento de haplétipos entre estas, acompanhado de uma a falta clara de
monofilia reciproca entre os haplétipos associados as areas comparadas (WILLIS et al.,

72


http://www.clustal.org/

2010). Para testar esta hipétese entre o Orinoco e Amazonas, foi realizada uma analise
para estabelecer relagbes filogenéticas entre haplétipos inferida através de uma
abordagem estatistica de maxima verossimilhanca (1000 iteracées e 10000 réplicas) no
programa Treefinder (JOBB; VON HAESELER; STRIMMER, 2004) sob um modelo
evolutivo HKY+G (B. rousseauxii, C. macropomum, P. brachypomus, P. metaense/P.
tigrinum e P. altum), TrN+G (P. orinocoense/P. punctifer e P. axelrodi), e TPM3uf+G (N.
unifasciatus) previamente determinados no programa jModelTest (POSADA, 2008).
Para a selecdo do modelo evolutivo mais apropriado foi considerado o AlCc.
Posteriormente, para visualizar a relacédo e distribuicdo dos haplétipos obtida entre as
bacias do Orinoco e o0 Amazonas, foi utlizado o programa HaploViewer
(SALZBURGER; EWING; VON HAESELER, 2011).

Para a determinacdo do fluxo génico indireto e grau de estruturacdo das
populacdes, foi realizada uma Analise de Variancia Molecular (AMOVA) utilizado o
programa Arlequin 3.5.1.3 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). Na AMOVA, a variagéo
genética contida dentro e entre as populagbes foi estimada através do indice ®st,
homélogo do Fst (WEIR; COCKERHAM, 1984), registrando o seu valor e significancia
estatistica (P) para a rejeicdo ou ndo da hipotese nula de panmixia (Fst = 0) entre as
populacbes comparadas. Este método também permitiu ajudar na determinacdo de
Unidades de Manejo dentro de cada bacia, considerando que a configuracdo destas
unidades esta determinada pela restricdo ao fluxo génico (CRANDALL et al., 2000). No
mesmo programa foi realizado o teste D de Tajima (TAJIMA, 1989) para avaliar quais
populacdes das duas diferentes bacias estdo em equilibrio de distribuicdo aleatéria dos
polimorfismos com respeito ao ADNmt, considerando que um desvio significativo deste
equilibrio genético no ADNmt é possivelmente o resultado de uma expansao
populacional recente. Assim, espera-se que a evidéncia de expansao populacional em
uma bacia indique também uma provavel colonizacéo ou dispersdo em direcdo a esta
de forma mais recente, ou uma recuperacado apos algum evento climatico ou ambiental.

Adicionalmente, para determinar se a distancia geografica estd modelando a
estrutura genética destes grupos dentro e entre as bacias, foi realizado um Teste de
Mantel. O teste de Mantel (MANTEL, 1967) foi implementado para determinar a
significAncia da associacdo entre a distancia genética (Fst) e geografica, testando a
hipétese de Isolamento por Distancia (Isolation By Distance, IBD). Um desvio na
covariagcdo e associacao destas variaveis (P-value do coeficiente de correlacdo de
Pearson > 0,05) permitira inferir que outros fatores diferentes a distancia geogréfica (p.
e. barreiras) estdo envolvidas na explicacdo dos atuais padrdes de formacédo de
estrutura entre bacias, em caso de existir. Para tanto foi criada uma matriz de dados de
distancia geografica (calculada através de Google Earth) e distancia genética (Fst) entre
localidades dentro do Orinoco, localidades dentro do Amazonas, e de localidades entre
o Orinoco VS. Amazonas. As estimativas do coeficiente de correlacdo de Pearson e
significAncia da andlise foram elaboradas no programa estatistico MINITAB (Minitab 17,
Inc., USA).

Adicionalmente, foi usado o programa BEAST (DRUMMOND et al., 2012) para a
determinacdo do tempo de divergéncia entre as bacias (DRUMMOND et al., 2006).
Assim, foram utilizadas de forma concatenada regides mitocéndrias de COIl e RC de
todos os individuos de cada localidade.

Os parametros escolhidos para as analises dos dados em BEAST incluiram a
selecdo de modelos de substituicdo para COI+RC em cada espécie, um relégio
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molecular relaxado ndo correlacionado, adequado para analises no nivel populacional.
Foi utilizada uma taxa de substituicdo média de 1,7x10® mutacdes por sitio por ano
para as espécies onde COI+RC foram usados (p. e. NAKANO et al., 2006). Esta taxa
surge como a média geométrica das estimativas achadas na literatura para COl e RC
em peixes teledsteos. Assim, a taxa de substituicdo de COI foi definida para este
trabalho em 1,4x10® mutacBes por sitio por ano, derivada de um estudo de peixes
teledsteos de Eytan e Hellbery (2010), onde estimavam entre 1,03 - 1,77x10°® mutacdes
por sitio por ano. Em relagéo a RC, foi considerada uma taxa de substituicdo neutral de
2,0x10® mutacdes por sitio por ano, estimada para peixes teledsteos por Farias et al.
(2010). No caso de P. altum, para quem s6 COI foi utilizado na estimativa dos tempos
de divergéncia (pela impossibilidade de amplificacdo da RC, ver secdo 11.1), foi
utilizada a taxa de 1,03x10® mutacées por sitio por ano. Para a geracéo das arovores
prévias, foi selecionado um modelo coalescente de Expansdo — Crescimento, o qual se
adapta as andlises intraespecificas que utilizam modelos bioldgicos com mudancas no
tamanho populacional e ambientes variaveis (GRIFFITHS; TAVARE, 1994). Os demais
priors foram defaults sugeridos pelo mesmo programa. A corrida das andlises foi feita
considerando 200 milhdes MCMC. A robustez e validacdo da corrida foram conferidas
através dos valores de ESS (> 300) e autocorrelacdo dos parametros. A convergéncia
das cadeias foi conferida através do programa Tracer dentro do mesmo pacote do
BEAST. As informacdes relacionadas com as arvores obtidas (probabilidade posterior,
namero de mutacdes, limites da densidade da probabilidade, etc.), foram sumarizadas
pelo programa TreeAnnotator assumindo um burn-in de 20 milhdes, sendo que a arvore
foi visualizada e eidtada no programa Figtree, ambos dentro do pacote BEAST.

10.2.2 ADN nuclear: regides exbnicas dos genes Glyt e myh6

Com o objetivo de avaliar a hipétese de que as quebras de conexdo populacional
e de grupos biolégicos (observados no ADNmt) foram no passado recente e ndo no
passado distante das bacias, foi realizada uma analise de determinacdo de grupos
biolégicos em BAPS (Bayesian Analysis of Population Structure) (CORANDER et al.,
2008) utilizando as regides exobnicas dos genes nucleares Glyt e myh6, com
reconhecida aplicagdo em peixes na resolucdo de reconstrucbes filogenéticas
profundas (THOMPSON et al., 2014). Se tratando de uma analise apenas populacional
e nao para reconstrucdes de arvores de espécies, as sequéncias de Glyt e myh6 foram
concatenadas (MOORE, 1995; TOLLIS et al., 2012). Considerando que BAPS realiza
analises apenas de haplétipos ou alelos, o banco de dados concatenado foi submetido
ao algoritmo PHASE (STEPHENS; SMITH; DONNELLY, 2001) incorporado ao
programa DnaSP 5.1 (LIBRADO; ROZAS, 2009) para a obtencé&o dos alelos de cada
um dos individuos, e finalmente analisado em BAPS. Os parametros de corrida no
BAPS foram iguais aos utilizados com ADN mitocondrial (ver secéo 10.2.1).

Adicionalmente, foi realizada uma analise de relacdo filogenética para inferir a
distribuicdo de haplotipos e compartihamento destes entre bacias, seguindo a
metodologia proposta na secdo 10.2.1 (ADN mitocondrial) através dos programas
Treefinder e posteriormente a visualizacdo destes no programa HaploViewer. Neste
caso, as analises filogenéticas foram realizadas sobe os modelos evolutivos HKY+G (B.
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rousseauxii), HKY (C. macropomum), TVM+G (P. brachypomus), TrN+G (P. metaense/
P. tigrinum e P. orinocoense /P. punctifer e P. axelrodi), e JC (N. unifasciatus)
previamente determinados através do programa jModelTest (POSADA, 2008). Espera-
se que uma evidéncia de compartilhamento de alelos entre bacias sugira que estas
tiveram conexao até recentemente. Pelo contrario, a auséncia de compartilhamento de
alelos entre localidades das bacias, sugeriria um isolamento reprodutivo dos individuos
desde um passado muito distante.

11 RESULTADOS
11.1 ADN mitocondrial

Foram analisados dados de sequéncias concatenadas (COI+RC) em cada um
dos individuos das espécies B. rousseauxii, C. macropomum, P. brachypomus, P.
metaense/P. tigrinum, P. orinocoense/P. punctifer, N. unifasciatus e P. axelrodi nas
bacias do Orinoco e Amazonas, obtendo-se um total de 1140, 1116, 1119, 1052, 1059,
1092 e 734 pares de bases, respectivamente. No caso de P. altum, foi possivel apenas
analisar sequéncias de COI, pois em todas as localidades, exceto Santa Isabel, a
espécie apresentou um padrédo de duplicacdo da RC onde pelo menos dois haplotipos
eram observados sistematicamente nessa regido no eletroferograma, tornando
indistinguivel o padrdo de sequéncia verdadeiro para esta, inclusive apds varios
experimentos de amplificagdo onde se incluiram tentativas com diferentes primers e
temperaturas de anelamento (dados ndo mostrados). Portanto, foi apenas analisado
COl para esta espécie, se obtendo 471 pares de bases. As caracteristicas dos dados
mitocondriais sdo mostradas na Tabela 7. A distribuicdo geografica de dados
mitocdndrias obtidos por espécie pode ser acessada na Tabela 8.

P. axelrodi foi a Unica espécie mostrando um padrédo particular de delecao de
bases entre localidades para a RC. Para dita espécie foi obtido um tamanho total bruto
da RC correspondente a 350, 230 e 290 pares de bases, respectivamente para as
localidades de Santa Isabel/Barcelos (Amazonas), Cucui/lnirida/Puerto Gaitan
(Amazonas-Orinoco) e Guaviare (Orinoco); permitindo obter sequéncias editadas de
259, 190 e 238 pares de bases respectivamente.
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Tabela 7. Caracteristicas do tamanho das sequéncias de ADN mitocondrial (Citocromo
oxidase | - COIl e Regido controle - RC) para os estudos populacionais e filogeograficos
das espécies de peixe das bacias do Orinoco e Amazonas.

Espécie Tamanho Tamanho da RC (pb) Tamanho total do
do COI (pb) banco de dados
concatenado (pb)**
B. rousseauxii 530 610 1140
C. macropomum 535 581 1116
P. brachypomus 539 580 1119
P. metaense/P. 509 543 1052
tigrinum
P. orinocoense/P. 519 540 1059
punctifer
N. unifasciatus 515 577 1092
P. axelrodi 470 259* (Santa Isabel/Barcelos) 734
190* (Cucui/Inirida/Puerto
Gaitan)
238* (Guaviare)
P. altum 471 - 471

Nota: Todos os tamanhos referem-se a fragmentos apos edicdo e alinhamentos para o0 conjunto
de individuos de ambas as bacias. *As diferencas do tamanho dos fragmentos estdo associadas a um
evento natural de delecdo de bases da RC obervados entre individuos das localidades amostradas. Os
tamanhos totais dos dados brutos da RC para P. axelrodi s6 atingiram até 350, 230, e 290 pares de
bases respectivamente para Santa Isabel/Barcelos, Cucui/Inirida/Puerto Gaitan e Guaviare. **Refere-se
ao tamanho total das sequéncias do banco de dados apds o alinhamento. Isto inclui gaps, inser¢des ou
delecdes.
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Tabela 8. NUmero de amostras para os dados mitocondriais (Citocromo Oxidase | + Regido controle) obtidos por cada
localidade e espécie para as bacias do Orinoco e Amazonas.

Espécie Orinoco Amazonas

SF CAS CG CO CAR PL PG IN GV CUC SG SI BAR PED TEF MAO BV
B. rousseauxii 1 2 7 3 11 10 2 9 10 8 9 10
C. macropomum 1 1 4 11 10 3 10 4 15 12 11
P. brachypomus 1 1 8 7 5 15 10 15 8 15 8 2
P. metaense/P. 2 2 4 4 9 12 17 9 1 11 7 3
tigrinum
P. orinocoense/P. 4 5 10 2 10 12 15 10 5 4 2 16 22 14 10
punctifer
N. unifasciatus 10 9 9 11 13 16
P. axelrodi 8 10 5 7 8 13
P. altum 8 12 8 12 26

Nota: A distribuicdo espacial das amostras para os dados mitocondriais seguiu o critério de maior cobertura possivel das areas de
ocorréncia natural das espécies dentro das bacias do Orinoco e Amazonas, sempre tentando flanquear as areas de provavel conectividade
demografica entre estas. SF: San Félix, CAS: Castillos, CG: Ciudad Guayana, CO: Caicara del Orinoco, CAR: Puerto Carrefio, PL: Puerto Lopez,
PG: Puerto Gaitan, IN: Puerto Inirida, GV: San José del Guaviare, CUC: Cucui, SG: Sdo Gabriel da Cachoeira, Sl: Santa Isabel, BAR: Barcelos,
PED: La Pedrera, TEF: Tefé, MAO: Manaus, BV: Boa Vista.
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Para determinar os padrbes de estruturacdo atuais, um dos programas utilizados
foi o BAPS, que buscou a determinacdo de grupos biolégicos. Para os peixes
migradores como B. rousseauxii, C. macropomum, P. brachypomus, P. metaense/P.
tigrinum, P. orinocoense/P. punctifer, foram determinados respectivamente 4 (log Pr X|K
= -872.653), 4 (log Pr X|K = -817.569), 3 (log Pr X|K = -1726,794), 4 (log Pr X|K =
363.967) e 4 (log Pr X|K = -970.185) grupos biolégicos (Figura 8A — 12A). Em todos os
casos, alguma das duas bacias (nunca as duas simultaneamente) contou com pelo
menos um grupo biolégico exclusivo, 0 que ja evidencia uma estruturacdo genética
entre elas. Apesar disso, s6 para o caso de B. rousseauxii, C. macropomum, P.
metaense/P. tigrinum e P. orinocoense/P. punctifer, se mostra também o
compartilhamento de pelo menos um grupo biologico entre bacias, sugerindo algum tipo
de relacdo reprodutiva de individuos atualmente ou num passado recente. No entanto,
P. brachypomus foi a Unica espécie que ndo mostrou compartilhamento de grupos
biolégicos entre bacias, possuindo um marcado padréo diferencial entre o Orinoco e o
Amazonas com 2 e 1 grupos biolégicos bem definidos para cada uma respectivamente,
sugerindo auséncia de fluxo génico recente ou um isolamento reprodutivo mais historico
entre bacias do que no resto das espécies. BAPS também permitiu observar as
localidades no Orinoco cujos individuos pertencem a grupos biolégicos compartilhados
com o Amazonas: Guaviare (GV), Carrefio (CAR), Puerto Lépez (PL) e Inirida (IN),
assim como as localidades no Amazonas cujos individuos pertencem a grupos
bioldgicos compartilhados com o Orinoco: Cucui (CUC), Sao Gabriel (SG), Santa Isabel
(SI), Pedrera (PED), Tefé (TEF), Manaus (MAO) e Boa Vista (BV) (Figura 8 — 12).

Em relac@o aos peixes sedentarios N. unifasciatus, P. axelrodi e P. altum, foram
determinados 3 grupos bioldgicos para cada espécie, com log Pr X|K = -2777.669, -
2173.225 e —-274,492, respectivamente. Particularmente para as espécies sedentarias,
ao contrario das migradoras, cada bacia mostrou possuir, entre 1 e 2 grupos biolégicos
exclusivos. Exceto P. altum, todas as espécies sedentarias mostraram ter um grupo
biolégico compartilhado entre ambas as bacias. A regido de compartilhamento de um
mesmo grupo bioldgico para ditas espécies sempre foi na area de contato mais
evidente entre as duas bacias: Alto Rio Negro - Alto Orinoco. Especificamente, este
contato é observado com mais forca entre as localidades de Cucui (CUC) e Inirida (IN)
(Figura 13 — 14).

Para as espécies sedentarias foram observados grupos bioldgicos exclusivos de
localidades geograficas especificas: Guaviare (P. axelrodi), Cucui (P. altum) e Santa
Isabel (N. unifasciatus e P. altum) (Figura 13A — 15A). Este comportamento néo foi
obervado para peixes migradores, onde os grupos bioldgicos possuiam individuos
distribuidos em pelo menos dois locais dentro o entre bacias.
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Figura 8. Brachyplatystoma rousseauxii: “A”, Formacdo de grupos bioldgicos entre as bacias do Orinoco e 0 Amazonas utilizando regifes
mitocondriais concatenadas (COIl e Regido Controle) gerado no programa BAPS. Barras de uma mesma cor indicam um mesmo grupo biolégico.
Na figura séo ressaltados os individuos que pertencem a grupos bioldgicos compartilhados entre bacias (setas). IN: Puerto Inirida; GV: San José
del Guaviare; PL: Puerto Lopez; CAR: Puerto Carrefio; CO: Caicara del Orinoco; CG: Ciudad Guayana; BV: Boa Vista; MAO: Manaus; TEF: Tefé;
PED: La Pedrera. “B”, Relacgéo filogenética e distribuicdo de haplétipos entre o Orinoco e 0 Amazonas para a verificacdo de compartilhamento
atual de haplétipos entre bacias. As setas de uma mesma cor permitem relacionar um haplétipo de um grupo biolégico na Figura 8A com o
mesmo haplétipo na figura 8B. “C”, Localizagdo geogréafica de haplétipos pertencentes a grupos bioldgicos comuns entre bacias deterimnados
pelo BAPS (a cor do circulo indica a origem ancestral do haplétipo: Amarelo se € do Amazonas e Azul se € do Orinoco). O mapa também mostra
a delimitacdo das areas pertencentes a cada bacia (mancha azul: Orinoco, mancha amarela: Amazonas). A sobreposicdo de manchas indica
compartilhamento de haplétipos entre bacias considerando a analise gerada no programa HaploViewer.
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Figura 9. Colossoma macropomum. “A”, Formac¢do de grupos biolégicos entre as bacias do Orinoco e 0 Amazonas utilizando regifes
mitocondriais concatenadas (COIl e Regido Controle) gerado no programa BAPS. Barras de uma mesma cor indicam um mesmo grupo bioldgico.
Na figura sao resaltados os individuos que pertencem a grupos bioldgicos compartilhados entre bacias (setas). CG: Ciudad Guayana; CO:
Caicara del Orinoco; CAR: Puerto Carrefio; PL: Puerto Lopez; IN: Puerto Inirida; GV: San José del Guaviare; PED: La Pedrera; TEF: Tefé; MAO:
Manaus. “B”, Relacao filogenética e distribuicdo de haplétipos entre o Orinoco e o0 Amazonas para a verificacdo de compartilhamento atual de
haplétipos entre bacias. As setas de uma mesma cor permitem relacionar um haplétipo de um grupo biolégico na Figura 9A com 0 mesmo
haplétipo na figura 9B. “C”, Localizacdo geogréfica de haplétipos pertencentes a grupos biolégicos comuns entre bacias mostrados pelo BAPS (a
cor do circulo indica a origem ancestral do haplétipo: Amarelo se € do Amazonas e Azul se é do Orinoco). O mapa também mostra a delimitacédo
das areas pertencentes a cada bacia (mancha azul: Orinoco, mancha amarela: Amazonas). A sobreposicdo de manchas indica compartilhamento
de haplétipos entre bacias considerando a andlise gerada no programa HaploViewer.
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Figura 10. Piaractus brachypomus: “A’, Formacdo de grupos biolégicos entre as bacias do Orinoco e o Amazonas utilizando regifes
mitocondriais concatenadas (COIl e Regido Controle) gerado no programa BAPS. Barras de uma mesma cor indicam um mesmo grupo bioldgico.
Na figura séo resaltados os individuos que pertencem a grupos bioldgicos compartilhados entre bacias (setas). GV: San José del Guaviare; IN:
Puerto Inirida; PL: Puerto Lopez; CAR: Puerto Carrefio; CO: Caicara del Orinoco; CG: Ciudad Guayana; BV: Boa Vista; MAO: Manaus; TEF: Tefé;
PED: La Pedrera. “B”, Relagéo filogenética e distribuicdo de haplétipos entre o Orinoco e 0 Amazonas para a verificacdo de compartilhamento
atual de haplétipos entre bacias. “C”, Localizagéo geogréafica de haplétipos pertencentes a grupos biolégicos comuns entre bacias mostrados pelo
BAPS (a cor do circulo indica a origem ancestral do haplétipo: Amarelo se € do Amazonas e Azul se é do Orinoco). O mapa também mostra a
delimitacdo das areas pertencentes a cada bacia (mancha azul: Orinoco, mancha amarela: Amazonas). A sobreposicdo de manchas indica
compartilhamento de haplétipos entre bacias considerando a analise gerada no HaploViewer.
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Figura 11. Pseudoplatystoma metaense/Pseudoplatystoma tigrinum: “A”, Formagéo de grupos bioldgicos entre as bacias do Orinoco e 0
Amazonas utilizando regies mitocondriais concatenadas (COl e Regido Controle) gerado no programa BAPS. Barras de uma mesma cor
indicam um mesmo grupo biologico. Na figura séo ressaltados os individuos que pertencem a grupos biolégicos compartilhados entre bacias
(setas). CG: Ciudad Guayana; CO: Caicara del Orinoco; PL: Puerto Lopez; CAR: Puerto Carrefio; GV: San José del Guaviare; IN: Puerto Inirida;
MAOQO: Manaus; BV: Boa Vista; TEF: Tefé; PED: La Pedrera. “B”, Relacéo filogenética e distribuicao de haplétipos entre o Orinoco e 0 Amazonas
para a verificacdo de compartilhamento atual de haplétipos entre bacias. As setas de uma mesma cor permitem relacionar um haplétipo de um
grupo bioldgico na Figura 11A com o mesmo haplétipo na figura 11B. “C”, Localizacdo geografica de haplétipos pertencentes a grupos biolégicos
comuns entre bacias mostrados pelo BAPS (a cor do circulo indica a origem ancestral do haplétipo: Amarelo se é do Amazonas e Azul se é do
Orinoco). O mapa também mostra a delimitagdo das areas pertencentes a cada bacia (mancha azul: Orinoco, mancha amarela: Amazonas). A
sobreposi¢cdo de manchas indica compartilhamento de haplétipos entre bacias considerando a andlise gerada no programa HaploViewer.
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Figura 12. Pseudoplatystoma orinocoense/Pseudoplatystoma punctifer: “A”, Formacao de grupos biol6gicos entre as bacias do Orinoco e o
Amazonas utilizando regies mitocondriais concatenadas (COIl e Regido Controle) gerado no programa BAPS. Barras de uma mesma cor
indicam um mesmo grupo biol6gico. Na figura séo ressaltados os individuos que pertencem a grupos bioldgicos compartilhados entre bacias
(setas). CG: Ciudad Guayana; CO: Caicara del Orinoco; PL: Puerto Lépez; CAR: Puerto Carrefio; GV: San José del Guaviare; IN: Puerto Inirida;
C: Cucui; S: Sao Gabriel da Cachoeira; I: Santa Isabel; MAO: Manaus; BV: Boa Vista; TEF: Tefé; PED: La Pedrera. “B”, Relacao filogenética e
distribuicdo de haplétipos entre o Orinoco e 0 Amazonas para a verificacdo de compartilhamento atual de haplétipos entre bacias. As setas de
uma mesma cor permitem relacionar um haplétipo de um grupo biolégico na Figura 12A com o mesmo haplétipo na figura 12B. “C”, Localizacao
geografica de haplétipos pertencentes a grupos biolégicos comuns entre bacias mostrados pelo BAPS (a cor do circulo indica a origem ancestral
do haplotipo: Amarelo se € do Amazonas e Azul se € do Orinoco). O mapa também mostra a delimitacdo das areas pertencentes a cada bacia
(mancha azul: Orinoco, mancha amarela: Amazonas). A sobreposicdo de manchas indica compartihamento de haplétipos entre bacias
considerando a analise gerada no programa HaploViewer.

83



ORINOCO AMAZONAS

68"00W 64°0.0W Q 60°0.0/ $6°0.0W

cuc si BAR

1 Inirida/Guaviare/Japura

GV PG IN
/Vaupés connection

B [ oriNOCO AMAZONAS - 2 ot o

1l

3 Branco-Caroni connection
via Rupununni/Essequibo/Cuyuni

= o

0'0.0N

—» Branco Caroni fish
dispersion root

pOS

840 0OW

80°0.0VIQW

\
/1
9!
]
g
8

Figura 13. Nannostomus unifasciatus: “A”, Formacdo de grupos bioldgicos entre as bacias do Orinoco e 0 Amazonas utilizando regifes
mitocondriais concatenadas (COI e Regido Controle) gerado no programa BAPS. Barras de uma mesma cor indicam um mesmo grupo biolégico.
Na figura séo ressaltados os individuos que pertencem a grupos biolégicos compartilhados entre bacias (setas). GV: San José del Guaviare; PG:
Puerto Gaitan; IN: Puerto Inirida; CUC: Cucui; Sl: Santa Isabel; BAR: Barcelos. “B”, Relacéo filogenética e distribuicdo de haplétipos entre o
Orinoco e 0 Amazonas para a verificagdo de compartilhamento atual de haplétipos entre bacias. As setas de uma mesma cor permitem relacionar
um haplétipo de um grupo biolégico na Figura 13A com o0 mesmo haplétipo na figura 13B. As barras paralelas e os nimeros contiguos indicam
apenas uma supressdo de um numero de passos mutacionais para efeitos estéticos da figura. “C”, Localizacdo geogréfica de haplétipos
pertencentes a grupos biol6gicos comuns entre bacias mostrados pelo BAPS (a cor do circulo indica a origem ancestral do haplétipo: Amarelo se
€ do Amazonas e Azul se é do Orinoco). O mapa também mostra a delimitacdo das areas pertencentes a cada bacia (mancha azul: Orinoco,
mancha amarela: Amazonas). A sobreposicdo de manchas indica compartilhamento de haplétipos entre bacias considerando a andlise gerada no
programa HaploViewer.
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Figura 14. Paracheirodon axelrodi: “A”’, Formacdo de grupos bioldgicos entre as bacias do Orinoco e 0 Amazonas utilizando regifes
mitocondriais concatenadas (COI e Regido Controle) gerado no programa BAPS. Barras de uma mesma cor indicam um mesmo grupo biolégico.
Na figura séo ressaltados os individuos que pertencem a grupos biolégicos compartilhados entre bacias (setas). GV: San José del Guaviare; PG:
Puerto Gaitan; IN: Puerto Inirida; CUC: Cucui; Sl: Santa Isabel; BAR: Barcelos. “B”, Relacéo filogenética e distribuicao de haplétipos entre o
Orinoco e 0 Amazonas para a verificacdo de compartilihamento atual de haplétipos entre bacias. As setas de uma mesma cor permitem relacionar
um haplétipo de um grupo biolégico na Figura 14A com o mesmo haplétipo na figura 14B. As barras paralelas e os nimeros contiguos indicam
apenas uma supressdo de um numero de passos mutacionais para efeitos estéticos da figura. “C”, Localizacdo geogréfica de haplétipos
pertencentes a grupos biol6gicos comuns entre bacias mostrados pelo BAPS (a cor do circulo indica a origem ancestral do haplétipo: Amarelo se
€ do Amazonas e Azul se é do Orinoco). O mapa também mostra a delimitacdo das areas pertencentes a cada bacia (mancha azul: Orinoco,
mancha amarela: Amazonas). A sobreposicdo de manchas indica compartilhamento de haplétipos entre bacias considerando a andlise gerada no
programa HaploViewer.
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Figura 15. Pterophyllum altum: “A”, Formacgéo de grupos biol6gicos entre as bacias do Orinoco e 0 Amazonas utilizando regides mitocondriais
concatenadas (COI e Regido Controle) gerado no programa BAPS. Barras de uma mesma cor indicam um mesmo grupo biolégico. Na figura séo
ressaltados os individuos que pertencem a grupos biolégicos compartilhados entre bacias (setas). GV: San José del Guaviare; PG: Puerto Gaitan;
IN: Puerto Inirida; CUC: Cucui; SlI: Santa Isabel; BAR: Barcelos. “B”, Relagéo filogenética e distribuicdo de haplétipos entre o Orinoco e o
Amazonas para a verificacdo de compartilhamento atual de hapl6tipos entre bacias. As setas de uma mesma cor permitem relacionar um
haplétipo de um grupo bioldgico na Figura 15A com o mesmo haplétipo na figura 15B. As barras paralelas e os nimeros contiguos indicam
apenas uma supressao de um numero de passos mutacionais para efeitos estéticos da figura. “C”, Localizacdo geografica de haplétipos
pertencentes a grupos biolégicos comuns entre bacias mostrados pelo BAPS (a cor do circulo indica a origem ancestral do haplétipo: Amarelo se
€ do Amazonas e Azul se é do Orinoco). O mapa também mostra a delimitagdo das areas pertencentes a cada bacia (mancha azul: Orinoco,
mancha amarela: Amazonas). A sobreposicdo de manchas indica compartilhamento de haplétipos entre bacias considerando a andlise gerada no
programa HaploViewer.
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O programa HaploViewer, que permitiu a determinacao da distribuicdo espacial e
compartilhamento atual de haplétipos entre as bacias do Orinoco e Amazonas (tomando
como base uma arvore filogenética), mostrou que para as espécies migradoras B.
rousseauxii, C. macropomum, P. brachypomus, P. metaense/P. tigrinum e P.
orinocoense/P. punctifer, existem 50, 40, 75, 33 e 41 haplotipos totais, respectivamente.
Em relacdo aos peixes sedentarios N. unifasciatus, P. axelrodi e P. altum, foram
determinados 48, 36 e 4 hapldtipos totais, respectivamente para cada espécie.

No caso das espécies B. rousseauxii, P. brachypomus e P. metaense/P. tigrinum,
nao existe nenhum compartilhamento de hapl6tipos atualmente entre as bacias do
Orinoco e 0 Amazonas. Apesar disso, das trés espécies, s6 P. brachypomus mostrou
monofilia reciproca completa entre bacias, com até 32 passos mutacionais entre grupos
de haplotipos. Situacdo contraria ocorre para as espécies C. macropomum e P.
orinocoense/P. punctifer, as quais mostram compartilhamento de um haplétipo entre
bacias (Figura 8B — 12B; Figura 8C — 12C). No caso de C. macropomum, o haplétipo
compartiihado tem uma origem ancestral no Amazonas, enquanto que em P.
orinocoense/P. punctifer, o haplétipo parece ter uma origem no Orinoco, sendo achado
em individuos coletados no Amazonas. La Pedrera e Tefé (Amazonas) foram os Unicos
locais onde foi achado o haplétipo compartilhado com o Orinoco para C. macropomum;
enquanto que Cucui (Alto Rio Negro — Amazonas) foi o Unico local onde foi achado o
haplétipo compartilhado com o Orinoco para a espécie P. orinocoense/P. punctifer.

Contrario a alguns migradores, 0s peixes sedentarios ndo apresentaram
compartilhamento de haplétipos entre bacias (Figura 13B — 15B; Figura 13C — 15C). De
fato, foi o grupo de peixes onde mais se evidenciou um nimero de passos mutacionais
elevado, inclusive dentro das proprias bacias. Para N. unifasciatus, P. axelrodi e P.
altum, existem 97, 83 e 39 passos mutacionais entre o ancestral comum para a maior
parte dos haplétipos do Orinoco e o ancestral comum para a maior parte dos haplétipos
do Amazonas. Dentro de uma mesma bacia, P. altum, por exemplo, mostrou 39 passos
mutacionais entre CUC e Sl. Dentro de uma mesma localidade, podemos encontrar
diferencas de 170 passos mutacionais (N. unifasciatus: p. e. em GV - Orinoco), 181 (P.
axelrodi: p. e. em GV - Orinoco) e 109 passos mutacionais (N. unifasciatus: p. e. em SI -
Amazonas). N. unifasciatus, na localidade de Puerto Inirida (IN) no Orinoco, apresentou
alguns haplétipos filogeneticamente mais relacionados com o Amazonas do que com
haplétipos da sua prépria localidade ou bacia. No caso de P. axelrodi e P. altum, na
localidade de Cucui (CUC) no Amazonas, apresentaram haplétipos filogeneticamente
mais relacionados ao Orinoco do que aos haplétipos da sua propria bacia (Figura 13B —
15B; Figura 13C — 15C).

Por outro lado, foi determinada a estrutura genética entre localidades do Orinoco
utilizando o indice ®st, que é analogo ao Fst, e usado para genes do ADNmt (WEIR;
COCKERHAM, 1984). Cabe aclarar que para todas as espécies migradoras, as
localidades de Ciudad Guayana (CG), San Félix (SF) e Castillos (CAS), foram
agrupadas para estas analises (daqui em diante, denominada como CG), pois nenhuma
delas atingiu por si s6 um “n” amostral representativo. O mesmo principio foi aplicado as
localidades de Puerto Inirida (IN) + San José del Guaviare (GV) para B. rousseauxii;
Manaus (MAO) + Boa Vista (BV) para P. brachypomus; Tefé (TEF) + La Pedrera (PED)
e Manaus (MAO) + Boa Vista (BV) para P. tigrinum; Caicara del Orinoco (CO) + Ciudad
Guayana (CG) + San Félix (SF) + Castillos (CAS) para P. orinocoense; e Sao Gabriel
da Cachoeira (SG) + Santa Isabel (SlI) para P. punctifer.
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Para as espécies B. rousseauxii e C. macropomum foi possivel observar que
tanto para as localidades do Orinoco quanto do Amazonas, as mesmas possuem um
alto grau de fluxo génico, constatando-se que cada bacia se comporta como uma
unidade panmitica (Tabela 8 - 9). Dentro do Orinoco, por exemplo, podemos observar
Fst = 0,0 (P > 0,05) para B. rousseauxii entre todas as localidades comparadas, o que
nao permite rejeitar a hipotese nula de panmixia. Para a mesma bacia, em relacéo a C.
macropomum, as variagdes foram maiores entre localidades, apresentando Fst entre O
e 0,33; embora, com valores de significaAncia que ndo permitem rejeitar a hipotese nula
de panmixia (P > 0,05) (Tabela 8 — 9). Quando observamos as comparacdes entre
localidades do Orinoco Vs. Amazonas para estas duas espécies, podemos observar
que os valores de Fst se elevam: 0,53 a 0,71 (para B. rousseauxii) e 0,22 a 0,58 (para
C. macropomum), com valores significativos (P < 0,0001 e P < 0,05, respectivamente
para cada espécie) (Tabela 8 — 9).

Em relacédo a P. brachypomus e P. metaense/P. tigrinum, estas foram as Unicas
espécies migradoras a apresentar estrutura de forma simultdnea dentro das duas
bacias (Tabela 10 — 11). Dentro do Orinoco, por exemplo, P. brachypomus mostrou-se
estruturada na localidade de Puerto Lopez (PL) com relagdo ao resto das localidades
desse rio, onde foram obervados valores de Fst variando de 0,07 a 0,17 (P < 0,05).
Ciudad Guayana (CG), a populacdo do delta do Orinoco, se mostrou panmitica
unicamente com Caicara do Orinoco (CO), Puerto Carrefio (CAR) e Puerto Inirida (IN),
com Fst variando de 0,0 a 0,08 (P > 0,05). Outras localidades que mostraram estar em
panmixia foram CO, CAR, Guaviare (GV) e IN, apresentando Fst variando de 0,0 a
0,093 (P > 0,05) (Tabela 10). Em relacdo ao Amazonas, P. brachypomus mostrou que
Boa Vista (BV) forma uma unidade panmitica com a populacdo de Manaus (MAO) (P >
0,05), embora, apresenta uma estruturacao significativa com o resto do Amazonas: Tefé
(TEF) e La Pedrera (PED), com Fst de 0,16 e 0,19 respectivamente (P < 0,05).
Contrario a isso, MAO, TEF e PED se mostraram com uma unidade panmitica,
apresentando Fst variando de 0,0 a 0,011 (P > 0,05) (Tabela 10).

Quando comparamos as populacbes entre bacias para P. brachypomus,
encontramos que o Orinoco € completamente estruturado em relacdo ao Amazonas,
com valores de Fst que vao desde 0,82 até 0,86 (P < 0,05), o que permite rejeitar a
hip6tese nula de panmixia entra ambas as bacias para esta espécie.

Tabela 8. Estimativas de Fst dentro e entre as localidades do Orinoco e Amazonas para
a espécie Brachyplatystoma rousseauxii.

CG CAR PL GV BV MAO TEF PED
CG - 0,0000 0,0000 0,0000 0,6089 0,6606 0,6321 0,6429
CAR - 0,0197 0,0000 0,5424 05935 0,5594 0,5757
PL - 0,0000 0,6496 0,7100 0,6819 0,6897
GV - 0,5339 0,5908 0,5573 0,5740
BV - 0,0000 0,0000  0,0000
MAO - 0,0000  0,0000
TEF - 0,0000

PED -
Nota: Os valores ressaltados em negrito indicam um valor de significancia estatistica P < 0.05.
CG: Ciudad Guayana; CAR: Puerto Carrefio; PL: Puerto LOpez; GV: San José del Guaviare; BV: Boa
Vista; MAO: Manaus; TEF: Tefé; PED: La Pedrera.
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Tabela 9. Estimativas de Fst dentro e entre as localidades do Orinoco e Amazonas para
a espécie Colossoma macropomum.

CG CO CAR PL GV IN MAO TEF PED

CG - 0,0000 0,1180 0,3359 0,1111 0,0000 0,4025 0,5251 0,3396
Cco - 0,0176  0,0355 0,0000 0,0000 0,4236 0,5473 0,3620
CAR - 0,0000 0,0000 0,1336 0,3188 0,4556 0,2789
PL - 0,0000 0,1177 0,2984 0,4477 0,2672
GV - 0,0909 0,2599 0,4061 0,2229
IN - 04592 0,5782  0,3922
MAO - 0,0533 0,0113
TEF - 0,0401
PED -

Nota: Os valores ressaltados em negrito indicam um valor de significAncia estatistica P < 0.05.
CG: Ciudad Guayana; CO: Caicara del Orinoco; CAR: Puerto Carrefio; PL: Puerto Lépez; GV: San José
del Guaviare; IN: Puerto Inirida; MAO: Manaus; TEF: Tefé; PED: La Pedrera.

Tabela 10. Estimativas de Fst dentro e entre as localidades do Orinoco e Amazonas
para a espécie Piaractus brachypomus.

CG CO CAR PL GV IN BV MAO TEF PED

CG - 0,0000 00000 01716 01358 0,0838 0,8362 0,8411 0,8408 0,8334
6{0) - 0,0000 o0,0777 0,0660 00000 08575 08537 0,8491 0,8441
CAR - 0,1378 0,0934 0,0631 0,8253 0,8320 0,8340 0,8217
PL - 0,1378 0,1059 0,8542 0,8544 0,8496 0,8485
GV - 0,0000 0,8559 0,8557 0,8503  0,8495
IN - 0,8483 0,8485 0,8449  0,8408
BV - 0,1266  0,1608  0,1942
MAO - 0,0000 0,0000
TEF - 0,0115
PED -

Nota: Os valores ressaltados em negrito indicam um valor de significAncia estatistica P < 0.05.
CG: Ciudad Guayana; CO: Caicara del Orinoco; CAR: Puerto Carrefio; PL: Puerto Lépez; GV: San José
del Guaviare; IN: Puerto Inirida; BV: Boa Vista; MAO: Manaus; TEF: Tefé; PED: La Pedrera.

Com relacdo a P. metaense/P. tigrinum, pode se observar que dentro do
Orinoco, CG forma uma unidade panmitica s6 com CO, CAR e GV, se obtendo Fst
entre 0,02 e 0,09 (P > 0,05). Ao memso tempo, PL ndo se encontra isolada do resto do
Orinoco, pois se observa formando uma populagdo panmitica com CO, CAR e IN,
mostrando valores de Fst desde 0,0 até 0,07 (P > 0,05). Também foi determinado que
CO, CAR, GV e IN formam uma unidade panmitica, atingindo valores de Fst que vao de
0,0 até 0,06 (P > 0,05) (Tabela 11). Por outro lado, quando observamos o interior da
bacia Amazbnica, podemos encontrar que BV possui um comportamento de
estruturacdo similar ao achado em P. brachypomus. Os individuos desta localidade
possuem uma forte estrutura em relacdo a TEF+PED (Fst = 0,34; P < 0,05), no entanto,
se acharam em panmixia com os individuos de MAO (Fst = 0,0; P > 0,05). Por sua vez,
MAO, a exemplo de BV, demonstrou estar estruturado em relacdo a TEF+PED (Fst =
0,25; P <0,05) (Tabela 11).

Realizando as comparagdes entre as diferentes populagdes da bacia do Orinoco
e do Amazonas para esta espécie, foi possivel obervar que quase todas as localidades
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do Orinoco possuem uma alta estruturacdo com respeito as localidades do Amazonas,
com valores de Fst variando desde 0,19 até 0,62 (P < 0,05). Apesar disso, este
comportamento nao foi geral, pois para localidades como CO e BV, nao foi possivel
rejeitar a hipotese nula de panmixia (P > 0,05).

As andlises de Fst para P. orinocoense/P. punctifer no interior do Orinoco,
demonstraram que esta bacia se comporta como uma unidade panmitica, registrando
valores de Fst que vao de 0,0 até 0,045 (P > 0,05) (Tabela 12). Caso contrario acontece
para 0 Amazonas. Ali, BV possui uma grande estrutura com respeito ao resto das
localidades desta bacia: Cucui (CUC), Sdo Gabriel da Cachoeira (SG)+Santa Isabel
(SI), MAO, TEF e PED, alcancando valores de Fst entre 0,41 até 0,98 (P < 0,05). Da
mesma maneira, tanto CUC quanto SG+SI (as quais formaram uma unidade panmitica:
Fst = 0,0; P > 0,05) mostraram uma forte estrutura com respeito do resto das
localidades da bacia Amazonica. Ditos valores de Fst oscilaram entre 0,35 e 0,65 (P <
0,05). TEF e MAO se comportaram como uma unidade panmitica (Fst = 0,0; P > 0,05).
Apesar de que PED apresentou baixos valores de estruturacédo sé com relacdo a TEF e
MAO (Fst = 0,10 e 0,11 respectivamente), estes foram significativos (P < 0,05), sendo
possivel rejeitar a hipotese nula de panmixia entre elas, assim como com o resto das
localidades da mesma bacia, apresentando valores de Fst maiores, oscilando entre
0,43 até 0,63 (P < 0,05) (Tabela 12).

Quando comparamos as bacias para P. orinocoense/P. punctifer, podemos
encontrar alto nivel de estruturacéo, evidenciados em valores de Fst entre localidades
de 0,26 até 0,97, todos significativos (P < 0,05). Embora, quando retiradas da analise as
localidades de CUC e SG+SI, ou seja, tirando o Rio Negro, podemos observar um grau
de estruturacdo ainda maior entre bacias, atingindo valores de Fst de 0,87 até 0,97,
altamente significativos (P < 0,0001) (Tabela 12).

Tabela 11. Estimativas de Fst dentro e entre as localidades do Orinoco e Amazonas
para a espécie Pseudoplatystoma metaense/Pseudoplatystoma tigrinum.

CG CoO CAR PL GV IN BV MAO TEF+PED
CG - 0,0880 0,0747 0,2466 0,0190 0,3872 0,4001 0,3914 0,6100
Co - 0,0000 0,0000 0,0000 0,0580 0,2610 0,2386 0,5950
CAR - 0,0671 0,0000 0,1095 0,3920 0,3528 0,6177
PL - 0,1718 0,0000 0,2422 0,1886  0,4942
GV - 0,3001 0,4055 0,3725 0,5964
IN - 0,3257 0,2572  0,5738
BV - 0,0000  0,3443
MAO - 0,2501

TEF -

Nota: Os valores ressaltados em negrito indicam um valor de significancia estatistica P < 0.05.
CG: Ciudad Guayana; CO: Caicara del Orinoco; CAR: Puerto Carrefio; PL: Puerto Lopez; GV: San José
del Guaviare; IN: Puerto Inirida; BV: Boa Vista; MAO: Manaus; TEF+PED: Tefé + La Pedrera.
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Tabela 12. Estimativas de Fst dentro e entre as localidades do Orinoco e Amazonas
para a espécie Pseudoplatystoma orinocoense/Pseudoplatystoma punctifer.

CG CAR PL GV IN CUC SG+SI BV MAO TEF PED

CG - 0,0479 0,0000 0,0000 0,0000 0,6865 04164 09778 0,9134 0,9012 0,9329
CAR - 0,0178 0,0333 0,0450 0,5417 0,2573 0,9470 10,8705 0,8670 0,8988
PL - 0,0000 0,0000 0,5978 0,3216 09815 0,8963 0,8865 0,9228
GV - 0,0000 0,6441 10,3719 0,9813 0,9054 0,8941 0,9286
IN - 0,5854 0,3103 10,9838 0,8948 0,8853 10,9224
CcucC - 0,0000 0,4153 0,3495 0,4213 0,4349
SG+SI - 0,6659 0,6002 0,6490 0,6638
BV - 0,4141 0,4154 0,4467
MAO - 0,0000 0,1142
TEF - 0,1040
PED -

Nota: Os valores ressaltados em negrito indicam um valor de significAncia estatistica P < 0.05.
CG: Ciudad Guayana; CO: Caicara del Orinoco; CAR: Puerto Carrefio; PL: Puerto Lépez; GV: San José
del Guaviare; IN: Puerto Inirida; CUC: Cucui; SG+SI: Sao Gabriel da Cachoeira + Santa Isabel; BV: Boa
Vista; MAO: Manaus; TEF: Tefé; PED: La Pedrera.

Em relacdo aos peixes sedentarios, foi observado na maior parte deles um alto
grau de estruturacdo genética, sendo que quase todas as localidades amostradas
estavam isoladas reprodutivamente das outras em niveis altamente significativos. Por
exemplo, para N. unifasciatus, foi observado que dentro do Orinoco a localidade de IN
esta estruturada com respeito a GV (Fst = 0,28) e PG (Fst = 0,31), em ambos 0s casos
de forma altamente significativa (P < 0,0001). Apesar disso, foi observada panmixia
entre GV e Puerto Gaitan (PG) (Fst = 0,0; P > 0,05). Contrario ao Orinoco, quando
analisamos o Amazonas, foi observado que néo existe ligagdo entre nenhuma das
localidades (Fst entre 0,40 até 0,50; P < 0,0001) e sim uma significativamente alta
estrutura entre todas elas (Tabela 13). Do mesmo modo, quando comparamos as
localidades do Orinoco e o Amazonas, € possivel observar também uma estrutura
altamente significativa, com valores de Fst variando de 0,39 até 0,89 (P < 0,0001)
(Tabela 13).

Por outro lado, ao examinar a estrutura genética de P. axelrodi no interior do
Orinoco, foi visivel que as Unicas duas populagdes em panmixia foram PG e IN (Fst =
0,06; P > 0,05), mas podde-se observar ao mesmo tempo um alto grau de isolamento de
GV em relagao a estas duas primeiras localidades, com as quais GV atingiu um Fst de
0,98 e 0,96 (P < 0.05), respectivamente (Tabela 14). Dentro do Amazonas, ao contrario
do Orinoco, cada localidade resultou altamente estruturada, se observando um Fst
entre 0,39 e 0,98 (P < 0,0001). Assim também, quando foi analisado o Fst entre bacias,
conseguimos observar uma variacdo entre localidades de 0,38 até 0,98, indicando uma
estrutura altamente significativa (P < 0,0001). Estes niveis de estruturacdo, apesar de
menores em areas proximas entre bacias (CUC e IN), atingindo valores de 0,38 (P <
0,0001), continuam demonstrando uma falta de conex&do para esta espécie entre o
Orinoco e 0 Amazonas (Tabela 14).
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Tabela 13. Estimativas de Fst dentro e entre as localidades do Orinoco e Amazonas
para a espécie Nannostomus unifasciatus.

BAR SI CucC IN PG GV
BAR - 0,3674 0,4977 055542 0,8715 0,8610
Sl - 0,3978 0,3917 0,6946 0,6741
CcucC - 0,5552 0,8904 0,8795
IN - 0,3109  0,2758

PG - 0,0000
GV -

Nota: Os valores ressaltados em negrito indicam um valor de significAncia estatistica P < 0.05.
BAR: Barcelos; Sl: Santa Isabel; CUC: Cucui; IN: Puerto Inirida; PG: Puerto Gaitan; GV: San José del
Guaviare.

Tabela 14. Estimativas de Fst dentro e entre as localidades do Orinoco e Amazonas
para a espécie Paracheirodon axelrodi.

BAR SI CuC IN PG GV
BAR - 0,3860 0,9802 0,9722 0,9838 0,9780
Sl - 09761 0,9665 0,9812 09721
CcucC - 0,3784 0,7128 0,9715
IN - 0,0577  0,9573
PG - 0,9778

GV -
Nota: Os valores ressaltados em negrito indicam um valor de significAncia estatistica P < 0.05.
BAR: Barcelos; Sl: Santa Isabel; CUC: Cucui; IN: Puerto Inirida; PG: Puerto Gaitan; GV: San José del
Guaviare.

Para P. altum, apesar de utilizar apenas a regido parcial do gene COI, foi
possivel estabelecer grandes diferencas entre as diferentes localidades. Por exemplo,
dentro do Amazonas, as localidades de Santa Isabel (SI) e Barcelos (BAR) mostraram
um alto grau de estruturacdo genética (Fst = 0,99; P < 0,0001). Ao contrario, dentro do
Orinoco observou-se completa panmixia entre as localidades, com um Fst = 0, 0 entre
todas as comparacdes para a par (P < 0,05) (Tabela 15). Do mesmo modo, quando
comparamos o0 Orinoco (uma unidade panmitica) com o Amazonas, € evidente o alto
grau de estruturacdo entre localidades pertencentes a estas duas bacias. Assim,
puderam ser observaados valores de Fst variando de 0,91 até 1,00 (P < 0,0001),
deixando clara a auséncia de conexdo entre estes dois grandes sistemas aquaticos
para a espécie P. altum (Tabela 15).

Para determinar a existéncia de expansao populacional recente dentro das
bacias, foi realizado o teste de neutralidade de Tajima no programa Arlequin. Como
resultado, observou-se que apenas para C. macropomum, P. orinocoense/P. punctifer e
N. unifasciatus houve expansao populacional recente, em todos os casos sO para a
bacia ou locais do Orinoco. Para os migradores como C. macropomum, o estimador “D”
de Tajima foi igual a -1,93406 (P < 0,05), enquanto que no caso de P. orinocoense/P.
punctifer foi de -1,96578 (P < 0,05). Em relagdo ao sedentario N. unifasciatus, as
expansoOes recentes se deram nas localidades de Puerto Gaitan (PG) (-2,11425; P <
0,05) e San José del Guaviare (GV) (-1,90283; P < 0,05).
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Tabela 14. Estimativas de Fst dentro e entre as localidades do Orinoco e Amazonas
para a espécie Pterophyllum altum.

SI  CucC IN PG GV
Sl - 0.9943 0,9999 0,9999  0,9999
CucC - 0.9354  0.9233  0.9153
IN - 0,0000  0,0000
PG - 0,0000
GV -

Nota: Os valores ressaltados em negrito indicam um valor de significAncia estatistica P < 0.05.
BAR: Barcelos; Sl: Santa Isabel; CUC: Cucui; IN: Puerto Inirida; PG: Puerto Gaitan; GV: San José del
Guaviare.

Por outro lado, no intuito de obervar se a distancia geogréfica era a responsavel
por estar modelando a estrutura genética destas espécies dentro e entre as bacias, foi
realizado um Teste de Mantel. Quando foram comparadas as localidades do Orinoco
VS. as localidades do Amazonas para os peixes migradores, foi possivel observar que a
distancia geografica ndo era a responsavel da estrutura entre bacias para as espécies
B. rousseauxii, C. macropomum, P. metaense/P. tigrinum e P. brachypomus, mas sim
para P. orinocoense/P. punctifer (Tabela 16). Dentro da bacia do Amazonas, nao foi
possivel testar a hipotese de Isolamento por Distancia (IBD) para B. rousseauxii e C.
macropomum, devido ao seu estado de panmixia dentro desta bacia. No entanto, para
P. metaense/P. tigrinum e P. brachypomus a distancia ndo explica a estruturacao
genética, enquanto que para P. orinocoense/P. punctifer sim, embora, com um muito
baixo valor de correlacdo entre as variaveis (< 0,6) (Tabela 16). Com respeito ao
Orinoco, nao foi possivel testar a hipotese de IBD para B. rousseauxii, C. macropomum
e P. orinocoense/P. punctifer devido ao seu estado de panmixia dentro desta bacia. No
entanto, para P. metaense/P. tigrinum foi possivel evidenciar que a distancia geografica
ndo é a responsavel pela estrutura genética observada, mas sim para P. brachypomus
dentro desta mesma bacia (Tabela 16).

Em relacdo aos peixes sedentéarios, a hipétese de IBD entre 0 Amazonas e 0
Orinoco nédo foi rejeitada para P. axelrodi, mas sim para N. unifasciatus e P. altum
(Tabela 16). Quando observamos dentro do Amazonas, N. unifasciatus apresenta uma
distancia genética entre localidades explicada pela distancia geogréafica, embora, nao
aconteceu o mesmo para P. axelrodi, sendo que o IBD n&o existe no seu caso. Para P.
altum néo foi possivel testar dita hipétese pelo baixo nimero de localidades amostradas
no Amazonas (n = 2). Em relagcdo ao Orinoco, a distancia geografica nao explicou as
distancias genéticas observadas entre as diferentes localidades para nenhuma das
espécies sedentéarias (N. unifasciatus, P. axelrodi e P. altum) (Tabela 16).
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Tabela 16. Teste de isolamento por distancia (IBD) para as espécies de peixes
migradores e sedentérios das bacias do Orinoco e Amazonas.

Amazonas  Orinoco Amazonas VS. Orinoco

Espécies sedentarias  N. unifasciatus 0,980 0,916 0,477
P. axelrodi 0,522 0,304 0,782
P. altum - 0,330 0,548
Espécies migradoras  B. rousseauxii Panmitica Panmitica 0,394
C. macropomum Panmitica Panmitica 0,284
P. brachypomus 0,655 0,715 0,101
P. metaense/P. tigrinum 0,539 0,111 0,487
P. orinocoense/P. punctifer 0,590 Panmitica 0,734

Nota: Os valores dentro da tabela se referem ao coeficiente de correlagdo de Pearson para as
varidveis: distancia genética (Fst) e distancia geografica. Os valores ressaltados em negrito indicam um
valor de significAncia estatistica P < 0.05 para o teste de IBD. O traco (-) indica que o coeficiente ndo

pdde ser calculado por causa do baixo “n” amostral (< 3).

Em outro sentido, quando foi avaliado o tempo de divergéncia para as espécies
migradoras entre as bacias do Orinoco e o0 Amazonas, foi determinado que para ditas
espécies os tempos de divergéncia foram desde 1,529 milhdes de anos até
aproximadamente 47 mil anos. Divergéncias que incluiram contatos secundarios
posteriores, e inclusive até a impossibilidade de detectar tempo de divergéncia algum
entre bacias por causa de divergéncia num passado muito recente (p. e. C.
macropomum) (Tabela 17).

Assim, por exemplo, a espécie migradora com maior tempo de divergéncia entre
o Orinoco e o0 Amazonas foi P. brachypomus (1,529 milhdes de anos) (Apéndice 2),
seguido de P. orinocoense/P. punctifer (sem incluir os “hibridos” do Rio Negro) com
1,053 milhdes de anos (Apéndice 3).

Tabela 17. Tempos de divergéncia (baseados no ADNmt) entre populagcdes de peixes
migradoras para as bacias do Orinoco e Amazonas.

Espécie Tempos de divergéncia (milhdes de anos) Fluxo génico
Orinoco VS. Amazonas atual entre
12 divergéncia 22 divergéncia 3 divergéncia bacias?

B. rousseauxii 0,511 Néo

C. macropomum N/C Né&o

P. brachypomus 1,529 Né&o

P. metaense/P. 0,188 0,088 0,047 Né&o

tigrinum

P. orinocoense/P. 1,053 Sim

punctifer

Nota: 1%, 22, e 32 divergéncias fazem referéncia a diferentes momentos de quebra ou isolamento
populacional entre bacias com possiveis contatos secundarios (incursdes) entre estes periodos de tempo.
N/C: N&o calculavel, devido ao curto tempo de divergéncia entre o Amazonas e o Orinoco (retencdo de
um polimorfismo ancestral). As arvores de coalescéncia com os tempos de divergéncia podem ser
observadas nos Apéndices 9 — 12. O intervalo de confianga (95% hpd) para o tempo de divergéncia foi de
0,282 - 0.853 milhdes de anos (B. rousseauxii), 0,882 — 2,24 milhdes de anos (P. brachypomus), 0,1 —
0,317 milhdes de anos (1% divergéncia, P. metaense/P. tigrinum), 0,044 — 0,140 milhdes de anos (22
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divergéncia, P. metaense/P. tigrinum), 0,0197 — 0,078 milhdes de anos (3? divergéncia, P. metaense/P.
tigrinum) e 0,576 — 1,582 (P. orinocoense/P. punctifer).

Para B. rousseauxii foi obtido um tempo de divergéncia de aproximadamente
0,511 milhdes de anos (Apéndice 4), a terceira mais alta das divergéncias entre bacias
para os peixes migradores. Em relacdo a C. macropomum, a analise de coalescéncia
populacional (Apéndice 5) ndo conseguiu detectar acuradamente o tempo de
divergéncia entre as bacias devido ao curto tempo transcorrido apés a divergéncia entre
o Amazonas e o0 Orinoco (ainda existe uma alta taxa de retencdo do polimorfismo
ancestral dentro da populagdo do Orinoco). Apesar disso, é possivel sugerir que o
haplétipo presente na maior parte dos individuos do Orinoco (presente no Japurd),
divergiu do resto dos haplotipos do Amazonas ha ~ 0,105 milhdes de anos (Apéndice
5). No caso de P. metaense/P. tigrinum (Apéndice 6), se observou uma primeira e
grande quebra populacional entre bacias aproximadamente ha 0,188 milhdes de anos,
embora, com migracbes posteriores durante algum periodo. Apds este tempo, se
observa um segundo e terceiro momento de divergéncia populacional, que ocorreram
respectivamente ha 0,088 e 0,0471 milh6es de anos. No entanto, para esta espécie nao
existe evidéncia de fluxo génico na atualidade.

Observando os resultados para os peixes sedentarios (Tabela 18), pode se
evidenciar que, por exemplo, para N. unifasciatus o tempo de divergéncia entre o
Orinoco (PG+GV+IN) e o Amazonas (CUC+SI+BAR) foi de 4,97 milhdes de anos,
seguido de uma provavel incrusdo recente até parte de Inirida (Orinoco) a partir do
Amazonas (Apéndice 7). Em relacdo a P. axelrodi, puderam se observar dois momentos
de divergéncia importantes. O primeiro foi entre o grupo formado por CUC+IN+PG e o
grupo formado por SI+BAR, datando uma clara divergéncia ha 4,558 milh6es de anos.
A segunda divergéncia importante se deu mais recentemente entre IN+PG e CUC
(Orinoco VS. Amazonas), ha aproximadamente 1 milhdo de anos (Apéndice 8).

Por outro lado, em P. altum foi determinada o tempo de divergéncia entre o
grupo formado por CUC+IN+PG+GV e a populacdo de Sl foi de 1,009 milhdes de anos,
enquanto que uma segunda divergéncia mais recente foi observada entre o grupo
formado por IN+PG+GV e a populacdo de CUC (Orinoco VS. Amazonas) ha 0,368
milhdes de anos (Apéndice 9).

Tabela 18. Tempos de divergéncia (baseados no ADNmt) entre populacdes de peixes
sedentarios para as bacias do Orinoco e Amazonas.

Espécie Tempos de divergéncia (milhdes de anos) Fluxo génico atual entre bacias?
Amazonas VS. Orinoco Cucui VS. Santa Isabel

N. unifasciatus 4,970 N&o

P. axelrodi 1 4,558 N&o

P. altum 0,368 1,009 Né&o

Nota: as arvores de coalescéncia com os tempos de divergéncia podem ser observadas nos
Apéndices 13, 14 e 15, respectivamente, para Nannostomus unifasciatus, Paracheirodon axelrodi e
Pterophyllum altum. Os intervalos de confianca (95% hpd) para cada tempo de divergéncia foram 1,971 —
10,305 milhdes de anos (N. unifasciatus), 0,440 — 1,530 milhdes de anos (Amazonas VS. Orinoco, P.
axelrodi), 1,914 — 7,294 milhdes de anos (Cucui VS. Santa Isabel, P. axelrodi), 0,136 — 0,583 milhdes de
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anos (Amazonas VS. Orinoco, P. altum) e 0,281 — 2,766 milhdes de anos (Cucui VS. Santa Isabel, P.
altum). N. unifasciatus demonstra ter uma incursdo Amazonas — Orinoco ha 1,72 milhdes de anos.

11.2 ADN nuclear: regides exoénicas dos genes Glyt e myh6

Para avaliar a hipétese de que as quebras de conexdo populacional e de grupos
biolégicos (observados no ADNmt) foram no passado recente e ndo no passado
distante das bacias, foram utilizadas regides exodnicas de genes nucleares das
diferentes espécies migradoras e sedentarias (de forma concatenada) e avaliado o
compartilhamento de grupos biolégicos e alelos. Como resultado, foram obtidos 1070,
1087, 1115, 854, 997, 766, 1078 e 1357 pares de base para as duas regides
concatenadas, respectivamente para B. rousseauxii, C. macropomum, P. brachypomus,
P. metaense/P. tigrinum, P. orinocoense/P. punctifer, N. unifasciatus, P. axelrodi e P.
altum. Deste modo, para os peixes migradores foram determinados 5 (log Pr X|K = -
1178,078), 2 (log Pr X|K = -584,682), 3 (log Pr X|K = -1454,156), 4 (log Pr X|K = -
3500,911) e 5 (log Pr X]JK = -970,185) grupos bioldgicos, respectivamente para B.
rousseauxii, C. macropomum, P. brachypomus, P. metaense/P. tigrinum e P.
orinocoense/P. punctifer (Figura 16A — 20A). Em todos os casos, para todas as
espécies, houve compartiihamento entre 1 até 3 grupos biologicos entre bacias. A
hipétese divisdo populacional no passado recente foi confirmada entre as localidades
Cucui (CUC) — Puerto Inirida (IN), San José del Guaviare (GV) — La Pedrera (PED) e
Boa Vista (BV) — Ciudad Guayana (CG) para todas as espécies migradoras. Assim, por
exemplo, para B. rousseauxii os dados deram suporte a hipotese de quebra
populacional recente, pois foi evidente o compartiihamento de um mesmo grupo
biologico entre San José del Guaviare (GV) — Puerto Inirida — La Pedrera (PED) (Figura
16A). Em C. macropomum, o qual formou dois grupos biol6gicos, com um deles
compartilhado por 100% das localidades das duas bacias, a hipotese néo foi rejeitada
(Figura 17A). No caso de P. brachypomus e P. metaense/P. tigrinum, os locais de
compartilhamento dos grupos bioldgicos foram entre GV - PED e Ciudad Guayana (CG)
— Boa Vista (BV) (Figura 18A e 19A). Finalmente, no caso de P. orinocoense/P.
punctifer, foi evidente a hipétese de uma quebra populacional no passado recente e ndo
distante: entre CG — BV, GV — PED e IN — CUC (Figura 20A).

Dentro da formac&o de grupos biolégicos, também existiram casos de exclusividade
da ocorréncia destes para uma das duas bacias. Para B. rousseauxii foram encontrados
4 grupos biologicos exclusivos para a bacia do Orinoco, enquanto que para C.
macropomum e P. brachypomus foi observado 1 grupo biolégico exclusivo para a
mesma bacia, nestes dois Ultimos casos para a localidade de CG. Para P. orinocoense/
P. punctifer foram achados dos grupos bioldgicos exclusivos para a bacia do Orinoco,
especificamente para a localidade de CAR. Contrario aos anteriores, para P.
metaense/P. tigrinum foi observado um anico grupo bioldgico, mas dessa vez, restrito
ao Amazonas (BV e TEF).

O programa HaploViewer ndao confirmou o compartilhamento de alelos em todos os
casos em que foi compartilhado um grupo biolégico entre bacias (Figura 16B — 20B).
Deste modo, para P. brachypomus, ndo foi possivel observar uma distribuicdo
monofileticamente reciproca dos alelos nucleares entre bacias, nem compartilhamento
de algum deles entre as mesmas. O que foi visto, consistiu huma proximidade
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filogenética entre alelos nucleares de BV com CAR e CG, formando um grupo separado
por mais de 95 passos mutacionais de outro grupo formado por Manaus (MAO), Tefé
(TEF), PED, GV, IN e Puerto Lépez (PL).

HaploViewer determinou compartilhamento de alelos nucleares entre as bacias do
Orinoco e Amazonas para as espécies B. rousseauxii, C. macropomum, P. metaense/P.
tigrinum e P. orinocoense/P. punctifer. Respectivamente, foram compartilhados 1 (entre
MAO - IN), 3 (entre todas as localidades do Orinoco e 0 Amazonas), 2 (entre GV — TEF
e CG —BV) e 2 (entre IN — Sl e IN —CUC) alelos para cada espécie (Figura 16B, C —
20B, C).

Em relacdo aos peixes sedentarios, a hipotese de que o evento de fragmentacdo
entre bacias se deu recentemente e ndo no passado distante, foi também evidente para
todas as espécies.

Foram encontrados 2 (log Pr X|K = -43,008), 3 (log Pr X|K = -512,494) e 3 (log Pr
X|K = -106,296) grupos biologicos, respectivamente para N. unifasciatus, P. axelrodi e
Pterophyllum altum (Figura 21A - 23A). Para N. unifasciatus foi observado o
compartilhamento de um grupo biolégico para as bacias, especificamente em individuos
da localidade de IN com o resto das localidades Amazénicas: CUC, Santa Isabel (SI) e
Barcelos (BAR) (Figura 21A). No caso de P. axelrodi, o compartilhamento de apenas
um grupo biolégico entre bacias se deu entre as localidades Amazénicas de CUC e Sl
com todas as localidades do Orinoco (Figura 22A). Finalmente, para P. altum, a
exemplo das anteriores, observou-se o compartilhamento apenas de um grupo biolégico
entre bacias. Isto acontece entre as localidades de CUC (Amazonas) e o resto das
localidades do Orinoco: IN, Puerto Gatian (PG) e San José del Guaviare (GV) (Figura
23A).

Dentro das espécies de peixes sedentarios que mostraram formacdo de grupos
bioldgicos exclusivos para uma das duas bacias, temos N. unifasciatus, a qual
apresentou 1 grupo exclusivo para o Orinoco (IN, PG e GV). No caso de P. axelrodi, foi
determinado também um grupo exclusivo para a bacia Amazonica, especificamente nas
localidades de S| e BAR. Finalmente, em relacdo a P. altum, foram encontrados 2
grupos biolégicos exclusivos para o Amazonas, mas limitados (e em simpatria) a
localidade de SI.

Observando as andlises geradas pelo programa HaploViewer, foi possivel evidenciar
que para N. unifasciatus houve compartilhamento de alelos nucleares entre a localidade
de IN (Orinoco) e as localidades de CUC, SI e BAR (Figura 21B). Caso oposto
aconteceu para P. axelrodi, onde néo foi evidenciada a existéncia de compartilhamento
de alelos entre bacias, mas sim uma grande proximidade filogenética entre localidades
como CUC e o resto do Orinoco, inclusive com menor quantidade de passos
mutacionais entre elas. Apesar disso, Sl, contrario a BAR (o qual se observa seguindo
uma trajetoria evolutiva independente), observou-se como a localidade do Amazonas
filogenéticamente mais proxima ao Orinoco depois do CUC, embora com alguns alelos
com até 17 passos mutacionais de diferengca entre individuos da mesma localidade
(Figura 22B). Por ultimo, quando foi avaliada a espécie P. altum, foi encontrado
compartiihamento de alelos nucleares entre bacias para todas as localidades do
Orinoco (IN, PG e GV) com CUC (Amazonas), sendo que Sl se mostrou
filogeneticamente distante deste primeiro grupo com até 6 passos mutacionais entre
alelos (Figura 23B).
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Figura 16. Brachyplatystoma rousseauxii: Rela¢cdes de ancestralidade entre as bacias do Orinoco e Amazonas. “A”, Formagdo de grupos
bioldgicos entre as bacias utilizando genes nucleares (Glyt e myh6) no programa BAPS. Barras de uma mesma cor indicam um mesmo grupo
biologico. GV: San José del Guaviare; IN: Puerto Inirida; PL: Puerto Lopez; CA: Puerto Carrefio; CG: Ciudad Guayana; BV: Boa Vista; MAO:
Manaus; TEF: Tefé; PED: La Pedrera. “B”, Relagéo filogenética e distribuicdo de alelos entre o Orinoco e 0 Amazonas para a verificacdo de
compartilhamento dos mesmos. As circunferéncias e suas cores permitem relacionar um grupo biol6gico compartilhado entre bacias na Figura
16A com os alelos que os conformam na figura 16B. As barras paralelas, com nimeros no seu lado, indicam respectivamente a supressao e
namero de passos suprimidos para efeitos estéticos da imagem. “C”, Localizacdo geografica dos alelos dos grupos biolégicos gerados pelo BAPS
(a cor do circulo indica o grupo biolégico ao qual pertence o alelo). O mapa também mostra a delimitacdo das areas pertencentes a cada bacia
(mancha azul: Orinoco, mancha amarela: Amazonas). A sobreposi¢cdo de manchas indica compartilhamento de alelos entre bacias considerando
a analise gerada no programa HaploViewer.
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Figura 17. Colossoma macropomum: Relacdes de ancestralidade entre as bacias do Orinoco e Amazonas. “A”, Formac¢ao de grupos biolégicos
entre as bacias utilizando genes nucleares (Glyt e myh6) no programa BAPS. Barras de uma mesma cor indicam um mesmo grupo biolégico. CG:
Ciudad Guayana; CO: Caicara del Orinoco; CAR: Puerto Carrefio; PL: Puerto Lopez; IN: Puerto Inirida; GV: San José del Guaviare; PED: La
Pedrera; TEF: Tefé; MA: Manaus. “B”, Relacdo filogenética e distribuicdo de alelos entre o Orinoco e 0 Amazonas para a verificacdo de
compartilhamento dos mesmos. “C”, Localizacdo geogréfica dos alelos dos grupos biolégicos gerados pelo BAPS (a cor do circulo indica o grupo
biolégico ao qual pertence o alelo). O mapa também mostra a delimitacdo das areas pertencentes a cada bacia (mancha azul: Orinoco, mancha
amarela: Amazonas). A sobreposi¢cdo de manchas indica compartiihamento de alelos entre bacias considerando a analise gerada no programa
HaploViewer.
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Figura 18. Piaractus brachypomus: Relac8es de ancestralidade entre as bacias do Orinoco e Amazonas. “A”, Formacao de grupos biolégicos
entre as bacias utilizando genes nucleares (Glyt e myh6) no programa BAPS. Barras de uma mesma cor indicam um mesmo grupo biolégico. GV:
San José del Guaviare; IN: Puerto Inirida; PL: Puerto Lopez; CA: Puerto Carrefio; CO: Caicara del Orinoco; CG: Ciudad Guayana; BV: Boa Vista;
MAO: Manaus; TEF: Tefé; PED: La Pedrera. “B”, Relacao filogenética e distribuicdo de alelos entre o Orinoco e 0 Amazonas para a verificagao de
compartilhamento dos mesmos. As circunferéncias e suas cores permitem relacionar um grupo biolégico compartilhado entre bacias na Figura
18A com os alelos que os conformam na figura 18B. As barras paralelas, com nimeros no seu lado, indicam respectivamente a supressao e
numero de passos suprimidos para efeitos estéticos da imagem. “C”, Localizacdo geografica dos alelos dos grupos biolégicos gerados pelo BAPS
(a cor do circulo indica o grupo biolégico ao qual pertence o alelo). O mapa também mostra a delimitacdo das areas pertencentes a cada bacia
(mancha azul: Orinoco, mancha amarela: Amazonas). A sobreposi¢cdo de manchas indica compartilhamento de alelos entre bacias considerando
a analise gerada no programa HaploViewer.
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Figura 19. Pseudoplatystoma metaense/Pseudoplatystoma tigrinum: Relacdes de ancestralidade entre as bacias do Orinoco e Amazonas.
“A”, Formacgéo de grupos bioldgicos entre as bacias utilizando genes nucleares (Glyt e myh6) no programa BAPS. Barras de uma mesma cor
indicam um mesmo grupo bioldgico. CG: Ciudad Guayana; PL: Puerto Lopez; CA: Puerto Carrefio; GV: San José del Guaviare; IN: Puerto Inirida;
MAO: Manaus; BV: Boa Vista; TEF: Tefé; PED: La Pedrera. “B”, Relacao filogenética e distribuicdo de alelos entre o Orinoco e 0 Amazonas para
a verificagdo de compartiihamento dos mesmos. As circunferéncias e suas cores permitem relacionar um grupo biolégico compartilhado entre
bacias na Figura 19A com os alelos que os conformam na figura 19B. As barras paralelas, com nimeros no seu lado, indicam respectivamente a
supressdo e numero de passos suprimidos para efeitos estéticos da imagem. “C”, Localizacdo geografica dos alelos dos grupos biolégicos
gerados pelo BAPS (a cor do circulo indica o grupo biolégico ao qual pertence o alelo). O mapa também mostra a delimitacdo das areas
pertencentes a cada bacia (mancha azul: Orinoco, mancha amarela: Amazonas). A sobreposicdo de manchas indica compartilhamento de alelos
entre bacias considerando a andlise gerada no programa HaploViewer.
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Figura 20. Pseudoplatystoma orinocoense/Pseudoplatystoma punctifer: Rela¢cdes de ancestralidade entre as bacias do Orinoco e
Amazonas. “A”, Formacao de grupos biolégicos entre as bacias utilizando genes nucleares (Glyt e myh6) no programa BAPS. Barras de uma
mesma cor indicam um mesmo grupo biolégico. CG: Ciudad Guayana; PL: Puerto Lopez; CAR: Puerto Carrefio; GV: San José del Guaviare; IN:
Puerto Inirida; CUC: Cucui; Sl: Santa Isabel; MA: Manaus; BV: Boa Vista; TEF: Tefé; PED: La Pedrera. “B”, Relacao filogenética e distribuicdo de
alelos entre 0 Orinoco e o0 Amazonas para a verificagdo de compartiihamento dos mesmos. As circunferéncias e suas cores permitem relacionar
um grupo biolégico compartilhado entre bacias na Figura 20A com os alelos que os conformam na figura 20B. As barras paralelas, com ndmeros
no seu lado, indicam respectivamente a supressao e nimero de passos suprimidos para efeitos estéticos da imagem. “C”, Localizagcdo geografica
dos alelos dos grupos biolégicos gerados pelo BAPS (a cor do circulo indica o grupo biolégico ao qual pertence o alelo). O mapa também mostra
a delimitacdo das areas pertencentes a cada bacia (mancha azul: Orinoco, mancha amarela: Amazonas). A sobreposicdo de manchas indica
compartilhamento de alelos entre bacias considerando a andlise gerada no programa HaploViewer.

102



A ORINOCO' AMAZONAS C
GV PG cuc ,

IN Si BAR

1 Inirida/Guaviare/Japura
/Naupés connection

2 Casiquiare Canal

3 Branco-Caroni connection
via Rupununni/Essequibo/Cuyuni

o

0'0.0N

B M ORINOCO AMAZONAS

200 - 400

NS 478

. O By (}
- m:;ou = h2:0 00 WO "'ﬁu' (\

0
84°0.0W

4'008
g
g

Figura 21. Nannostomus unifasciatus: Relacdes de ancestralidade entre as bacias do Orinoco e Amazonas. “A”, Formacao de grupos
biolégicos entre as bacias utilizando genes nucleares (Glyt e myh6) no programa BAPS. Barras de uma mesma cor indicam um mesmo grupo
biolégico. San José del Guaviare; PG: Puerto Gaitan; IN: Puerto Inirida; CUC: Cucui; SI: Santa Isabel; BAR: Barcelos. “B”, Relacao filogenética e
distribuicdo de alelos entre o Orinoco e 0 Amazonas para a verificacdo de compartilhamento dos mesmos. As circunferéncias e suas cores
permitem relacionar um grupo biolégico compartilhado entre bacias na Figura 21A com os alelos que os conformam na figura 21B. As barras
paralelas, com nimeros no seu lado, indicam a supressdo e nimero de passos suprimidos para efeitos estéticos da imagem. “C”, Localizacao
geografica dos alelos dos grupos biolégicos gerados pelo BAPS (a cor do circulo indica o grupo biolégico ao qual pertence o alelo). O mapa
também mostra a delimitacdo das areas pertencentes a cada bacia (mancha azul: Orinoco, mancha amarela: Amazonas). A sobreposicdo de
manchas indica compartilhamento de alelos entre bacias considerando a analise gerada no programa HaploViewer.
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Figura 22. Paracheirodon axelrodi: Relacdes de ancestralidade entre as bacias do Orinoco e Amazonas. “A”, Formacao de grupos biologicos
entre as bacias utilizando genes nucleares (Glyt e myh6) no programa BAPS. Barras de uma mesma cor indicam um mesmo grupo biolégico. San
José del Guaviare; PG: Puerto Gaitan; IN: Puerto Inirida; CUC: Cucui; Sl: Santa Isabel; BAR: Barcelos. “B”, Relacao filogenética e distribuicdo de
alelos entre 0 Orinoco e 0 Amazonas para a verificacdo de compartilhamento dos mesmos. As circunferéncias e suas cores permitem relacionar
um grupo biolégico compartilhado entre bacias na Figura 22A com os alelos que os conformam na figura 22B. As barras paralelas, com ndmeros
no seu lado, indicam respectivamente a supressao e nimero de passos suprimidos para efeitos estéticos da imagem. “C”, Localizagcdo geografica
dos alelos dos grupos biologicos gerados pelo BAPS (a cor do circulo indica o grupo biologico ao qual pertence o alelo). O mapa também mostra
a delimitagdo das areas pertencentes a cada bacia (mancha azul: Orinoco, mancha amarela: Amazonas). A sobreposicao de manchas indica
compartilhamento de alelos entre bacias considerando a anélise gerada no programa HaploViewer.
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Figura 23. Pterophyllum altum: Rela¢Bes de ancestralidade entre as bacias do Orinoco e Amazonas. “A”, Formacao de grupos bioldgicos entre
as bacias utilizando genes nucleares (Glyt e myh6) no programa BAPS. Barras de uma mesma cor indicam um mesmo grupo biolégico. GV: San
José del Guaviare; PG: Puerto Gaitan; IN: Puerto Inirida; CUC: Cucui; Sl: Santa Isabel. “B”, Relacao filogenética e distribuicéo de alelos entre o
Orinoco e 0 Amazonas para a verificacdo de compartilhamento dos mesmos. As circunferéncias e suas cores permitem relacionar um grupo
biolégico compartilhado entre bacias na Figura 23A com os alelos que os conformam na figura 23B. “C”, Localizagdo geografica dos alelos dos
grupos biolégicos gerados pelo BAPS (a cor do circulo indica o grupo biolégico ao qual pertence o alelo). O mapa também mostra a delimitacao
das areas pertencentes a cada bacia (mancha azul: Orinoco, mancha amarela: Amazonas). A sobreposi¢cdo de manchas indica compartilhamento
de alelos entre bacias considerando a analise gerada no programa HaploViewer.
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12 DISCUSSAO

No presente trabalho foram utilizadas sequéncias de ADNmt e ADNnu para as
andlises populacionais de oito espécies de peixes (cinco migradoras e trés sedentarias)
compartilhadas entre as bacias do Orinoco e Amazonas como modelo para determinar
a conectividade atual e historica entre ditas bacias.

Estrutura atual entre bacias e possiveis fatores que a modelam

Dentro deste estudo, esperava-se observar para todas as espécies de peixes
migradoras, considerando 0s seus grandes tamanhos corporais e capacidade
deslocamento para eventos reprodutivos (GODINHO; LAMAS; GODINHO, 2010),
conectividade genética atual entre bacias, ao contrario do esperado para peixes
sedentérios. Isto, no entanto, ndo foi a regra para 80% destas espécies migradoras
examinadas. No caso de Brachyplatystoma rousseauxii e Piaractus brachypomus,
foram as espécies mais contundentes em demonstrar falta de conectividade entre as
bacias, evidenciada nos altos indices de fixacdo (Fst), falta de compartilhamento de
haplétipos mitocondriais, forte monofilia reciproca, e inclusive uma grande separagao
por varios passos mutacionais entre grupos de haplétipos entre bacias. Para outras
espécies como Pseudoplatystoma metaense/Pseudoplatystoma tigrinum e Colossoma
macropomum, a contundéncia da separacao néao foi tdo forte, sendo evidente na falta
de monofilia reciproca ou evidéncia de retencdo de polimorfismo ancestral. Porém, a
hipétese de conexéo e fluxo génico atual entre 0 Amazonas e Orinoco nao foi rejeitada
apenas para Pseudoplatystoma orinocoense/Pseudoplatystoma punctifer. Apesar disso,
em todos os casos o Fst foi até 8x maior entre bacias do que dentro das bacias para
todas as espécies analisadas, sugerindo um fator de isolamento.

Uma das justificativas para explicar este gradiente de separacdo entre espécies e
forte restricdo ao fluxo génico entre bacias, é a existéncia de um evento geoldgico com
acado vicariante comum para todas, cuja ocorréncia se deu de forma paulatina,
permitindo que cada espécie fosse vencendo dita barreira a partir de suas capacidades
ecoldgicas até sucumbir ante ela e se isolar, ou aproveitar as habilidades intrinsecas
(biologico-ecoldgicas) para se interconectar entre bacias, mesmo por espacos de dificil
acesso. Dentro das barreiras recentes ou antigas impostas ao fluxo génico entre a bacia
do Amazonas e Orinoco, podemos encontrar aquelas de ordem ecolégica como o canal
do Casiquiare (WINEMILLER et al., 2008), e de ordem geolégica como o Arco do
Vaupés (DIAZ DE GAMERO, 1996; HOORN, 1993; HOORN et al., 1995).

O Arco do Vaupés, que separou as bacias do Orinoco e Amazonas (DIAZ DE
GAMERO, 1996; HOORN et al., 1995), hoje é a linha diviséria entre o Alto Rio Orinoco
(Rio Guaviare, Rio Inirida, Rio Ventuari e Rio Atabapo) e as cabeceiras dos Rio Japura
e Negro no Amazonas (WINEMILLER; WILLIS, 2011). Apesar da sua existéncia, canais
como o Casiquiare ainda permitem a conexao, pelo menos evidentemente fisica, entre
as duas bacias (ARMBRUSTER; PROVENZANO, 2000). O Canal do Casiquiare, hoje
conecta ao alto Rio Negro com o Alto Rio Orinoco.

O padrdo genético de isolamento reprodutivo e de conexdo observado para as
espécies migradoras entre as bacias, foi concordante com a auséncia ou presenca de
ditas espécies nos ambientes do Rio Negro proximos ao Casiquiare, Unica conexao
direta ao Orinoco. Por exemplo, a Unica espécie em apresentar fluxo génico atual entre
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o Orinoco e o0 Amazonas foi P. orinocoense/P. punctifer, justamente a Unica, de todas
as espécies migradoras avaliadas, com distribuicdo no Rio Negro.

O Rio Negro, o maior rio de aguas pretas do mundo, representa por si sO uma
barreira ecologica para as espécies que possuem sua distribuicdo fora destas aguas
(em aguas brancas). Os acidos humicos caracterizam o Rio Negro, além da sua
extrema pobreza de nutrientes no solo e acidez (pH entre 4,4 — 4,9), levando a uma
baixa producéo primaria (LEWIS et al., 2001; SCHMIDT, 1973; SIOLI, 1967) e pobreza
em comunidades de macrdfitas, em comparacdo com zonas inundaveis de rios de
aguas brancas (GOULDING; CARVALHO, 1982). Essas condicbes podem estar
gerando um ambiente hostil para peixes de grande porte e as suas larvas, geralmente
carnivoras, cuja demanda energética € maior, e impossivel de ser providenciada por
este Rio. Isto poderia explicar a auséncia de migracdo entre as bacias do Orinoco e
Amazonas via Casiquiare para espécies como Brachyplatystoma rousseauxii, Piaractus
brachypomus, Colossoma macropomum e P. metaense/P. tigrinum. Mesmo que estas
espécies consigam tolerar as condi¢cdes de agua do Rio Negro, cruzar o Casiquiare
implicaria um risco extremo. O Casiquiare possui também um gradiente fisico-quimico,
0 qual vai desde um pH de 6,7 e aguas claras na sua origem no Orinoco, 5,5 de pH e
aguas Pretas-claras na parte média, até 4,8 de pH na parte baixa, onde se une ao rio
Negro, se tornando um filtro zoo-geografico mais complexo que atualmente comunica
as bacias (WINEMILLER et al., 2008).

Apesar da condicdo extrema que implica o Casiquiare, interacbes demograficas
entre 0 Amazonas e Orinoco para a espécie P. orinocoense/P. punctifer foram
observadas, ndo s6 proximo ao Casiquiare, mas também abrangendo parte da area
correspondente a Puerto Inirida até o médio Rio Negro (localidade de Santa Isabel).
Trabalhos realizados por Carvalho-Costa et al. (2011) sugerem também a existéncia de
fluxo génico entre o Orinoco e Amazonas para P. orinocoense/P. punctifer, embora, o
estudo ndo detalhe a rota de conexdao, pois este foi orientado a sistematica molecular
(n&o populacional), e o Rio Negro nao foi levado em conta dentro dos locais de
amostragens. Nesse estudo foi evidente o compartiihamento de haplétipos
mitocondriais e alelos nucleares entre bacias. Ao contrario, estudos realizados por
Buitrago-Suarez e Burr (2007) sugerem, sO através de dados morfoldgicos, a existéncia
de isolamento reprodutivo entre bacias para esta espécie, ao ponto que para cada
bacia foi atribuida uma espécie diferente. Deste modo, partindo do conceito biolodgico de
espécie, aqui se demonstra que a hipétese de duas espécies (uma para cada bacia)
proposta por Buitrago-Suéarez e Burr (2007) é rejeitada.

O uso do Casiquiare como corredor biogeografico por parte de outras espécies
aguaticas para se deslocar entre o Orinoco e Amazonas também tem sido evidente em
estudos anteriores. Estudos ecolbgicos realizados por Winemiller et al. (2008)
demonstraram que muitas espécies estao atualmente amplamente distribuidas ao longo
da regido do Canal do Casiquiare, incluindo Orinoco e Amazonas. As evidéncias foram
sustentadas com capturas de individuos da mesma espécie em habitats de aguas
claras do alto Orinoco e alto Casiquiare, e em habitats de aguas pretas no Baixo
Casiquiare e Rio Negro. Assim, resultados desse trabalho incluem a piranha
Serrasalmus rhombeus, todas as espécies conhecidas do género Boulengerella, os
ciclideos Cichla temensis e Mesonauta insignis, o bagre Pimelodus blochii e
Scorpiodoras heckelii.
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Frequentemente, espécies com distribuicdo restrita tém sido encontradas em
localidades dentro de ambas as bacias: alto Orinoco e alto Rio Negro (peixe elétrico
Gymnotus coropinae e o bagre Gladioglanis machadoi), deixando claro que as espécies
parecem estar distribuidas apenas no Canal e alguma parte das bacias (CRAMPTON;
ALBERT, 2003; FERRARIS; MAGO-LECCIA, 1989). Apesar disso, recentes estudos
baseados em dados genéticos demonstraram que espécies de peixes ciclideos como
Cichla temensis, C. monoculus, e C. orinocensis, experimentaram fluxo génico entre as
bacias do Orinoco e 0 Amazonas utilizando o canal do Casiquiare (WILLIS et al., 2010),
isto é, entre canais principais das bacias e ndo so6 entre areas restritas ao Casiquiare.

Considerando que espécies como B. rousseauxii, C. macropomum, P. brachypomus
e P. metaense/P. tigrinum ndo ocorrem no Alto Rio Negro, e, portanto ndo utilizam o
Casiquiare como estratégia de conexdo entre bacias, por que se observam diferencas
tdo extremas no grau de isolamento reprodutivo entre as populacdes do Orinoco e
Amazonas para estas espécies? Se o0 Arco do Vaupés foi provavelmente a Unica
barreira entre bacias para elas, por que todas ndo mostram o mesmo padrdo de
isolamento?

Espécies como B. rousseauxii, P. brachypomus e P. metaense/P. tigrinum possuem
uma codistribuicdo completa dentro das bacias, isto inclui integralmente o Orinoco,
Solimbes, Japura e Branco. Isto representa uma rota a mais de conexao no passado do
gue para C. macropomum, a qual ndo ocorre no Rio Branco (GOULDING; CARVALHO,
1982; WALLACE, 1853), no entanto, esta ultima possui um fluxo génico até um passado
mais recente do que o resto de espécies. Isto pode ser explicado em parte pela
ecologia das espécies e o tamanho corporal.

No caso de B. rousseauxii, apesar do seu grande tamanho corpéreo e capacidade
de deslocamento (BATISTA; ALVES-GOMES, 2006), podendo atingir até 3300 km
horizontais (BARTHEM; GOULDING, 1997), inclusive com um evidente estado de
panmixia neste estudo dentro do Orinoco e Amazonas, a mesma pode nédo ter tido
capacidade de deslocamento nos corpos de agua intersticiais nas cabeceiras, tanto de
conexdes remanecentes que puderam ter existido até um passado recente entre o
Branco e Orinoco (através de cabeceiras do Essequibo-Cuyuni-Caroni), quanto entre o
Japurd e Guaviare. Isto pode ser suportado quando observamos estudos de sistemas
de cabeceiras entre rios, os quais tém demonstrado que na sua maioria se tratam de
rios de primeira ordem, caracterizados pelo seu pequeno tamanho e pouca profundeza,
além da sua instabilidade ambiental e restricbes de deslocamento para as espécies que
ali habitam (CIONEK et al., 2012). Assim, possivelmente este tipo de ambientes, junto
com cachoeiras e corredeiras como aquelas presentes no Japura (p. e. Serra
Chiribiquete), poderiam ter representado um obstaculo para B. rousseauxii desde antes
da separacao total das bacias.

Carvajal et al. (2014) descobriram que a espécie B. rousseauxii possui algum grau
de restricdo ao fluxo génico entre a sub-bacia Amazonica Boliviana e o Alto Solimbes
(Amazonas). Essa restricdo pode estar associada a presenca de mais de 18 corredeiras
no alto curso do Rio Madeira (GRAVENA et al., 2014). Embora, nesse casso, as
condicdes de conexdo entre sub-bacias se mantém até hoje de forma evidente e
substancial para que a migracdo ocorra, contrdrio ao obervado entre Orinoco e
Amazonas. Desse modo, € provavel que a condigdo corporal de B. rousseauxii, em vez
de uma vantagem, poderia ter se tornado num obstaculo para manter a migracao entre
estas bacias.
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No caso de P. brachypomus, a espécie com maior grau de isolamento reprodutivo
entre bacias, este evento poderia ter tido mais repercussdes na sua divergéncia devido
a sua evidente limitacdo intrinseca (biolégica-ecologica) para se manter panmitica,
inclusive dentro de uma mesma bacia. Neste estudo foi demonstrada uma sub-
estruturacdo para dita espécie dentro do Orinoco e dentro do Amazonas, sendo que
dentro do Orinoco foi explicada pela mera distancia geografica. Nesse caso, o
levantamento do Arco do Vaupés poderia ter influenciado na vicariancia populacional
desta espécie desde muito antes que afetasse as outras. Trabalhos realizados por
Escobar-Lizarazo (2013) em P. brachypomus utilizando marcadores microssatélites,
também mostraram um claro padrdo de isolamento alopétrico entre bacias, sem
evidéncia de fluxo génico no passado recente. Isto deixa claro que a espécie P.
brachypomus é provavelmente a mais susceptivel ao isolamento reprodutivo de todas
as migradoras dentro do presente estudo.

No caso de P. metaense/P. tigrinum, os sistemas de cabeceiras puderam nao ter
sido um problema para o intercambio de individuos entre bacias até o passado recente,
pois claramente se observa uma falta de monofilia reciproca no ADNmt e um
compartilhamento de dois grupos biolégicos entre 0 Amazonas e o Orinoco (sem
compartiihamento de hapl6tipos), indicando que apesar das possiveis restricoes
impostas pelo levantamento de barreiras fisicas, esta espécie provavelmente conseguiu
utilizar, até mais recentemente do que B. rousseauxii e P. brachypomus, estes sistemas
de cabeceiras para manter a migracao entre o Orinoco e Amazonas. Isto possivelmente
devido a dois fatores que fazem a P. metaense/P. tigrinum diferente destas duas
espécies: sua boa capacidade migratéria (maior do que para P. brachypomus),
caracteristico dos siluriformes (BARTHEM; GOULDING, 1997), e um tamanho corporal
menor que B. rousseauxii, 0 que provavelmente o torne mais agil, aumentando as
possibilidades de aproveitar melhor e por mais tempo estas conexdes.

E contraditério observar que esta espécie possuiu capacidade de migracdo
suficiente para manter o fluxo génico até um passado mais recente do que B.
rousseauxii e P. brachypomus, mas mostra uma tendéncia a estruturacdo genética
tanto no Orinoco quanto no Amazonas, como foi evidente neste estudo através do
indice de fixacdo. Estudos genético-populacionais de algumas espécies do género
Pseudoplatystoma tém demonstrado que esta tendéncia a estrutura dentro de uma
mesma bacia € comum, mas néo € atribuida a um fator relacionado com a deficiéncia
na capacidade de migracao entre locais, a qual aparentemente se mantém constante e
eficiente, e sim a um comportamento de homing criando grupos biol6gicos
independentes afetando a estrutura genética de forma extrema, inclusive entre locais
proximos (ABREU et al., 2009; PEREIRA; FORESTI; OLIVEIRA, 2009). De fato, Isaac e
Rufino (2000) afirmam que as espécies deste género ndo realizam migracdes atraves
de toda a bacia, e sim, que esta é principalmente de forma localizada nos principais rios
e em direcdo a pequenas cabeceiras proximas destes locais. Isto pode explicar o
porqué da persisténcia do fluxo génico entre o Amazonas e Orinoco para P.
metaense/P. tigrinum até um passado mais recente, provavelmente entre cabeceiras
proximas. Apesar disso, é evidente que alguns fatores de origem geoldgica como
corredeiras ou cachoeiras podem terminar afetando o acasalamento randémico para
espécies deste género (TELLES et al., 2014). Neste caso, um fechamento definitivo dos
sistemas de captura nas cabeceiras do Japurd-Guaviare ou Branco-Essequibo-Cuyuni-
Caroni deve ter sido o fator de terminagcéo da migracao.
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Apesar de que em P. metaense/P. tigrinum foi evidente um isolamento reprodutivo
entre as bacias do Orinoco e Amazonas num passado mais recente, este mesmo
comportamento ndo foi observado na sua espécie congénere (de similar tamanho
corporal) P. orinocoense/P. punctifer, a qual, sem levar em conta a evidéncia de fluxo
génico atual através do Casiquiare, apresenta uma clara mostra de que o isolamento
comecou antes do que em P. metaense/P. tigrinum, mesmo possuindo ambas
atualmente uma codistribuicdo em areas de possivel dispersédo e conectividade até o
passado recente entre bacias. Estas diferencas sdo evidentes tanto nas métricas de Fst
quanto na formacgéo de grupos biolégicos e nimero de passos mutacionais separando
as populacdes no ADNmt, sempre demonstrando um maior isolamento entre bacias
para P. orinocoense/P. punctifer. Isto pode sugerir que a espécie P. metaense/P.
tigrinum poussui uma maior capacidade de migracdo através de areas ou ambientes
aguaticos intersticiais como as de captura de cabeceiras entre bacias, o que
provavelmente lhe permitiria ter tido uma maior distribuicdo geogréfica nestas zonas de
interacdo entre sistemas fluviais no passado, e, adicionalmente um maior sucesso na
disperséo entre as mesmas. Segundo Lande (1988), em popula¢des pouco distribuidas,
as interacdes sociais necessarias para a reproducdo podem ser nulas, ou isto pode
dificultar pelo menos as chances de acasalamento dentro da espécie. Este ultimo pbde
ter acontecido em P. orinocoense/P. punctifer, fazendo com que populagdes do Orinoco
e Amazonas ficassem reprodutivamente isoladas mais rapidamente apds o inicio do
aparecimento das barreiras.

No caso de C. macropomum, ao contrario de B. rousseauxii, P. brachypomus e P.
metaense/P. tigrinum, foi a Unica espécie em demonstrar capacidade de estabelecer
fluxo de migrantes entre bacias num passado muito mais recente da historia geoldgica
destas, inclusive, provavelmente quando as outras espécies ja tinham sido vencidas
pelas barreiras fisicas na carreira pelo intercambio genético entre o Orinoco e 0
Amazonas. Baixos valores de Fst, compartihamento de grupos biolégicos e um
haplétipo, além de poucos passos mutacionais entre populagdes das bacias, podem
confirmar isso. E provavel que este fluxo de migrantes tenha sido pelas cabeceiras dos
rios Japura e Guaviare, pois a conexdo Rio Negro-Orinoco (via Casiquiare) ou Rio
Branco-Essequibo-Cuyuni-Caroni sdo pouco provaveis para esta espécie devido a sua
auséncia natural na cabeceira desses Rios (WALLACE, 1853). Segundo Goulding e
Carvalho (1982) em um extenso estudo realizado sobre a histéria de vida de Tambaqui
no Amazonas, a espécie s6 é abundantes em rios de agua clara e preta dentro dos
primeiros 150 km ao interior destes a partir de um rio de agua branca (onde
naturalmente habitam), mais longe do que isso, a espécie é rara ou desaparece. Assim,
eles identificaram dois fatores geogréaficos importantes que influenciam a distribuicdo
local de C. macropomum: a presenca de floresta de varzea para a sua alimentacao e,
no caso de rios de aguas claras e pretas, a distancia que possua de um rio de agua
branca (p. e. Solimdes) onde a espécie se reproduz.

Nesse caso, entrar em tributarios do Rio Negro como o Rio Branco e Casiquiare,
cujas desembocaduras nesse Rio estdo localizadas a cerca de 270 e 974 km
respectivamente de distancia do Rio Solimbes, é pouco provavel para C. macropomum
e sem nenhuma evidéncia até hoje para esses pontos geograficos (GOULDING;
CARVALHO, 1982).

Deste modo, como ja foi mencionado, a conexdo mais provavel para C.
macropomum no passado recente poderia ter sido através da cabeceira do Rio Japura
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(dguas brancas), afluente do Solimdes, estabelecendo dispersdo através de alguma
captura de cabeceira estabelecida temporariamente com o Rio Guaviare. Este tipo de
eventos ja acontece para algumas espécies de peixes através de cabeceiras de bacias
neotropicais como Essequibo, Rupununni e Rio Branco (LOVEJOY; ARAUJO, 2000;
LOWE-MCCONNELL, 1969; SABAJ; TAPHORN; CASTILLO, 2008). Apesar de o Rio
Japura possuir mais de 2100 km e numerosas corredeiras como as de Araracuara
(sobre a Serrania Chiribiguete), isso possivelmente nao representou obstaculo algum
para o grande caracideo naquele momento. Estd demonstrada a enorme capacidade
migradora de Colossoma macropomum dentro da bacia Amazénica, onde é de fato uma
populacdo panmitica apesar da sua vasta extensdo (SANTOS; RUFFINO; FARIAS,
2007), além da sua capacidade para ultrapassar corredeiras e cachoeiras sem
dificuldades para a sua migracao e dispersdao (GOULDING; CARVALHO, 1982),
inclusive aqueles que representam uma barreira para outras espécies aquaticas
(GRAVENA et al.,, 2014) como as corredeiras de Teotonio e outras ao longo do
Madeira, como ja foi demonstrado por Farias et al. (2010).

Apesar da condigcdo sedentaria e a evidéncia de um forte isolamento reprodutivo
atual entre bacias, alguns peixes ornamentais utilizados neste estudo parecem ter tido
uma conexao entre bacias até um passado mais recente do que se esperava, de fato,
as vezes mais recente do que em alguns migradores como B. rousseauxii e P.
brachypomus. Isto é evidente quando obervamos compartiihamento de grupos
biolégicos (ADNmt) entre bacias para todas estas espécies, assim como a distribuicdo
de hapldtipos sob a base da analise filogenética, onde claramente 0s passos
mutacionais entre localidades limitrofes para as bacias como Puerto Inirida (Orinoco) e
Cucui (Rio Negro — Amazonas) sdo exiguos ou muito reduzidos. Cooke et al. (2009) e
Souza (2008) encontraram respectivamente resultados similares para Paracheirodon
axelrodi e Fluviphylax obscurus, observando uma maior relacéo de ancestralidade entre
o Alto Orinoco e Alto Rio Negro do que esta ultima area com o resto do Rio Negro,
sugerindo uma histéria comum mais recente entre estas areas, provavelmente via
Casiquiare. Por outro lado, Lovejoy e Araujo (2000) encontraram um comportamento
contrario a este para espécies sedentarias de pequeno porte do género Potamorrhaphis
amostradas no Rio Negro (Barcelos), Alto Orinoco (Atabapo) e Médio Orinoco (Apure).
Foi observada uma maior relacdo filogenética entre individuos de populagbes do Rio
Negro e Médio Orinoco, do que entre o Rio Negro e Alto Orinoco, sugerindo uma
conexao entre bacias via Branco-Guianas por muito mais tempo do que aquela
estabelecida através das cabeceiras das bacias na area do Casiquiare.

Apesar de que este ambiente de cabeceira (Alto Rio Negro — Casiquiare — Alto
Orinoco) é também exatamente a mesma area ocupada por P. orinocoense/P. punctifer
para realizar a troca de individuos e estabelecer fluxo génico atual entre bacias, este
mesmo evento de intercambio n&o é evidente na atualidade para nenhum dos peixes
sedentarios. De fato e contrario aos migradores, estas espécies apresentaram uma alta
estruturacao (as vezes Fst > 0,9) entre localidades flanqueando esta area limitrofe entre
bacias. Esta auséncia de fluxo génico entre bacias é esperada por duas razdes
principais. A primeira € do tipo extrinseco (barreiras ecoldgicas) e a segunda é de tipo
intrinseco (pequeno porte e histéria de vida). Nesta area, a formacdo ecoldégica mais
complexa e evidente é claramente o Canal do Casiquiare, com gradientes de pH
extremos e presenca de corredeiras (WINEMILLER et al., 2008), jA comprovadas como
barreira ao transito e dispersdo de espécies ornamentais entre o Orinoco e Amazonas
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(COOKE; CHAO; BEHEREGARAY, 2009; LOVEJOY; ARAUJO, 2000; WINEMILLER;
WILLIS, 2011). Com respeito as barreiras intrinsecas que afetam o fluxo génico, na
maior parte dos casos, isso poderia se dever a propria histéria de vida e pequeno
tamanho corporal, impedindo grandes migracdes ou vencer os desafios que pode
representar o fluxo hidrico do préprio Rio Casiquiare. Godinho et al.
(2010)demonstraram que a migracdo reprodutiva em peixes esta estreitamente
relacionada com um grande tamanho corporal, o qual permitia sua adaptacdo as
condi¢cBes hostis de ambientes I6ticos. Pelo contrario, espécies de ambientes Iénticos
nao apresentaram migracao reprodutiva e possuem pequeno tamanho corporal. Assim,
este comportamento em sedentarios ja € esperado para estes ambientes,
especialmente entre localidades separadas por grandes distancias (COOKE; CHAO;
BEHEREGARAY, 2009; LOVEJOY; ARAUJO, 2000).

Apesar disso, algumas evidéncias de fluxo génico entre localidades préximas dentro
do Orinoco foram observadas para estas espécies ornamentais. Por exemplo, entre PG
e GV (N. unifasciatus), IN e PG (P. axelrodi) e inclusive, entre todas as localidades do
Orinoco (P. altum). Este tipo de intercambio de individuos e fluxo génico entre areas
préximas tinha sido evidenciado para espécies ornamentais de pequeno porte como
Paracheirodon axelrodi, Nannostomus unifasciatus, Nannostomus eques, Carnegiella
marthae e Carnegiella strigata dentro do Rio Negro (COOKE; CHAO; BEHEREGARAY,
2009; PIGGOTT; CHAO; BEHEREGARAY, 2011; SCHNEIDER et al., 2012; SISTROM,;
CHAO; BEHEREGARAY, 2009; TERENCIO; SCHNEIDER; PORTO, 2012). Alguns
autores afirmam que as histérias de vida de espécies sedentarias ornamentais estao
restritas a uma area particular, com deslocamentos minimos e de forma lateral ao longo
da floresta e entre os habitats préximos as calhas principais dos rios e as planicies de
inundacao no periodo de chuvas. Os movimentos sédo dependentes das mudancas dos
niveis de agua, porém, sua reproducdo ndo esta restrita s6 aos periodos de chuvas,
mas sim o intercambio de individuos entre estas areas préximas, sugerindo que sao
importantes para inibir a especiacdo entre e dentro dos sistemas de drenagens
(COOKE; CHAO; BEHEREGARAY, 2009; MARSHALL; FORSBERG; THOME-SOUZA,
2007; PIGGOTT; CHAO; BEHEREGARAY, 2011).

Apesar do anterior, niveis de estruturacdo genética foram mais fortes no Rio Negro
do que dentro do Orinoco. Isto provavelmente é devido a presenca de barreiras fisicas
ou devido ao seguimento de um modelo de isolamento por distancia entre estas
localidades dentro do Negro, cujas barreiras fisicas e distancias sdo maiores do que
entre as populacdes dentro do Orinoco. Assim, por exemplo, entre Cucui e Santa Isabel
encontramos um sistema de cachoeiras e corredeiras na altura de Sao Gabriel da
Cachoeira, identificada ja como uma barreira para a dispersdo e fluxo génico de
espécies de médio e pequeno porte entre o Alto Rio Negro e o Médio/Baixo Rio Negro
(ALBERT; REIS, 2011; TERENCIO; SCHNEIDER; PORTO, 2012). No Orinoco, as
Gnicas corredeiras afetando a continuidade geoldgica da bacia (Atures e Maipures)
estdo fora da area de distribuicdo das localidades de Puerto Gaitan, San José del
Guaviare e Puerto Inirida, sendo localizadas entre o0 médio e baixo Orinoco (LUJAN;
ARMBRUSTER, 2011), portanto sem nenhum efeito sobre ditas populacoes.

Histéria biogeografica e disperséo entre bacias
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Relacbes de ancestralidade populacional através de genes nucleares, analises de
expansdo, além de métodos coalescentes para inferéncia de tempos de divergéncia
entre linhagens haplotipicas através de regides mitocondriais, permitiram demonstrar
que os eventos de separacgdo, dispersao ou intercambio de individuos entre as bacias
do Orinoco e Amazonas se deram num passado muito mais recente do que se registra
na literatura para a historia geoldgica de separacao das bacias.

Dentre as espécies migradoras, B. rousseauxii e P. brachypomus foram as que
apresentaram maior grau de isolamento reprodutivo atual, com uma clara monofilia
reciproca e nulo compartilhamento de haplétipos, apesar disso, 0 ADNnu mostrou um
claro compartilhamento de grupos biologicos e auséncia de monofilia reciproca entre as
bacias, sugerindo que o evento de separacdo entre elas foi recente. Em outras espécies
migradoras isto foi ainda mais evidente: P. metaense/P. tigrinum, P. orinocoense/P.
punctifer e C. macropomum. No caso dos peixes sedentarios, para 0s quais se
esperava uma divergéncia muito mais proeminente considerando a sua condi¢cdo de
nao migrante, demonstraram também compartilhamento de grupos biolégicos no
ADNnu entre bacias, onde podemos encontrar alguns tdo evidentes quanto para 0s
migradores. De fato, as analises coalescentes para inferir o tempo de divergéncia
populacional confirmam esta hipotese.

No caso de B. rousseauxii, por exemplo, a divergéncia entre as populacdes do
Orinoco e Amazonas aconteceu aproximadamente ha 0,511 milhdes de anos, enquanto
que para P. brachypomus foi h4 1,53 milh8es de anos, sendo que para as outras
espécies migradoras o tempo de divergéncia ndo superou o atingido por P.
brachypomus. No caso das espécies ornamentais, estas atingiram como maximo 4,97
milhdes de ano (N. unifasciatus) de divergéncia entre bacias, mas para o restante nao
superou 1 milh&o de anos. Esta divergéncia coincide com o Plioceno/Quaternario e nao
com o Mioceno, onde aconteceram 0s principais eventos geologicos que deram lugar a
forma atual das bacias, entre elas a separacdo das bacias do Orinoco e Amazonas por
causa do levantamento do Arco do Vaupés ~11 milhGes de anos atras (LUNDBERG et
al., 1998). Estudos realizados por Willis et al. (2010), analisando populacdes de
espécies do género Cichla, encontraram que a divergéncia entre as populacbes do
Orinoco e Amazonas se deram também no Quaternario e ndo no Mioceno,
aproximadamente 1,45 - 1,75 (C. temensis), 0,8 (C. monoculus) e 1,78 — 1,91 milhdes
de anos (C. orinocensis), sendo que em todos os casos houve fluxo génico posterior a
divergéncia. E provavel que tanto para as espécies do presente estudo quanto para as
do género Cichla, o efeito alopéatrico do levantamento do Arco do Vaupés ndo tenha
sido imediato. Possivelmente, no inicio, a mais forte fratura se deu na calha principal do
Paleo Amazonas-Orinoco, situado nesse momento ao ocidente da Ameérica do Sul, justo
em linha com a base da Cordilheira dos Andes, recebendo o maior efeito de quebra
desde o inicio do paleolevantamento do Arco (Médio Mioceno), embora, deixando ainda
conexfes como rios de primeira, segunda e terceira ordem que permitiram dar
continuacao ao fluxo génico das espécies durante um longo periodo de tempo até que
estas areas sofreram fechamento definitivo no final da elevagéo do Arco, provavelmente
num passado recente (Plioceno/Quaternario). Alguns autores sugerem que o Arco do
Vaupés ndo surgiu s6 como evento orogénico abrupto, produto da acdo tecténica dos
Andes, mas também que apOs o inicio de seu levantamento, uma subsequente
sedimentacdo derivada dos Andes foi se depositando sobre o Arco, forgcando
paulatinamente o Orinoco a se deslocar para o leste, onde o Rio tomou a sua posi¢cao
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atual ao longo da borda oeste do escudo das Guianas (BEMERGUY; COSTA, 1991;
HOORN, 1994; HOORN et al., 1995).

Um estudo recente, realizado por Aguilera et al. (2013), determinou a presenca de
espécies fosseis de peixes (de 1,7 — 3,2 milhdes de anos de antiguidade) dos géneros
Brachyplatystoma, Doraops e Rhinodoraps no norte da Coldmbia (Guajira) entre a
cordilheira Central e Oriental dos Andes, oeste do lago de Maracaibo. Sobre as
espécies sabe-se que fizeram parte da antiga ictiofauna do Amazonas, sugerindo que a
hipétese do antigo rio Paleo-Amazonas-Orinoco drenando para o Caribe é veraz (DIAZ
DE GAMERO, 1996; HOORN, 1993; HOORN et al., 1995; LUNDBERG et al., 1998;
SABAJ; AGUILERA; LUNDBERG, 2007), embora, ndo até o Médio Mioceno (13 — 11
milhdes de anos), mas até um passado mais recente. De fato, as evidéncias
litostratigraficas mostram que estas espécies permaneceram nesta area até o final do
Plioceno e parte do Quaternario. Portanto, isto pode sugerir que o Arco do Vaupés nao
fechou abruptamente a conexao entre as bacias (ha ~11 milhdes de anos) e terminou
apenas sua elevacdo maxima para cortar definitivamente as bacias recentemente, ou,
gue o soerguimento inicial deste foi mais recente (~2,45 milhGes de anos). Em ambos
0S casos, com conexdo da ictiofauna entre o Orinoco e Amazonas até o
Plioceno/Quaternario.

Aguilera et al. (2013) sugerem que o levantamento da Cordilheira Oriental dos
Andes, que separou o Paleo Amazonas-Orinoco da bacia do Maracaibo, iniciou seu
soerguimento ha ~5 milhdes de anos, terminando com sua maxima elevacdo ha ~2,5
milnbes de anos, se evidenciando como o detonante de uma cadeia de eventos
orogénicos durante o mesmo periodo: Perija, Santa Marta, Lara-Falcon e Guajira
(KELLOGG, 1984; MACELLARI, 1995), pelo que provavelmente também possa ser
responsavel do levantamento do Arco do Vaupés no mesmo periodo (~5 — 2,5 milhdes
de anos).

Estes resultados de divergéncia entre o Amazonas e o Orinoco dentro do nosso
trabalho, coincide com estudos realizados por Hubert et al. (HUBERT et al., 2007a),
onde determinam que o tempo de vicariancia de duas espécies irmds de piranha
(Serrasalmus eigenmanni e Serrasalmus goudingi), cuja distribuicdo contempla estas
duas bacias, calcula-se em ~2,55 milh6es de anos. Assim também, resultados obtidos
por Sivasundar et al. (2001) em espécies do género Prochilodus, determinaram a
separacdo do Magdalena VS. Orinoco tempo antes (~4,1 milhdes de anos), e a
separacédo do Orinoco vs. Amazonas/Parana um pouco depois (~3,9 milhdes de anos).

Por outro lado, é evidente que em muitas espécies analisadas neste estudo se
observou que a sua presenca numa bacia € provavelmente muito mais recente do que
nao outra, sugerindo dispersdo também recente entre estas, contrario ao que se
pensaria se consideramos que as duas bacias eram um Unico sistema hidrico no
passado (LUNDBERG et al., 1998). Por exemplo, no caso dos peixes migradores,
temos C. macropomum. No ADNnu resultou ser a uUnica espécie, de todas as
analisadas, em mostrar um Unico grupo biologico presente completamente em todas as
localidades do Orinoco e Amazonas, sugerindo uma divergéncia muito mais recente do
gue nas outras. Em uma visédo simples, pareceria um caso de fluxo génico aberto entre
bacias, embora, a distribuicdo de haplotipos mitocondriais demonstra que estes nédo se
apresentam de forma aleatoria ente bacias, pelo que é de fato descartado tal
comportamento. Em vez disso, obervamos pouca diversidade de hapl6tipos para o
Orinoco, com um haplétipo fundador compartilhado pela maior parte dos individuos da
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bacia, o qual estd concentrado em um ponto da rede, evidentemente derivado do
Amazonas.

Esta dltima bacia, diferentemente do Orinoco, se mostra com uma grande
diversidade de haplétipos para C. maropomum, caracteristico de populacbes mais
ancestrais e de maior tamanho populacional (ALLENDORF; LUIKART, 2007; KINZIGER
et al.,, 2011), além de uma grande distribuicdo geografica que facilita o surgimento de
maior variabilidade, o que ja foi demonstrado nessa espécie para a bacia Amazonica
(SANTOS; RUFFINO; FARIAS, 2007). Este haplotipo central compartilhado pela bacia
do Orinoco inteira, a qual inclusive mostra retencdo de um polimorfismo ancestral do
Amazonas, € caracteristico de uma colonizagdo recente com imediata expansdo
populacional. Isto é confirmado pelo Teste D de Tajima, o qual mostra um significativo
desvio da neutralidade (D << 0) para haploétipos apenas do Orinoco, reafirmando que
uma expansao recente aconteceu (FAY; WU, 1999; TAJIMA, 1989). As expansdes
rapidas, como a observada para C. macropomum dentro do Orinoco, estédo
relacionadas com condicBes de habitat Uteis e com baixo risco de predacdo (BROWN;
MOYLE, 1997). Este comportamento observado é similar ao Efeito Fundador, com
colonizacdo de uma nova area por parte de uma pequena fracdo de individuos da
populacdo ancestral seguido de uma separacdo (MAYR, 1942; TEMPLETON, 1980).
Resultados similares foram evidenciados para espécies de peixes Neotropicais como
Astyanax fasciatus habitando cabeceiras do Rio Tibagi (Brasil) pouco interconectadas
(MATOSO et al., 2010), onde uma populacdo se viu derivada e pouco diversa,
sugerindo ser uma populacdo fundadora. Assim também, Elmer et al. (2013)
determinaram que a distribuicdo atual de espécies de ciclideos em lagos
Nicaraguenses, é produto de um efeito fundador: colonizacéo recente de habitats (5800
— 5400 anos) com novas condi¢cBes ambientais para os grupos fundadores.

Este fendOmeno tem sido visto de forma mais comum em peixes marinhos por
invasdo ou introducdo (HAMNER; FRESHWATER; WHITFIELD, 2007), mostrando que
sempre existe uma baixa variabilidade genética por efeitos da deriva e reduzido
tamanho da populacéo fundadora.

Considerando a anterior hipotese de dispersdo recente Amazonas—Orinoco, por
qué a presenca de C. macropomum no Orinoco € produto de uma colonizagdo téao
recente se as bacias estavam interconectadas formando o Paleo-Amazonas-Orinoco no
Médio Mioceno, onde apds a separacdo das mesmas deve ter ficado uma grande e
diversa populacdo no Orinoco? A resposta a esta pergunta pode ser uma possivel
extingdo de C. macropomum nessa bacia.

Lundberg et al. (1986) demonstram a existéncia de um fossil de 15 milhées de anos
para C. macropomum em La Venta - Coldmbia na bacia do Rio Magdalena (entre a
cordilheira Central e Ocidental dos Andes) onde a espécie atualmente ndo ocorre.
Segundo o autor, isto sugere que o Paleo-Amazonas-Orinoco existiu, e nele C.
macropomum; se distribuindo ao longo deste e passando pela regidao atual do Rio
Magdalena até o Caribe. Ao mesmo tempo, menciona que C. macropomum e outras
espécies (p. e. peixes do género Lepidosiren), com fosseis também achados nesse
local e atualmente habitando o Amazonas e o Orinoco, foram extintos desta area.
Lundberg et al. sugerem que as causas se relacionam com eventos catastréficos que
caracterizaram a historia da ictiofauna do Magdalena e esta area do Norte da Ameérica
do Sul, por ser a ultima parte dos Andes em soerguer tectonicamente. De fato,
menciona que esta area sofreu grande atividade vulcanica, especialmente durante o
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levantamento final da cordilheira Oriental do Andes, a qual hoje sustenta hidricamente a
maior parte do Médio e Baixo Orinoco. Deste modo, é provavel que possiveis extingdes
tenham acontecido para C. macropomum na populacdo do Orinoco apés o
levantamento da cordilheira Oriental dos Andes (8,5 — 8 milh6es de anos), deixando
esta bacia sem individuos presentes até um passado muito recente, onde houve um
efeito fundador do Amazonas para o Orinoco, posterior separacéo e imediata expansao,
como observado. Aguilera et al. (2013) demonstram, também para espécies do norte da
América do Sul, que o resultado de mudancas nos sistemas de drenagem hidrica
produziram perdas de habitat e extincdo de fauna regional.

Por outro lado, é possivel também atribuir ao clima do Quaternario a provavel
extincdo desta espécie na bacia do Orinoco. Solomon et al. (2008) sugerem que
durante o Pleistoceno (~2,5 — 0,012 milhdes de anos) houve oscilagbes climéticas, além
de mudancas no nivel do mar, o que gerou varias incursdes marinhas no continente,
eliminando ou reduzindo fortemente os tamanhos das populacdes de varias espécies
restritas ecoldgica ou espacialmente nas planicies, e com maior forca sobre aquelas
endémicas de planicies de inundacao. Este ultimo tipo de ambiente é justamente a area
de alimentacdo e reproducdo de C. macropomum (GOULDING; CARVALHO, 1982).
Adicionalmente, dada a diferenca de tamanhos entre a bacia do Orinoco (0,88 milhdes
de km? e Amazonas (6,2 milhdes de km?), a possibilidade de reflgio para C.
macropomum foi até 7 vezes mais reduzida para a populacdo do Orinoco do que para a
do Amazonas. De fato, no caso do Amazonas, os ultimos estudos filogeogréaficos e
demograficos em peixes tém demonstrado um crescimento populacional para muitas
das espécies no final do Pleistoceno, sugerindo que pode ser o resultado de expansdes
populacionais apds efeitos negativos do clima (p. e. glaciacbes) e/ou mudancas do
habitat por incursdes marinhas (HRBEK; SECKINGER; MEYER, 2007; HUBERT,;
RENNO, 2006; HUBERT et al., 2007b), inclusive para C. macropomum (FARIAS et al.,
2010).

A respeito da auséncia de taxa de peixes no Orinoco, possivelmente extintas no
passado, existem varios estudos que poderiam demonstrar esta teoria através da
constatacdo da presenca atual de espécies apenas para a bacia Amazbnica. Por
exemplo, as espécies do género Retroculus spp., e ciclideos do género Symphysodon
spp. (WINEMILLER; WILLIS, 2011). Essas espécies provavelmente habitaram o
sistema Paleo-Orinoco-Amazonas, mas algum evento poderia ter causado a sua
extincdo do Sistema Orinoco também.

Por outro lado, este mesmo padrdo também foi obervado para P. orinocoense/P.
punctifer, onde uma rapida e recente expansao € vista tanto na rede de haplotipos
quanto no Teste D de Tajima. Observa-se entdo uma grande diversidade de haplotipos
no Amazonas, enquanto que apenas um grupo muito grande de individuos no Orinoco
compartilhando um mesmo haplotipo. Neste caso ndo é possivel falar de um efeito
fundador por colonizacdo recente de uma fracdo do Amazonas para o Orinoco,
posterior separacdo e imediata expansdo. Ao contrario de C. macropomum, este
haplétipo fundador possui um tempo de divergéncia consideravelmente grande em
relacdo ao Amazonas (~1,052 milhdes de anos), apesar do evidente contato secundario
gue sofrem as bacias atualmente. Este tempo deveu ter sido suficiente para ter se
gerado no Orinoco uma diversidade maior de haplotipos em condi¢cbes ecologicas e
ambientais favoraveis para o crescimento da populagdo (BROWN; MOYLE, 1997).
Embora, ndo seja isso que observamos hoje. Deste modo, 0 que as evidéncias
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sugerem é uma provavel recuperacdo (expansdo populacional) relativamente recente
apos de uma drastica reducao (ndo extingdo) da populacdo dentro do Orinoco, o que
possivelmente a levou a um aumento do endocruzamento e perda de haplotipos por
deriva (MAYR, 1942). Esta provavel reducdo do tamanho efetivo populacional no
passado, poderia também ser relacionada com mudancas climaticas e de habitat do
Quaternario, tal vez sob as mesmas condicbes que afetaram C. macropomum, mas
sem levar a populacao de bagres a extincao.

Por outro lado, analisando o mecanismo pelo qual se da a conexdo demogréfica
entre as bacias para P. orinocoense/P. punctifer, é possivel observar que se ajusta a
um modelo de isolamento por barreiras com posterior contato secundério no presente
(NOSIL, 2008). Neste caso, uma captura de cabeceiras (Casiquiare) fez desaparecer a
barreira antiga e permitiu a dispersdo de individuos do Orinoco para 0 Amazonas, onde
se estabeleceu o contato. Considerando o padrdo de divergéncia profunda que parece
ter existido entre as populacdes, antes de dito contato secundario, € possivel afirmar
gue este evento de conexdo € recente, mostrando o dinamismo em termos de capturas
que possui esta area até o presente (ARMBRUSTER; PROVENZANO, 2000;
WINEMILLER; WILLIS, 2011). A formacao destes dois grupos diferenciados s6 pode
ser explicada por um longo periodo de isolamento reprodutivo, possivelmente por
barreiras como o Arco do Vaupés sem presenca de conexfes temporais entre
cabeceiras, inclusive nem o proprio Casiquiare. As capturas de cabeceiras como o
Casiquiare podem mudar ao longo do tempo, sendo que novas conexdes entre cursos
de agua podem acontecer simultaneamente com as desconexdes de outras capturas
previamente estabelecidas (ALBERT; REIS, 2011). Isto sugere que provavelmente
outras capturas parecidas ao Casiquiare também puderam ter surgido antes e inclusive
depois. De fato, Winemiller e Willis (2011) relatam que Humboldt, na sua travessia pelo
Rio Negro em 1799, préximo a regidao do Casiquiare, achou uma segunda conexao
entre este Canal e o Rio Negro, através de um braco de rio chamado ltinivini, o qual
permitia uma conexao mais rapida e direta entre estas areas do que através do préprio
Canal.

Este provavelmente ndo € o Unico exemplo de contato secundario por dinamismo de
captura de cabeceiras no Neotrépico. Estudos realizados por Bermingham e Martin
(1998), utilizando filogeografia comparada de trés espécies de peixes codistribuidas
para testar a hipéteses de conectividade e biogeografia histérica ao redor do Istmo de
Panama, demonstraram com sucesso que este evento orogénico causou vicariancia
das populacdes do Baixo Centro America e América do Sul, mas de forma gradual,
inclusive com trés diferentes eventos de dispersado e recoloniza¢do entre bacias: dois
durante o seu processo de levantamento (Mioceno tardio e Médio Plioceno) e um ultimo
evento posterior ao seu erguimento (Pleistoceno), demonstrando o comportamento
dindmico das cabeceiras e da conectividade recente da sua ictiofauna.

Igualmente, os peixes ornamentais também evidenciaram a grande dinamica que
possuiu a area de cabeceira Orinoco-Rio Negro até um passado muito recente. Para N.
unifasciatus, P. axelrodi e P. altum o ADNnu mostrou um compartilhamento de grupos
biologicos entre bacias, principalmente entre cabeceiras. Isto sugere que, contrario ao
pensado, a conexdo do Alto Orinoco com o Alto Rio Negro se manteve até um tempo
muito recente.

Deste modo, quando observamos as analises de formacdo de grupos biolégicos no
ADNnNu e de tempos de divergéncia entre bacias, € possivel observar dois padrdes de
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separacao diferentes entre estas. O primeiro padrdo, mostrado por N. unifasciatus,
evidencia que houve uma divergéncia entre as populagdes do Orinoco e 0 Amazonas
no Plioceno (~4,9 milhdes de anos), depois um isolamento prolongado entre elas,
suficiente para causar divergéncias no ADNnu, e posteriormente, uma aparente
incursdo no passado recente desde a cabeceira do Rio Negro para a cabeceira do
Orinoco. Ao contrario, no segundo padrao, que corresponde a P. axelrodi e P. altum, a
evidéncia sugeriu uma provavel dispersdo muito recente desde a cabeceira do Rio
Negro para a cabeceira do Orinoco, com uma posterior divergéncia entre estas
cabeceiras (~1 - 0,37 milhdes de anos).

As diferencas entre os tempos e padroes de quebra populacional para N.
unifasciatus VS. P. axelrodi+P. altum, podem ter uma explicacdo hipotética baseada na
diferenca de distribuicdo biogeografica das espécies no momento da sua origem no
passado, que poderia ter sido num rio formado pelo atual Inirida que incluia a cabeceira
do Rio Negro. Este Paleo-Inirida-Negro possivelmente tinha um menor fluxo de agua
(dada a baixa precipitacdo da época comparada com o presente) e cruzava o que hoje
€ 0 Arco do Vaupés, antes que a onda de quebra do soerguimento do Arco, a qual
vinha paulatinamente no sentido Andes — Escudo das Guianas, atingisse esta area,
provavelmente até ~5 milhdes de anos atras. Este rio, possivelmente nascia no escudo
das Guianas, numa area proxima de onde nasce atualmente o Rio Orinoco, passava
por uma area proxima ao atual Cucui e continuava o0 percurso sobre o que hoje € o
Médio rio Inirida, provavelmente drenando o Paleo-Amazonas-Orinoco ou outro rio que
finalmente desembocava neste grande paleo-rio da época.

E provavel que o local de origem do ancestral comum das populagdes atuais de N.
unifasciatus para o Orinoco e Amazonas tenha sido sobre a parte média-baixa daquele
paleo rio, justo onde hoje passa o Arco, enquanto que para P. axelrodi+P. altum tenha
sido na parte média, area préxima a Cucui, hoje cabeceira do atual Rio Negro (ver
Apéndice 10).

Assim, no caso de N. unifasciatus, dada a localizacdo do ancestral comum para as
bacias, e uma vez que esta regido esta mais a oeste e sobre o caminho vicariante do
Arco, é afetado primeiro, dividindo este Paleo-rio, e com ele a populacdo ancestral da
espécie. No caso de P. axelrodi e P. altum, considerando a localizacdo das suas
respectivas popula¢gdes ancestrais, este evento vicariante ndo as afetou; deixando-as
apenas isoladas do Orinoco desde entdo. Apos isso, é provavel que durante muito
tempo tenham crescido populacionalmente e, posteriormente, aproveitando o
dinamismo de captura de cabeceiras dessa area, houve uma dispersao recente que
terminou entre 1 (P. axelrodi) e 0,37 (P. altum) milhdes de anos, dependendo da
capacidade intrinseca (tamanho corporal) de vencer as barreiras para se dispersar,
nesse caso possivelmente com maior vantagem corporal para P. altum (< 18 cm) do
que para P. axelrodi (£ 4 cm) (LIMA et al., 2003; RIEHL; BAENSCH, 1996; WEITZMAN;
PALMER, 2003). Da mesma maneira, é provavel que nesse mesmo periodo de
dispersbes Amazonas — Orinoco por parte de P. axelrodi e P. altum, também N.
unifasciatus tenha realizado alguma exigua reincursdo ao Orinoco, mas que nao
resultou em uma dispersdo muito forte (apenas para Puerto Inirida), possivelmente,
entre outros fatores, por exclusdo competitiva por parte da nova “espécie” de
Nannostomus que ja tinha surgido ali no préprio Orinoco ap6s de tantos anos de
divergéncia alopatrica (HARDIN, 1960); fendmeno ja observado para peixes
Neotropicais (ZARET; RAND, 1971). Isto, considerando que o tempo médio de
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especiacdo para peixes € aproximadamente de 1,7 - 2,3 milhdes de anos (AVISE;
WALKER; JOHNS, 1998).

Por outro lado, quando observamos os dados de tempo de divergéncia tanto para P.
axelrodi quanto para P. altum, é possivel evidenciar que houve primeiro uma separacao
entre a cabeceira do Rio Negro e Santa Isabel, sendo que sO posteriormente se deu a
separacdo entre esta cabeceira e o Alto Orinoco, sugerindo a hip6tese de que o
surgimento da populacdo ancestral comum para as populacdes do Orinoco e Negro
(para as duas espécies) originou-se na cabeceira, provavelmente num local préximo a
Cucui. Da mesma maneira, é claro que para N. unifasciatus também houve uma origem
do ancestral nesta area de contato Alto Orinoco-Alto Rio Negro, o que permitiu a sua
presenca atual entre bacias apos tdo antiga vicariancia.

Estes resultados coincidem com as evidéncias que apontam a hipotese
Neotectonica para explicar a formacdo do Rio Negro, onde Latrubesse e Franzinelli
(2005) propbéem que a cabeceira do Rio Negro corresponde a uma formagao mais
antiga, enquanto que a zona de planicie inundavel do Médio e Baixo Rio Negro
correspondem a uma formacéo do Quaternario. Dito padréo foi confirmado por Cooke et
al. (2009), Terencio et al. (2012) e Sistrom et al. (2009) em peixes sedentarios do Rio
Negro como P. axelrodi, Nannostomus eques e N. unifasciatus, respectivamente. Eles
demonstraram que linhagens ancestrais para as populacdes estavam localizadas na
cabeceira, enquanto que linhagens derivadas ocupavam o resto do Rio Negro. De todos
estes estudos, s6 o de Cooke et al. (2009) incluiu uma amostra pertencente ao Orinoco,
concluindo que era muito mais relacionado com a cabeceira do Rio Negro e que fazia
parte da linhagem ancestral.

Finalmente, os resultados atingidos no presente capitulo permitem concluir:

a. Atualmente existe fluxo génico entre as bacias do Orinoco e Amazonas,
embora, este ocorra apenas para parte da ictiofauna, especificamente
para aquela com condicdo migradora e que possui distribuicdo no Rio
Negro, neste caso Pseudoplatystoma orinocoense/Pseudoplatystoma
punctifer, que podem utilizar o Casiquiare como rota de conexao.

b. A desconexdo da ictiofauna do Orinoco e 0 Amazonas no passado nao é
concomitante com a data de soerguimento do Arco do Vaupés (ha ~11
milhdes de anos), pois as evidéncias demonstram uma separagao recente
(entre 4,9 milhdes de anos e o final do Pleistoceno), inclusive com
possiveis incursdes entre bacias nesta ultima época.

c. A conectividade da ictiofauna entre bacias ndo segue um padréo estrito de
associacdo a historia de vida, exceto para os sedentérios, para os quais a
falta de conectividade atual entre bacias comportou-se de acordo ao
esperado para a sua condi¢do nao migradora.
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CAPITULO IV

DELIMITANDO UNIDADES DE CONSERVACAO PARA A ICTIOFAUNA
COMPARTILHADA ENTRE O AMAZONAS E O ORINOCO: UMA
ANALISE INTEGRADA DE DADOS GENOMICOS, GENETICOS E
ECOLOGICOS.
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RESUMO

A identificacdo de unidades de conservacdo constitui a base para definir
operacionalmente o que se pretende conservar, sendo esta uma contribuicdo na
prevencdo do risco de extincdo das espécies. Os processos de diversificacdo nem
sempre vdo acompanhados por mudancas morfolégicas, e portanto, uma inadequada
identificacdo da nossa diversidade e seus limites espaciais pode levar a uma falta de
protecdo e consequéncias negativas no manejo destes recursos, especialmente
agueles sobre explorados, como € caso das espécies de peixes ornamentais e de
consumo compartilhadas entre o0 Amazonas e o Orinoco. Com o objetivo de delimitar as
Unidades de Conservacdo (UC) de maneira hierarquica (Unidades Evolutivas
Significantes, Unidades Adaptativas e Unidades de Manejo) para as espécies de peixes
Brachyplatystoma rousseauxii, Colossoma macropomum, Piaractus brachypomus,
Pseudoplatystoma metaense/Pseudoplatystoma tigrinum, Pseudoplatystoma
orinocoense/Pseudoplatystoma punctifer, Nannostomus unifasciatus, Paracheirodon
axelrodi e Pterophyllum altum das bacias do Orinoco e Amazonas, foram utilizados
dados genéticos mitocondriais (Citocromo oxidase | e Regido controle) e nucleares
(Glycosiltransferase, Cadeia pesada 6 alfa da miosina do musculo cardiaco e SNPs) de
individuos cobrindo uma area representativa da distribuicdo de ditas espécies dentro de
cada bacia, assim também como dados ecolégicos (pH e pluviosidade). Foram
realizadas abordagens filogeograficas, genético-populacionais, genbmico-
populacionais, flogenémicas, scanning gendmico de variacdo adaptativa, e andlises de
estatistica classica univariada e multivariada de dados ecoldgicos para a determinacao
de ditas Unidades. A interpretacdo dos dados genéticos, gendmicos e ecolbgicos para a
delimitacdo das UC, foi feita sob a base de critérios cientificos objetivos achados na
literatura classica e atual. Como resultado, se obteve que para B. rousseauxii e P.
brachypomus cada bacia resultou ser uma ESU independente com MUs Unicas no seu
interior. Para o restante das espécies migradoras (C. macropomum, P. metaense/P.
tigrinum e P. orinocoense/P. punctifer), as bacias do Orinoco e Amazonas foram
consideradas uma Unica ESU, embora, cada uma com uma Unica MU. Em relagcédo aos
peixes sedentarios, N. unifasciatus evidenciou a formacao de trés ESUs, uma exclusiva
para o Orinoco (com trés MUs), uma ESU abrangendo o Rio Negro e parte da
localidade de Puerto Inirida no Orinoco (com quatro MUs) e uma ultima ESU menor
sobreposta a segunda ESU, limitada a area de Santa Isabel (com MU unica). Para P.
axelrodi e P. altum foi determinado um padré&o similar de distribuicdo de ESUs. No caso
de P. axelrodi, foram achadas trés ESUs. A primeira abrange o Orinoco e a localidade
de Cucui no Rio Negro (com quatro MUs), a segunda se limita a localidade de Santa
Isabel (com MU Unica), e a terceira se circunscreve a localidade de Barcelos (com MU
anica). No caso de P. altum, uma ESU foi identificada abrangendo a sua distribuicdo na
bacia do Orinoco e incluindo a localidade de Cucui (com duas MUs), enquanto que uma
segunda ESU foi inferida para a localidade de Santa Isabel, até onde acaba a sua
distribuicdo natural dentro do Rio Negro (com MU unica). O scanning genémico e dados
ecolbgicos ndo provaram a existéncia, de maneira contundente, de variagdo adaptativa
para as espécies, embora, se discutiu a possivel influéncia da pluviosidade sobre o
contato secundario (fluxo génico atual) observado entre MUs das bacias para P.
orinocoense/P. punctifer no alto Rio Negro através do Casiquiare, assim como também
a influéncia do Rio Demini e Branco sobre a formacdo da ESU em Barcelos para P.
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axelrodi. Estes dados permitiram: a) determinar a presenca de diversidade criptica
exclusiva e compartilhada entre bacias (mdultiplas ESUs), especialmente em
sedentarios; b) rejeitar a hipétese de ESUs independentes (uma para cada bacia) de P.
orinocoense (Orinoco) e P. punctifer (Amazonas), assim como de P. metaense
(Orinoco) e P. tigrinum (Amazonas); c) rejeitar a hipétese de uma Unica ESU
abrangendo as duas bacias para B. rousseauxii e P. brachypomus. Este capitulo se
constitui na primeira contribuicdo e mais robusta ja realizada para a delimitacdo de
Unidades de Conservagdo em espécies de peixes altamente exploradas entre as duas
maiores bacias subcontinentais: Orinoco e Amazonas.

Palavras chave: Amazonas, gendmica/genética da conservacdo, Orinoco, peixes
migradores, peixes sedentarios, unidades de conservacao.
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13 INTRODUCAO

A finalidade de qualquer trabalho de carater genético deve ser a conservacao do
organismo gue se estuda, protegendo a sua diversidade bioldgica e 0s processos que a
sustentam frente aos danos e ameacas causadas pelas atividades antrépicas (MORITZ,
2002). Apesar da sobre exploracdo pesqueira que sofrem espécies migradoras e
sedentarias como Brachyplatystoma rousseauxii, Colossoma macropomum, Piaractus
brachypomus, Pseudoplatystoma metaense/Pseudoplatystoma tigrinum,
Pseudoplatystoma orinocoense/Pseudoplatystoma punctifer, Nannostomus unifasciatus,
Paracheirodon axelrodi e Pterophyllum altum (BARTHEM; FABRE, 2004; CHAO, 2001;
FERNANDEZ-ACOSTA et al., 2008; NOVOA, 2002), ndo existem estudos de
delimitacdo espacial e hierarquica de Unidades de Conservagdo para estas espécies
levando em conta os fatores genéticos e ecologicos para as bacias do Orinoco e
Amazonas.

As Unidades de Conservacdo sao definidas como unidades populacionais
identificadas dentro de uma espécie, as quais sao utilizadas para orientar os esfor¢os
de manejo e conservacdo da mesma (ALLENDORF; LUIKART, 2007; FRASER;
BERNATCHEZ, 2001; FUNK et al., 2012). Deste modo, a identificacdo destas unidades
constitui a base para definir operacionalmente o que se pretende conservar.

A genética da conservacdo surge como uma ferramenta importante para a
identificacdo destas unidades, abrangendo 0 manejo genético das populacbes
pequenas, resolvendo problemas de incerteza taxon6mica e de unidades de manejo,
além de melhorar o entendimento da biologia das espécies (FRANKHAM, 2003),
especialmente daquelas com uma ampla distribuicdo geografica como a observada
neste caso, 0 que as torna mais provaveis em pussuir uma maior diversidade, mas
ainda sem ser descoberta e portanto ndo protegida. Os processos de diversificacéo
nem sempre vao acompanhados por mudancas morfolégicas, e portanto, uma
inadequada identificacdo da nossa diversidade e seus limites pode levar a uma falta de
protecdo e consequéncias negativas no manejo destes recursos (BICKFORD et al.,
2007). Apesar de que o papel da genética tem sido exiguo para a adocéo de decisbes
na configuracdo e execucdo de planos de conservacdo em populacdes naturais, tem
sido evidente a sua contribuicdo na prevencao do risco de extingdo de muitas espécies
(ALLENDORF; LUIKART, 2007), demonstrando que ignorar este componente tem como
consequéncia um inapropriado manejo (FRANKHAM, 2003).

As forcas evolutivas, tanto neutras quanto adaptativas, sdo as responsaveis de
modelar a configuracdo das unidades de conservagdo dentro de uma espécie:
Unidades Evolutivas Significantes (ESUs), Unidades Adaptativas (AUs) e Unidades de
Manejo (MUs) (CRANDALL et al., 2000; FUNK et al., 2012; KOHN et al., 2006), de tal
maneira que todas as ferramentas que permitam a inferéncia destas for¢cas sao
fundamentais para a delimitacdo de ditas unidades. Neste sentido, a genética
tradicional tem nos permitido apenas observar parte desta variacdo (neutra) para
delimitar as Unidades de Conservagcdo, embora, as novas tecnologias de
sequenciamento tém facilitado o acesso a um segundo tipo de variacdo, a adaptativa
(FUNK et al., 2012; KOHN et al., 2006), fazendo mais acurada a tomada de decisGes a
respeito de como e o que denominar ESU, AU e MU. Apesar destes avancos, ainda
resulta importante levar em conta evidéncias de dados ecolégicos e ambientais que
permitam apoiar os padrdes genéticos observados, pois a descontinuidade espacial
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deste fator (auséncia de intercambio ecoldgico) € critério fundamental para a
diferenciacao populacional (MORITZ, 2002).

A aplicacdo destes métodos ndo € apenas necessaria, mas também fundamental na
priorizacdo dos esforgos e recursos para manter as trajetorias e processos evolutivos
gue mantém as espécies, permitindo prolongar o equilibrio em longo prazo sem
detrimento substancial das economias locais dos povoadores que aproveitam este
recurso.

O objetivo deste capitulo foi delimitar as Unidades de Conservacao para as bacias
do Orinoco e Amazonas, tentando sumarizar todas as informacdes obtidas em capitulos
anteriores e adicionando novas evidéncias: gendmica e dados ecoldgicos. Isto, sob a
base de critérios cientificos objetivos para orientar a interpretacdo destes dados. Assim,
este capitulo permitira, pela primeira vez, ter a contribuicdo mais robusta ja realizada
para a delimitacdo de Unidades de Conservacdo em espécies de peixes altamente
exploradas entre as duas maiores bacias subcontinentais: Orinoco e Amazonas.

14 MATERIAL E METODOS

14.1 Obtencéo de sequéncias, SNPs e dados ecolégicos

As sequéncias mitocondrias (Citocromo Oxidase | - COl / Regido Controle - RC)
e nucleares (Glycosiltransferase — glyt / cadeia pesada 6 alfa da miosina do musculo
cardiaco - myh6) das diferentes espécies de peixes utilizadas dentro deste Capitulo,
foram obtidas do banco de dados do trabalho anterior realizado no CAPITULO Il desta
tese.

Para a obtencdo de SNPs e RADtags, foram desenvolvidas bibliotecas
gendmicas para 15 individuos de cada espécie por cada bacia, ficando representada
toda a distribuicdo geografica mencionada das mesmas (entre 2 e 4 individuos por
localidade) (Figura 7). Para tanto, foi utilizado o protocolo de obtencdo de bibliotecas
gendmicas, descoberta e genotipagem de SNPs desenvolvido no CAPITULO | e
CAPITULO Il desta Tese. As espécies que fizeram parte deste processo foram
selecionadas sob o critério de possuir uma condi¢cdo migradora (considerando que esta
condicao confere maior probabildiade de fluxo génico atual), algum tipo de evidéncia de
fluxo génico ou compartilhamento de hapl6tipos ou grupos biolégicos em analises
prévias no nivel mitocondrial (ver CAPITULO llII), isto com o objetivo de conferir se
estes eventos de conectividade realmente estdo acontecendo, e determinar os limites
espaciais desde uma visédo biparental através do genoma como um todo e numa escala
mais refinada, cujos resultados sédo de grande importancia na delimitacdo de Unidades
de Conservacdo (FUNK et al., 2012).

Em relacdo a obtencdo de dados ecologicos, cabe salientar que foi feita com o
objetivo de dar suporte ambiental as explicagbes para a formacdo (no caso de
existirem) de Unidades Evolutivas Significantes (ESUs) determinadas com dados
genéticos. Considerando que a configuracdo de uma ESU é o produto de forcas
evolutivas neutras (deriva apds vicariancia) e seletivas (ecologia e ambiente), foi
necessario examinar os segundos fatores, pois permitem determinar quais deles
poderiam estar modelando e explicando os padrdes genéticos encontrados nas
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espécies de peixe de que trata este trabalho. Assim, dentro dos fatores analisados e
que podem causar isolamento reprodutivo temporal ou estacionario (barreiras pré-
zigoticas) se encontra a precipitacdo, intimamente ligada aos ciclos reprodutivos de
peixes migradores (BARTHEM; GOULDING, 1997; CHELLAPPA et al., 2009; GURGEL,
VERANI; CHELLAPPA, 2012). NOs partimos da hipétese de que uma falta de
sincronizac&o no ciclo de precipitacdes afeta drasticamente também a sincronizagéo no
comportamento social e reprodutivo dos peixes entre bacias (MUNRO; SCOTT; LAM,
1990), podendo ajudar a explicar o isolamento reprodutivo, em caso de existir. Os
segundo fator testado foi o fisico-quimico (pH), o qual se constitui num fator chave na
diferenciac@o dos tipos de 4gua pretas e brancas, além de estar intimamente ligado as
mudancas de alcalinidade, dureza e condutividade de um ambiente aquatico (FURCH,;
JUNK, 1997), com grande importancia na especiacao divergente, especialmente em
peixes sedentarios (COOKE; CHAO; BEHEREGARAY, 2012b).

Para tanto, foi construido um banco de dados a partir de um levantamento
bibliografico (artigos cientificos, teses, dissertacées e informes de campo) relacionados
com variaveis fisico-quimicas da agua para as localidades de ocorréncia das espécies
de peixes das que trata esta tese, tanto no Orinoco quanto no Amazonas: Depetris e
Paolini (1988); Cressa et al. (1993); Furch e Junk (1997); Menezes e Goes (1988);
Kuchler et al. (2008); Marmos (2002); Molina (2002); Turcq e Benedetti (2005); Mora et
al. (2007); Mireide et al. (2009); Parada-Guevara e Cruz-Casallas (2011); Alvarez et al.
(2013). No caso dos dados de pluviosidade, foram obtidos a partir da plataforma
CLIMA-DATA.org, registrando a média mensal de precipitacdo (mm) desde 1982 até
2012 de 44 localidades, incluindo cada um dos pontos de coleta dentro de cada Rio,
além de outros pontos ao longo das calhas principais para tornar mais robusto o banco
de dados em termos de “n” amostral. CLIMA-DATA.org é um plataforma de dados
climaticos com mais de 220 milhdes de pontos monitorados ao redor do mundo, com
uma resolucdo de 30 arcos-segundos.

14.2 Anélise de dados

14.2.1 Andalise conjugada do ADN mitocondrial (COl e RC) e nuclear (regides
exbnicas dos genes Glyt e myh6)

As marcas da evolucdo de uma populacdo ou espécie estdo amplamente
distribuidas ao longo dos diferentes genomas (mitocondrial e nuclear) dos individuos
que as compdem. A visdo conjunta e integrada destas informacdes permite elucidar a
trajetdria evolutiva que esta seguindo dita populacdo de uma maneira holistica (AVISE,
2009). Portanto, foi realizada uma analise multilocus para todas as espécies com o
objetivo de verificar a existéncia de Unidades Evolutivas Significantes (ESUs). Desta
analise foi excluida Colossoma macropomum, para quem todas as evidéncias do
genoma mitocondrial e nuclear (genbmica e genes individuais) apontaram com
contundéncia a formacéo de uma Unica ESU para as duas bacias.

Isto foi determinado através da metodologia de “arvore de espécies” sob o
método Bayesiano MCMC por “coalescéncia multiespécies” com o protocolo BEAST de
Heled e Drummond (2010) implementado na aplicagdo *BEAST do programa BEAST
1.8 (DRUMMOND et al., 2012). Para tanto, foram selecionados dados mitocOndrias
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(COI e RC) e nucleares (Glyt e myh6) de 14, 19, 19, 24, 18, 17 e 24 individuos
distribuidos nas duas bacias, respectivamente para B. rousseauxii, P. brachypomus, P.
metaense/P. tigrinum, P. orinocoense/P. punctifer, N. unifasciatus, P. axelrodi e P.
altum.

As diferentes analises foram programadas através da interface grafica Beauti do
pacote BEAST. Inicialmente foram consideradas trés particbes: ADN mitocondrial
(COI+RC), Glyt e myh6; cada um sob um modelo evolutivo independente:
respectivamente para cada gene HKY+G, HKY e HKY+G (B. rousseauxii); HKY+G,
HKY e TN+G (P. brachypomus); HKY+G, HKY+G e TN+G (P. metaense/P. tigrinum);
TN+G, HKY+G e HKY+G (P. orinocoense/P. punctifer), TN+G, HKY e HKY+G (N.
unifasciatus); TN+G, HKY e HKY+G (P. axelrodi) e HKY+G, HKY e HKY (P. altum).
Outros parametros utilizados incluiram um modelo de relégio molecular relaxado (ligado
entre genes) e a selecdo do tipo de gene (mitocondrial ou autossémico nuclear). O
modelo de arvore foi definido como seguindo um processo de especiacéo de Yule, e o
tamanho populacional foi assumido como constante (GILL et al., 2012). Para o resto
dos priors foram usadas condi¢cfes defaults sugeridos pelo programa. Uma vez obtido o
arquivo XML foram realizadas duas corridas independentes de 200 milhées MCMC,
posteriormente combinadas com o programa Logcombiner do mesmo pacote. Para
verificar a robustez estatistica foi utilizado o programa Tracer, onde os valores de ESS
> 300, correta distribuicdo das probabilidades posteriores e grafico estacionario da
corrida (convergéncia das cadeias), indicaram valida a andlise. As informacfes
relacionadas com as arvores de espécies obtidas (probabilidade posterior) foram
sumarizadas pelo programa Annotator assumindo um burn-in de 40 milhdes, sendo que
a arvore foi visualizada no programa Figtree, ambos dentro do pacote BEAST.

Para definir se uma localidade (em peixes sedentéarios) ou bacia (em migradores)
constituiam uma ESU independente, foi levada em conta a probabilidade posterior
suportando cada clado na arvore de espécies (HUELSENBECK et al., 2001). Segundo
Alfaro e Holder (2006), o limiar de suporte correto para rejeitar a hipoétese nula (ndo
existe mais de uma espécie) dentro de uma arvore Bayesiana € 0,95. Isto €, valores de
suporte iguais ou superiores indicam que a hip6tese nula pode se rejeitada e que o
clado observado € correto, e, portanto se ajusta aos priors assumidos para a sua
construcéo, podendo ser concluido que o que vemos nos terminais sdo, com uma alta
probabilidade, espécies. Neste caso, foram chamadas de possiveis ESUs.

14.2.2 ADN Nuclear: SNPs

Os dados de matrizes de genotipagem de novo de SNPs para as diferentes
espécies selecionadas, foram obtidos pelo programa STACKS (CATCHEN et al., 2011),
seguindo a metodologia proposta no CAPITULO | e Il desta Tese. O pipeline permitiu
gerar um arquivo de saida no formato GENPOP para a matriz de genotipagem dos
individuos. Uma vez que a matriz foi obtida, a mesma foi convertida ao formato
STRUCTURE utilizando o programa PGDSpider (LISCHER; EXCOFFIER, 2012), e
posteriormente analisada no programa STRUCTURE (PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000).

STRUCTURE permitiu a determinacdo de grupos bioldgicos sob a base da
auséncia de desvio do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) por parte das frequéncias
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alélicas que compdem cada grupo. Considerando que a hipotese alternativa consiste
em que cada bacia comp8e um grupo biolégico separado, e, portanto as frequéncias
alélicas no interior de cada bacia estdo em EHW, espera-se que um desvio deste
demonstre fluxo génico entre estas bacias. Toda vez que a conexdo entre individuos
das bacias do Orinoco e Amazonas € o produto da migracdo de fémeas e machos, esta
escala de refinamento (SNPs), onde estdo envolvidos marcadores de heranca
biparental em grande namero, permite estabelecer com melhor acuracia e sensibilidade
as areas de conexdao e intercambio de individuos nas diferentes espécies.

Para tanto, foram utilizados os modelos de Mistura e Frequéncias Alélicas
correlacionadas para gerar as probabilidades posteriores do nimero de grupos. As
analises de atribuicdo de individuos foram executadas com 1 milhdo de passos de
Markov-Chain-Monte-Carlo (MCMC) com um descarte do 10% como burn-in. Cada
analise foi repetida 10 vezes para um total de 4 K testados, e a convergéncia entre as
diferentes corridas foi determinada pela verificacdo de igualdade das probabilidades
posteriores e o valor de a de cada corrida independente. Uma vez obtida esta
informagao, os valores de Q de cada corrida para cada um dos K, foram obtidos
utilizando o programa STRUCTURE HARVESTER 0.6.92 (EARL; VONHOLDT, 2011),
estimando as estatisticas de atribuic6es de individuos aos clusters a partir de todas as
réplicas através do programa CLUMPP (JAKOBSSON; ROSENBERG, 2007), e,
finalmente visualizando graficamente os clusters de atribuicdo de individuos utilizando o
programa DISTRUCT (ROSENBERG, 2003). O numero mais provavel de K grupos
biolégicos foi inferido utilizando o método de Evanno (EVANNO; REGNAUT; GOUDET,
2005). Adicionalmente, a matriz de genoétipos de SNPs foi utilizada na realizacdo de
uma andlise de estrutura populacional através do uso do indice Fst entre as populacdes
do Orinoco e Amazonas. O método seguiu o padréo utilizado em sequéncias de ADNmt
no Capitulo | desta Tese.

Para a determinacdo das relacbes de ancestralidade entre bacias, onde a
auséncia de monofilia reciproca indicaria fluxo génico ou divergéncia muito recente
(WILLIS et al., 2010), foi realizada uma reconstrucao filogenémica utilizando o programa
PhyML (GUINDON et al., 2010) sob o modelo evolutivo HKY85 com 500 réplicas. Para
tanto, foi obtido inicialmente o arquivo phyml com o banco de dados das sequéncias
genbmicas dos individuos selecionados de cada bacia através do programa PyRAD
(EATON, 2014). Este pipeline permitiu a montagem de novo de loci (tags de
sequéncias) obtidas previamente pelo método de construgdo de livrarias gendmicas
baseadas em RADs (Restriction site Associated DNA), agrupando e concatenando as
mesmas de uma maneira hierdrquica até a obtencdo de uma Unica sequéncia
representando o genoma de cada individuo envolvido. Finalmente, a arvore filogenética
foi visualizada e editada no programa FigTree (DRUMMOND et al., 2012), sendo que s6
os valores de suporte dos ramos (bootstrap) maiores a 50% foram mostrados.

Por outro lado, considerando que dentro do conceito de Unidade Evolutiva
Significante (ESU) (CRANDALL et al., 2000) se incluem condi¢des para as populacdes
testadas, como por exemplo, carecer de habilidade de intercambio ecoldgico entre elas
(diferentes adaptacOes ou pressdes seletivas), se faz necessario testar a existéncia
destas marcas no genoma nuclear para as populagdes de peixes das duas bacias,
verificando se além dos eventos geologicos conhecidos, existem fatores ecoldgicos
contribuindo a formacao dos padrbes de distribuicdo obervados.
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Para tanto, foi realizada uma analise de deteccdo de loci sob selecdo (positiva ou
negativa) utilizado o programa BAYESCAN (http://www-leca.ujf-grenoble.fr/logiciels.htm)
que implementa a metodologia de Foll e Gaggiotti (2008). Foram utilizados dados
gendmicos (SNPs) apenas de individuos das espécies B. rousseauxii, P. metaense/ P.
tigrinum e P. orinocoense/P. punctifer, para os quais houve alguma evidéncia de
estrutura no ADN mitocondrial e nuclear entre bacias em analises prévias. Em todos os
casos foram usados 15 individuos por bacia. No caso de P. orinocoense/P. punctifer,
dada a sua ocorréncia em aguas pretas e brancas, os individuos ocorrendo no
Amazonas foram divididos em dos grupos durante a analise: Rio Negro e resto do
Amazonas.

As comparacdes foram feitas no programa BAYESCAN. Este implementa um
método Bayesiano baseado no modelo multinomial Dirichlet, estimando diretamente a
probabilidade de cada locus estar sob selecdo. BAYESCAN estima coeficientes de Fst
especifico para cada lécus e para cada populacdo (FOLL; GAGGIOTTI, 2008). Para
identificar loci sob selecdo, o software foca sobre a probabilidade de distribuicdo
posterior de a; onde um valor positivo e significante indica sele¢cdo positiva, enquanto
gue um valor negativo e significante indica selecdo estabilizadora ou purificadora. A
significancia do desvio da neutralidade (desvio de a; em relacdo a 0) sera estimado para
cada lécus em BAYESCAN usando o algoritmo de pulo reversivel Metropolis acoplado
a Cadeias de Markov (MCMC). A rejeicao da hipotese de selecdo sob as populacbes
foi conferida pelos valores de probabilidade posterior de cada loci, levando em conta
uma baixa Taxa de Descoberta Falsa (FDR), sendo que aqueles loci identificados com
um FDR < 0,05 foram considerados sob sele¢éo, ao contrario, os loci e as populacées
envolvidas foram considerados isentas de evidéncias de pressdes ecoldgicas ou
seletivas no genoma. A visualizacdo da distribuicdo das probabilidades para cada loci
foi plotada utilizando o arquivo de saida do mesmo, e utilizado como input no pacote
estatistico R, fazendo uso das fun¢des sugeridas pelo autor.

14.2.3 Andlise de dados ambientais: Pluviosidade e pH

Para determinar se os ciclos de precipitacao (que condicionam o inicio dos ciclos
reprodutivos em peixes migradores) possuiam diferencas entre as bacias do Orinoco e
0 Amazonas, foi realizado uma andlise estatistica multivariada de similaridade com
modelo hierarquico de determinacdo de clusters, o qual permitiu o agrupamento de
localidades que apresentaram ciclos de precipitagdo anuais estatisticamente similares
pelo método de distancia euclidiana.

Assim também, para avaliar a existéncia de diferencas nas variaveis fisico-
quimicas da agua entre as bacias do Orinoco e Amazonas, foram realizadas duas
analises independentes. A primeira, foi executada para comparacdo de médias entre
variaveis de pH compreendendo os principais rios de coleta de peixes migradores nas
duas bacias (Orinoco VS. Solimdes VS. Negro VS. Branco). A segunda analise foi
elaborada para comparar as médias desta mesma variavel entre bacias, mas apenas
compreendendo os dados de locais de coleta especificos dos peixes sedentarios
(Orinoco VS. Negro). Deste modo, no caso dos peixes migradores, o teste estatistico de
comparacdo de médias para as variaveis fisico-quimicas foi Tukey, com uma prévia
analise de variancia (ANOVA). Em relacéo aos peixes sedentarios, foi utilizado um teste
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de “t” para duas amostras. Em ambos os casos, os testes foram elaborados com uma
confiabilidade de 95% e uma significancia estatistica de 5%.

Todas as andlises estatisticas (multivariada, ANOVA e teste de “t") foram
executadas utilizando o software MINITAB (Minitab 17, Inc.,, USA). Os valores
relacionados com a variavel fisico-quimica pH foram apresentados como a média *
desvio padréo.

Estes dados foram comparados com os padrdes genéticos de distribuicdo das
populacbes, e desta maneira suportando a formagdo de possiveis Unidades
Adaptativas.

14.2.4 Interpretacéo de dados e definicdo de Unidades de Conservagéao

As informacdes de analises do capitulo anterior (relacionados com estrutura
populacional) somadas as novas evidéncias originadas neste capitulo foram utilizadas
como insumo de uma andlise interpretativa (ajustada a critérios cientificos) para a
delimitacdo de Unidades Evolutivas Significantes (ESUs), Unidades Adaptativas (AUsS) e
Unidades de Manejo (MUs).

Para tanto, foram inicialmente definidos ditos critérios para a identificacdo das
unidades de conservacao.

ESU

a. As populacdes denominadas como ESUs devem mostrar concordancia
entre a descontinuidade filogenética e geografica (CRANDALL et al.,
2000)

b. A populacdo esta historicamente e, de forma substancial,
reprodutivamente isolada de outras populacbes (MORITZ, 1994,
WAPLES, 1991).

c. A populacdo mostra monofilia reciproca no ADN mitocondrial e diferencas
significativas nas frequéncias alélicas nucleares (MORITZ, 1994).

d. A populacdo se deriva de uma consistente e congruente filogenia de
genes (AVISE, 1994).

e. A populacdo ndo deve ter capacidade de intercambio genético, isto €&, a
populacdo ndo deve ter tido fluxo génico atual ou recente com outras
(CRANDALL et al., 2000).

f. A populacdo mostra evidéncias de uma adaptagdo incomum ou adaptacao
diferencial (AU) no seu ambiente (ou ecologicamente diferenciada) (FUNK
et al.,, 2012; WAPLES, 1991).

MU
a. A populagcdo ndo mostra monofilia reciproca no ADN mitocondrial, mas
possui diferencas nas frequéncias alélicas nucleares (FUNK et al., 2012;
MORITZ, 1994).
b. A populagcdo apresenta diferencas nas frequéncias haplotipicas
mitocondriais, apesar da falta de monofilia reciproca entre estes haploétipos
(MORITZ, 1994).

129



c. A populacdo € demograficamente independente, isto é, sua dinamica
populacional (taxa de crescimento) depende mais das taxas locais de
nascimento e morte em vez da imigracdo (FUNK et al.,, 2012; MORITZ,
1994).

Deste modo, cada um dos critérios foi avaliado por espécie a luz das evidéncias que
se tivessem para cada uma. Como resultado desta analise, foram elaborados mapas
geograficos representando graficamente as unidades de conservacgéo obtidas.

15 RESULTADOS

15.1 Analise filogenética integrada de ADN mitocondrial (COIl e RC) e nuclear
(regibes exobnicas dos genes Glyt e myh6)

Uma arvore de espécies, a qual integra o sinal filogenético de vérios genes
(nucleares e mitocondriais) de forma independente, permitiu determinar as possiveis
ESUs formadas para cada espécie de uma forma estatisticamente mensuraveis através
de inferéncia Bayesiana por teste de hipotese. Este método foi aplicado a todas as
espécies migradoras ou sedentarias, exceto para C. macropomum, para quem as
evidéncias mitocondriais e de genes nucleares mostraram claramente a ndo existéncia
de uma ESU por bacia.

Em relacdo aos peixes migradores, por exemplo, B. rousseauxii e P.
brachypomus, foi possivel determinar duas ESUs, uma para cada bacia, com 0,9616 e
0,9792, respectivamente, de probabilidade posterior suportando o clado (Figura 24, 25).
No resto das espécies migradoras (P. metaense/P. tigrinum, P. orinocoense/P.
punctifer) a probabilidade posterior foi inferior a 0,95, impedindo rejeitar a hipotese nula
de uma Unica ESU abrangendo as duas bacias (Figura 26, 27).

No caso dos peixes sedentarios, foi observado para N. unifasciatus que Puerto
Inirida (IN) ndo é uma ESU independente das popula¢es de Puerto Gaitan (PG) e San
José del Guaviare (GV). No entanto, PG e GV se comportaram como ESUs
independentes entre si (Figura 28). Da mesma maneira, foi observado que as
populacdes do Amazonas se comportam como uma uUnica ESU independente com
respeito ao Orinoco.

Quando observamos P. axelrodi e P. altum, vemos que os padrdes sao muitos
similares entre ambas as espécies em termos da distribuicdo de ESUs. Assim, no caso
das duas espécies, foi determinada uma ESU abrangendo todas as populacbes da
bacia do Orinoco + Cucui (CUC), além de uma segunda ESU independente para Santa
Isabel (SI). No caso particular de P. axelrodi, que neste estudo foi amostrada até
Barcelos, foi achada uma terceira ESU composta justamente pelos individuos desta
altima localidade no Rio Negro (Amazonas) (Figura 29, 30).
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0.9616

— B. rousseauxii
(Amazonas)

3 Branco-Caroni connection
| via Rupununni/Essequibo/Cuyuni

P. tigrinum

0.006

Figura 24. Determinacdo de Unidades Evolutivas Significantes (ESUs) com base em andlise filogenética por inferéncia Bayesiana multilocus
(species tree) implementada no programa Star Beast (do pacote BEAST) para a espécie Brachyplatystoma rousseauxii. Valores de suporte
superiores a 0.95 permitem rejeitar a hiptese nula de uma Unica ESU para as populagfes representadas nos terminais da arvore. Cores
diferentes representam ESUs independentes.
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C. macropomum

1 Inirida/Guaviare/Japurd
/Naupés connection

2 Casiquiare Canal

3 Branco-Caroni connection
5| via Rupununni/Essequibo/Cuyuni

0.9792

P. brachypomus
(Amazonas)

0.003

Figura 25. Determinagdo de Unidades Evolutivas Significantes (ESUs) com base em andlise filogenética por inferéncia Bayesiana multilocus
(species tree) implementada no programa Star Beast (do pacote BEAST) para a espécie Piaractus brachypomus. Valores de suporte superiores a
0.95 permitem rejeitar a hipétese nula de uma Unica ESU para as populacdes representadas nos terminais da arvore. Cores diferentes
representam ESUs independentes.
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P. metaense
(Orinoco)

0.4237

P. tigrinum
(Amazonas)

1 ] 3 Branco-Caroni connection
S| via Rupununni/Essequibo/Cuyuni

B. rousseauxii

3.0E-4

Figura 26. Determinacdo de Unidades Evolutivas Significantes (ESUs) com base em andlise filogenética por inferéncia Bayesiana multilocus
(species tree) implementada no programa Star Beast (do pacote BEAST) para a espécie Pseudoplatystoma metaense/Pseudoplatystoma
tigrinum. Valores de suporte superiores a 0.95 permitem rejeitar a hipétese nula de uma Unica ESU para as populacdes representadas nos
terminais da &rvore. Cores diferentes representam ESUs independentes.
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B. rousseauxii

P. orinocoense
(Orinoco) iy

2 Casiquiare Canal

3 Branco-Caroni connection
5| via Rupununni/Essequibo/Cuyuni

0.7919

P. punctifer
(Amazonas)

4.0E-4

Figura 27. Determinacdo de Unidades Evolutivas Significantes (ESUs) com base em andlise filogenética por inferéncia Bayesiana multilocus
(species tree) implementada no programa Star Beast (do pacote BEAST) para a espécie Pseudoplatystoma orinocoense/Pseudoplatystoma
punctifer. Valores de suporte superiores a 0.95 permitem rejeitar a hipétese nula de uma Unica ESU para as populagbes representadas nos
terminais da &rvore. Cores diferentes representam ESUs independentes.
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Figura 28. Determinacdo de Unidades Evolutivas Significantes (ESUs) com base em analise filogenética por inferéncia Bayesiana multilocus
(species tree) implementada no programa Star Beast (do pacote BEAST) para a espécie Nannostomus unifasciatus. Valores de suporte
superiores a 0.95 permitem rejeitar a hipdtese nula de uma Unica ESU para as populacdes representadas nos terminais da arvore. Cores
diferentes representam ESUs independentes.
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(sh
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0.008

Figura 29. Determinagdo de Unidades Evolutivas Significantes (ESUs) com base em andlise filogenética por inferéncia Bayesiana multilocus
(species tree) implementada no programa Star Beast (do pacote BEAST) para a espécie Paracheirodon axelrodi. Valores de suporte superiores a
0.95 permitem rejeitar a hipétese nula de uma Unica ESU para as populagbes representadas nos terminais da arvore. Cores diferentes
representam ESUs independentes.
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P. altum (SI)
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0.8978

0.002
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via Rupununn/Essequibo/Cuyuni
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Figura 30. Determinacdo de Unidades Evolutivas Significantes (ESUs) com base em analise filogenética por inferéncia Bayesiana multilocus
(species tree) implementada no programa Star Beast (do pacote BEAST) para a espécie Pterophyllum altum. Valores de suporte superiores a
0.95 permitem rejeitar a hipétese nula de uma Unica ESU para as populacdes representadas nos terminais da arvore. Cores diferentes

representam ESUs independentes.
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15.2 ADN Nuclear: SNPs

O programa STRUCTURE, utlizando marcadores SNPs (398 loci para B.
rousseauxii, 601 para C. macropomum, 371 para P. tigrinum e 322 para P.
orinocoense/P. punctifer), mostrou respectivamente para cada espécie, 2 (Ln Pr X|K = -
26035,5), 1 (Ln Pr X|K = -14865,67), 2 (Ln Pr X|K = -3120,66) e 2 (Ln Pr X|K = -4031,6)
grupos bioldgicos (Figura 31 - 34).

ORINOCO AMAZONAS

Figura 31. Brachyplatystoma rousseauxii. Grafico de ancestralidade gendmica individual (A) e
populacional (B) para as bacias do Orinoco e Amazonas, gerado no programa STRUCTURE, utilizando
marcadores SNPs. Cada cor (Azul: Orinoco; Amarelo: Amazonas) corresponde a uma COMpPOSiGao
gendmica independente. Cada barra em “A” indica a probabilidade de que um individuo pertenga a esse
grupo genético/biolégico.

Das espécies analisadas, B. rousseauxii foi a Unica para a qual ndo houve
evidéncias gendmicas de fluxo génico entre individuos das bacias do Orinoco e
Amazonas, mas se observam alguns vestigios gendémicos que mostram uma
divergéncia num passado relativamente recente (Figura 31A), mostrando que estas
duas populagdes, apesar do Orinoco mostrar uma origem ancestral Amazonica, hoje
sao biologicamente independentes e estruturadas. Deste modo, cada bacia demonstrou
ser uma ESU independente (Figura 31B). Caso contrario foi mostrado para C.
macropomum, para a qual ndo se observaram diferencas gendmicas individuais entre
ambas as bacias (Figura 32A), se comportando como uma unica ESU (Figura 32B).
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ORINOCO AMAZONAS

A

Figura 32. Colossoma macropomum. Gréfico de ancestralidade gendmica individual (A) e populacional
(B) para as bacias do Orinoco e o0 Amazonas, gerado no programa STRUCTURE, utilizando marcadores
SNPs. Cada cor (Azul: Orinoco; Amarelo: Amazonas) corresponde a uma composicdo genbmica
independente. Cada barra em “A” indica a probabilidade de que um individuo pertengca a esse grupo
genético/bioldgico.

No caso de P. metaense/P. tigrinum, foi possivel evidenciar fluxo génico em um
passado recente entre individuos do Orinoco e Amazonas, pois é clara a presenca de
um individuo no Orinoco com forte origem ancestral do Amazonas. Assim, a Figura 33A
mostra no Orinoco a presenca de um individuo da localidade de Puerto Lopez (PL) com
uma alta composi¢cdo gendmica do Amazonas (89,4%) e apenas 10,6% do Orinoco.
Todos os individuos dentro da bacia Amazénica possuem uma composicao gendmica
prépria dessa bacia que oscila entre 98,6% e 99,97%, 0 que evidencia que esse
individuo presente no Orinoco € um migrante do passado recente desde o Amazonas.
Apesar disso, a formacdo de duas MU demograficamente independentes é evidente
para cada uma das bacias (Figura 33B).

Os individuos da espécie P. orinocoense/P. punctifer mostraram uma forte
evidéncia de fluxo génico recente entre as duas bacias, mas limitado a uma area
especifica: Alto Rio Negro e Alto Rio Orinoco (Figura 34A). O intercambio genémico
acontece entre Puerto Inirida (no Orinoco) e Santa Isabel (No Rio Negro — Amazonas).
Os individuos encontrados nesta area possuem uma composicdo gendmica em media
de 55,71% do Amazonas e 44,29% do Orinoco. Apesar disso, foi encontrado
adicionalmente um individuo no local La Pedrera (Alto Japurd — Amazonas) com
composicdo gendmica caracteristica desta area de intercambio. Embora esta evidéncia
de fluxo génico individual, populacionalmente, o resto das bacias mostraram possuir
uma marcada diferenciagdo na composi¢cdo gendmica, demonstrando ser pelos menos
MUs demograficamente independentes (Figura 34B).
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ORINOCO AMAZONAS

0|
i

P. metaense P. tigrinum

Figura 33. Pseudoplatystoma metaense/Pseudoplatystoma tigrinum. Grafico de ancestralidade
gendmica individual (A) e populacional (B) para as bacias do Orinoco e 0 Amazonas, gerado no programa
STRUCTURE, utilizando marcadores SNPs. Cada cor (Azul: Orinoco; Amarelo: Amazonas) corresponde
a uma composicdo gendmica independente. Cada barra em “A” indica a probabilidade de que um
individuo pertenca a esse grupo genético/biolégico.

ORINOCO AMAZONAS

| -
| ﬁ
P. orinocoense P. punctifer
Figura 34. Pseudoplatystoma orinocoense/Pseudoplatystoma punctifer. Grafico de ancestralidade
gendmica individual (A) e populacional (B) para as bacias do Orinoco e Amazonas, gerado no programa
STRUCTURE, utilizando marcadores SNPs. Cada cor (Azul: Orinoco; Amarelo: Amazonas) corresponde

a uma composicdo gendmica independente. Cada barra em “A” indica a probabilidade de que um
individuo pertenca a esse grupo genético/bioldgico.
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A monofilia reciproca entre bacias é das mais fortes evidéncias para determinar
gue o isolamento reprodutivo existe entre elas (Moritz et al. 1994), e em caso de néo
ser evidente, pelo menos as relacbes de ancestralidade filogenéticas entre seus
individuos permitira verificar se pode ser atribuido a um isolamento muito recente entre
elas, gerando sorting incompleto de linhagens.

Deste modo, uma vez executadas as analises filogenémicas entre individuos das
bacias do Orinoco e o0 Amazonas, foi determinado o seguinte:

Para os individuos de B. rousseauxii, C. macropomum, P. metaense/P. tigrinum,
P. orinocoense/P. punctifer nas duas bacias, foram obtidas sequencias genémicas de
148946, 102716, 207294 e 191913 pares de bases, respectivamente.

Das espécies analisadas, a uUnica evidenciando monofilia reciproca entre o
Orinoco e 0 Amazonas foi B. rousseauxii, para quem foi obtido bootstrap de 86% e 94%
respectivamente nos ramos que suportam o clado do Amazonas e do Orinoco (Figura
35).
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Figura 35. Arvore de Méaxima Verossimilhanca para Brachyplatystoma rousseauxii baseado em 148946

pares de bases do genoma nuclear de individuos da bacia do Orinoco e Amazonas. Na arvore sao
mostrados apenas suportes de bootstrap superiores a 50% para 0s ramos.
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De forma contraria, em espécies como C. macropomum, P. metaense/ P.
tigrinum e P. orinocoense/P. punctifer ndo foi observada monofilia reciproca entre
bacias (Figura 36 — 38). Para estas espécies foi claro que a causa da auséncia desta
monofilia reciproca foi o compartilhamento de alelos, e portanto um sorting incompleto
de linhagens. Cabe destacar que em P. metaense/P. tigrinum, para a qual existiam
davidas sobre o grau de relacao reprodutiva entre bacias pela presenca de um individuo
de origem Amazobnica dentro de Orinoco (ver analise de STRUCTURE), as analises
filogendmicas determinaram um compartilhamento de alelos entre bacias de forma clara
(Figura 37).
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Figura 36. Arvore de Maxima Verossimilhanca para Colossoma macropomum baseado em 102716 pares
de bases do genoma nuclear de individuos da bacia do Orinoco e 0 Amazonas. Na arvore sdo mostrados
apenas suportes de bootstrap superiores a 50% para 0s ramos.

142



o [ I ORINOCO
100 (e e AMAZONAS

M3 28
M5_TMerCG
A2_13258
Al_12MenC G
M10_27
a4 A _GdesCO
A12 12 ey

i
a
AT_1 ety
A2 TMeCO
100
ATO_1 ey

56

£ ME_FidetCar
M7 _ailetCar

o.0e

Figura 37. Arvore de Maxima Verossimilhanga para P. metaense/P. tigrinum baseado em 207294 pares
de bases do genoma nuclear de individuos da bacia do Orinoco e Amazonas. Na arvore sdo mostrados

apenas suportes de bootstrap superiores a 50% para os ramos.
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Figura 38. Arvore de Maxima Verossimilhanca para P. orinocoense/P. punctifer baseado em 191913
pares de bases do genoma nuclear de individuos da bacia do Orinoco e Amazonas. Na arvore sao
mostrados apenas suportes de bootstrap superiores a 50% para 0s ramos.

Do mesmo modo que com ADNmt (marcador de heranga uniparental), foi
calculado o fluxo génico indireto (Fst) para estas mesmas espécies (B, rousseauxii, C.
macropomum, P. metaense/P. tigrinum e P. orinocoense/P. punctifer) utilizando
marcadores gendmicos SNPs (de heranca biparental), com o fim de observar a
contribuicdo de fémeas e machos na estrutura destas espécies entre bacias, e deste
modo testar a hipétese de que Orinoco e 0 Amazonas se comportam como unidades de
manejo dentro de uma mesma ESU.
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Como resultado, obteve-se que para B. rousseauxii, C. macropomum e P.
metaense/P. tigrinum, as bacias do Orinoco e Amazonas se comportam como unidades
estruturadas (Fst = 0,29, 0,0258 e 0,3056, respectivamente), pois a hipétese de
panmixia entre ambas foi rejeitada contundentemente (P < 0,05). Em relacdo as
espécies P. orinocoense/P. punctifer, encontrou-se que o Orinoco e 0 Amazonas nhao
possuem estrutura significativa (Fst = 0,0321; P > 0,05).

Por outro lado, também foi analisado o genoma dos peixes migradores para
avaliar estatisticamente a presenca de loci sob sele¢cdo para orientar melhor a
delimitacdo e caracterizacdo das Unidades Evolutivas Significantes — ESUs entre
bacias (CRANDALL et al., 2000), as quais podem possuir Unidades Adaptativas - AUs
no seu interior, modeladas pela selecdo (FUNK et al., 2012). Isto apenas para as
espécies cujo genoma foi sequenciado neste trabalho e apresentaram algum grau de
estrutura populacional no nivel genémico em analises prévias. Deste modo, foi utilizado
o programa BAYESCAN, obtendo que para B. rousseauxii, P. metaense/P. tigrinum néo
houve presenca de loci significativamente sob selecdo entre bacias num nivel de FDR <
0,05 (Figura 39 e 40). No caso de P. orinocoense/P. punctifer, onde foram também
analisados individuos baseados nas diferencas de tipo de agua (Rio Negro VS. Orinoco
e Rio Negro VS. Solimdes), igualmente ndo houve presenca significativa de loci sob
selecdo num nivel de FDR < 0,05 (Figura 41 e 42).
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Figura 39. Analise Bayesiana do genoma de Brachyplatystoma rousseauxii para a descoberta de loci sob
sele¢do entre o Orinoco VS. Amazonas. Fst corresponde ao indice de fixagdo tradicional, e log10(q value)
corresponde ao valor de probabilidade em que o FDR (False Discovery Rate) se torna significativo. FDR
utilizado foi <0,05.
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Figura 40. Andlise Bayesiana do genoma de Pseudoplatystoma metaense/Pseudoplatystoma tigrinum
para a descoberta de loci sob selecdo entre o Orinoco VS. Amazonas. Fst corresponde ao indice de
fixacdo tradicional, e log1l0(g value) corresponde ao valor de probabilidade em que o FDR (False
Discovery Rate) se torna significativo. FDR utilizado foi <0,05.
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Figura 41. Analise Bayesiana do genoma de Pseudoplatystoma orinocoense/Pseudoplatystoma punctifer
para a descoberta de loci sob selecdo entre o Orinoco VS. Rio Negro. Fst corresponde ao indice de
fixac8o tradicional, e log10(g value) corresponde ao valor de probabilidade em que o FDR (False
Discovery Rate) se torna significativo. FDR utilizado foi <0,05.
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Figura 42. Andlise Bayesiana do genoma de Pseudoplatystoma orinocoense/Pseudoplatystoma punctifer
para a descoberta de loci sob selecdo entre o Rio Negro VS. Solimbes. Fst corresponde ao indice de
fixacdo tradicional, e log1l0(g value) corresponde ao valor de probabilidade em que o FDR (False
Discovery Rate) se torna significativo. FDR utilizado foi <0,05.

15.3 Dados ambientais: Pluviosidade e pH

Com respeito a variavel fisico-quimica pH para peixes migradores, foram obtidos
23 (7,07 = 0,32), 27 (6,78 + 0,45), 25 (6,11 + 0,28) e 29 (4,43 + 0,66) dados,
respectivamente para os rios Orinoco, Solimdes, Branco e Negro (Figura 43). As
analises estatisticas demonstraram que o Orinoco ndo possui diferencas significativas
de pH com o Solimées (P > 0,05); no entanto, estas duas se diferenciam
significativamente do Branco e mais fortemente do Negro (P < 0,05). Este ultimo Rio
mostrou possuir um pH muito baixo e significativamente diferente do resto de sistemas
aquaticos (Orinoco, Solimdes e Branco; P < 0,05) (Figura 43). Em relacéo aos dados de
peixes sedentarios, os quais foram tomados de locais da area de coleta deste tipo de
peixes, foram obtidos 26 dados para cada sistema aquatico com valores de pH de 4,78
+ 0,46 e 4,54 + 0,60, respectivamente para o Orinoco e Negro (Figura 44). Nao houve
diferencas estatisticamente significantes entre valores de pH da agua onde habitam
estes tipo de peixes entre as bacias (P > 0,05).
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Figura 43. Analise estatistica de comparacdo de médias (Tukey test) para a varidvel pH da agua das
areas de coleta de peixes migradores nos rios Orinoco, Solimdes, Branco e Negro. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significantes entre rios (P < 0,05).
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Figura 44. Andlise estatistica de comparacdo de médias (“t” test) para a variavel pH da agua das areas
de coleta de peixes sedentarios nos rios Orinoco e Negro. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significantes entre rios (P < 0,05).

Quando avaliamos a similaridade dos padrdes de pluviosidade dos diferentes
locais de coleta dos peixes, foram observados 5 particdes ou clusters finais (Figura 45).
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Determinou-se que o primeiro cluster (de cor vermelha na Figura 45) foi conformado por
padrées de precipitacdo do Alto Rio Negro, partindo desde Santa Isabel até Cuculi,
seguindo em direcdo ao Alto Orinoco (incluindo Inirida) até Puerto Carrefio, incluindo
San José del Guaviare, Puerto Lopez e Puerto Gaitan. Também foi incluido todo o Alto
Japurd a partir de La Pedrera. O segundo cluster (de cor verde na Figura 45) foi
conformado por padrdes de precipitacdo que incluiram Barcelos, Baixo Rio Branco,
Manaus e toda a calha principal do Amazonas a partir de Tefé e até o seu delta. Do
mesmo modo, o terceiro cluster (de cor azul na Figura 45) ficou integrado pelos padroes
de precipitacdo do Médio e Alto Rio Branco (Boa Vista), incluindo a sua cabeceira e
ramificacBes, alto rio Caroni (afluente do Orinoco) e até uma parte importante do
sistema Rupununi e Essequibo nas Guianas. No caso do quarto cluster (de cor roxa na
Figura 45), este foi composto pela regido que abrange todo o Rio Apure, Caicara del
Orinoco e parte da area de influéncia da sua foz sobre a calha principal do Rio Orinoco.
Finalmente, o quinto cluster (de cor amarela na Figura 45) teve como integrantes aos
padrées de pluviosidade que abrangeram o delta do Rio Orinoco, incluindo Ciudad
Bolivar, San Félix, Ciudad Guayana, Castillos até a foz do Orinoco.
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Figura 45. Andlise de similaridade de padrdes de pluviosidade entre as bacias do Orinoco e Amazonas. “A” corresponde a analise estatistica de
agrupamento por similaridade de ciclos de precipitacdo anuais entre 43 locais que incluiram todas as &reas de coleta para as espécies de peixes
migradoras e sedentarias. Cada cor indica um cluster independente. 1: Araracuara, 2: Chorrera, 3: Puerto Santander, 4: Florencia, 5: Tefe, 6:
Bittencourt, 7: La Pedrera, 8: Manaus, 9: Coari, 10: Boa Vista, 11: Mucajai, 12: Caracarai, 13: Iracema, 14: Lethem, 15: S&o Gabriel da Cachoeira,
16: Cucui, 17: Barcelos (BAR), 18: Santa Isabel (Santa Isabel), 19: Puerto Colombia, 20: Ciudad Guayana, 21: Castillo, 22: Ciudad Bolivar, 23:
Barrancas, 24: San Félix, 25: Apure, 26: Caicara del Orinoco, 27: San Fernando de Apure, 28: Puerto Carrefio, 29: Puerto Ayacucho, 30: Puerto
Gaitan, 31: Puerto Lépez, 32: Acacias, 33: Puerto Inirida, 34: San José del Guaviare, 35: Mapiripan, 36: Concordia, 37: Puerto Rico, 38: Puerto
Toledo, 39: La Macarena, 40: Parintins, 41: Santarém, 42: Almeirim, 43: Macapa. “B” corresponde a interpretagdo geografica dos resultados de
similaridade dos ciclos de precipitacéo entre locais. Cada cor de mancha no mapa da Figura 45B esta relacionada com um cluster na Figura 45A.
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15.4 Analise interpretativa dos dados e definicdo de Unidades de Conservacao.

a. Brachyplatystoma rousseauxii

Cada bacia (Orinoco e Amazonas) cumpre com todos os critérios de ESU (Figura
46). Possuem concordancia na descontinuidade filogenética e geografica, as analises
de coalescéncia para determinagcdo do tempo de divergéncia, além das analises
filogenéticas, demonstram que estdo histdrica e reprodutivamente isoladas, possuem
monofilia reciproca no ADNmt e diferencas nas frequéncias alélicas nucleares desde o
ponto de vista gendmico. As populacdes de cada bacia derivam de uma filogenia de
genes (genbmica ou andlise multilbcus) consistente. Nao existe evidéncia de fluxo
génico atual ou recente entre elas. Neste caso, as ESU tém sido modeladas pela deriva
genética ap6s um evento vicariante, pois ndo foi encontrada evidéncia de adaptacéo
com base genética ou condicfes ecoldgicas significativamente diferenciadas entre as
bacias. Cada bacia, ao mesmo tempo, € em si mesma uma Unica Unidade de Manejo,
pois no seu interior todas as localidades se mostram como uma unidade panmitica tanto
com evidéncia mitocondrial quanto com abordagem gendmica.
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Figura 46. Unidades de Conservacdo para Brachyplatystoma rousseauxii nas bacias do Orinoco e
Amazonas. As manchas de cor laranja e amarela representam Unidades Evolutivas Significantes (ESUSs)
independentes, respectivamente, para o Orinoco e Amazonas. No seu interior, cada ESU possui uma
Unica Unidade de Manejo (MU), representada pelas cores roxa e azul, respectivamente, para a ESU do
Orinoco e Amazonas.
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b. Colossoma macropomum

Para esta espécie as evidéncias mostram que as bacias do Orinoco e Amazonas
ndo se constituem em duas ESUs independentes, mas sim numa Uunica ESU
abrangendo as duas bacias. Neste caso, C. macropomum ndo cumpre com 0s critérios
de isolamento historico e substancial entre bacias (a quebra populacional entre bacias
foi num passado muito recente, mostrando inclusive retencdo do polimorfismo
ancestral), ndo mostra monofilia reciproca no ADNmt nem diferengas nas frequéncias
alélicas nucleares e muito menos evidéncias de uma adaptacdo ou diferencas
ecoldgicas significativas.

Cada bacia, em vez disso, cumpre com 0s critérios para se constituirem em MUs
independentes. Algumas evidéncias as fazem demograficamente independentes. Por
exemplo, o Fst baseado em marcadores SNPs mostra uma estrutura significante entre
ambas as bacias, a0 mesmo tempo estas se mostram estruturadas no ADNmt.
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Figura 47. Unidades de Conservacdo para Colossoma macropomum nas bacias do Orinoco e
Amazonas. A mancha de cor amarela representa uma Unica Unidade Evolutiva Significante (ESU)
abrangendo as duas bacias: Orinoco e Amazonas. No seu interior, esta ESU possui duas Unidades de
Manejo (MU) representadas pelas manchas de cor azul: uma MU para o Orinoco e outra para o
Amazonas.

c. Piaractus brachypomus
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Orinoco e Amazonas se constituem em ESUs independentes. Possuem
concordancia na descontinuidade filogenética e geogréafica, as analises de coalescéncia
par a determinacdo do tempo de divergéncia, além das analises filogenéticas,
demonstram que estdo historica e reprodutivamente isoladas, possuem monofilia
reciproca no ADNmt. As populacdes de cada bacia derivam de uma filogenia de genes
(analise multilocus) consistente. N&o existe evidéncia de fluxo génico atual ou recente
entre elas. Neste caso, as ESU tém sido modeladas pela deriva genética apés um
evento alopatrico, pois ndo foi encontrada evidéncia de adaptagdo concordante com a
distribuicdo genética das populacdes ou condi¢cdes ecologicas significativamente
diferenciadas entre as bacias.
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Figura 48. Unidades de Conservacédo para Piaractus brachypomus nas bacias do Orinoco e Amazonas.
As manchas de cor laranja e amarelo representam Unidades Evolutivas Significantes (ESUSs)
independentes, respectivamente, para o Orinoco e Amazonas. No seu interior, cada ESU possui uma
Unica Unidade de Manejo (MU), representada pelas cores roxa e azul, respectivamente, para a ESU do
Orinoco e Amazonas.

Cada bacia possui uma uUnica MU. Apesar de se observarem dois grupos
biolégicos dentro do Orinoco (analise ADNmt - BAPS), estes estdo hoje misturados e
homogeneamente distribuidos dentro desta bacia. Assim, ndo existem barreiras visiveis
restringindo o fluxo génico atualmente, ou independéncia demografica entre localidades
gue permitam determinar mais de uma MU dentro do Orinoco. O Amazonas, por sua
vez, apesar da estrutura observada (Fst ADNmt) entre algumas localidades, é evidente
que o fluxo génico se mantém homogeneizando as frequéncias haplotipicas, impedindo
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independéncia demografica no interior desta bacia, como é observado na analise de
grupos biolégicos no BAPS.

d. Pseudoplatystoma metaense/Pseudoplatystoma tigrinum
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Figura 49. Unidades de Conservacdo para Pseudoplatystoma metaense/Pseudoplatystoma tigrinum nas
bacias do Orinoco e Amazonas. A mancha de cor amarela representa uma Unica Unidade Evolutiva
Significante (ESU) abrangendo as duas bacias: Orinoco e Amazonas. No seu interior, esta ESU possui
duas Unidades de Manejo (MU) representadas pelas manchas de cor azul: uma MU para o Orinoco e
outra para 0 Amazonas.

As bacias do Orinoco e Amazonas formam uma Unica ESU. As populac¢des do
Orinoco e Amazonas ndo cumprem com O0S critérios para se tornarem Unidades
Evolutivas Significantes independentes. Nao estdo historicamente isoladas (incursdes
recentes tém acontecido entre bacias, além de fluxo génico no passado recente
evidenciado pelo STRUCTURE). Tem ainda capacidade de intercambio genético. Ndo
apresentam monofilia reciproca no ADNmt. As populagbes das duas bacias nao
derivam de uma consistente filogenia de genes: tanto a analise multilécus quanto a
analise filogendbmica mostram rejeicdo da hipotese de independéncia de ESUs para as
bacias.

Da mesma maneira que para outras espécies ja mencionadas, ndo existem
evidéncias ecoldgicas significativamente diferenciadas entre bacias para determinar que
algum dos padrdes genéticos observados para estas populacdes tenha sua base neles
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(Nao existem Unidades Adaptativas). Os padrdes genéticos parecem estar relacionados
a um evento vicariante para as bacias, sendo a deriva a causa principal das
divergéncias.

Por outro lado, cabe salientar que existe forte evidéncia para determinar que
cada bacia constitui-se numa MU independente. Possuem diferencas nas frequéncias
alélicas nucleares (SNPs) e sdo evidentemente unidades demogréficas independentes.

e. Pseudoplatystoma orinocoense/Pseudoplatystoma metaense

Orinoco e Amazonas nao constituem hoje ESUs independentes. Apesar de se
observar um claro periodo de isolamento reprodutivo para as bacias desde um passado
distante, existem evidéncias de um contato secundario desde um passado recente e
que se manifesta até a atualidade. Isto violou os critérios das ESUs, ocasionando falta
de monofilia reciproca no ADNmt e falta de concordancia na descontinuidade
filogenética e geogréfica. Evidentemente ndo estdo reprodutivamente isoladas, e
portanto com alta capacidade de intercambio genético. A filogenia de genes (genémica
ou multilocus) mostra inconsisténcia estatistica para considerar as duas como ESUs
independentes.

Neste caso particular, condi¢cdes ecoldgicas de pluviosidade (cluster 1; vermelho
na Figura 45) parecem mostrar uma concordancia com eventos reprodutivos
acontecendo apenas desde Inirida (Orinoco) até Santa Isabel (Rio Negro). Embora,
BAYESCAN ndo mostrou marcas genémicas de alguma adaptacédo (incluida o tipo de
agua). A existéncia de Unidades Adaptativas nao foi evidente.

Apesar disto, as bacias do Orinoco e Amazonas formam Unidades de Manejo
independentes, pois os critérios se cumprem. Existem diferencas nas frequéncias
alélicas nucleares (SNPs). As bacias, em termos gerais, constituem unidades
demograficamente independentes.
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Figura 50. Unidades de Conservagéo para Pseudoplatystoma orinocoense/Pseudoplatystoma punctifer
nas bacias do Orinoco e Amazonas. A mancha de cor amarela representa uma Unica Unidade Evolutiva
Significante (ESU) abrangendo as duas bacias: Orinoco e Amazonas. No seu interior, esta ESU possui
duas Unidades de Manejo (MU) representadas pelas manchas de cor azul: uma MU para o Orinoco e
outra para 0 Amazonas.

f. Nannostomus unifasciatus

Orinoco possui uma unica Unidade Evolutiva Significante. As evidéncias no
ADNmt mostram que Puerto Gaitan (PG), San José del Guaviare (GV) e Puerto Inirida
(IN) compartilham haplétipos entre si, e ndo possuem monofilia reciproca entre elas (ver
rede de haplétipos do programa HAPLOVIEWER). PG e GV formam um anico grupo
biolégico (no ADNmt) que se estende até uma fracdo da populacdo de IN. Isto é
confirmado pelo ADN nuclear, onde PG e GV formam parte de um Unico grupo biol6gico
que também se estende até IN (ver figuras do programa BAPS). A analise multilécus
mostra que PG e GV sdo ESUs independentes entre si, mas ndo sdo independentes de
IN. Isto, a luz dos critérios para definir ESUs, ndo é possivel: “A populagao esta
historicamente e, de forma substancial, reprodutivamente isolada de outras populacdes
(MORITZ, 1994; WAPLES, 1991)”. Assim, o fato de ndo estarem completamente
isoladas de IN, torna PG e GV apenas em Unidades de Manejo independentes, como o
indicam a maior parte das evidéncias. Deste modo, temos 3 MUs (PG, GV e IN) dentro
de uma grande ESU (Orinoco).

No Amazonas, localidades como Cucui (CUC), Santa Isabel (SI) e Barcelos
(BAR) fazem parte de uma unica grande ESU, embora, com uma menor ESU simpatrica
representada por alguns individuos da localidade de Sl. Esta ESU menor mostra uma
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clara monofilia reciproca no ADNmt (separada por varios passos mutacionais de outras
populagées), cumprindo com critérios para ser considerada uma ESU independente.
CUC, Sl e BAR ndo se mostram monofileticamente reciprocas entre elas (no ADNmt)
ou, quando compradas entre si, ndo se mostram cada uma “derivada de uma filogenia”
de genes consistente (analise multilocus). Os dados de formacdo de grupos bioldgicos
utilizando ADN nuclear também respaldam esta hipétese.
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Figura 51. Unidades de Conservacdo para Nannostomus unifasciatus nas bacias do Orinoco e
Amazonas. Manchas de cor amarela, vermelha e roxa representam Unidades Evolutivas Significantes
(ESUs) independentes, embora, com sobreposicdo na area de Puerto Inirida (Orinoco) para duas delas
(amarela e vermelha). A ESU representada pela cor roxa ocorre em simpatria com a ESU vermelha, justo
na area de Santa Isabel. No seu interior, cada ESU possui vérias Unidades de Manejo (MUs). A ESU
amarela possui trés MUs (San José del Guaviare - GV, Puerto Gaitdn - PG e Puerto Inirida - IN)
representadas pela cor azul. A ESU representada pela cor vermelha possui quatro MUs (Puerto Inirida -
IN, Cucui - CUC, Santa Isabel - S| e Barcelos- BAR) representadas pela cor verde. A ESU representada
pela cor roxa é em si mesma uma MU, a qual esta representada de cor fcsia (Santa Isabel — Sl) sé para
efeitos operacionais.

Adicionalmente, esta grande ESU se estende até IN no Orinoco. Tanto o ADNmt
(ver rede de haploétipos do programa HAPLOVIEWER) quanto a formagédo de grupos
biolégicos (ADNmt ou ADNnu) mostram que existe uma fragéo de individuos em IN que
ndo possuem um isolamento reprodutivo histérico e substancial em relacdo ao
Amazonas (ver figuras do programa BAPS). Além disso, hoje existem conexdes hidricas
como o Casiquiare e ramificagfes hidricas entre cabeceiras (Rio Orinoco e Negro) que
Ssao nao visiveis, as quais permitem sugerir que ainda existe potencial “capacidade de
intercambio genético” entre IN e CUC. Estas evidéncias refutam os critérios para
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considerar que esta fracdo de IN seja uma ESU independente. Embora, ela se mostra
demograficamente independente do Amazonas, e portanto se torna uma MU dentro
desta grande ESU. Da mesma maneira, CUC, SI e BAR sdo hoje unidades
demograficamente independentes entre si (MUs), com evidéncia de restricdo ao fluxo
génico (Fst) explicado pela distancia geografica entre estas localidades (IBD).

N&o existem evidéncias significativas para inferir sobre a existéncia de Unidades
Adaptativas por diferencas ecoldgicas entre os ambientes onde habitam as populacdes.
Os padrbes genéticos na tiveram uma associacdo visivel com estas variaveis
ecologicas analisadas.

g. Paracheirodon axelrodi

Orinoco (PG, GV, IN) + CUC se mostram conformando uma Unica ESU. CUC e o
Orinoco ndo apresentam ainda monofilia reciproca no ADNmt (ver figura do BAPS) ou
isolamento reprodutivo histérico e substancial. Apresentam compartilhamento de um
grupo biolégico (ADNmt ou nuclear). Na filogenia de genes (analise multilécus) elas nédo
possuem suporte estatistico para serem ESUs independentes, pelo qual se viola o
critério de “derivar de uma consistente filogenia de genes” para se tornarem ESUs
separadas. Conexdes hidricas como o Casiquiare e ramificacdes hidricas entre
cabeceiras (Rio Orinoco e Negro) permitem sugerir que ainda existe potencial
‘capacidade de intercambio genético” entre as populagbes do Orinoco e CUC,
invalidando a possibilidade de serem ESUs independentes.

Quando o grupo formado pelas populacdes do Orinoco + CUC sdo comparadas
com S| ou BAR, claramente se observa uma clara monofilia reciproca entre estes
grupos (no ADNmt) e com uma alta consisténcia estatistica (probabilidade posterior) na
filogenia de genes na analise multilbcus. Dentro desta primeira ESU conformada por
Orinoco + CUC existem 4 Unidades de Manejo. Estas correspondem a PG, GV, IN e
CUC. Claramente estas populacdes ndo possuem monofilia reciproca entre si e uma
clara restricdo ao fluxo génico (Fst ADNmt). Genética e geograficamente falando, elas
sdao demograficamente independentes, pois no caso dos peixes sedentarios “sua
dindmica populacional (taxa de crescimento) depende mais da taxa de nascimento e
morte local do que a imigragao”.

No caso de Sl e BAR, apesar de que séo claras as suas diferengcas com respeito
a ESU conformada pelas populagdes do Orinoco + CUC, ainda nao é claro se estas
duas localidades representam diferencas suficientes entre si para serem consideradas
ESUs independentes. Assim, SI e BAR mostram evidéncia de estrutura populacional no
ADNmt, ndo compartilhamento de hapl6tipos, mas ndao mostram monofilia reciproca
entre elas, ao ponto de se observarem como um mesmo grupo biologico (ver figura do
BAPS para o ADNmt). Isto indica que provavelmente houve fluxo génico recente, o que
invalida o critério de “ndo ter tido fluxo génico atual ou recente com outras populacdes”.
Embora isso, cada populagdo derivou de uma consistente filogenia de genes (analise
multilécus), mostrando um suporte suficiente (0,98) para indicar que estas sdo ESUs
independentes. Isto provavelmente originado pelas fortes diferencas observadas no
ADN nuclear entre estas localidades (ver figura do BAPS para ADNnu).
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Neste sentido, foi observado um padréo ecologico diferencial de pluviosidade
concordando com os padrbes genéticos diferenciais observados tanto na estrutura de
genes no nivel nuclear quanto na filogenia de genes (analise multilocus).

Deste modo, e diante das evidéncias, SI e BAR s&o consideradas ESUs
independentes para efeitos de priorizacdo dos esforcos de conservagdo das suas
populacoes.
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Figura 52. Unidades de Conservacéo para Paracheirodon axelrodi nas bacias do Orinoco e Amazonas.
Manchas de cor amarela, vermelha e roxa representam Unidades Evolutivas Significantes (ESUS)
independentes. No seu interior, a ESU representada pela cor amarela possui quatro Unidades de Manejo
representadas pelos circulos de cor azul: San José del Guaviare (GV), Puerto Gaitan (PG), Puerto Inirida
(IN) e Cucui (CUC). As ESUs representadas pela cor vermelha e roxa sdo em si mesmas MUSs,
representadas cada uma com circulos de cor verde (Santa Isabel - SI) e laranja (Barcelos - BAR), s para
efeitos operacionais.

h. Pterophyllum altum

Esta espécie apresentou padroes em termos de Unidades de Conservacao
similares aos achados em P. axelrodi.

Orinoco (PG, GV, IN) + CUC se mostram conformando uma unica ESU. Isto,
baseado na evidéncia de que CUC e o Orinoco pertencem ao mesmo grupo biolégico
na analise de ADNnu (ver figura do BAPS), demonstrando que ndo existe um
isolamento reprodutivo histérico e substancial entre elas, se ndo apenas recente. Na
filogenia de genes (analise multilocus) elas ndo possuem suporte estatistico para serem
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ESUs independentes, pelo qual se viola o critério de “derivar de uma consistente
filogenia de genes” para se tornarem ESUs separadas. Conexdes hidricas como o
Casiquiare e ramificacfes hidricas entre cabeceiras (Rio Orinoco e Negro) permitem
sugerir que ainda existe potencial “capacidade de intercambio genético” entre as
populacbes do Orinoco e CUC, invalidando a possibilidade de serem ESUs
independentes. Entre estas populacdes ndo existem diferencas ecolégicas que
permitam deduzir possiveis adaptacoes.
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Figura 53. Unidades de Conservagdo para Pterophyllum altum nas bacias do Orinoco e Amazonas.
Manchas de cor amarela e vermelha representam Unidades Evolutivas Significantes (ESUS)
independentes. No seu interior, a ESU representada pela cor amarela possui duas Unidades de Manejo
(UM) representadas pelas formas de cor azul. A primeira MU esta formada pelas localidades de San José
del Guaviare (GV), Puerto Gaitan (PG) e Puerto Inirida (IN), enquanto que a segunda MU esta
conformada pela localidade de Cucui (CUC). A ESU representada pela cor vermelha é em si mesma uma
MU, representada pelo circulo de cor verde (Santa Isabel - Sl), s6 para efeitos operacionais.

Esta ESU formada pelas populag¢des do Orinoco + CUC, mostra fortes diferengas
guando comparada com Sl, demonstrando que esta ultima se comporta também como
uma ESU independente. Na analise, estes grupos apresentam monofilia reciproca (no
ADNmt), cumprem com o critério de “derivar de uma consistente filogenia de genes”,
evidente na analise multilbcus. Possuem isolamento reprodutivo histérico e substancial.
E evidente a concordancia na descontinuidade filogenética e geogréafica entre ambos,
ndo existe evidéncia de fluxo génico atual ou recente. As diferencas genéticas achadas
para estas duas ESUs ndo possuem concordancia com as variaveis ecolbgicas
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estimadas neste trabalho. A distancia geografica ndo € a responsavel pelos padrbes de
diferenciacdo genética observados.

Dentro da primeira ESU, PG, GV e IN constituem uma anica MU, enquanto que
CUC forma uma MU independente. Claramente PG, GV e IN ndo mostram estrutura no
ADNmt (Fst) nem possuem monofilia reciproca entre si, se tornando em uma MU
independente. Contrario a isso, e apesar de compartilhar alelos nucleares, CUC mostra
estar estruturada com respeito a PG, GV e IN no ADNmt, além da evidente restricdo
geografica e fisica ao fluxo de migrantes (Arco do Vaupés). Isto faz com que CUC se
torne demograficamente independente das populacées do Orinoco, sendo que a “sua
dindmica populacional (taxa de crescimento) depende mais da taxa de nascimento e
morte local do que a imigragao”.

Por sua vez, Sl se constitui numa ESU independente com uma Unica Unidade de
Manejo.

16 DISCUSSAO

Vérios autores concordam em afirmar que as forcas evolutivas que modelam a
evolucdo sdo a deriva e a selecdo natural, gerando variacdo neutra e adaptativa,
respectivamente; e que de acordo ao grau de variacdo gerado, permitem distinguir
hierarquicamente unidades espaciais onde esta variacdo se distribui, e que devem ser
conservadas para que 0S processos evolutivos continuem sua trajetéria (ALLENDORF,;
LUIKART, 2007; CRANDALL et al., 2000; FRASER; BERNATCHEZ, 2001; PRIMMER,
2009). No presente estudo, a identificagdo destas forgas modelando as unidades de
conservacao, nao foi a excecao.

Assim, por exemplo, os dados sugeriram que a deriva foi a encarregada de
modelar as ESUs independentes, ap0s um evento alopatrico entre bacias, para B.
rousseauxii e P. brachypomus, pelo que se rejeita a hipétese de uma unica unidade
bioldgica para as duas bacias (BARTHEM; GOULDING, 1997). Esta mesma forca foi a
encarregada de criar duas MUs independentes (Orinoco e Amazonas) para C.
macropomum, P. metaense/P. tigrinum e P. orinocoense/P. punctifer dentro de uma
mesma SEU, pelo que nestes dois Ultimos casos, foi rejeitada a hipotese de duas
entidades biologicamente independentes (uma espécie por bacia) proposta por Buitrago
e Burr (2007). Finalmente, a deriva foi vista também como a principal forca modeladora
de ESUs em casos particulares como em sedentérios, onde até trés ESUs podem ser
observadas por espécie, muitas delas compartilhadas entre bacias e outras exclusivas,
pelo que se rejeita a hipotese de uma unica entidade biologica compartilhada entre as
bacias do Orinoco e Amazonas sugerida por Reis et al. (2003). Embora isso, apesar de
gue os resultados para detectar variacdo adaptativa ndo foram totalmente satisfatérios,
algumas evidéncias deixaram ver a possibilidade de que esta forca pode estar agindo
sem que nossos metodos a tenham detectado com muita acuracia, mas que merecem
ter relevancia e serem discutidos aqui.

Variaveis que poderiam gerar variacdo adaptativa como o pH, ndo mostraram
diferencas entre os ambientes dos locais de coleta tanto dos sedentarios quanto dos
migradores. Isto € afirmado levando em conta que apesar de que Boa Vista mostrou
uma diferenca com respeito ao SolimBes e Orinoco, sua média de pH se encontra
dentro da amplitude de valores que pode chegar a ter o Solimbes, sendo que
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biologicamente isto ndo representaria um fator diferenciador ou adaptativo significativo
para as populacbes entre estas sub-bacias, nem com o Orinoco. Porém, existem
excecOes, dessa vez foi no caso de P. orinocoense/P. punctifer, cuja distribuicdo se deu
no Orinoco e Negro, entre 0s quais existiu uma evidente e significativa diferenga no pH
da agua. Apesar disso, quando se quis determinar a existéncia de alguma base
genética para uma possivel adaptacdo a este meio, as analises ndo demonstraram
evidéncia para acolher a hipotese. Entdo, como podemos explicar que seja a unica
espécie de todas as migradoras com capacidade de quebrar esta barreira, e inclusive
utilizar o maior filtro zoo-geografico (Casiquiare) sem problemas?

Na espécie de ciclideo Cichla monoculus, que ocorre tanto no Solimdes quanto
no Rio Negro, uma clara estrutura filogenética foi observada entre as populacbes
ocupando estes ambientes (WILLIS et al., 2010), sugerindo que provavelmente se trate
de variacdo adaptativa por selecdo. No entanto, esta estrutura ndo é observada em P.
orinocoense/P. punctifer (ADNmt, ADNnu), o0 que nos orienta a sugerir que
provavelmente se trate de um fendmeno de plasticidade fenotipica da espécie, o qual
lhe permite ocupar estes ambientes como &area de reproducdo e alimentacdo sem
limitagcbes. West-Eberhard (1989) define a plasticidade fenotipica como uma habilidade
singular do genotipo para produzir mais de uma forma alternativa de morfologia, estado
fisiol6égico e/ou comportamento em resposta as condi¢cdes ambientais. Neste caso, pode
se tratar de uma forma alternativa do estado fisiol6gico para a sobrevivéncia neste tipo
de ambiente.

Em peixes, a respiracdo e captacdo do oxigénio a partir da 4gua se da através
das branquias, onde acontece o intercambio gasoso entre este liquido e o sangue dos
individuos. Neste processo, o pH desempenha um papel fundamental (HART;
REYNOLDS, 2008). O transporte do oxigénio nos peixes € baseado na mudanca da
conformacao da estrutura quaternaria da molécula de hemoglobina, a qual é causada
pela unido de pequenos componentes de soluto, como por exemplo, o H*. Sabe-se que
os produtos do exon externo da hemoglobina (sitio de ligacdo ao oxigénio) podem ser
modulados por um efetor (EATON, 1980), o que permite exibir variacdes para suprir
completamente os requerimentos fisiologicos de uma determinada espécie. Deste
modo, a expressdo e cooperativismo das subunidades da hemoglobina, e portanto a
afinidade ao oxigénio, podem ser reguladas pela disponibilidade de prétons no meio
aguatico, o que depende do pH (HART; REYNOLDS, 2008). Inclusive, se fala de formas
alternativas de hemoglobina (iso-hemoglobinas) de acordo as exigéncias do ambiente
no qual se encontram os peixes (BRIX; CLEMENTS; WELLS, 1999). Este fenbmeno
tem sido considerado por Hart e Reynolds (2008) uma clara mostra de plasticidade
fenotipica em alguns peixes teledsteos. Em ciclideos africanos ja € conhecida a
plasticidade relacionada com ambientes de baixos niveis de oxigénio (CHAPMAN;
GALIS; SHINN, 2000), onde a prole F1 de populacdes de peixes com grande potencial
de dispersao entre estes tipos de ambientes, possuiam também uma maior plasticidade
no tamanho cerebral, aparentemente relacionada com a capacidade de sobreviver
nestes ambientes (CRISPO; CHAPMAN, 2010).

Por outro lado, nesta mesma espécie (P. orinocoense/P. punctifer) foi observado
um padrao genético no qual, apesar do evidente isolamento reprodutivo que sofreram
as populacdes de ambas as bacias, o contato secundario e reproducédo atual foram
possiveis. Uma das hipéteses para explicar este fato radica em que, além de néo ter
sido tempo suficiente de isolamento reprodutivo (~1.052 milhdes de anos) para causar
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diferencas nos sistemas de reproducdo, a area na qual ocorreram estes eventos se
manteve sob um mesmo regime de pluviosidade, possivelmente durante todo o tempo
de isolamento, permitindo que a sincronizacdo dos ciclos reprodutivos se mantivesse
intacta, possibilitando que ao cabo deste tempo se mantivessem 0s principais instintos
de interacdo social-reprodutiva entre bacias. Dentro dos fatores que podem causar
isolamento reprodutivo temporal ou estacionario (barreiras pré-zigoticas) em peixes, se
encontra a precipitacdo, fator ecolégico intimamente ligado aos ciclos reprodutivos das
espécies migradoras (BARTHEM; GOULDING, 1997; CHELLAPPA et al.,, 2009;
GURGEL; VERANI; CHELLAPPA, 2012), onde as chances de encontro entre parentais
devem coincidir, tanto na maturacao gonadal quanto na desova, mais ainda quando dita
desova é total e ndo parcial nas espécies deste género (BRITO; BAZZOLI, 2003),
embora, com algumas possiveis variacdes pequenas de tempos de desova entre
fémeas (GODINHO; KYNARD; GODINHO, 2007).

Adicionalmente, foi observado que o local de reproducéo entre estas populacoes
se da desde a cabeceira do Orinoco e apenas até Santa Isabel, sendo que nao existem
barreiras fisicas, pelo menos visiveis, impedindo que esta area seja ampliada além de
Santa Isabel (descendo o Rio Negro). Para explicar este fenbmeno € necessario
considerar variaveis ambientais afetando a espécie alvo e as que interagem com ela.
Assim, comecemos por dizer que a area de reproducao correspondente ao regime de
pluviosidade (que cobre grande parte do Alto / Médio Orinoco, Casiquiare e Rio Negro)
chega apenas até Santa Isabel, justo no local onde a zona de reproducdo também
acaba (ver Figura 34). Santa Isabel também coincide com o limite de distribuicdo dos
haplétipos mitocondriais proprios da populacdo do Orinoco, sendo que além dessa
area, desaparecem (ver Figura 12). Aqui ja foi provado que ndo existem evidéncias de
base genéticas para falar de adaptacdo na espécie, tanto ao regime de pluviosidade
quanto ao pH. Portanto, resta s6 sugerir a combinacéo de trés hipéteses baseados nas
evidéncias que dispomos, as quais juntas poderiam explicar este comportamento.

a. Considerando a sua condicdo de ictiéfago (DEZA; BAZAN; CULQUICHICON,
2005), é possivel que P. orinocoense/P. punctifer e sua descendéncia se
estabeleca até as areas inundaveis de Santa Isabel devido a presenca de um
maior nimero de espécies que formam parte da sua dieta alimentar, sendo
gue aguas abaixo, a partir dos rios de agua branca como o Demini e até
chegar ao Branco, pode existir uma barreira fisico-quimica seletiva para estas
pequenas espécies, diminuindo sua disponibilidade e namero, o qual néao
resulta troficamente viavel para a sobrevivéncia de juvenis de P.
orinocoense/P. punctifer, e muito menos de parentais que migram grandes
distancias desde o Orinoco para um evento reprodutivo. Esta area ja tem sido
considerada como barreira para espécies de pequeno porte entre o Baixo e
Médio Rio Negro (SCHNEIDER et al., 2012; TERENCIO; SCHNEIDER;
PORTO, 2012).

b. O regime de pluviosidade desta area mantém um modelo de ciclos de
inundacado diferenciado do resto do Rio Negro, permitindo a abundancia e
disponibilidade de espécies que formam parte da dieta de P. orinocoense/P.
punctifer durante os periodos que coincidem com sua época de reproducdao,
sendo que aguas abaixo, com influéncia de aguas brancas, tanto os ciclos de
inundacdo quanto a abundancia e diversidade de espécies que fazem parte
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da sua dieta podem ser diferentes e reduzidos. Saint-Paul et al. (2000)
demonstraram a existéncia de diferencas na diversidade de espécies em
comunidades de peixes Amazonicos entre periodos de inundacdo e seca,
além de evidenciar que existia uma maior diversidade de espécies em areas
inundaveis de aguas pretas quando comparada com agua branca.

c. As fémeas do Orinoco e sua descendéncia estdo apresentando um
comportamento residente nesta area. Godinho et al. (2007), utilizando
radiotelemetria em fémeas de uma espécie congénere (P. corruscans) num
estudo ecoldgico, determinaram que parte das fémeas que migram aos locais
de reprodugdo permanecem ali até a seguinte temporada de acasalamento,
sugerindo que dentro da espécie se da um comportamento residente.

Por outro lado, dentro deste estudo foi observado que Barcelos se mostra como
uma ESU independente dentro do Amazonas para P. axelrodi. Isto claramente pode se
dever a influéncia diferenciada de fatores como as precipitacées, as quais podem estar
levando a uma variacdo comportamental em termos de periodos de alimentacdo e fluxo
génico para esta populacéo, considerando o dominio e relacdo das chuvas com estes
comportamentos ecolégicos em espécies de pequeno porte (MARSHALL; FORSBERG;
THOME-SOUZA, 2007; PIGGOTT; CHAO; BEHEREGARAY, 2011; WINEMILLER,
1993). Adicionalmente, sabe-se que Barcelos, apesar da sua localizagcdo sobre
influencia de &guas pretas do Rio Negro, também conta com a influéncia de agua
branca de dois Rios. O primeiro deles € o Demini, logo acima de Barcelos. O segundo,
o Rio Branco, logo abaixo de Barcelos. Nesse sentido, sdo provaveis duas situacdes. A
primeira consiste em que o Rio Demini poderia estar atuando, através da influéncia de
descarga, como barreira para o isolamento das populaces. A segunda é de ordem
adaptativa, onde a dinamica de descarga dos dois Rios pode estar tendo efeitos sobre
as populactes de P. axelrodi nesta localidade, levando-as a uma adaptacao local. Este
ponto geografico, sob a influéncia destes Rios, também tem sido identificado como fator
de quebra populacional para ESUs de espécies ornamentais como Nannostomus eques
(TERENCIO; SCHNEIDER; PORTO, 2012), e considerado como provavel barreira
ecologica por tipo agua entre o Médio e Baixo Rio Negro em Carnegiella strigata
(SCHNEIDER et al., 2012). Isto também poderia explicar a distribuicdo natural de
ocorréncia da espécie P. altum apenas até areas acima de Barcelos (p. e. Santa Isabel)
e ndo na area de Barcelos propriamente, a partir de onde encontramos apenas sua
espécie congénere P. scalare. Outra evidéncia importante de possivel variacédo
adaptativa, € a estrutura no ADNnu para este ponto de transicdo SI-BAR, tanto em P.
altum quanto em P. axelrodi.

Considerando a baixa taxa de substituicio do genoma nuclear, para a
observacéo de diferenciacdo genética neste tipo de marcadores é necessario um longo
tempo de isolamento reprodutivo, onde a deriva tenha o tempo suficiente de fixar alelos
de forma diferencial entre as populacdes divergindo. No entanto, € claro que uma
provavel dispersdo de Sl para BAR é relativamente recente (ADNmt), pelo qual so
podemos sugerir a acdo de uma forca evolutiva diferente da deriva, além de
suficientemente poderosa para gerar divergéncias em regides codificantes de proteinas
no genoma nuclear: a Selecéo. E sabido que a probabilidade de fixacéo de um alelo por
deriva € de 1/2Ne (demonstrando uma dependéncia do tamanho efetivo da populacéo),
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demorando até 4Ne geracdes para a sua fixagdo. Enquanto que a fixacdo de um alelo
por forcas adaptativas dependera do seu coeficiente de selegcdo (beneficio), sendo que
a probabilidade de fixacdo se dara num periodo de tempo mais curto e aumentara
devido a forca da selecdo (MITTON, 2000; WHITLOCK, 2003). Deste modo, é provavel
gue estes genes nucleares estejam espacialmente ligados a regides relacionadas com
adaptacao a condicdes fisico-quimicas da agua (pH, oxigénio), comportamento ou outro
relacionado, as quais estdo sujeitas a forcas de selecdo neste local. Wagner et al.
(2013) demonstraram que eventos de répida especiacdo por selecdo em ciclideos
africanos ndo sao detectaveis através de informacédo derivada do ADNmt (auséncia de
monofilia reciproca), mas sim através do genoma nuclear, o qual permitiu obervar a
diferenciacdo genética entre os grupos que sofreram radiacao adaptativa.

Os peixes sedentarios tém maior capacidade de registrar no seu ADN os eventos
vicariantes ou ecolégicos aos quais sdao submetidos, pois a sua condicdo sedentéaria
limita a sua capacidade para superar as barreiras fisicas, ou fugir espacialmente de
pressfes ambientais impostas, pois para eles so fica a adaptacéo rapida ou a selecao
negativa, como ja tem sido demonstrado para taxa de peixes sedentarios Africanos e
Neotropicais (ALEXANDER et al., 2006; LOPEZ-FERNANDEZ et al., 2013; MEYER;
KNOWLES; VERHEYEN, 1996). De fato, para a maior parte de espécies de peixes
sedentarias Neotropicais tem se identificada uma resposta eficiente as mudancas de
tipo de &gua, muitas associadas a processos de selecdo diversificadora (COOKE;
CHAO; BEHEREGARAY, 2012a, 2012b), dada a sua capacidade de ampla distribuicéo
geografica e em diversos ambientes (HRBEK; LARSON, 1999), sendo identificada
como uma forca evolutiva especialmente favorecedora de comportamentos sedentarios
(MCLAUGHLIN; FERGUSON; NOAKES, 1999).

Mas, por que este evento de formacdo de ESU sob a area de Barcelos ndo se
repete também para N. unifasciatus?

No caso de N. unifasciatus, é evidente na analise multilbcus que uma provavel
colonizacdo de Santa Isabel e Barcelos por parte da linhagem de Cucui € mais recente
do que para P. axelrodi e P. altum, inclusive sem evidéncia estatistica suficiente para
considerar Santa Isabel e Barcelos ESUs independentes. Apesar disso, as diferencas
entre estas duas localidades foram elevadas nesta andlise (probabilidade posterior >
0,8), sugerindo algum processo de diferenciacdo em andamento, embora a pouca
distancia geografica que as separa, comparada com a que possuem de Cucui. Nessa
ordem de ideias, poderiamos sugerir que o tempo percorrido desde a colonizacao de N.
unifascitaus da area de Barcelos, tem sido relativamente insuficiente para uma fixacao
completa de alelos nessa populacao (produto da deriva ou a selegcéo). Sistrom et al.
(2009), utilizando uma maior amostragem para N. unifasciatus ao longo do Rio Negro,
incluindo Santa Isabel e Barcelos, ndo evidencia diferencas genéticas entre populacdes
destes locais, sugerindo também uma provavel colonizacao recente. Cooke et al. (2009)
sugerem que o processo de colonizacdo de espécies sedentarias de pequeno porte
segue primeiro um passo de chegada, posteriormente um passo de acumulacdo de
diferencas (IBD), e finalmente um passo de expansao (se as condi¢Oes de habitat sdo
favoraveis). Isso reafirma a hipétese que sugere que o observado em N. unifasciatus se
trata de um processo de estruturacdo e isolamento iniciado recentemente, e portanto
incompleto.

Por outro lado, é importante resaltar que durante a delimitagcdo de Unidades de
Conservacao foi evidente que o numero de ESUs em peixes ornamentais foi maior do

165



gue nos migradores, inclusive, com presenca de ESUs sobrepostas. Isto sugere uma
maior capacidade de especiacdo neste tipo de organismos do que aqueles com
condicdo migradora. Esta capacidade de explosdo diversificadora esta relacionada,
como ja foi dito antes, com sua condi¢do sedentéria, que: acelera os processos de IBD
(COOKE; CHAO; BEHEREGARAY, 2009), os faz mais vulneraveis aos processos
alopatricos por tectonismo e translocacdes de pequenos rios (SCHNEIDER et al., 2012;
SISTROM; CHAO; BEHEREGARAY, 2009), e expde obrigatoriamente as populacdes a
uma maior quantidade de ambientes varidveis (aumentando a diversificacdo por
adaptacdo) (MCLAUGHLIN; FERGUSON; NOAKES, 1999). Adicionalmente, estas
espécies possuem um tempo de geracdo excessivamente reduzido (0,5 — 1 ano)
(ANJOS; ANJOS, 2006; LOH et al., 2013), o que aumenta a replicacdo do seu genoma
e portanto as inser¢des de mutacdes (3 - 10 vezes mais rapido do que em migradores),
sendo distribuidas rapidamente dentro da populacéo local, acelerando a sua evolucéo e
diferenciacéo genética em relacdo a outras populacées (OHTA; GILLESPIE, 1996).

Esta capacidade diversificadora em peixes sedentarios tem sido obervada em
outras especies de peixes no Amazonas. Para o Rio Negro, Piggot et al. (2011)
determinam trés ESUs simpatricas para Carnegiella marthae, Cooke et al. (2009)
encontram que a cabeceira do Rio Negro se comporta como uma unidade
geneticamente independente do resto do Rio Negro para Paracheirodon axelrodi,
Terencio et al. (2012) determinaram duas ESUs dentro do Rio Negro para
Nannostomus eques, onde o0 Rio Branco foi a mais provavel causa de divergéncia entre
ambas. Da mesma maneira, Sistrom et al. (2009) descobriram que Nannostomus
unifasciatus possui, como no presente estudo, duas ESUs dentro do Rio Negro, sendo
que uma estd amplamente distribuida desde a cabeceira até o baixo Rio Negro,
engquanto que a outra € menor e esta sobreposta com esta grande ESU na altura de
Santa Isabel. No entanto, o autor demonstra que esta pequena ESU nao surgiu em
simpatria com a outra, e sim que foi produto de um evento alopatrico na cabeceira do
Rio Negro, posterior ao qual esta linhagem colonizou a area de Santa Isabel pelo norte,
desde a cabeceira do Rio Negro e por uma rota diferente da calha principal. Finalmente,
€ importante destacar que o0 surgimento de espécies cripticas possui varios
antecedentes dentro do Amazonas devido a sua complexa histdria geoldgica, a qual
tem permitido a diversificacdo de ambientes ecolégicos (HOORN; WESSELINGH,
2011). Alguns exemplos tém sido observados para espécies como Cichla spp. (WILLIS
et al., 2007), Fluviphylax spp. (SOUZA, 2008), Hypopygus spp. (SCHMITT, 2005),
Serrasalmus spp. (HUBERT et al., 2007a), Triportheus albus (COOKE; CHAO;
BEHEREGARAY, 2012a), e Colomesus asellus (COOKE; CHAO; BEHEREGARAY,
2012b).

ImplicagBes para a conservacdo das espécies

a. Alguns dos critérios para as classificacdes de risco realizadas até hoje pela IUCN
(International Union for Conservation of Nature) para a ictiofauna, estao
baseados em listas de espécies e descricbes de ocorréncia, onde aquelas
espécies evidenciando algum grau de exploracdo comercial, mas com uma
aparente ampla distribuicdo, apenas podem ser consideradas como de
Preocupacdo menor. Esta é a justificativa que a organizacdo d& para inferir que
B. rousseauxii deve ser considerada uma espécie nesta categoria
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(http://www.iucnredlist.org/details/167648/0). Outras espécies, sobre as quais se
assume um comportamento similar, ndo se encontram na lista (Tabela 16).
Apesar disso, para a bacia do Orinoco, Colédmbia comegou assumir uma posi¢ao
mais rigida e criteriosa para considerar o risco de extingdo das suas espécies de
peixes, sendo que muitas tém sido ja categorizadas (Tabela 16), embora, muitas
ainda ndo aparecem, possivelmente por falta de conhecimento em relagéo a sua
distribuicdo e limites espaciais. Aqui demonstramos que espécies como B.
rousseauxii, P. brachypomus, N. unifasciatus, P. axelrodi e P. altum possuem
ESUs independentes para cada bacia, sdo geneticamente descontinuas,
portanto estoques de pesca diferentes, entdo com maior risco de serem
insubstituiveis, e portanto com necessidades de conservacado diferenciadas.
Claramente os dados genéticos nos mostram que este critério de “grande
tamanho efetivo pela longa distribuicao entre bacias do Orinoco e Amazonas” é
jogado fora para estas espécies, o que imperiosamente nos leva a considerar a
categorizacao e recategorizacao do risco de extincdo para estas espéecies.

b. Colossoma macropomum e P. orinocoense/P. punctifer, por causa do sua pouca
variabilidade genética observada e recente expansdo dentro do Orinoco,
demonstram um processo de recuperagdo populacional em curso nesta bacia.
Estes tipos de populagBes sdo mais vulneraveis as modificagbes de ambiente,
destruicdo de habitat e sobre exploracdo pesqueira, pelo qual é necessario tomar
medidas sobre a protecdo das mesmas em um grau ainda maior do que o resto
das outras, possivelmente elevando o grau de vulnerabilidade nas listas de risco,
especialmente para esta bacia.

c. Para peixes ornamentais, ESUs com uma Unica MU ocupando uma &rea
reduzida, devem ser consideradas unidades com restricGes maiores (ampliacdo
do periodo de defeso e diminuicdo da cota de captura), devido a dificuldade para
serem repostas ou substituidas em curto prazo.

d. No caso de espécies que possuem Unidades de Conservacdo que abarcam
territérios transfronteiricos como C. macropomum, P. metaense/P. tigrinum, P.
orinocoense/P. punctifer, N. unifasciatus, P. axelrodi e P. altum, devem possuir
legislagbes e planos de conservacao unificados para a ictiofauna, pelo menos
para estas areas de fronteira em termos de delimitacdo de reservas, periodos de
defeso, caca, translocagdo, tamanhos minimos e cota de captura.

e. O fato de que durante este trabalho se tenha demonstrado que 0s peixes
sedentarios possuem uma maior quantidade de ESUs, muitas delas em
simpatria, permitem sugerir que estas espécies possuem um maior potencial de
especiacao e capacidade diversificadora, o que portanto os deve tornar um alvo
mais sensivel e prioritario para a conservacgdo, do contrario, uma falta de agbes
em curto prazo para a protecdo e conservacao de uma pequena area, pode
significar e extingdo de mais de uma potencial espécie.

Finalmente, é possivel concluir que as bacias do Orinoco e Amazonas néo
constituem ESUs independentes para todas as espécies da sua ictiofauna (apenas para
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duas delas dentro deste trabalho), sendo que as vezes estas ESUs podem estar
compartilhadas entre bacias, e em outras ocasides as bacias podem abrigar mais de
uma destas Unidades, especialmente em peixes ornamentais, cuja condicdo sedentéaria
os fazem mais susceptiveis a especiacdo e formacdo de um maior numero de unidades
de conservacdo dentro de um mesmo sistema fluvial. O fato de terem nomes
independentes ndo faz das bacias também unidades biologicamente isoladas, pois
muito de sua ictiofauna € ainda compartilhada, assim também como a responsabilidade
politica dos paises de manter estes processos evolutivos ao longo do tempo.

Tabela 19. Classificacdo do risco de extincdo das espécies de peixes dentro do
presente estudo, segundo a IUCN (International Union for Conservation of Nature) e o

Instituto Humboldt da Colémbia.

Espécie Classifica¢do do risco

IUCN Lista Vermelha de Coldmbia

2002 2012

Brachyplatystoma rousseauxii ~ Preocupagao menor - Vulneravel
Colossoma macropomum - Ameacada Quase ameacada
Piaractus brachypomus - - -
Pseudoplatystoma - Em perigo Vulneravel
metaense/Pseudoplatystoma
tigrinum
Pseudoplatystoma - Em perigo Vulneravel
orinocoense/Pseudoplatystoma
punctifer
Nannostomus unifasciatus - - -
Paracheirodon axelrodi - - -
Pterophyllum altum - - Vulneravel

IUCN: International Union for Conservation of Nature. A ordem de risco, de maior a menor, €: Ameacada,
Em perigo, Vulneravel, Quase ameacada e Preocupa¢édo menor.
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APENDICE 1

A. Lista de barcodes (Molecular Identifiers - MIDs) inseridos nos adaptadores “A” para a
construcdo e posterior sequenciamento de bibliotecas gendmicas em lonTorrent PGM.

aacctcattc Cctactggtc ttcgagacgc ctgaccgaac
cctgagatac Tctgectgtc tcgcaattac tcctcgaatc
ttacaacctc Cgatcggttc acgagtgcgt taggtggttc
aaccatccgc Tcaggaatac acgctcgaca tctaacggac
atccggaatc Cctggttgtc agacgcactc ttggagtgtc
tcgaccactc Ttggcatctc agcactgtag tctagaggtc
cgaggttatc Cttccataac atcagacacg tctggatgac
tccaagctgc Ttggctggac ctaaggtaac atatcgcgag
tcttacacac tccgacaagc taaggagaac cgtgtctcta
cgcatcgttc cggacagatc aagaggattc ctcgegtgtc
aggaatcgtc Tctattcgtc cagaaggaac | tagtatcagc
aacaatcggc Aggcaattgc ctgcaagttc tctctatgeg
tccacttcge Ttagtcggac ttcgtgattc tgatacgtct
agcacgaatc tgccacgaac ttccgataac catagtagtg
ttcaattggc Cagatccatc tgagcggaac cgagagatac

B. Primers para a amplificacdo de alta fidelidade durante o enriquecimento de livrarias

genbmicas para o sequenciamento em lonTorrent PGM.

Nome do primer

Sequéncia (5’ - 3’)

A_amp

P1 amp

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT




APENDICE 2

Andlise de coalescéncia no programa BEAST utilizando o gene parcial de Citocromo
oxidase | e Regido controle para a determinacao do tempo de divergéncia entre as
populacdes de pirapitinga (Piaractus brachypomus) das bacias do Orinoco e Amazonas
(tempo de divergéncia relativo em mutacgoes)
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APENDICE 3

Andlise de coalescéncia no programa BEAST utilizando o gene parcial de Citocromo
oxidase | e Regido controle para a determinacao do tempo de divergéncia entre as
populacdes de surubim (Pseudoplatystoma orinocoense/Pseudoplatystoma punctifer)
das bacias do Orinoco e Amazonas sem incluir individuos hibridos do Rio Negro (tempo
de divergéncia relativo em mutacdes)
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APENDICE 4

Andlise de coalescéncia no programa BEAST utilizando o gene parcial de Citocromo
oxidase | e Regido controle para a determinacao do tempo de divergéncia entre as
populacdes de dourada (Brachyplatystoma rousseauxii) das bacias do Orinoco e
Amazonas (tempo de divergéncia relativa em mutacdes)
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APENDICE 5

Andlise de coalescéncia no programa BEAST utilizando o gene parcial de Citocromo
oxidase | e Regido controle para a determinacao do tempo de divergéncia entre as
populacdes de tambaqui (Colossoma macropomum) das bacias do Orinoco e
Amazonas.
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APENDICE 6

Andlise de coalescéncia no programa BEAST utilizando o gene parcial de Citocromo
oxidase | e Regido controle para a determinacao do tempo de divergéncia entre as
populacdes de caparari (Pseudoplatystoma metaense/Pseudoplatystoma tigrinum) das
bacias do Orinoco e Amazonas (tempo de divergéncia relativo em mutacoes)
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APENDICE 7

Andlise de coalescéncia no programa BEAST utilizando o gene parcial de Citocromo
oxidase | e Regido controle para a determinacao do tempo de divergéncia entre as
populacdes do peixe lapis (Nannostomus unifasciatus) das bacias do Orinoco e
Amazonas (tempo de divergéncia relativo em mutacdes)
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APENDICE 8

Andlise de coalescéncia no programa BEAST utilizando o gene parcial de Citocromo
oxidase | e Regido controle para a determinacao do tempo de divergéncia entre as
populacdes de cardinal (Paracheirodon axelrodi) das bacias do Orinoco e Amazonas
(tempo de divergéncia relativo em mutacdes)
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APENDICE 9

Andlise de coalescéncia no programa BEAST utilizando o gene parcial de Citocromo
oxidase | e Regido controle para a determinacao do tempo de divergéncia entre as
populacdes de escalar (Pterophyllum altum) das bacias do Orinoco e Amazonas (tempo
de divergéncia relativo em mutacdes)
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APENDICE 10

Percurso provavel no passado distante do Paleo rio Inirida-Negro e a localizac&o
hipotética do surgimento do ancestral comum mais recente das populacdes atuais de
Nannostomus unifasciatus, Paracheirodon axelrodi e Pterophyllum altum dentro daquele
Paleo rio.
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1 Inirida/Guaviare/Japurd
/Vaupés connection

2 Casiquiare Canal

3 Branco-Caroni connection
via Rupununni/Essequibo/Cuyuni

o
- 200 - 400

[ <

> Branco Caroni fish
dispersion root

Nota: O percurso do Paleo rio Inirida-Negro (~5 milhdes de anos) era provavelmente em direcéo leste-
oeste, nascendo no escudo (onde atualmente nasce o Orinoco), percorrendo a area atual de Cucui e
médio rio Inirida, até desembocar nos vestigios do Paleo-Amazonas-Orinoco (Aguilera et al. 2012) ou em
algum afluente deste sistema. Os circulos representam o local hipotético de surgimento de ancestral
comum das populacdes atuais de Nannostomus unifasciatus (vermelho) e Paracheirodon axelrodi e
Pterophyllum altum (amarelo).
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