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RESUMO

No Neotrépico uma das maiores espécies de Characiformes é Piaractus
brachypomus, amplamente distribuida nas bacias do Orinoco e Amazonas. E um peixe de
comportamento migratério que desenvolve seu ciclo de vida nos ambientes lacustres e
fluviais. De habito alimentar onivoro, tem preferéncia por sementes o que o torna junto
com outras espécies um dispersador de sementes importante para a manutencédo da
floresta tropical. Na aquicultura é a espécie nativa pioneira no desenvolvimento desta
atividade em América do Sul, principalmente em paises como Colémbia, Peru e
Venezuela. Nas pescarias € uma espécie importante para o consumo local e regional, o
que tem causado sobre-exploracdo das populagdes naturais. Por mais que existam
estratégias de manejo para a conservagao e aproveitamento a espécie, elas ndo estao
causando efeitos positivos para a recuperagao no meio natural. As informagdes biolégicas
a nivel populacional sédo inexistentes, o que limita a gestdo adequada deste recurso
natural baixo o conceito de bacia e manejo transfronteiro. O desenvolvimento de técnicas
moleculares nos ultimos tempos tem-se convertido em uma ferramenta apropriada para o
conhecimento das caracteristicas de uma populacdo, sua dinamica e estado de
conservacao. Neste estudo, realiza-se uma abordagem genético-populacional de
Piaractus brachypomus em sua area de distribuicdo natural. O trabalho foi baseado na
premissa de que a populagdo € panmitica devido ao seu comportamento migratoério,
estratégia reprodutiva e ampla distribuicdo. Para o estudo foram coletados um total de
398 individuos provenientes de diferentes localidades das bacias Orinoco e Amazonas, 0s
quais foram analisados com 7 microssatélites, a partir da transferibilidade de
microssatélites desenvolvidos para espécies filogeneticamente préximas. Também foram
utilizados os marcadores mitocondriais Dloop e COIl para ajudar a suportar as analises
populacionais em grande escala, assim como consideragdes morfolégicas. Detectou-se
alta estruturacdo entre as populacdées das bacias do Orinoco e Amazonas, com fluxo
génico restrito entre elas, além de caracteristicas diagnosticas genéticas e morfoldgicas
que diferenciaram as duas populagdes, o que permitiu delimita-as como duas Unidades
Evolutivas Significantes -ESU. A populagdo da bacia do Orinoco, mostrou-se panmitica
em toda sua area de distribuicdo (Fs7=0,044) com moderada diversidade genética
(He=0,66) ao se comparar com outros peixes neotropicais. O fluxo génico foi bidirecional

e assimétrico (Nm=2,03 a 7,21 imigrantes efetivos por geragédo), sendo a planicie
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conhecida como “delta interno” a que maior numero de imigrantes recebe. O tamanho
efetivo populacional médio foi de Ne=1675, com maior populagao localizada no Guaviare.
Detectou-se um declinio populacional datado ha 690 anos, que foi associado as variagdes
ambientais da época como mudancas climaticas e fortes fendbmenos E/ Nifio. A populagao
da bacia do Amazonas, apresentou uma diversidade genética alta (He=0,72) ao se
comparar com outros peixes Amazbnicos. Sua populacdo estd moderadamente
estruturada em duas unidades biolégicas (Fst=0,057; K=2) produto de barreiras
geomorfolégicas do passado durante a formagao da regido. A unidade bioldgica do oeste
estd associada a bacia sedimentaria do Amazonas e a unidade biolégica do leste esta
relacionada com os escudos cristalinos e uma zona de contato na calha principal
Solimées—Amazonas e areas adjacentes. O fluxo génico mostrou interacbées complexas,
assimétricas e um valor baixo (Nm= 0,85 a 4,75 imigrantes efetivos por geragao) ao se
comparar com outros peixes migratérios Amazdnicos, mas suficiente para manter a
conexao da populagao. O tamanho populacional efetivo médio foi de Ne=1139, levemente
menor a populagao do Orinoco, apesar da amplia area geografica que ocupa. Detectou-se
um declinio populacional datado ha 2507 anos, que foi associado as fortes variagbes
ambientais da época. Definidas e caracterizadas as duas ESU sugere-se o manejo
separado para cada populacéo de Piaractus brachypomus. Sugere-se que a populagao do
Amazonas deve ter um manejo diferenciado concordante com as unidades biolégicas e
zona de contato, estabelecido de acordo com os territoérios nacionais que elas ocupam. En
quanto que a populagdo do Orinoco pode ter um manejo conjunto entre os dois paises

que formam a regido, baseado em uma populagéo panmitica.
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ABSTRACT

In the neotropics, Piaractus brachypomus is one of the largest Characiforme
species, widely dispersed throughout the Orinoco and Amazon Basins. It is a migratory
fish that carries out its lifecycle in fluvial and lacustrine environments. Its omnivorous
feeding habits focus on seeds, making it, along other species, an seed disperser very
important to the tropical forest. In aquiculture it is a pioneer species in the development of
this activity in South America, mostly in countries like Colombia, Peru and Venezuela. As a
fishing resource the species is very important for local and regional consumption, what
drives over-exploration of natural populations. Management strategies for conservation
and use, although in practice, do not show positive effects for its recovery in the natural
environment. The lack of biological information in a populatin level does pose a limit on the
correct management of this natural resource under the concepts of basin and trans-border
management. The development of molecular techniques in the last years have delivered
appropriate tools for the understanding of a population, its dynamics and conservation
status. In this study, an genetic-populational approach of Piaractus brachypomus within its
natural range was carried out. This work was based upon the premisse that the population
is panmictic by its migratory behavior, reproductive strategy and wide distribution. A total of
398 specimens, from different sites in the Amazon and Orinoco basins, were collected and
then analyzed with 7 microsatellites in total, by the transferability of microsatellites
developed for phylogenetically near species. Also used were mitochondrial Dloop and COI
to support large scale population analysis and morphological considerations. Orinoco and
Amazon basins populations were found to be highly structured, with restricted gene flow
within them, and also genetical and morphological diagnostic features that differentiate
between them, what makes possible to delimit each as a Significant Evolutionary Unit —
SEU. Orinoco basin population has showed panmictic within all its range (Fs7=0,044), with
moderate genetic diversity (He=0,66) when compared to other neotropical fish. Gene flow
was bi-directional and asymmetric (Nm=2,03 to 7,21 effective immigrant per generation),
being the floodplain known as the “internal delta”, that which receives the greater number
of immigrants. The average effective population size was Ne=1675, the largest population
located in the Guaviare basin. It was detected a populational decline 690 years ago, what
has been associated to then current environmental variations such as climatic changes

and strong E/ Nifio events. The Amazon basin population showed high genetic diversity
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(He=0,72) when compared to other amazonian fish. It is moderately structured in two
biological structures (FsT7=0,057; K=2), a product of past geomorphological barriers during
the region formation. The west biological unit is associated with the Amazon sedimentary
basin. the east biological unit is associated with the crystalline shields and a contact zone
in the main Solimées-Amazonas river and its adjacent areas. Gene flow showed complex
and asymmetrical interactions, and was low (Nm= 0,85 a 4,75 effective immigrants per
generation) when compared to other migratory Amazonian fish, but sufficient to maintain
population connectivity. Effective population size was Ne=1139, slightly lower than the
Orinoco population, despite the its wide range. It was detected a populational decline
dated by 2507 years ago, what is associated to strong variations in the environment then.
As the two SEU were defined and characterized it is suggested that management be
separated for each Piaractus brachypomus population. It is suggested that the Amazon
basin population must have a differentiated management according to the biological units
and contact zones, to be established according to the national territories that they occupy.
The Orinoco basin, otherwise, may have a integrated management between the two

countries that make up the region, based upon the fact that the population is panmictic.
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1. INTRODUGAO GERAL

Na grande bioregido Neotropical o nucleo da alta biodiversidade localiza-se no
sistema Amazonico, o maior sistema interconectado de aguas doces do planeta (Albert et
al. 2011). Formado pela bacia do Amazonas e suas regides adjacentes: Orinoco, sistema
Essequibo-Guiana e os sistemas fluviais que os interconectam (Lowe-McConnell, 1987;
James & Reis, 2011), abriga cerca de 65% da ictiofauna Neotropical (James & Reis 2011).
Sua complexa diversificagao tem sido altamente associada com a histoéria geoldgica da
formagdo dos ecossistemas (Wesselingh & Hoorn 2011) refletida em parte na estreita
relacdo entre os grupos de peixes nos sistemas hidrograficos que apresentam um padrao

de divergéncia alopatrica (Vari 1988).

Os Characiformes, a ordem com maior diversidade Ictica no Neotrépico (1700
espécies) € um claro exemplo desse tipo de diversificagdo com variadas formas, tamanho
corporal e nichos ecolégicos (James & Reis 2011; Oliveira et al. 2011). Dentro dos
grandes peixes do grupo dos Characiformes destaca-se o Piaractus brachypomus, o
segundo maior peixe da familia Serrasalmidae (Orti & Meyer 1997; Calcagnotto et al.
2005; Javonillo et al. 2010; de Carvalho et al. 2011) amplamente distribuido nas bacias do
Amazonas e Orinoco (Machado-Allison 1982; Taphorn. 2003; Novoa 2002; Barthem &
Goulding 2007; Reis et al. 2003) e reportada no rio Essequibo (Watkins et al. 2004)
mesmo alguns autores mencionem que a espécie nao € nativa desta bacia (Loubens &
Panfili 2001). Desde sua descrigdo taxonOmica original feita por Cuvier (1818) a
identificacdo é confusa devido a descricbes incompletas, e a utilizagdes de formas juvenis
e adultos separadamente (Machado-Allison 1982). Inconsisténcias como essas sé&o
refletidas nas numerosas sinonimias que apresenta a espécie (13 reportadas) exceto

aquelas que tém sido por erro ortografico (Forse & Pauly 2013).

Nesta pesquisa se faz uma analise da espécie a nivel populacional em sua area de
distribuicdo usando marcadores moleculares, com o fim de avaliar a diversidade genética
nas bacias do Orinoco e Amazonas. Se parte do principio que a espécie € uma so
populagao bioldégica pelo que as coletas sdo distribuidas ao longo das duas bacias, e a
amostragem se faz sem ter em conta o tamanho do peixe e identificando-o pelas suas

caracteristicas morfolégicas.



1.2. Caracteristicas da espécie

Piaractus brachypomus caracteriza-se pela forma romboidal de cor parda cinza no
dorso e lados do corpo, o abdédmen é esbranquicado com manchas cor alaranjada de
tonalidade leve (Machado-Allison 1982; dos Santos et al. 2006) (Figura 1).

Figura 1. Exemplar adulto de Piaractus brachypomus.

Os jovens apresentam coloragdo mais clara com tonalidade vermelha intensa na
parte anterior do abdébmen e nadadeiras anal e caudal com padrao muito similar as
piranhas (Pygocentrus spp), pacus (Mylossoma spp) e tambaquis (Colossoma
macropomum) com quem vivem em simpatria formando cardumes nas areas alagadas
(Machado-Allison 1987; Taphorn B. 2003; Araujo-Lima 1984). A diferenca de Piaractus
brachypomus com os outros juvenis da familia € a presenca de um ponto preto opercular
em espécimes de aproximadamente 10 mm de comprimento padrdo (Taphorn. 2003)
(Figura 2).

Suas movimentagdes em cardume foram documentadas por Goulding (1979);
Novoa (2002); Loubens & Panfili (2001) e Van Damme et al. (2011) em diferentes areas
do Amazonas e Orinoco. E considerada uma espécie migradora que se desloca para se
reproduzir (Barthem & Fabré 2004) e catalogada por Usma et al. (2009) e Van Damme et

al. (2011) como um peixe de medianas migragoes.
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Figura 2. Cardumes de juvenis de serrassalmideos: Pygocentrus, Mylossoma, Piaractus e

Colossoma em areas alagadas. Fonte: (Machado-Allison 1987).

Morfologicamente  Piaractus  brachypomus  diferencia-se de  Colosoma
macropomum com quem vive em simpatria por possuir entre 78 a 90 escamas na linha
lateral, o pré-maxilar com duas fileiras de dentes cbnicos, devido ao pouco numero de
branquioespinhos que possui (37 no primeiro arco branquial) apresenta menor
capacidade de filtragcdo quando comparado com Colossoma macropomum. A nadadeira
dorsal tem dois espinhos, mas a nadadeira adiposa nao apresenta raios ossificados. O
opérculo € mais estreito com relagédo ao opérculo do Colossoma macropomum (Taphorn
2003) (Figura 3).

a b

Figura 3. Diferenciagao do opérculo a) Opérculo de Colossoma macropomum; b) opérculo estreito

de Piaractus brachypomus. Fonte: (Taphorn 2003)



1.3. Aspectos biolégicos e ecolégicos de Piaractus brachypomus

Estudos da historia natural sé foram realizados por Machado-Allison (1982) e
Loubens & Panfili (2001), mas a maioria do conhecimento relacionado a espécie vem de

estudos biolégicos pesqueiros e observagdes durante seu cultivo.

Piaractus brachypomus, como a maioria dos peixes migradores tem estratégia

reprodutiva tipo r? se caracteriza por ter geracdes de vida-longa, alta fecundidade e baixa
alacagdo de energia na protecdo da cria (Winemiller & Taphorn 1989). As fémeas
produzem entre 200.000 a 1.500.000 ovocitos que sao depositados no canal principal do
rio (Novoa 2002; Landines-Parra & Mojica-Benitez 2005).

Barthem & Fabré (2004) agruparam Piaractus brachypomus dentro das espécies
migradoras de planicie, as quais as definem como peixes que migram sazonalmente com
fins reprodutivos, trofico ou de dispersao, conforme o nivel do rio. Cumprem parte de seu
ciclo de vida nos lagos, no periodo de enchente, onde se alimentam e crescem
intensamente. Alguns peixes permanecem nos lagos residindo nas areas alagadas antes
de iniciarem sua migracéo no rio. Tem desova total no rio, alta fecundidade e tendéncia de

alto fluxo genético entre grupos de diferentes sistemas fluviais.

Segundo Araujo-Lima (1984) as larvas podem alcancar distancias de 700 km desde
sua origem, sendo essa dispersao a deriva uma forma de manter o equilibrio dos peixes

que migram.

1.4. Distribuicao geografica da espécie e nomes comuns

Piaractus brachypomus é uma espécie amplamente distribuida nas bacias do rio
Amazonas (Goulding 1979; Barthem & Goulding 2007; Maldonado-Ocampo et al. 2008),
rio Orinoco (Novoa 2002; Taphorn 2003; Lasso et al. 2004) e rio Essequibo (Watkins et al.
2004) reportada principalmente em rios de aguas brancas e claras (Barthem & Goulding
2007) (Figura 4).

De acordo com paises onde a espécie ocorre, pode mudar 0 nome comum
conhecendo-se assim: pirapitinga ou caranha no Brasil; cachama blanca ou paco em

Colémbia, cachama blanca ou morocoto na Venezuela; paco no Peru, cachama no



Equador e tambaqui na Bolivia (Taphorn 2003; Carvajal-Vallejos & Zeballos-Fernandez
2011).
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Figura 4. Distribuicdo geografica de Piaractus brachypomus nas bacias do Amazonas e Orinoco.
Fonte: Goulding et al. (2003); Taphorn (2003).

1.5. Pesca e aquicultura

A espécie é comumente utilizada no consumo local, sendo pouco frequente nos
desembarques comerciais e muitas vezes se agrupa com Colossoma macropomum. No
Amazonas e Orinoco suas capturas sao realizadas durante o ano todo, sendo mais

frequente durante as aguas descendentes quando realiza as migragcées (Novoa 2002).

Segundo dados de estatistica pesqueira da Colémbia, na regido Amazonica (area
de fronteira Peru, Brasil e Coldmbia) a espécie esta sendo sobre-explorada. Reporta-se
que nesta area 0 97% dos exemplares sao capturados com comprimento padrao de 29,9
cm, medida menor de que o tamanho médio de captura regulamentar (51 cm) indicando
uma possivel sobrepesca de crescimento (CCl 2008) (Figura 5). Essas analises
concordam com as observagdes de Goulding (1979) quem ja tinha reportado a diminuigao
das capturas da espécie por causa da sobre explotacdo na localidade de Porto Velho no

rio Madeira.
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Figura 5. Tamanhos de captura de Piaractus brachypomus na area de fronteira Peru-Colémbia.
Brasil. Fonte (CCI 2008).

Igualmente na bacia do Orinoco reporta-se diminuigdo na produgao pesqueira. Na
Colémbia por exemplo, 67,3 % dos individuos sao capturados com comprimento padrao

menor (45,8 cm) em relagdo ao tamanho minimo de captura (51 cm) (CCI 2008).

Os dados estatisticos pesqueiros revelam que a espécie pode estar passando por
uma condigéo critica de conservacgao, no entanto Mojica et al. (2012) mencionam que o
conhecimento bioldgico e ecolégico em vida silvestre ndo é suficiente para sua inclusao
no livro vermelho de peixes de aguas doces. Embora, existem politicas pesqueiras que
pretendem garantir sua protegao elas ndo estdo padronizadas nos paises onde a espécie

ocorre (Tabela 1).

Tabela 1. Estratégias de manejo pesqueiro para Piaractus brachypomus.

Bacia Pais Norma de protecao
Tamanho de captura Epoca de defeso
Orinoco Colébmbia 51 cm CP 1 maio — 30 junho
Venezuela 55cm CT Domingo de
ressurreicdo — 31 de
julho
Amazonas Colébmbia 51 cm CP Auséncia de legislagao
Peru 40 cm CZ Auséncia de legislagao
Brasil Auséncia de legislagao | 15 de novembro a 15
de margo

CP= comprimento padrdo, CT= comprimento total; CZ=comprimento zooldgico




Com relagdo a aquicultura, no Brasil a pirapitinga € cultivada na regido Amazénica
nos estados do Amazonas, Rondbnia, Acre, Para e Amapa. Fora de sua area de
distribuicdo natural essa espécie também ¢é cultivada no Rio de Janeiro (IBAMA
2008) (Figura 6a).

Piaractus brachypomus foi a espécies pioneira na aquicultura de peixes nativos em
paises como Peru, Bolivia, Equador, Coldmbia e Venezuela, sendo atualmente a mais
cultivada. Em Colémbia por exemplo o cultivo cresceu de 3.181 toneladas/ano em 1995
para 12.189 toneladas/ano em 2008, sendo em 2006 o ano com maior produgao com
17.415 toneladas (CCIl 2008), dez vezes maior que o que produz o estado do Amazonas

no Brasil (Figura 6b).

Pode-se considerar, que a criagdo desta espécie € uma pratica alternativa de
produgdo de proteina nas zonas rurais. Atividade que diminui a pressao de pesca

ajudando a conservar as populagdes naturais.
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Figura 6. Estatistica de cultivo da pirapitinga. a) Brasil (IBAMA 2008) b).Colédmbia (CClI 2008).

1.6. Estudo e aplicagao da genética nos recursos pesqueiros

Dos recursos naturais os peixes € o recurso mais importante como alimento para o
ser humano. Eles s&o fonte de proteina para muitas populagdes e importantes na
economia de varios paises. Nos ultimos tempos a diminuigdo dos recursos pesqueiros faz
parte da preocupagdo mundial, sendo esta diminuicdo ocasionada pelas atividades
humanas tais como: poluicdo, sobre exploracdo pesqueiras, destruicdo do habitat,

bloqueio das rotas migratérias e outros desenvolvimentos humanos, que causam



alteracao da diversidade genética do recurso natural (Ciftci & Okumus 2002).

Medir a diversidade genética de uma populagdo pesqueira é essencial para
interpretacao, entendimento e gestao efetiva destas populagdes ou estoques (Okumus &
Ciftci 2003). Em longo prazo a utilidade de manter a diversidade genética é dar a
populagcdo habilidade para se adaptar a mudangas ambientais e antropogénicas
(Kapuscinski & Miller 2007). Por estas razdes a pesquisa com genética molecular € um

bom suporte para a gestao deste recurso natural tdo importante.

Diversas técnicas genéticas desenvolvidas nas ultimas décadas permitem o estudo
da diversidade genética das populagdes e marcadores moleculares atualmente sédo os
mais utilizados para o estudo de populagbes de peixes, sendo as trés classes: 1)
Alozimas, 2) DNA mitocondrial, 3) DNA nuclear (Okumus & Ciftci 2003). Destes, dois sao

utilizados no desenvolvimento deste estudo: o DNA mitocondrial e o DNA nuclear.

1.6.1. DNA mitocondrial

O genoma mitocondrial, como seu nome indica, encontra-se aderido a matriz
interna da mitocéndria. Presente em cdpias multiplas por organela numa organizagao
simples e de tamanho variado em diferentes espécies. De caracteristica haploide e
herdado da linhagem materna, permite tragcar genealogias de fémeas de uma populacdo
natural (Avise et al. 1984). O DNA mitocondrial (DNAmM) nos peixes € constituido por 13
genes codificadores de proteinas e uma regido nao codificadora denominada regiao
controle o D-loop. Em peixes, esta regido é constituida em torno de 1100 pares de bases
(Meyer 1993). Comparada com outras regides do DNAm a regido controle apresenta taxa
de mutagdo muito mais elevada, devido ao acumulo de substituicbes nucleotidicas ser
muito mais rapido (Meyer et al. 1990). Por causa de sua elevada variabilidade, a regiao
controle tem sido amplamente utilizada para analises de estrutura populacional e relagao

entre diferentes espécies de peixes

Outras regides do DNAm séao altamente utilizadas para identificagédo de organismos
que pertencem a uma espécie em particular. Hebert et al. (2003) propde a pequena regiao
(648 pb) do gene Citochrome c¢ oxidase subunit | (COIl) conhecida como DNA Barcoding

como marcador universal. Isso porque esta sequéncia é variavel entre espécies e



relativamente invariavel dentro de espécies. Em peixes o gene tem sido altamente
eficiente na identificacdo de espécies marinhas e de aguas doces, com uma taxa de

sucesso de 90% (Pereira et al. 2013).

1.6.2. DNA nuclear: microssatélites

Chamados também de Simple Sequence Repeats (SSR) s&o repeticbes curtas que
se repetem em série (em tandem) cujo comprimento esta entre 1 a 10 pares de bases
(Goldstein & Schldtterer 1999). Nas extremidades de um locus de microssatélites sao
encontradas regides denominadas de regides flanqueadoras (ou regides adjacentes).
Estas regides sao conservadas dentro das espécies e ainda as vezes a niveis
taxondmicos maiores, mas sua afinidade decresce a medida que aumenta o tempo de
separacgao entre elas (Moore et al. 1990; Fitzsimmons et al. 1995). Por isso, devido
homologia encontrada nas sequéncias flanqueadoras, os primers desenvolvidos para uma
espécie também podem ser amplificados em espécies relacionadas (Moore et al. 1991).
Os microssatélites, possuem uma taxa de mutagdo na ordem de 10 e 10® por loco por
gameta por geracdo, em comparagao com outras regides do genoma (Schlétterer 2000).
Por ser um dos marcadores mais variaveis, nao codificantes, considerados por ter selecéo
neutra e herangca mendeliana € um dos marcadores genéticos mais populares usados

para identificacdo de parentesco e estudos populacionais (Okumus & Ciftci 2003).

1.7. Estudos genéticos relacionados

A nivel genético, a espécie tem sido estudada isoladamente com diversos
interesses. O primeiro estudo, foi realizando por Orti et al. (1996) a partir de um estudo
filogenético das piranhas, nele determina-se o numero cromossémico para Piaractus
brachypomus como 2n=54, nao havendo variagao no numero diploide quando comparado
com as espécies filogeneticamente proximas Colossoma e Mylossoma, localizando o
clado como basal na topologia dos Serrasalmidae. Ainda no Brasil foi realizado um estudo
citogenético de cinco espécies de Serrasalmidae, o que indicou grande similaridade
cariotipica entre P. brachypomus e P. mesopotamicus em diversos marcadores

citogenético, sendo as regides organizadoras de nucléolo mais eficiente para a



diferenciacao destas espécies (Baroni 2006).

Na Bolivia foi realizado por Aliaga (2004) uma pesquisa sobre variabilidade
genética de Colossoma macropomum e Piaractus brachypomus na regiao do alto Madera
(Amazobnia boliviana), usando introns para diferenciar as espécies e detectar introgressao
genética entre elas, além de avaliar a panmixia de cada populagdo. O estudo, mostrou
que as espécies sao claramente diferenciadas e ndo apresentam introgressao, e concluiu
que Piaractus brachypomus tem maior intercambio génico e capacidade migratoria que
sua espécie irma Colossoma macropomum. O estudo € a primeira aproximagao a um
estudo populacional mas a area do estudo € reduzida ao se comparar com ampla
distribuicdo que a espécie tem na bacia do Amazonas, ndo oferecendo resultados
satisfatérios com relagao a dindmica populacional.

Na Colémbia foi realizado um estudo genético de Piaractus brachypomus a partir
de exemplares de criagdo, com o fim de conhecer o nivel da diversidade genética da
espécie para 0 manejo em viveiros e futuros programas de repovoamento. Para isso
foram utilizados microssatélites desenvolvidos para Piaractus mesopotamicus. No estudo
estimaram-se valores de heterozigoticidade de 46,8% e 54,2%, mencionando que a
populacdo nao esta afetada por selecdo artificial e os individuos sédo aptos para
programas de melhoramento genético e conservagao da espécie (Pineda et al. 2006).
Mesmo que o estudo seja interessante por seus objetivos, ele ndo tem dados
provenientes das espécies silvestres para comparar e saber exatamente o nivel da
variagdo genética dos exemplares em cativeiro e determinar assim se s&o apropriados

para projetos de conservagao da espécie no ambiente natural.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESES
2.1. Objetivos

2.1.1. Objetivo geral

Estimar e avaliar a diversidade génica e sua distribuicdo na pirapitinga (Piractus

brachypomus) nas bacias do Amazonas e do Orinoco.

2.1.2. Objetivos especificos

Estimar e caracterizar a diversidade genética de Piaractus brachypomus em

diferentes localidades das duas bacias.

Testar a existéncia da estrutura populacional de Piaractus brachypomus nas bacias
do Amazonas e Orinoco.

Estimar os niveis do fluxo génico de Piaractus brachypomus dentro e entre as
bacias do Amazonas e Orinoco.

Testar quais fatores ecoldgicos e geoldgicos podem explicar a existéncia da
estrutura, caso a estrutura seja encontrada.

Sugerir algumas estratégias de manejo e conservagao para a espécie na area de

estudo.

2.2. Hipoteses

Ho: A diversidade genética da pirapitinga nédo é diferente entre as localidades

amostradas dentro das bacias e nem entre elas.

H.: A diversidade genética da pirapitinga € diferente entre as localidades

amostradas de cada bacia.

H.: A diversidade genética € diferente entre bacias, mais ndo entre localidades de

cada bacia.

Ho: O Piractus brachypomus nao apresenta estrutura populacional, ela € panmitica.

H:: O Piractus brachypomus apresenta estrutura populacional dentro e entre as

11



bacias.

H.: O Piractus brachypomus apresenta estrutura populacional entre as duas bacias,

mais ndo dentro das bacias.

Ho: O fluxo génico € igual entre todas as localidades amostradas para Piractus

brachypomus.

H:: O fluxo génico de Piractus brachypomus €& consistente com o modelo de

isolamento por distancia.

Hz: O fluxo génico de Piractus brachypomus é maior entre localidades amostradas

dentro de cada bacia que entre as bacias.

Hs: O fluxo génico de Piractus brachypomus entre a bacia Amazénica e Orinoco &

inexistente, mas existe entre as localidades amostradas dentro de cada bacia.

Hs: O fluxo génico de Piractus brachypomus entre localidades amostradas é

inexistente.
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Foto: Sergio Leon.

Parque Natural Amacayacu, Leticia, Amazonas, Colombia.
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ABSTRACT

Piaractus brachypomus, its known for being a widely distributed species in the basins of
the Orinoco and Amazon, its migratory characteristics and expand distribution led to the
believe that it was a single population. Using molecular analysis of microsatellite and
mitochondrial (Dloop and COl) the panmixia of the specie. This theory was rejected due to
the high differentiation in population structure (Fs7=0,2207). Two stocks were defined
(K=2) that correspong to each of the basins they also showed mild morphological
variances. The demographic parameters revealed that the diversification of two
populations occurred recently and no gene flow occurs between them. Building on the
results obtained during the study was defined both stocks as two Evolutionary Significant

Units (ESU) that deserve independent management.
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RESUMO

Piaractus brachypomus tem sido conhecida como uma espécie amplamente distribuida
nas bacias do Orinoco e Amazonas, suas caracteristicas migratorias e amplia distribuicdo
levou a pesar que se tratava de uma unica populagao. A partir de analises moleculares de
microssatélites e mitocondriais (Dloop e COIl) testou-se a panmixia da espécie a qual foi
rejeitada pela alta diferenciagdo na estrutura da populagéo (Fs1=0,2207). Definiu-se duas
unidades populacionais (K=2) que foram relacionadas a cada bacia e as quais também
apresentaram leves variancias morfolégicas. Os parametros demograficos revelaram que
nao ocorre fluxo génico entre as populagdes e que a diversificagdo ocorreu recentemente.
Apoiados nos resultados obtidos durante o estudo, forma definidas duas unidades
populacionais como duas Unidades Evolutivas Significantes (ESU) que merecem ter

manejo independente.
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1. INTRODUGAO

Piaractus brachypomus é uma espécie pertencente a ordem dos Characiformes e
da familia Serrasalmidae (Orti & Meyer 1997; Calcagnotto et al. 2005; Oliveira et al. 2011),
amplamente distribuida nas bacias do Orinoco e Amazonas Eigenmann & Allen (1942);
Fowler (1942) e Machado-Allison (1982). A espécie € considerada migradora de grande
porte (Novoa 2002; Goulding 1979; Loubens & Panfili 2001) e de importancia comercial
nas pesqueiras regionais nas duas bacias, assim como na aquicultura regional e nacional
em Colémbia, Peru, Bolivia e Venezuela (Novoa 2002; Lasso et al. 2011). Da mesma
forma, devido a seus habitos alimentares tem sido considerada importante
ecologicamente ao ser dispersadora de sementes (Machado-Allison 1982; Goulding
1989).

Estudos pesqueiros na Orinoquia e Amazbnia colombiana reportam que as
populagdes de Piaractus brachypomus tém diminuido drasticamente nos ultimos anos
(CCIl 2008). Esta diminuicdo também foi reportada no alto rio Madeira, na Amazonia
brasileira por Goulding (1979), indicando que a espécie era muito comum no mercado de
Porto Velho (Rondénia, Brasil) e agora suas populagdes diminuiram por causa de

sobrexploragao pesqueira.

Mesmo que, de forma geral, existam estratégias de protecdo para esta espécie
marcadas dentro dos peixes comerciais (época de defeso) ou especificas (tamanho
minima de captura) nos paises onde ela ocorre, estas s&o diferentes. Isso leva a
questionar, se a gestdo pesqueira atual estd sendo efetiva para a recuperagdo das

populagdes naturais.

Atualmente, a aplicagdo de técnicas genéticas, tem-se convertido em uma das
principais ferramentas para os gestores da pesca para garantir a sustentabilidade das
capturas pesqueiras e evitar o esgotamento do recurso (Reiss et al. 2009). Os estudos
genéticos populacionais, passaram a ser um pré-requisito para o0 manejo moderno das
pesqueiras, encaminhado a manutengcdo da diversidade genética e identificagdo das
Unidades de Manejo ou Unidades Evolutivas Significativas como base a orientar
questionamentos ecoldgicos e evolutivos, fundamentais no manejo e conservagao dos

recursos pesqueiros (Allendorf et al. 1987; Dudgeon et al. 2012).
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Tais caracteristicas estdo relacionadas com formas préprias de variagdo genética,
fisiologica e ecoldogica da espécie (Allendorf & Ryman 1987), atributo que permite que
cada Unidade de Manejo ou Unidade Significativa Evolutiva, possa responder aos
diversos fatores ambientais e/ou antropogénicos como: pressdo pesqueira, degradagéo

do habitat e competigdo com espécies invasoras (Allendorf et al. 1987; Stepiens 1995).

A chave da aplicagdo dos métodos genéticos na gestao dos recursos pesqueiros é
avaliar em um nivel molecular a diferenga populacional para saber se justifica um manejo
separado; considerag¢des que também dependem das caracteristicas bioldgicas e historia

populacional de cada espécie (Reiss et al. 2009)

A variabilidade genética pode ser detectada por meio do uso de diversos tipos de
marcadores moleculares, com caracteristicas e aplicacbes especificas. No caso de
populacdes, marcadores moleculares tipo microssatélites sdo amplamente utilizados,
pelas suas caracteristicas codominantes, alto nivel de polimorfismo, heranga mendeliana,
considerados nao codificadores, alta taxa de mutagao com relagéo a outras regides e por

serem abundantes no genoma (Schldtterer 2000).

Por outro lado, o DNA mitocondrial (DNAm), também pode ser usado como
ferramenta para deduzir a historia evolutiva do passado de populagcdes e espécies
(Ballard & Whitlock 2004). No entanto, a escolha do fragmento da regido ou gene
depende do interesse do estudo e da taxa evolutiva (Avise 2000). Para estudos
populacionais e relagcéo entre espécies, a regido controle é a mais usada pela alta taxa de
mutagdo que apresenta em comparagdao a outras regides codificadoras da molécula
(Meyer 1993).

Estudos genéticos populacionais em Piractus brachypomus nao tém sido
realizados em sua ampla area de distribuicdo. No entanto, dois foram desenvolvidos
respondendo a questionamentos em nivel local (rio Madeira) na Bolivia (Aliaga 2004),
assim como para fins de criagdo e programas de repovoamento na Colémbia (Pineda et
al. 2006).

Este estudo € a primeira analise em nivel populacional abarcando a maxima area
de distribuicdo da espécie nas bacias do Orinoco e Amazonas. Para isso, tem-se como
objetivo testar a panmixia de Piaractus brachypomus a partir de analises moleculares e

morfolégicos e identificar Unidades Significativas de Manejo em sua area de distribui¢ao.
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O estudo, se baseou no principio que Piaractus brachypomus € uma espécie com alta
vagilidade (capacidade de um organismo para se deslocar e dispersar na paisagem) que
permite manter o fluxo génico entre as populagdes das duas bacias formando uma unica

populacio.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta de amostras

Amostras de nadadeira de Piaractus brachypomus provenientes de pescas
artesanais foram coletadas em cinco localidades na bacia do Orinoco: 1- San José del
Guaviare no rio Guaviare; 2-Puerto Lépez no rio Meta; 3- Puerto Carrefio no médio rio
Orinoco; 4- San Fernando de Apure no rio Apure e 5-San Felix no baixo rio Orinoco, e
quatro localidades da bacia do Amazonas: 1-Leticia, no rio Solimdes, 2- Tefé, no rio
Solimbes, 3-Janauaca, no rio Solimdes e 4- Santarém, no rio Amazonas que foram
usadas para as analises com microssatélites. As localidades de 5- La Pedrera e 6-
Japura, no rio Japura, 7-ltaituba, no rio Tapajos, 8- Guajara-Mirim, 9-Humaita e 10-Borba
no rio Madeira e 11-Boa Vista, no rio Parimé afluente do rio Branco foram acrescentadas

para as analises com marcadores mitocondriais (Figuras 1 e 2).

As amostras foram preservadas em alcool 92,5%, enumeradas e integradas ao
banco de dados de tecidos do laboratério de Evolugdo e Genética Animal — LEGAL, da
Universidade Federal do Amazonas, Manaus (Amazonas, Brasil). Ao mesmo tempo, foram
preservados dois exemplares de cada bacia com voucher para as analises morfolégicas e
depositados nas cole¢des de peixes do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazobnia

-INPA, Manaus, Brasil, e La Fundacion La Salle, San Felix Venezuela.
2.2. Obtencao de dados
2.2.1. Extragao de DNA, amplificagao e genotipagem

A extragdo de DNA foi realizada pelos métodos de CTAB 2% (Doyle & Doyle
1987) e Fenol Cloroférmio (Sambrook et al. 1989). A qualidade foi avaliada por
comparagao com um DNA padrdo de concentragcdo definida, em gel de agarose 0.8%
corado com GelRed (Biotium). A quantificacdo do DNA foi realizada por espectrofotometria

em Nanodrop 2000 Thermo-Scientific e diluido a uma concentracéao final de 50 ng/ml.
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Aplicou-se 0 método de transferibilidade a partir de microssatélites desenvolvidos
para as espécies filogeneticamente préximas Piaractus mesopotamicus (Calcagnotto et al.
2001) e Colossoma macropomum (Santos et al. 2009). De um total de 16 microssatélites
testados, foram escolhidos sete com caracteristicas polimorficas. Os demais
microssatélites apresentaram presenca de alelos nulos em algumas localidades ou

mostraram ser monomorficos, ndo sendo incluidos no estudo (Tabela 1).

A reacéao de cadeia de polimerase (PCR) foi usada para amplificagédo individual dos
marcadores. Para microssatélites o volume total da reacéo foi de 10 yL com a seguinte
condicdo: 2,3uL de ddH.O; 1,0uL de dANTP (2,5mM); 1,0uL MgCl (25mM); 1,0uL de
Tamp&o 10X (NH4)2SOs; 1,0uL de primer forward (2mM); 1,5uL de primer reverse (2mM);
0,7uL de M13 (FAM); 0,5uL de Taq (1,0U) e 1,0uL de DNA (50ng).

As condi¢bes da PCR foram: ciclo primeiro de 30 repetigdes (10 s a 94°C, 30 s de
temperatura de anelamento especifico para cada primer, e extensao a 68°C por 40 s).
Segundo ciclo de 20 repeticdes (10 s a 94°C, 30 s a 53°C e 30 s a 68°C), extensao final a
72°C por 30 minutos. O produto da PCR foi diluido em agua deionizada conforme a
concentracdo para uma melhor visualizagdo. A amplificacdo foi verificada por o
eletroforese através de gel de agarose 1%, usando 2,0ul do produto da PCR e 3,0ul de
marcador GelRed (Nucleic Acid Gel Stain, de Biotium). A genotipagem foi realizada
usando 1,0yl do produto da PCR diluido acrescentado 8,0ul de formamida e 1,0ul do
padrdao ROX (DeWoody et al. 2004) e aplicados no sequenciador automatico AB/ 3130xI
(Applied Biosytems, Inc., USA). O tamanho dos alelos especificos para cada
microssatélite foi estimado usando o programa GeneMapper versao 4.0 (Applied

Biosystems Inc., USA).

Para analises dos genes mitocondriais usou-se os primers para Dloop mitocondrial
(Sivasundar et al. 2001) e para COl (lvanova et al. 2007) (Tabela 1).

A reacao de amplificagao teve um volume total de 15 pL com a seguinte condig&o:
6,2 uL s ddH20, 1,5 pL de cada primer (2mM); 1,5 p Tampao 10X (NH4)2SO4; 1,5 uL
MgCl (25mM); 1,5 uL de dNTP (2,5mM); 0,3 uL de Taqg (1,0U) e 1 ul de DNA (50ng). A
reacao de PCR consistiu de: 35 ciclos (60 s a 92°C, 35-50 s a temperatura de acordo ao
primer, e 90-120 s a 68°C) e extensao final de 7 m a 72°C. O produto da PCR foi
purificado usando ExoSap-IT (USB Corporation) seguindo as instrugdes do fabricante. O

produto da PCR purificado foi sequenciado usando Big DyeTM Terminator Kit V.3.1.
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(Applied Biosystems) de acordo ao fabricante, precipitacdo com EtOH/EDTA e carregado
no sequenciador automatico ABI 3130x/ (Applied Biosytems, Inc., USA).

2.2.2. Dados morfométricos

Com o objetivo de conhecer provaveis diferengas existentes entre os padroes
morfolégicos de individuos de cada bacia, realizou-se uma analise através da técnica de
morfometria geométrica. Para isso, foram fotografados o perfil esquerdo de individuos de
cada bacia pertencentes as cole¢cdes de peixes do Instituto Nacional de Pesquisas
Amazoénicas -INPA, Brasil e Instituto de Zoologia Tropical da Universidade Central de
Venezuela -UCV.

Das fotografias digitais obteve-se uma imagem da vista lateral de 23 individuos da
espécie com tamanho padrao entre 100 e 220 mm. Sobre cada imagem foram localizados
14 pontos homodlogos (Figura 6) e transformados a coordenadas pelo programa TPSDig
(Adams et al. 2004).

2.3. Analises de dados
2.3.1. Verificagao dos dados moleculares

Inicialmente os resultados foram revisados através do programa Micro-Checker
(Van Oosterhout et al. 2004) para verificar a ocorréncia de alelos nulos, stuttering e large
allele dropout. Posteriormente foram verificados uma segunda vez com o programa
FreeNA (Chapuis & Estoup 2007), que estima a frequéncia dos alelos nulos para cada
loco e populacdo analisada de acordo com o algoritmo de Maxima Expectativa de
Dempster et al. (1977), que estima o Fsr de Weir (1996) de qualquer conjunto de
microssatélites que possam conter alelos nulos. O método usado para cada estimativa é
chamado o método ENA (exclusdao de alelos) (Chapuis & Estoup 2007) O método de
correcao por ENA corrige eficientemente o viés positivo induzido pela presenca de alelos
nulos na estimativa do Fst. Os valores obtidos de Fsr com e sem a corregdo ENA permite
realizar comparagdes estatisticas (diferengas significativas através do teste nao
paramétrico para amostras unicas de Wilcoxon) entre ambas as estimativas do estatistico
F, para detectar o efeito deste tipo de alelos (viés das suas frequéncias) dentro de
estimadores, o0 que em consequéncia podera nos permitir identificar aqueles loci com
alelos nulos cuja presenga nas populagdes poderia afetar significativamente, portanto,

devem ser excluidos das analises
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Adicionalmente foi testado o desequilibrio de ligagcdo com ajuda do programa
Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005) aplicando 10000 permutagdes seguido da corregao de
Bonferroni (Rice 1989).

2.3.2. Analises de estrutura populacional de Piaractus brachypomus

Partindo do principio que Piaractus brachypomus € uma populagdo amplamente
distribuida nas bacias do Orinoco e Amazonas, testamos a hipétese de existéncia de
estruturagdo populacional na area geografica que a espécie ocupa, a partir de dados

moleculares de microssatélites e mitocondriais.

Com os dados de microssatélites, foi realizada a analise de estruturacéo
populacional a partir da analise Bayesiana implementada no programa Structure 2.3.1.
(Pritchard et al. 2000). Para isso foram realizadas dez corridas independentes usando o
modelo de mistura (admixture model) que assume que as frequéncias alélicas em todas
as localidades amostradas estdo correlacionadas entre si, e Cadeia de Markov Monte
Carlo (MCMC) com 50.000 permutagbes e 5.000 permutagcdes de corte (burnin). O
programa permite definir o numero de clusters ou grupos bioldgicos existentes na
populacdo de acordo probabilidade de atribuicdo dos individuos em cada cluster. A
observagéo dos resultados foi feita usando Structure Harvester (Earl & VonHoldt 2012)
que adicionalmente permite determinar o K verdadeiro a partir do valor da maxima
probabilidade (log-likelihood) (Falush et al. 2003).

Para o valor de K selecionado, estimou-se a proporgdo de atribuicdo (Q) das
localidades amostradas dentro dos clusters detectados, e a propor¢cao de atribuicdo
individual g (propor¢do do genoma ancestral de cada individuo no cluster) usada como
uma medida para a separagdo de cada grupo genético, obtidos no mesmo programa.
Baseados na proposta de Barliani et al. (2007) usou-se como valor limite g = 0,90 (90% de
intervalo de probabilidade) que corresponderiam a individuos puros € g < 0,90 menor

individuos misturados.

Adicionalmente, por meio da Analise de Varianca Molecular (AMOVA) testou-se a
homogeneidade dos alelos na area de distribuicdo, determinando o grau de diferenciagéo
a traves do indice de fixagdo Fst (Wright 1969) calculado no programa Arlequin 3.1

(Excoffier et al. 2005) com uma significancia de 10.000 permutacoes.

As sequéncias dos genes da regido controle (Dloop) e Citocromo Oxidase | (COl)
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geradas foram visualizadas, alinhados por ClustalW (Thompson et al. 1996) e ajustados
manualmente através do programa BioEdit (Hall 1999). Para o alinhamento usou-se como
modelo as regides equivalente de Piaractus brachypomus obtidas no GenBank
(AF283960) e (JQ667515.1).

Com as sequéncias da regiao controle (Dloop) foi estimada as relagbes
genealdgicas entre os individuos. A estimativa genealdgica entre os individuos das duas
bacias se realizou a partir da reconstrucdo de uma arvore de maxima verossimilhanca
(ML) gerada no programa Treefinder (Jobb et al. 2004) usando o modelo evolutivo
apropriado para os dados, estimado no mesmo programa. A topologia resultante foi
visualizada no programa Haploviewer (Salzburger et al. 2011) que permite ter uma melhor

observagao do conjunto de haplétipos.

Além disso, com as sequéncias do gene Citocromo Oxidase | (COJ) se fez uma
reconstrugao filogenética usando a metodologia de Neighbor-Joining (NJ) e modelo de

Kimura 2 parametros usando do programa MEGAS (Tamura et al. 2011).

2.3.3. Estimagao de taxas de migracao, efetivos populacionais e tempo de

divergéncia

A partir das sequéncias do gene Dloop foi aplicada uma analise de coalescéncia
usando o programa IMaZ2 (Hey & Nielsen 2007) que assume o modelo de isolamento com
migragdo e opg¢ao migragdo entre populagbes amostradas a qual adota a panmixia na
populacao ancestral (Hey & Nielsen 2007). O programa permite estimar os parametros:
tamanho das populagdes descendentes (tetha 6), taxa de inmigracédo (m) e tempo de
separacao das populagbes descendentes (f). Sendo que o tetha (6), € um parametro
populacional relacionado com a quantidade de diversidade genética em uma populagéo,
pelo tamanho populacional e a taxa de mutagao. Assim os valores obtidos resultaram de
uma distribuicdo de probabilidade associada a cada parametro (diversidade, migracao e
tempo de compartiihamento ancestral), usados para explicar os padrbes observados no
presente. A analise de ImaZ2 consistiu de 25 corridas independentes 10.000 MCMC e 1000
genealogias de corte (burnin). Para os calculos foi assumido um tempo de geragao da
espécie de 3 anos (tempo de maduracdo das fémeas) (Novoa 2002; Landines-Parra &
Mojica-Benitez 2005) e taxa de evolugdo de 1,1X 107 nucleotideos por sitio por ano
(Brown et al. 1993).Para a analise assumiu-se neutralidade molecular dos dados,

auséncia de estruturacdo em cada populagdo e a nao interacdo de outras populacoes
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com a espécie de estudo.
2.3.4. Analises morfométricas

Com o fim de testar se existem diferengas morfoldgicas entre os individuos de cada
bacia, analisou-se variaveis morfométricas de individuos das duas areas geograficas
utiizando a técnica de morfometria geométrica. Para este fim, foram empregados
espécimens da colecao de peixes do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA,
Brasil) e da colegédo de peixes do Instituto de Zoologia Tropical da Universidade Central
de Venezuela (UVC).

Com base nos dados de morfometria, se fez a transformacdo de dados de
coordenadas de pontos anatébmicos a coordenadas Procrustes (Rohlf & Slice 1990) no
programa PAST 1.70 (Hammer et al. 2001), passando por eventos de translacao, rotacao
e escalonamento com o fim de eliminar da analise morfométrica as diferengas na posi¢ao

de cada exemplar na imagem e o efeito do tamanho (Zelditch et al. 2004).

Sobre os pontos homdlogos construiram-se um padrdo de marcas que
corresponderam a 25 variaveis representativas da forma e contorno do peixe usando a

alternativa geométrica EDMA (Euclidean Distance Matrix Analysis) (Tabela 5).

Cada uma das variaveis gerou uma distancia entre um par de pontos homodlogos
que se incorporou numa analise de componentes principais (Blackith & Reyment 1971).
Este tipo de analise quantifica a variagdo morfologica entre as populagdes e identifica a

contribuigdo das variaveis na diferenciacéo.
2.3.5. Perfil molecular

Com o fim de realizar um perfil de cada populacdo, foram tabulados os atributos
moleculares identificados como variaveis diagnosticas dos individuos de cada bacia, a

partir dos resultados obtidos dos genes mitocondriais.

Os perfis permitiram comparar e dividir os grupos de acordo com aqueles atributos,
aplicando o método de Analises de Agregacao Populacional (Population Agregation
Analysis -PPA) (Davis & Nixon 1992). A detecgao dos sitios variaveis foi realizada através
do programa MEGAS (Tamura et al. 2011).
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3. RESULTADOS
3.1. Verificagao dos dados moleculares

Um total de 175 individuos foram analisados: 95 provenientes da bacia do Orinoco
e 80 da bacia do Amazonas, usando sete /loci de microssatélites. A verificacdo dos dados
com o programa Micro-Checker (Van Oosterhout et al. 2004) sugeriu excesso de
homozigotos provavelmente pela presenca de alelos nulos nos locus: Pme4, Pmeb,
Pme20 e Cm1B8 na bacia do Orinoco, e Pme2, Pme4, Pme21, Cm1G7 e Cm1B8 na
bacia do Amazonas. Mas ao comparar com os resultados verificados no FreeNa, nao
identificou-se a presencga de alelos nulos. A corregao de Chapuis & Estoup (2007) mostrou
valores similares: Fs1=0,1638 (ClI95%: 0,1157 -0,20422) usando a corre¢ao e Fs1=0,1559
(Cl95%: 0,1095-0,1998) sem usa-la. Ao realizar a comparagéo estatistica usando o teste
nao paramétrico para amostras unicas de Wilcoxon, ndo se achou diferencias
significativas entre os dois valores de Fs7 (W-valor=3 p> 0,05; n=7), indicando que os

dados obtidos neste estudo n&o apresentam alelos nulos.

O teste de desequilibrio de ligacao analisado para cada populagdo depois da
corregao de Bonferroni (p>0.0024) nao mostrou valores significativos nos loci estudados

sugerindo que os /oci sdo herdados independentemente.
3.2. Analises de estrutura populacional de Piaractus brachypomus

A estruturacdo populacional realizada pela inferéncia Bayesiana no programa
Structure (Pritchard et al. 2000) mostrou a formacdo de dois grupos ou unidades
biolégicas completamente diferenciadas como as mais provaveis que agrupa o0 conjunto
de individuos (K=2; LnProb media=-3741,0; 50000 réplicas MCMC; 5000 burn-in period,
modelo admixture, dez simulagdes independentes com K=1 a K=7 agrupamentos) (Figura
3a).

O valor de atribuicdo (Q) mostrou que cada cluster é integrado por individuos com
alta proporgéo do genoma ancestral g>0,98 (Tabela 2). Assim teve um grupo que agrupa
os individuos do Orinoco e outro os individuos do Amazonas, com baixa mistura entre

eles (Figura 3b).

A Analise de Variancia Molecular AMOVA mostrou um valor alto de estrutura

genética com FsT global de 0,2207 (p<0.0001). Sendo que a estrutura € explicada pela
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variagao entre as populagdes de cada bacia que a variagao dos individuos dentro de cada

populagao (Tabela 3).

Com o gene Dloop foram sequenciados 60 individuos da bacia do Orinoco e 85
individuos da bacia da Amazbnia com um tamanho de sequéncia de 733 pb
correspondentes ao segmento de 24 a 757 das 1100 pb da regido Dloop em peixes
(Meyer 1993). O modelo evolutivo que melhor se ajustou aos dados foi HKY (Optimum,
empirical):G(Optimums):5. A construgdo da arvore filogenética de ML mostrou a formacao
de dois clados claramente definidos e separados por 35 passos mutacionais. Um clado é
formado pelos individuos da populacdo que habita a bacia do rio Orinoco e o outro pelos

individuos que habitam na bacia do rio Amazonas (Figura 4).

Para o gene COlI foi gerado um total de 22 sequéncias com tamanho de 647 pb.
Igual que as anadlises anteriores, a arvore filogenética mostrou a formagéo de dois
agrupamentos: um formado pelos individuos de Piaractus brachypomus da bacia do
Orinoco e outro formado pelos individuos de Piaractus brachypomus da bacia do

Amazonas (Figura 5).

3.3. Estimacao de taxas de migragcao, efetivos populacionais e tempo de

divergéncia

A analise de coalescéncia implementada do programa /MaZ2 estimou os parametros
genéticos tetha (6), taxa de imigracao (M) e tempo de divergéncia (f) que posteriormente
foram convertidos nos parametros demograficos: tamanho efetivo populacional (Ne),

numero de imigrantes efetivos (m) e tempo de divergéncia (T) (Tabela 4).

A analise de ImaZ2 indicou a nao existéncia de migragcao entre os individuos das
duas areas geograficas. O tamanho efetivo populacional, medido em numero de
individuos fémeas, mostrou-se quase o dobro na populagdo da Amazénia (Ne, =800.080)
com relagéao a populagédo do Orinoco (Ne.= 370.907) enquanto que a populagao ancestral
foi 8 vezes menor (Nexa=95.214) no Orinoco, ao comparado com a populagdo do
Amazonas. O tempo estimado de divergéncia entre as regides geograficas foi de 95,740

anos (Tabela 4).
3.4. Anadlises morfoldgicas

Com relagdo aos caracteres morfologicos, a analise permitiu observar
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diferenciacdao entre as populagcdes de cada bacia, e identificar a contribuicdo de cada

variavel na diferenciagcao explicada pelos componentes principais (Figura 7).

Nos primeiros componentes, a analise representou 0 52% da varianga do total. Na
correlagdo que existe entre cada variavel e os componentes 1 e 2 (Figura 8) foi possivel
identificar as tendéncias que diferenciam os individuos analisados, sendo cinco variaveis

morfométricas as mais importantes.

Os individuos da bacia do Amazonas apresentaram forma mais alta e profunda (F,
K, L, M, O, P, S), maior didmetro do olho (Z), nadadeira anal mais longa (U), maior
distancia entre o extremo posterior da nadadeira dorsal e a origem da nadadeira adiposa,

e maior distancia entre a origem da nadadeira peitoral e a ponta do focinho.

Nas analises também foi possivel observar que os individuos provenientes da
bacia do Amazonas apresentam maior variagdo morfolégica entre eles, que a exibida pelo

conjunto de exemplares provenientes do rio Orinoco (Tabela 5).
3.5. Perfil molecular

A Analises de Agregagdo Populacional -PAA, permitiu evidenciar diferencas
moleculares entre as duas popula¢des de Piaractus brachypomus. Assim com a regiao
Dloop, Piaractus brachypomus (Orinoco) diferenciou-se por 21 sitios variaveis de
Piaractus brachypomus (Amazonas), e com o gene COI diferenciou-se por 17 sitios

variaveis respetivamente (Tabela 6 e 7).
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4. DISCUSSAO
4.1. Testando a panmixia de Piaractus brachypomus

Piaractus brachypomus conhecida como uma espécie migratéria de ampla
distribuicdo no sistema Amazoénico apresentou uma forte estruturacdo populacional em
sua area de distribuicdo associada aos dois grandes sistemas geograficos, o qual foi

altamente suportado pelos marcadores moleculares e morfolégicos.

Os marcadores nucleares mostraram na analise Bayesiana de Structure que a
populacdo esta formada por dois clusters ou unidades bioldgicas bem definidas. Cada
cluster esta relacionado com individuos puros (g>0,90) pertencentes a cada bacia (Figura
3b), com alguns individuos intermediarios com baixa probabilidade genotipica. Essa
mistura genotipica é explicado segundo Engel et al. (2006) como uma evidéncia de
polimorfismo ancestral resultado da separacéo recente entre as popula¢gdes, ou que ainda
esta em processo de divergéncia genética, causado por barreiras reprodutivas o se ela é

fraca (isolamento reprodutivo pré-zigoético).

Da mesma maneira, a analise de Variancia Molecular AMOVA mostrou que a
estruturagao genética da populagao € melhor explicada pela diferenciacédo genética entre
as populagdes das duas areas geograficas (22%) do que pela variabilidade dos individuos
de uma mesma area (11%). Dentro da categorizagdo de Fst proposta por Wright (1978),
menciona que valores entre 15% a 25% indicam elevada diferenciagdo genética e
superiores a 25% muito elevada diferenciacdo entre as populag¢des estudadas. O valor
obtido neste estudo de FsT (22%) altamente significativo, apuntou a categorizagéo da alta
diferenciacao (Tabela 3). Isto indica que a alta estruturacdo da populacdo, pode estar
associada ao baixo fluxo génico entre as populagdes causada por alguma barrera

geografica ou mecanismo de isolamento populacional.

O diagnéstico com as regides mitocondriais Dloop e COI apoiaram a presenga dos
dois clusters identificados com o marcador nuclear. Os dois marcadores mitocondriais
agruparam em dois clados os individuos que representam cada bacia com valores de

bootstrap bastantes significativos (Figuras 4 e 5).

A rede de haplétipos realizado a partir da regidao Dloop evidenciou uma separagéo
bem definida das duas populag¢des por numerosos passos mutacionais (35) sem nenhum

compartilhamento de haplétipos, sugerindo que os grupos populacionais provavelmente
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nao estdo conectados e por conseguinte ndo ocorre fluxo génico.

Ao inferir a taxa de migragdo entre as populagdes das duas bacias a partir da
regido Dloop no programa IMa2, a analise mostrou auséncia do fluxo génico entre elas,
provando a forte estruturacdo da populacdo. Simulagbes tedricas realizadas com este
programa por Strasburg & Rieseberg (2010), reportam que niveis de fluxo génico menor
que 0,1 entre populagdes de uma espécie ¢€ indicativo da alta estruturacdo, mencionando

que mas do 90% das espécies tém um nivel do fluxo génico intraespecifico superior a 0,1.

O tempo de divergéncia da populagdo, revelou que houve uma separagao de
aproximadamente 94.740 anos. No entanto, tem-se demostrado que o programa ImaZ2
nao fornece uma estimacdo precisa dos parametros demograficos como tempo de
divergéncia e tamanhos populacionais, porque na analise infringe algumas premissas no
sistema natural. Entre as premissas mais importantes sdo assumir: ndo recombinagao
dentro de cada loci, panmixia da populagédo e taxa constante do fluxo génico através da
historia (Strasburg & Rieseberg 2010; 2011). Contudo, pode-se usar o IMa2 para
pesquisar se o fluxo génico entre as populagdes descendentes € recente ou historico
(Strasburg & Rieseberg 2010b; Palandacic et al. 2012).

Neste estudo, a analise indicou que houve uma separacdo recente entre as
populacgdes, que esta refletido na presencia do polimorfismo ancestral em cada populagao

e que é observavel na analise de Structure.

Usando o mesmo programa Willis et al. (2010) pretenderam detectar o tempo de
divergéncia e modo de especiacao de trés espécies do género Cichla nas bacias do
Orinoco e Amazonas, simulando a divergéncias com e sem fluxo génico. Eles detectaram
valores variaveis entre 730 Kya a 40 Kya nas trés espécies, os quais foram considerados
errados por causa de varias deficiéncias durante a analises realizadas e possivel violagao

nas premissas do meétodo.

Embora programa de IMa2 nao detecte acuradamente o tempo de divergéncia,
tanto o dado estimado neste trabalho como os inferidos por Willis et al. (2010), sugeriram
que houve uma separagao recente nas populacdes das duas bacias ao comparar com o
evento de vicariancia Orinoco/Amazonas proposto por Cooper et al. (1995) e Lundberg et

al. (1998) de aproximadamente 10,5 Ma.

Por outro lado e de maneira analoga, as analises morfolégicas sustentam a
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separagao dos grupos populacionais. Neste tipo de analises as variaveis relacionadas
com altura do corpo, didametro do olho e longitude da nadadeira anal foram as que melhor

explicaram as diferencias morfolégicas entre os grupos considerados.

Em evolugdo, a adaptacdo dos individuos € consequéncia da mudanga na
composi¢cao genética de uma populagao (Hartl & Clark 1997). Além, &€ conhecido que
individuos da mesma espécie expostos a condigdes ambientais variaveis ou a um habitat
heterogéneo (tal como ocorre nos habitas deste estudo que sdo amplamente complexos e
bem diferenciados) acrescenta também a variagéo dentro e entre as populagdes que em
alguns casos se traduz em fendtipos diferentes (Schluter 2001; Andrade-Lopez et al.
2010).

4.2. Delimitando e ldentificando Unidades Evolutivas Significantes -ESU de

Piaractus brachypomus

Populagdes de uma espécie podem estar caminhando a especiagao quando elas
mostram diferengcas genéticas e adaptativas significativas a diferentes habitats. Este
processo em termos de biologia da conservagédo e gestdo do recursos naturais,
determinam que as populacbes merecem ter manejo diferenciado como Unidades
Evolutivas Significantes (Frankham et al. 2008) o que permite que cada linhagem continue

seu processo natural de evolugao.

Definir Unidade Evolutiva Significante (Evolutionary Significant Units -ESU) em
biologia da conservagédo tem sido controverso. Inicialmente era aplicado a “Populacdes
com isolamento reprodutivo e historico, e com caracteristicas adaptativas distintas de
outras populagbes da espécie” (Frankham et al. 2008), diferenciagbes que eram
percebidas a partir de estudos morfolégicos. Depois com a aparicdo dos marcadores
oleculares Moritz (1994) as definiu como: “Populagbes com divergéncia significativa de
frequéncia de alelos num /oci ou mitocondriais, independente da distingao filogenética”. A
partir destes dois conceitos a definicdo foi modificada por diferentes autores a logo do

tempo.

Neste trabalho decidiu-se aplicar o conceito amplamente discutido e resumido por
Funk et al. (2012) que definiram um ESU como: “uma populagédo ou grupo de populagdes
com isolamento reprodutivo substancial que leva a diferengas adaptativas de modo que a

populagao representa um componente evolutivo significativo da espécie”. Esta delimitacao
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pode-se realizar com ajuda de diferentes tipos de marcadores moleculares e

caracteristicas adaptativas que permitam diferenciar as populagdes.

Baseados nos resultados obtidos neste estudo com os dados nucleares,
mitocondriais e morfolégicos, se revelam diferengcas genéticas e morfolégicas
significativas nas populagdes de cada bacia, permitindo a delimitagdo de duas ESUs para
Piaractus brachypomus em sua area de distribuicdo: uma na bacia do Orinoco e a outra
na bacia do Amazonas. Esta delimitagdo esteve acompanha da detecg¢ao do fluxo génico
restrito entre as duas populagdes, razao pela qual devem ser tratadas independentemente

para fins de Manejo e Conservacao.

Cada ESU foi identificada a partir dos sitios variaveis diagnésticos encontrados na
regidao Dloop e gene COIl de acordo a metodologia de Analises de Agregacgao
Populacional -PAA (J. I. Davis & Nixon 1992) complementada pelo procedimento analitico

descrito por Brower (1999) e Cook et al. (2010) com algumas modificagcbes como segue:

35



Piaractus brachypomus (Orinoco)

Localidade tipo para analises genéticas: Isla de Providencia, perto do Isla Fajardo, rio

Orinoco. San Felix, Bolivar. Venezuela.

Diagnoses DNA: Esta populagao se pode distinguir de P. brachypomus (Amazonas) pela

combinagao dos seguintes caracteres nucleotideos:

Regiédo Dloop: 77C, 79T, 101C, 130A, 134A, 163G, 164A, 180T, 188G, 192T, 198G, 212A,
247T, 283A, 288A, 478A, 494T, 563A, 633T, 692G, 736A,

Gene COI: 47C, 194A, 197C, 212C, 233C, 269G, 281C, 335C, 381T, 386T, 398C, 416T,
482G, 500C, 503G, 569C, 617A.

Voucher analises genéticos: Colecao de Tecidos de Genética Animal, UFAM, Brasil

Regido Dloop: CTGA12714 a CTGA12774.
Gene COI: CTGA12775 a CTGA12781.

Voucher andlises morfologicas: 8121 Colecéo de ictiologia. Fundacién La Salle, San Felix,
Bolivar. Venezuela. MBUCV-19186, MBUCV 23586, 23851. Coleccion de Ictiologia,

Centro Museo de Biologia, Universidad Central de Venezuela.

Distribuicdo geografica: Ocorrem normalmente em tributarios de aguas brancas, claras e

ocasionalmente na interface aguas brancas e pretas: rios Orinoco, Guaviare, Meta,

Arauca, Cinaruco, Apure, Baixo Caura, Aro, Baixo Caroni e Delta do Orinoco (Figura 9).

36



Piaractus brachypomus (Amazonas)

Localidade tipo para analises genéticas: lagos de Janauaca, rio Solimdes, Brasil.

Diagnoses DNA: Esta espécie se pode distinguir de P. brachypomus (Orinoco) pela

combinagao dos seguintes caracteres nucleotideos:

Regido Dloop: 20A, 79C, 101T, 130T, 163A, 164G, 180C, 188A, 192C, 198A, 212G,
247C, 288G, 478G, 494A, 563T, 633C, 692A, 792A.

Gene COI: 47T, 194G, 197T, 212T, 233A, 269A, 281T, 335T, 381C, 386C, 398T, 416C,
482A, 500T, 503A, 569T, 617G.

Voucher andlises genéticos: Colecao de Tecidos de Genética Animal, UFAM, Brasil.

Regido Dloop: CTGA12782 a CTGA12867.

Gene COIl: CTGA12868 a CTGA12878.

Voucher analises morfolégicas: Instituto Nacional de Pesquisas Amazénicas -INPA, Brasil.
INPA 39118, INPA 22329, INPA 20122, INPA 5790, INPA 1098.

Distribuicdo geografica: Ocorrem normalmente em tributarios de aguas brancas, claras e

ocasionalmente na interface aguas brancas e pretas: rios Caqueta-Japura, Putumayo-I¢a,
Branco, Napo, Ucayali, Solimdes, Jurua, Purus, Madeira, Tapajés, Madre de Dios, Beni,

Mamoré, Iténez, Guaporé, Araguaia-Tocantins e Amazonas,(Figura 9).
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5. CONCLUSAO

Piractus brachypomus evidenciou ter alta estruturagdo com a formagéo de duas unidades
populacionais que correspondem a duas Unidades Evolutivas Significantes -ESU-, uma
na bacia do Orinoco e outra na do Amazonas. Cada -ESU- mostrou ter caracteristicas
genéticas e morfologicas diferenciadas, o que implica que cada populagao reage de forma

diferente a tensores ambientais e/ou antropogénicos.

Desta maneira, cada -ESU- deve responder parametros populacionais diferentes que
merecem ser revisados para seu manejo pesqueiro independente em suas areas de

distribuicao.
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TABELAS

Tabela 1. Marcadores moleculares usados nas andlises da populagado de Piaractus brachypomus

Especie Locus/No. Primer (5°a 3°) Ta (C°)
acceso
Pme4 F: CATGCTGCTGCAGATTAGAC
AF362446 R: CGCTTGCAATTTAACGCAGT >
Pme5 F: CAGAGCATCTGGAGGGACAT
Piaractus AF362447 R: TCTGAGACACTGATATCTAAACACACA >
mesopotamicus Pme20 F: CAGAGCTTTGAGGAACACGA 57
AF362449 R: CCCATCAGTTACGGGTCATT
Pme21 F: ATAATGCTGGCGTCAGTGGT
AF362450 R: GGACAGCTGGTCTCAAGCTC >
Cm1F7 F-CCTATTGTGATGGCAGAGAGAG
EU6853313 R-CACAGACGTGTACAGCTGGTT 62
Colossoma Cm1G7 F-CCCAGCCTACTACAGGGTCA 62
macropomum EU 685314 R-CACACATCGCTCTTCTCTCC
Cm1B8 F-CACAACCCACCTGTTTGATT
EU685316 R-CTAATAACAAACCTACTTCCACTTCTC %0

Primeis Dloop

Chara_LDloop

5'CCCACCACTAACTCCCAAAG 3'

Chara_RDloop

5'GGTTTTGGGGTTTGAGAGG 3'

CMF2

5'CATCTGGTTCCTATTTCAGG 3'

CMR2 5'GTGACCAAATGTCAGGTGGA 3'

VF2_t1 5'TGTAAAACGACGGCCAGTCAACCAAC
CACAAAGACATTGGCAC3

FishF2_t1 5'TGTAAAACGACGGCCAGTCGACTAATC
ATAAAGATATCGGCAC3'

Coteis de primeis COI

FishR2_t1 5'CAGGAAACAGCTATGACACTTCAGGGT
GACCGAAGAATCAGAA3'

FRd_t1 5'CAGGAAACAGCTATGACACCTCAGGG
TGTCCGAARAAYCARAAZ'
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Tabela 2. Valores de atribuicdo Q. Propor¢des de integrantes de cada populagéo

predefinida para cada cluster de acordo com a porcentagem de mistura génica do

individuo q.
Localidade | Cluster 1 | Cluster 2 | Numero
(Q) (Q) individuos

1-Meta 0,996 0,004 20
2-Orinoco 0,995 0,005 20
3-Apure 0,994 0,006 20
4-Guaviare 0,987 0,013 20
5-San Felix 0,989 0,011 15
6-Leticia 0,011 0,989 20
7-Santarem 0,008 0,992 21
8-Tefé 0,006 0,994 20
9-Janauaca 0,005 0,995 19
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Tabela 3. Analise de Variancia Molecular AMOVA para Piaractus brachypomus (Orinoco-

Amazonas)
Fontes de variagao Componentes da variancia | Porcentagem de variagao

Entre populagbes 0.65412 22.07

Entre os individuos dentro das populacdes 0.32943 11.11

Dentro de individuos 1.98000 66.82

FIS 0.14261*

FST 0.22068*

FIT 0.33182*




Tabela 4. Estimacgdes de parametros demograficos de Piaractus brachypomus. Maxima

estimacgao (MLE) e intervalos de confianca.

Comparagao| 6, 6 €1 | Mo | Myso | Neo Ne, Nea T (anos)
MLE 281.5/130.5|33.5 |0.005|0.005| 25 800.080 |370.907 |95.214 |94.740
Lo 95% 205.5/92.5 [155 |0.005|0.005| 15 |584.072 |262.904 44.054 |56.844
Hi 95% 406.5 |202.5 |898.5|0.035|0.055| 25 |1.155.355 |575.545 |25.53718 |94.740




Tabela 5. Descricdo das variaveis representadas no padrdo de cerchas construido entre

0s pontos homologos.

VariavelDistancia Descricao
B 1-2  [Focinho e extremo posterior do supraoccipital
C 1-10  [Focinho e origem da nadadeira pectoral
D 1-11  [Focinho e extremo do maxilar
E 2-3  [Extremo posterior do supraoccipital e origem da nadadeira dorsal
F 2-9  [Extremo posterior do supraoccipital e origem da nadadeira pélvica
G 2-11  [Extremo posterior do supraoccipital e extremo do maxilar
H 2-12  [Extremo posterior do supraoccipital e origem do opérculo
I 3-4  |Comprimento da nadadeira dorsal
J 3-8 |Comprimento da nadadeira dorsal e origem da nadadeira anal
K 3-9 Origem da nadadeira dorsal e origem da nadadeira pélvica
L 3-10 (Origem da nadadeira dorsal e origem aleta pectoral
M 4-5 |[Extremo posterior nadadeira dorsal e origem da nadadeira adiposa
N 2-12  [Extremo posterior do supraoccipital e origem do opérculo
@) 4-8  [Extremo posterior nadadeira dorsal e origem nadadeira anal
P 4-9  |[Extremo posterior nadadeira dorsal e origem nadadeira pélvica
Q 5-6  |Origem nadadeira adiposa e final complexo hipural
R 5-7  |Origem nadadeira adiposa e final da base da nadadeira anal
S 5-8 |Origem nadadeira adiposa e origem da nadadeira anal
T 6-7 [Final do complexo hipural e final da base da nadadeira anal
U 7-8 |Longitude da nadadeira anal
\% 8-9  |Origem nadadeira anal e origem nadadeira pélvica
w 9-10 (Origem nadadeira pélvica e origem da nadadeira pectoral
X 10-11 |Origem nadadeira pectoral e extremo do maxilar
Y 12-10 |Origem do opérculo e origem da nadadeira pectoral
4 13-14 |Diédmetro do olho
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Tabela 6. Andlises de Agregacao Populacional -PAA para a regido Dloop em Piaractus

brachypomus.
ESU Sitios variaveis Dloop
020 | 077|079 (101 |130 134|163 |164 180 188 192 198
P. brachypomus (Amazonas) | A | - | C | T | T - A G| C|A | C|A
P. brachypomus (Orinoco) -]/ C|] T|C|A|A |G A | T|G|T]|G
= Sitios variaveis Dloop
212|247 283 288 478 |494 563 633 692 736 792
P. brachypomus (Amazonas) | G | C | - | G| G| A | T | C | A - |A
P. brachypomus (Orinoco) AT AJA AT A|T|G|A]| -
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Tabela 7. Anadlises de Agregacdo Populacional -PAA do gene COI em Piaractus
brachypomus.

Sitios variaveis COI
25 147 [ 150 | 165 | 186|222 | 234 | 288 | 334 | 339
P. brachypomus (Amazonas) G| T| T A AT, T|]C)|C
P. brachypomus (Orinoco) A/ C  c|Cc|G Cc |/ Cc T T
Sitios variaveis COI
ESU 351 | 369 435|453 | 456 | 522 | 570 | 575 | 576
P. brachypomus (Amazonas) T|ICI AT A T|G G|G
P. brachypomus (Orinoco) c|/ T G|C G|C| A A |G
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FIGURAS

Figura 1. Localizagao dasletas para anélises de microsatélis na area de istribuigéo
de Piractus brachypomus. A cor amarelo indica as localidades na bacia do Orinoco: 1. San
José del Guaviare, 2. Puerto Lopez, 3. Puerto Carrefio, 4. San Fernando de Apure, 5. San
Felix. A cor em vermelho indica as localidades na bacia do Amazonas: 1. Leticia, 2. Tefée,

3. Janauaca e 4. Santarém.
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Figura 2. Localizagdo das coletas para analises mitocondriais na area de distribuicao de
Piractus brachypomus. A cor amarelo indica as localidades na bacia do Orinoco: 1. San
José del Guaviare, 2. Puerto Lopez, 3. Puerto Carrefio, 4. San Fernando de Apure, 5. San
Felix. A cor em laranja indica as localidades na bacia do Amazonas: 1. Leticia, 2. Tefé, 3.

Janauaca, 4. Santarém, 5. La Pedrera, 6. Japura, 7. ltaituba, 8. Guajara-Mirim, 9.

Humaita, 10. Borba e 11. Boa Vista.
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Figura 3. Resultados de Structure na area de distribuicdo de Piaractus brachypomus. a) A
analise por maxima probabilidade, na vertical: medida da estimativa de distribuicdo de
probabilidade dos dados, na horizontal: numero de clusters testados. b) Clusters a cor
vermelha representa os individuos da bacia do Orinoco: 1. San José del Guaviare, 2.
Puerto Lopez, 3. Puerto Carrefo, 4. San Fernando de Apure, 5. San Felix. A cor verde
representa os individuos da bacia do Amazonas: 1. Leticia, 2. Tefé, 3. Janauaca e 4.

Santarém.
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Bacia do Orinoco Bacia do Amazonas

Figura 4. Rede haplotipica da populacdo de Piaractus brachypomus em sua area de
distribuicdo a partir da regiao Dloop.
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Figura 5. Arvore filogética da populagdo de Piaractus brachypomus a partir de o gene COI
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Figura 6. Localizagao dos pontos homologos e distribuicdo do padréao de cerchas.
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COMPONENTE 2 (19%)

Figura 7. Analises de componentes principais que considera 25 variaveis do padrao de

cerchas selecionadas para P. brachypomus, Orinoco (Azul) e Amazonas (Verde).
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Figura 8. Histograma de correlagcéo das variaveis morfolégicas nos componentes
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Figura 9. Area de distribuicdo para cada ESU de Piractus brachypomus. Em verde bacia

do Orinoco e em laranja bacia do Amazonas.
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CAPITULO I

Foto: Maria Doris Escobar Lizarazo

San José del Guaviare, Guaviare, Colombia.
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ABSTRACT

The population of Piaractus brachypomus from the Orinoco River basin was studied
through different microsatellite markers. The results showed no population structure
indicating the a panmictic behavior of the population (Fs7=0,044). When compare with
other populations of migratory fish in South America moderate genetic diversity and gene
flow was detected (He=0,66; Nm=2,03 a 7,21). The waterfalls Atures and Maipures in the
middle Orinoco did not constitute a physical barrier to the migration of the species or to
their dispersion. The analysis of historical demography showed that the species underwent
a strong population decline could be caused by strong climatic changes that have occurred
in recent times. Currently the population is undergoing an expansion keeping the effective

size to ensure the maintenance of the population.
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RESUMO

A populagdo de Piaractus brachypomus foi estudada a través de marcadores de
microssatélites na bacia do rio Orinoco. Foi detectada moderada diversidade genética na
populagcdo (He=0,66) com relacdo a outros peixes migratérios da América do Sul. A
populacdo ndo apresentou estruturacdo (Fst=0,044) se comportando como uma
populagao panmictica. O fluxo génico da populacéo foi de moderada magnitude (Nm=2,03
a 7,21) comparado com outros peixes migratérios da América do Sul. As cachoeiras de
Atures e Maipures no meio rio Orinoco nao constituiram barreira fisica para as migracoes
da espécie nem para sua dispersdo. A analise de demografia histérica mostrou que a
especie passou por um forte declinio populacional que poderia ser causado por fortes
mudancas climaticas que aconteceram nos ultimos tempos. Atualmente a populagao esta
passando por uma expansdao mantendo ao tamanho efetivo 6timo para garantir a

manutencao da populagéo.
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1. INTRODUGAO

Na América do Sul, um dos mais importantes sistemas hidricos tropicais € a bacia
do rio Orinoco. Localizada ao Norte do continente, entre os territérios de Venezuela e
Colémbia abrange uma area de 1 milhdo de km? (Colonnello 1990; Ledn 2005) que abriga
cerca de 1000 espécies de peixes que ocupam diversos nichos ecolégicos (Lasso et al.
2004; Maldonado-Ocampo et al. 2008). Esta fauna ictica, representada pelos principais
grupos neotropicais (Characiformes e Siluriformes) contém a maior riqueza a nivel
mundial (Lowe-McConnell 1999; Reis et al. 2003) e constitui um recurso pesqueiro tropical

importante para populacéo ribeirinha.

A maioria das espécies que compdem esse recurso pesqueiro apresentam
comportamentos migratérios (Welcomme & Halls 2004), viajando longas distancias, se

convertendo em um recurso compartilhado ou transfronteirigo.

Segundo Makrakis et al. (2012) e Barthem & Fabré (2004) as migra¢des dos
peixes nos ambientes Sulamericanos sao complexas. Assim, Barthem & Fabré (2004)
classificam em dois grupos os peixes migratérios: migradores que usam ambientes
lacustres e fluviais (ex. Piaractus brachypomus, Pseudoplatystoma spp) e migradores que
usam principalmente a calha dos rios (ex. Brachyplatystoma vailantii, Brachyplatystoma

rousseauxir).

Entender o padrdo migratério e estrutura genética de uma populagao natural € um
requerimento basico para o sucesso do manejo pesqueiro (Jungwirth et al. 2000) e a
correta identificacdo das unidades de manejo (Olsson et al. 2011). No entanto, os
detalhes sobre caracteristicas das populagdes nas principais espécies ainda sao
escassas (Petrere 1985; Carolsfeld et al. 2003) o que se reflecte na sua lenta

recuperacao.

Dois fatores importantes pré-requisito para o manejo pesqueiro moderno sao a
manutencéo da diversidade genética e a identificagdo das unidades de manejo, também
conhecidas em biologia pesqueira como estoque pesqueiro (Allendorf et al. 1987).
Entendendo como unidade de manejo: “populagdes demograficamente independentes
com fluxo génico restrito entre eles”; ou seja, sua dindmica populacional (taxa de
crescimento) depende da taxa de nascimento e mortalidade e ndo da imigragéo (Funk et
al. 2012).
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A identificagdo dessas unidades é util em conservagao para manter ao longo prazo
a persisténcia da espécie. Em biologia pesqueira permite metas de manejo a curto prazo
como a definigho de areas pesqueiras, cotas pesqueiras, monitoramento e o
conhecimento do estado de conservagao da populagao (Funk et al. 2012). Estas unidades
se caracterizam pelas formas proprias de variagdo genética, fisiologica e ecoldgica
(Allendorf & Ryman 1987), caracteristicas que permitem responder aos diversos fatores
ambientais e/ou antropogénicos como: pressao pesqueira, degradacao do habitat e

competicdo com espécies invasoras (Allendorf et al. 1987; Stepiens 1995).

A variagcdo genética é um dos principais atributos das populacdes, e avalia-la &
fundamental para sua aplicagdo em biologia da conservagao. Ela é influenciada por
multiplos fatores como mutagdo, migragao, selecdo e deriva génica, diminuindo-a ou
acrescentando-a, e portanto, varia consideravelmente entre populagcbes (Freeland 2005;
Templeton 2011).

Em populagdes naturais, a diversidade genética normalmente tém niveis altos de
variagdo, a qual esta relacionada com o grande tamanho populacional, ambientes
heterogéneos e historia de vida da espécie. Esta diversidade pode mudar dentro e entre

populagdes e de espécie para espécie (Frankham et al. 2002).

Pelo contrario, a reducédo da diversidade genética é decorrente basicamente das
modificagdes do ambiente e/ou da acdo antrdpica, cuja consequéncia tem efeitos
genéticos como endogamia, efeito de “gargalo de garrafa” e alteragdes no padrao do fluxo

génico (Frankham et al. 2008).

Para detectar a variabilidade genética é importante escolher o marcador molecular,
levando em consideragdao as taxas de mutagao que variam dentro e entre o genoma
(Freeland 2005). Marcadores do tipo microssatélites geralmente sado amplamente
utilizados porque que refletem altos niveis de variagdo genética com relagdo a outros
marcadores, além de apresentarem heranca mendeliana, serem codominantes,

considerados nao codificadores e abundantes no genoma (Schlétterer 2000).

Nesta pesquisa, estudou-se a populacdo do Piaractus brachypomus conhecido
como morocoto na Venezuela ou cachama blanca na Coldmbia (Machado-Allison 1982).
Reportada como espécie migratoria transnacional, amplamente distribuida em toda a
bacia (Usma et al. 2009), de importéncia pesqueira (Novoa 2002; Lasso et al. 2011) e

aquicola nesta regido (Landines-Parra & Mojica-Benitez 2005).
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O Piaractus brachypomus, pertencente a familia Serrasalmidae (Orti et al. 2008;
Oliveira et al. 2011), se caracteriza por seu corpo romboidal de cor parda cinza no dorso e
lados do corpo e o abdbmen esbranquigado com manchas de cor alaranjada de
tonalidade leve (Machado-Allison 1982). E um peixe oportunista que muda seu habito
alimentar conforme a disponibilidade no ambiente, na época de chuvas alimenta-se
principalmente de variedade de frutos e na época da seca se torna carnivoro (Novoa
2002; Taphorn B. 2003).

E considerada como uma espécie migradora, com maximos deslocamentos de 400
a 500 km que realiza desde o baixo Orinoco aos afluentes de aguas brancas em dois a
trés meses. O deslocamento n&o € continuo, uma vez que os adultos de 4 a 8 kg muitas
vezes param para recuperar parte do gasto energético produzido durante o percurso. Os
adultos vao amadurecendo durante o trajeto, motivo pelo qual suas movimentacdes
podem ser consideradas como migragdes reprodutivas (Novoa 2002). A espécie tem
elevada fecundidade, que varia de 200.000 a 1.500.000 ovécitos por fémea (Novoa 2002;
Landines-Parra & Mojica-Benitez 2005).

Estudos pesqueiros reportam que a populacéo de Piaractus brachypomus sofre
sobrepesca por crescimento, apresentando diminuicdo pesqueira nos ultimos anos (CCI
2008; Machado-Allison 2010; Lasso et al. 2011)

Sobre estes argumentos e considerando que a populagao do Orinoco foi delimitada
como uma Unidade Evolutiva Significante, o objetivo desta pesquisa foi conhecer as
caracteristicas genéticas (diversidade genética, estrutura populacional e fluxo génico) da
populagao de Piractus brachypomus na bacia do rio Orinoco e identificar as unidades de
manejo que nela existam, como um aporte cientifico que ajude no planejamento futuro
das estratégias de manejo para a recuperagéo e aproveitamento sustentavel da espécie

nesta regido.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Area de estudo

A bacia do rio Orinoco tem uma extensao de 1,1 milhdo de quildmetros quadrados
compartilhados entre Venezuela (70%) e Colédmbia (30%) (Colonnello 1990) com uma
descarga anual de 36 X 10° m®s (Hamilton & Lewis 1990). A bacia é caracterizada por
Zink (1982) segundo a fisiografia do territorio em trés porgdes: 1) Andina ou montanhosa,

2) Llanera ou de planicie aluvial e 3) Guayanesa ou de altiplanicie.

A bacia Andina é formada pelo sopé da cordilheira oriental dos Andes, na Colémbia
e sua continuacao na Venezuela, com variagao de altitude de 4000 a 200 m. Caracteriza-
se pelas aguas transparentes com muitos nutrientes e riachos de grande inclinagao.
Dentro dos afluentes importantes estdo os rios Upia, Humea, Guayuriba e Casanare que
fluem para o rio Meta; o Uribante, Sarare, Santo Domingo e Masparro que fluem para o rio

Apure.

A bacia Llanera, formada pelos rios que percorrem desde os contrafortes Andinos
(200 m acima do nivel do mar) até a confluéncia com o rio Orinoco (menos de 100 m
acima do nivel do mar), compreende rios que tem origem nos Andes como Guaviare,
Meta, Arauca, Apure e Portuguesa e rios que se originam na mesma planicie como
Capanaparo e Cinaruco. Sdo de aguas barrentas, com pouca velocidade causada pela

pequena inclinagao que forma muitos meandros.

A bacia Guianesa é formada pelos rios mais torrentosos como Caroni, Caura,
Cuyuni, Ventuari, Paragua que tem sua origem no escudo Guianés. Caracterizam-se por
apresentar inclinagdes muito variaveis, desde caidas livres até cachoeiras com aguas de

cor escuro, transparentes e acidas.

Segundo o curso, o rio Orinoco é chamado de alto Orinoco, desde seu nascimento
na Serra de Parima (1047 m acima do nivel do mar) até as cachoeiras de Guaharibos (a
menos de 150 m acima do nivel do mar) trajeto formado por um vale escarpado que
desses quase 900 metros, com varias cachoeiras que fazem da topografia ingreme, sem
formagao de areas alagadas e dificil para a navegagao. As aguas do rio sdo de cor clara
pela carga moderada dos compostos organicos. Depois desta area e até as cachoeiras de
Atures (perto de Puerto Ayacucho) € chamado médio Orinoco. A partir dai, o curso que

tinha uma direcdo oeste e norte, agora se dirige para o leste. Nesta por¢cédo é chamado de
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baixo Orinoco, caracterizado pelas pequenas inclinagdes, até o delta, que é formado por

um complexo de ilhas e lagoas (Zink 1982).

2.2. Obtencao de dados
2.2.1.Coleta de amostras

O estudo foi realizado em cinco localidades na bacia Llanera, entre o médio
Orinoco e baixo Orinoco: 1) San José del Guaviare no alto rio Guaviare; 2) Puerto Lopez
no alto rio Meta; 3) Puerto Carrefio no médio rio Orinoco; 4) San Fernando de Apure no

médio rio Apure e 5) San Felix no baixo rio Orinoco (Figura 1).

Em quatro localidades foram amostrados 20 individuos de Piaractus brachypomus,
excepto o baixo Orinoco onde foram amostrados 15. As amostras foram a partir das
pescas artesanais, coletando de cada individuo tecido da nadadeira adiposa que foi
preservado em alcool 92,5%. Estas foram enumeradas e integradas ao banco de dados
de tecidos do Laboratério de Genética e Evolugdao Animal —LEGAL da Universidade

Federal do Amazonas na cidade de Manaus (Amazonas, Brasil).

2.2.2. Extragao de DNA, amplificagao e genotipagem

A extracdo de DNA foi realizada pelos métodos de CTAB 2% (Doyle & Doyle
1987) e Fenol Cloroférmio (Sambrook et al. 1989). A qualidade foi avaliada em
comparagao com um DNA padrao de concentragcao definida, em gel de agarose 0.8%
corado com GelRed (Biotium). A quantificagao foi realizada por espectrofotometria através
do Nanodrop 2000 Thermo-Scientific. O DNA foi diluido em uma concentracao final de 50

ng/ml.

As analises genético populacionais foram realizadas usando o marcador molecular
tipo microssatélites através do procedimento de transferibilidade de sete marcadores
desenvolvidos para duas espécies filogeneticamente préximas:  Piaractus
messopotamicus (Calcagnotto et al. 2001) e Colossoma macropomum (Santos et al.
2009) (Tabela 1).

A reacdo de cadeia de polimerase (PCR) foi realizada num termociclador
AppliedBiosystem com volume total de 10 yL. O protocolo usado para os primers Pme4,
Pme5, Pme21, Cm1F7 teve as seguintes condigbes de reacdo: 2,9 uL de agua milliQ, 1,0
uL de dNTP (10mM), 1,0 uL MgCl (25mM), 1,0 uL de Buffer 10X (NH4)2S04, 0,7 uL de
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primer forward, 1,0 uL de primer reverse, 0,3 uL de M13 (FAM), 0,8 uyL BSA e 0,5 uL de
Taq (1,0U). Do mix da reagao foi usado 9 pL e 1 yL de DNA. Para os primers Pme20,
Cm1G7 e Cm1B8 foi realizada a seguinte reacao: 2,3 uL de agua milliQ, 1,0 yL de dNTP
(10mM), 1,0 yL MgClI (25mM), 1,0 uL de Buffer 10X (NH4)2S04, 1,0 uL de primer forward,
1,5 uL d primer reverse, 0,7 yL de M13 (FAM), 0,5 uL de Taq (1,0U) e 1 uL de DNA.

As condigdes da amplificagéo para o primeiro grupo de primers foram as seguintes:
primeiro ciclo de 30 repeti¢cdes: desnaturagdo a 94°C por 10 segundos, temperatura de
anelamento especifico para cada primer de 30 segundos e extensdo a 72°C por 45
segundos. Segundo ciclo de 25 repeticbes: desnaturacdo a 94°C por 10 segundos,
temperatura de anelamento do primer M13 a 53°C por 15 segundos e extensdo a 72°C
por 45 segundos; extensao final a 72°C por 25 minutos. As condi¢gdes da amplificacéo
para o segundo grupo de primers foi: primeiro ciclo de 30 repeticbes: desnaturagdo a
94°C por 10 segundos, temperatura de anelamento especifico para cada primer de 30
segundos e extensdo a 68°C por 40 segundos. Segundo ciclo de 20 repetigdes:
desnaturagao a 94°C por 10 segundos, temperatura de anelamento do primer M13 a 53°C
por 30 segundos e extensdo a 68°C por 30 segundos; extensdo final a 72°C por 30

minutos.

A amplificacao foi verificada por o eletroforeses através do gel de agarose 1%
usando 2 pl do produto da PCR e 3 pl de marcador GelRed (Biotium).O produto da PCR

foi diluido em agua deionizada conforme a concentragao para uma melhor visualizagao.

A genotipagem foi realizada usando 1ul do produto da PCR diluido acrescentado
com 8ul de formamida e 1ul do padrao ROX (DeWoody et al. 2004) e aplicados no
sequenciador automatico ABI 3130xl (Applied Biosytems, Inc., USA). O tamanho dos
alelos especificos para cada microssatélite foi estimado usando o programa GeneMapper

versao 4.0 (Applied Biosystems Inc., USA).

2.3. Analises de dados
2.3.1. Verificagao dos resultados moleculares

Os dados obtidos foram revisados através dos programas FreeNA (Chapuis &
Estoup 2007) que permite estimar a frequéncia dos alelos nulos para cada loco e
populacdo analisada de acordo com o algoritmo de Maxima Verossimilhanga de Dempster

et al. (1977). Ele estima o Fst de Weir (1996) desde qualquer conjunto de microssatélites
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que possuam conter alelos nulos. O método usado para cada estimacdo é chamado o
método ENA (exclusédo de alelos) (Chapuis & Estoup 2007). O método de corregao por
ENA corrige eficientemente o viés positivo induzido pela presenca de alelos nulos na
estimacéo do Fsrt. Os valores obtidos de FsT com e sem a corregao ENA permite realizar
comparagdes estatisticas (diferengas significativas através do teste ndo paramétrico para
amostras unicas de Wilcoxon) entre ambas as estimagdes para detectar o efeito deste
tipo de alelos, o que em consequéncia permite identificar aqueles locus com alelos nulos
cuja presenga nas populagdes poderia afetar significativamente nas analises, e que por

tanto devem ser excluidos da matriz de dados

Adicionalmente, com o programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005) foi testado o
desequilibrio de ligagao entre os locus usando 10000 permutacdes seguido da corregao
de Bonferroni (Rice 1989).

2.3.2. Diversidade genética e estrutura populacional

A estimativa da diversidade genética (numero de alelos, riqueza alélica e
heterozigocidade observada e esperada) e estimativa do equilibrio de Hardy & Weinberg
(H&W) foi realizada no programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005) usando o método
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) e correcao de Bonferroni (Rice 1989)

Partindo da premissa que Piaractus brachypomus tem uma populagao amplamente
distribuida e de comportamentos migratorios formando uma unica populagao, verificou-se

a existéncia ou nao de estruturacao populacional na bacia do Orinoco.

A identificacdo de grupos bioldgicos foi realizada pela andlise Bayesiana no
programa Structure (Pritchard et al. 2000), que agrupa os individuos de acordo com suas
frequéncias alélicas de cada locus dentro de um cluster definindo o nimero de grupos que
existem na populagdo. Para o calculo, usou-se 50.000 MCMC e 5.000 permutagdes de
corte (burn-in). A variagcéo de cluster posteriori foi de K=1 a K=7 com 10 repeti¢des para
cada K. Usou-se o modelo de admixture ou modelo de frequéncias correlacionadas, que
assume que cada individuo pode ter ancestrais oriundos de mais de uma populacéao, e
frequéncias alélicas correlacionadas, favorecendo a melhor identificagdo de populagdes
sub-estruturadas. A observacéo dos resultados foi feita usando Structure Harvester (Earl
& VonHoldt 2012) que adicionalmente permite determinar o K verdadeiro a partir do valor

maximo estimado (Falush et al. 2003).
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Adicionalmente, foi verificada a homogeneidade genética entre todas as
localidades amostradas, usando a Analise de Varianga Molecular (AMOVA) a qual é
baseada na variacao de frequéncia génica, determinando o grau de diferenciagao através
da estimativa dos indices F de Wright (1969). O calculo foi realizado pelo programa

Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005) com uma significancia de 10.000 permutacdes.

A conectividade genética entre as localidades amostradas foi realizada através do
teste de Mantel (Mantel 1967) implementado no programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al.
2005), que avalia a correlagao entre os valores FsT par a par e distancias geografica. A
analise foi realizada com 10.000 permutacdes e intervalo de confianca de 95%. As
comparagdes par a par de Fst foram ajustadas com a corregao de Bonferroni (Rice 1989).
A distancia geografica entre os pontos de coleta foram obtidos no programa Google Earth

(Google 2013) seguindo o curso dos rios entre cada par de localidades.

2.3.3. Fluxo génico, tamanho populacional e demografia histérica

A analise do fluxo génico entre as localidades e tamanho efetivo populacional foram
calculados usando inferéncia de maxima verossimilhanga e Bayesiana para estimar os
parametros theta (©) e taxa de imigragao (M) obtidos no programa Migrate Ver 3.2 (Beerli
& Palczewski 2010), os quais foram utilizados para a conversao dos dados demograficos.

A taxa de mutagdo que se assumiu para microssatélites foi de 10 (Chistiakov et al. 2006)

Com o fim de conhecer se a populagdo tem experimentado possiveis efeitos de
reducdo no tamanho populacional em diferentes tempos, os dados foram analisados
através do programa Msvar 1.3 (Beaumont 1999; Storz & Beaumont 2002) baseado na
analise coalescente e modelo mutacional SMM (Stepwise Mutation Model) para estimar a
histéria demografica. A estimativa do tamanho populacional foi realizada usando o modelo
exponencial, que na versdo atual de Msvar € ajustado para datar as mudangas no
tamanho das populagbes em periodos de tempo relativamente grandes (Storz &
Beaumont 2002; Storz et al. 2002). Foram realizadas 10 corridas independentes usando
MCMC com 100.000 permutacgdes e 20.000 permutagcdes de corte e tempo generacional
de 3 anos (Landines-Parra & Mojica-Benitez 2005). A dire¢cdo da mudanga demografica foi
determinada de acordo com o valor de r (raio da distribuicdo posterior do tamanho
populacional atual e ancestral (r=No/N;) onde r=1 significa uma populacéo estavel, r<1

declinio populacional, e r>1 populagéao em expanséo (Beaumont 1999). O valor de tempo
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desde que o tamanho populacional comega mudar (tf), o tamanho efetivo populacional

ancestral (N;) e atual (No) foram obtidos a partir da conversao dos valores a escala log.

Adicionalmente, foi usado o programa Bofttleneck (Cornuet & Luikart 1996) que
permite detectar recentes gargalos populacionais usando os modelos mutacionais:
modelo de alelos infinitos (IAM) e modelo mutacional a passos (SMM). O programa
calcula cada populagdo amostrada para cada loco, a distribuicdo de heterozigocidade
esperada (Heq) desde o numero de alelos observados (k) dado um tamanho amostral (n).
Bottleneck trabalha sobre a premissa, que populagao esta em equilibrio entre mutacgao e

deriva génica (o tamanho efetivo € constante no passado).

Em uma populagdo que ndo passa por um gargalo e que esta perto do equilibrio
mutagéo-deriva, a heterozigocidade esperada (Heq) é igual a heterozigocidade em
equilibrio de Hardy-Weinberg (He). Mas se uma populagdo tem passado pelo recente
gargalo, o equilibrio mutacao-deriva € transitoriamente perturbado e a medida de
heterozigocidade (He) poderia exceder a heterozigocidade (Heq), calculada pelo numero
de alelos amostrados (Luikart & Cornuet 1998). A significancia das analises foi testada

pelo Wilconxon signed-rank test.
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3. RESULTADOS

Um total de 95 individuos procedentes de cinco localidades da natureza foram
analisados usando sete /oci de microssatélites. Nos dados obtidos n&o foi observada a
presenca de alelos nulos, uma vez testado com o programa FeeNa e a corregao de
(Chapuis & Estoup 2007). A analise mostrou valores similares: Fst=0,042 (CI95%: 0,015-
0,077) usando a corregao e Fs1=0,043 (C195%: 0,013-0,084) sem a corregao. Ao realizar
a comparacéao estatistica usando o teste paramétrico para amostras unicas de Wilconxon,
nao mostrou diferencias significativas entre elas (W-valor=3 p< 0,05; N=7) o que indicou

que os dados obtidos neste estudo n&do apresentam alelos nulos.

O teste de desequilibrio de ligacdo analisado para cada populagdo depois da
correcdo de Bonferroni (p<0.00238) nao mostrou valores significativos nos locus

estudados, sugerindo que estes s&o herdados independentemente.

3.1. Diversidade genética

Neste estudo encontrou-se um total de 62 alelos na populacdo com numero médio
total de 9 alelos por locus. Do total de alelos achados, 12 foram exclusivos distribuidos em
todos los loci, sendo o locus Cm1B8 que apresentou maior numero de alelos (trés)
(Tabela 2).

Analisando o conjunto de loci por localidades, o menor numero alelos foi
encontrado no Puerto Carreno com 39 alelos, e maior nimero no Guaviare com 48 alelos.
Entre as localidades amostradas Guaviare teve o maior numero de alelos exclusivos

(sete) enquanto que Apure nao apresentou nenhum (Tabela 2).

A diversidade alélica calculada como o numero meio de alelos por locus teve uma

variagéo de 5,57 (meio Orinoco) a 6,86 (Guaviare) (Tabela 3).

A diversidade genética calculada como Heterozigocidade esperada teve um valor
meio de 0,66 para toda a populagdo, e manifestou-se homogénea em todas as
localidades amostradas com uma leve variacdo de 0,61 em baixo Orinoco a 0,70 em
Apure (Tabela 3). Desviacdes significativas de Hardy—Weiberg depois da correcdo de
Bonferroni foram achadas em alguns locus de quatro localidades: Meta e médio Orinoco
(Cm1B8), Guaviare (Pme20, Pme21) e baixo Orinoco (Pme4, Pme21, Cm1F7) motivo
pelo qual a hipéteses de equilibrio para a populacgéo foi rejeitada (p<0,00714) (Tabela 3).
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A estimativa global para o coeficiente de endogamia Fis=0,166 (p<0,0001) variou
entre Fis =0,06916 em Apure a Fis=0,321 em Baixo Orinoco, mostrando uma deficiéncia

de heterozigotos significativa na populacao(Tabela 3).

3.2. Estrutura populacional

A anadlise de estruturagdo populacional realizada pela inferéncia Bayesiana no
programa Structure (Pritchard et al. 2000), considerou sé um cluster ou uma unidade
biolégica como a mais provavel que congrega o conjunto de individuos da populagao
estudada (K=1; LnProb meia=-2125,3; 50000 replicas MCMC; 5000 burn-in period,
modelo admixture) de um total de cinco simulagdes independentes com K=1 a K=6

agrupamentos (Figura 2).

A Analise de Varidncia Molecular AMOVA mostrou um valor baixo de estrutura
genética com Fst = 0,044 (p<0,0001), sugerindo que a fonte da variagdo esta

relacionada com a diferenciagéo das frequéncias alélicas entre os individuos (Tabelas 4).

A relagao par a par dos valores de FsT entre as localidades depois da corregao de
Bonferroni mostrou que o baixo Orinoco apresentou maior diferenciagdo genética com
relacdo as outras localidades como Meta, Apure e Guaviare; e em segundo lugar o

Guaviare com relagéo ao meio Orinoco, Apure e Baixo Orinoco (Tabela 6).

Realizando o teste de Mantel, encontrou-se que nao existe relagao significativa par
a par entre a distancia genética e a distancia geografica (r=0,365120; p= 0,196100; 10000

permutacoes).

3.3. Fluxo génico e tamanho efetivo populacional

A andlise de fluxo génico estimada como taxa de imigrantes por geragédo a nivel
mutacional variou de 0,925 de Meta para Guaviare até 2,825 do médio Orinoco para
Apure. Entanto que o tamanho efetivo populacional a nivel mutacional foi de © = 1,02 no
Meta a © =2,27 em Guaviare (Tabela 7).

Depois da transformacédo dos parametros a partir do maximo valor, o tamanho
efetivo populacional para a populagdo no Orinoco teve uma média de 1675 individuos
efetivos, com um intervalo entre 1208 individuos efetivos por geragcdo no Meta a 2500

individuos efetivos por geracao no Guaviare. O fluxo génico apresentou-se bidirecional e
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assimétrico ao longo da populagdo, com variagdo minima de 2,033 imigrantes efetivos de
Apure para o baixo Orinoco até 7,215 imigrantes efetivos do médio Orinoco para Apure.
Considerando o numero de imigrantes acumulados o Meta foi quem recebeu o menor
numero de imigrantes efetivos (13,70) enquanto que Apure foi a localidade que recebeu
mais individuos (21,59) (Tabela 8).

3.4. Demografia historica

A anadlise de demografia histérica da populagdo de Piaractus brachypomus
(Orinoco) exibiu sinais de redugcdo dramatica do tamanho populacional, indicado pelo
valor de r menor de um (= 6,14*10°). A populagdo atual representou sé uma pequena
fracdo do tamanho efetivo populacional da populacdo ancestral com 62 individuos vs

1.009.190 individuos, respetivamente (Figura 3a).

A estimativa do tempo de inicio do decrescimento populacional foi datada ha 690
anos que em termos geracional equivale aproximadamente 184 geragdes atras (Figura
3b).

A analise realizada por Bofttleneck, assumindo o modelo de SMM (p=0,00000)
mostrou deficiéncia de He (p=0,00781) indicando que a populagdo esta passando por

uma recente expanséo do tamanho populacional.
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4. DISCUSSAO
4.1. Diversidade génica e estrutura populacional

A diversidade genética é um atributo importante dentro de uma populagao, constitui
a capacidade que a espécie tem de suportar as pressées do ambiente. Sua avaliacédo e
quantificacdo é fundamental em genética de populagdes e em biologia da conservagao.
Pode ser medida em termos de riqueza alélica (A), polimorfismo (P) e heterozigocidade
esperada (He), sendo a ultima a mais comumente usada para comparar quantidades
entre populagdes porque nao é influenciada pelo tamanho populacional e € a medida que

melhor representa o potencial adaptativo da espécie.

O nivel de diversidade génica para a espécie Piaractus brachypomus calculada
como riqueza alélica foi baixo (média de 6,11) comparado com o valor geral para peixes
de aguas doces (7,5) (DeWoody & Avise 2000) e outros peixes da América do Sul como
Colossoma macropomum (21,4) (Santos-Freitas 2010), Arapaima gigas (12,4) (Le&o
2009), Brachyplatystoma rousseauxii (11,3) (Batista 2010), Brachyplatystoma vaillantii
(9,2) (Rodriguez 2009) e Piaractus mesopotamicus (8,5) (Calcagnotto & DeSalle 2009).

Mas em termos de heterozigocidade esperada, em Piaractus brachypomus foi
moderado (0,66) comparado com peixes de aguas doces em geral e moderado com
relacdo aos peixes da América do Sul como Colossoma macropomum (0,78),
Brachyplatystoma vaillantii (0,75), Arapaima gigas (0,65), Brachyplatystoma rousseauxii

(0,61) e Piaractus mesopotamicus (0,58) (Tabela 5).

Esta caracteristica indica que a espécie do Orinoco pode responder a fatores
adversos estocasticos (variacdo climatica, catastrofes ambientais) e/ou deterministicos
(pressao pesqueira, fragmentagédo do habitat, introdugdo de espécies) que Ihe permitem

manter a populagao.

Ja dentro da populagdo de Piaractus brachypomus na bacia encontrou-se que a
diversidade genética medida como heterozigocidade esperada (He) se apresentou
relativamente homogénea em todas as localidades amostradas. No entanto pequenas
diferencas se evidenciaram no Meta e baixo Orinoco com valores um pouco menores com
relacdo Apure, médio Orinoco e Guaviare, o que indica que nestas areas os individuos da

espécie sdo mais susceptiveis a fatores que altere sua sobrevivéncia (Tabela 3).
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Encontrou-se na populagédo desequilibrio Hardy-Weinberg (H&W) em alguns locos
de quatro localidades das cinco amostradas. Este desequilibrio também se manifestou no
indice Fis, indicando excesso de homozigotos na populagdo com probabilidade
significativa nas localidades de Meta, médio Orinoco, Guaviare e baixo Orinoco (Tabela
3).

A analise de variancia molecular AMOVA mostrou um valor moderado de estrutura
genética com Fs7= 0,044 (p<0,001) atribuida a diferenciacédo dos individuos dentro da
populacdo. Apesar de que o indice FsT apresentou um valor significativo, na categoria
proposta por Wright (1978) é considerada para populagdes como baixa estruturacdo. A
relagdo par a par manifestou que as diferencas apresentam-se nas localidades de baixo
Orinoco e Guaviare com relagdao as demais localidades. Justamente baixo Orinoco e
Guaviare representam as localidades mais distantes amostradas dentro da bacia, embora
o teste de Mantel tenha indicado que nao existe relagéo significativa de isolamento por

distancia.

Complementando estas analises, a inferéncia Bayesiana realizada com Structure,
constatou a existéncia de sé um grupo biolégico na populagdo o que levou a aceitar a
hipétese nula que indicava que a populagéo de Piaractus brachypomus nao € estruturada

e por tanto é considerada uma unidade panmictica na bacia do Orinoco.
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4.2. Fluxo génico e tamanho efetivo populacional de Piaractus brachypomus

Em uma populagao, o fluxo génico € uma forga evolutiva que permite a troca de
genes (Templeton 2011) mantendo a conectividade e aumentando sua variabilidade
genética (Allendorf & Luikart 2006; Templeton 2011). Neste estudo, a estimativa com
inferéncia Bayesiana indicou que o fluxo génico histérico para a populagado de Piaractus
brachypomus € de forma assimétrica e de alta magnitude entre as localidades
amostradas, se comportando como um modelo de ilhas com interagdes complexas
(Wright 1943; Primack 2001) (Tabela 7 e Figura 4).

Fatores intrinsecos como vagilidade e estratégia reprodutiva sao considerados os
que mais contribuem na homogeneidade genética da populagdo. Na maioria dos
characiformes como Piaractus brachypomus, as migragdes reprodutivas estdo associadas
as mudangas no nivel das aguas do rio (Winemiller & Jepsen 1998). O comportamento
migrador inicia com as chuvas que sobem o nivel das aguas e conectam as areas
alagaveis com o canal principal do rio. Os cardumes de jovens e adultos de P
brachypomus em estados iniciais de maturagdo que ali se encontram, saem das areas
alagadas ao canal principal e percorrem entre 400 a 500 km durante dois a trés meses de
forma descontinua enquanto vao amadurecendo (Lasso & Sanchez-Duarte 2006; Novoa
2002) em direcao dos tributarios andinos para se reproduzir durante a enchente (Taphorn
B. 2003).

Uma vez que se reproduzem, a estratégia reprodutiva tipo r? (Winemiller & Taphorn
1989) que caracteriza a espécie pela alta fecundidade (200.000 a 1.500.000 ovécitos/
fémea) (Landines-Parra & Mojica-Benitez 2005) permite que os ovos semi-pelagicos e
larvas sejam liberados e dispersos pela correnteza para dentro das areas alagadas onde

encontram alimento e protegao (Machado-Allison 1983)

No médio Orinoco acontece um fendbmeno que afeta a estabilidade normal dos rios
llaneros (aluviais) causados pela pequena inclinagdo. Os rios s&o interconectados durante
a época de chuvas formando uma planicie alagada, chamada por Zink (1982) “delta
interior” que se caracteriza pela alta produtividade. Esta grande planicie se estende
aproximadamente 70.000 Km? de um total estimado de 97.000 Km? da planicie aluvial do
Orinoco. Os alagamentos no delta interior podem manter-se por 4 a 6 meses conectando
areas dos rios Apure e Arauca entre Coldémbia e Venezuela com canal principal do rio

Orinoco estendendo-se até a confluéncia com o rio Meta (Hamilton & Lewis 1990). Neste
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estudo, a area de alagamentos estédo representada pelas localidades de Apure, médio e
baixo Orinoco, enquanto que as cabeceiras dos afluentes andinos pelas localidades nos

rios Meta e Guaviare.

Para maior entendimento do nivel do fluxo génico dentro da populacéo, este foi
categorizado em trés magnitudes: baixa (Nm=3,0—4,4), moderada (Nm= 4,5-5,7) e alta

(Nm=5,8-7,2) taxa de imigrantes efetivos por geragéao.

Baseado no esquema do fluxo génico (Figura 4 e 5) pode-se encontrar que existe
troca génica na populagéo do Orinoco com diferentes magnitudes e orientagdes, que sao
compativeis com as migragdes de reproducao e dispersdo da espécie como foi descrita
acima. Neste sentido, acontece fluxo génico de alta magnitude e mediana magnitude
desde a cabeceira dos tributarios (rios Guaviare e Meta) para as areas alagadas (baixo,
meédio Orinoco e Apure) que podem estar influenciadas pela dispersdo das larvas e
alevinos logo da reproducao. No sentido inverso o fluxo génico pode ser de alta, mediana
e baixa magnitude. Aquele de alta e mediana magnitude ocorre entre as localidades que
representam as areas alagaveis (Apure, médio Orinoco e baixo Orinoco) o qual é
interconectada durante a época de enchente, e este com afluentes proximos como Meta
produzindo a formagao do “delta interno” que aumenta a area para dispersao de juvenis e
adultos imaturos. O fluxo génico de baixa magnitude representa-se entre as localidades
das areas alagadas (Apure, médio e baixo Orinoco) com os afluentes (Guaviare e Meta) e
entre os afluentes, o qual estd associado com a migragdo dos adultos maduros para se

reproduzir nas areas altas dos tributarios.

O tamanho efetivo de uma populacido é entendido como o tamanho de uma
populagao idealizada que perderia diversidade genética (ou se tornaria endogamica) na
mesma taxa da populagao atual (Frankham et al. 2008) ou em outros termos € o numero
de individuos reprodutivos que contribuem para geragdo seguinte em termos

demograficos e genéticos (Moreno-Letelier 2007; Dudgeon et al. 2012).

Se determinou que o tamanho efetivo populacional para Piaractus brachypomus é
mais ou menos homogéneo para toda a populagdo. No entanto, no Guaviare achou-se
que Ne é quase duas vezes o tamanho que o resto das localidades, e constitui a principal

fonte de migrantes para as demais areas da bacia do Orinoco.
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O tamanho populacional efetivo pode dar uma indicacdo do estado de saude
génica da populagao (Dudgeon et al. 2012). Neste sentido, o tamanho populacional no
Guaviare, mostrou ser a localidade com maior numero de individuos pode estar associado
com o estado de conservacdo dos recursos naturais naquela area, causado pela
complexidade da ordem publica que atravessa Coldmbia desde ha um pouco mais de
meio século, enquanto que as demais localidades estdo mais afeitadas pelas pesqueiras

e mudancgas na paisagem.

Argumentos tedricos e empiricos indicam que o tamanho populacional utilizado
como meta de recuperagado para as especies protegidas € de aproximadamente 1550
individuos (Frankham et al. 2008). Neste estudo se determinou que o tamanho médio da
populacdo de Piaractus brachypomus é de 1675 individuos, indicando que a populagéo
esta no limite de conservagao tornando-se vulneravel com ao incremento das capturas

pesqueiras, as quais estao sendo refletidas nas estatisticas pesqueiras nos ultimos anos.

De outro lado a Figura 5, reflete a dindmica da populagédo na bacia do Orinoco. As
barreiras geograficas presentes no médio Orinoco (Atures e Maipures) nao representam
obstaculos que impedem o fluxo génico entre as areas altas e baixas da bacia. Os
afluentes andinos sao a fonte importante de individuos para manter a populacao atribuida
a reproducao que acontece nestas, e posteriormente a dispersao das larvas e alevinos.
Enquanto que as areas baixas principalmente o “delta interno” concentram toda a
diversidade da populagédo devido aos alagamentos anuais que aumentam a cobertura do
habitat aquatico oferecendo alimento e protegdo aos juvenis e descanso aos adultos da

populagao.

4.3. Demografia histérica

A andlise de demografia historica realizado com Msvar sugeriu um forte declinio
populacional datado aproximadamente 690 anos correspondente ao Holoceno, em outras

palavras 184 geracdes atras.

O Holoceno, € um periodo que tem se caraterizado pelo clima relativamente
estavel, até mais ou menos 5500 anos atras, logo vieram os ciclo de
aquecimento/esfriamento que causam variagdes climaticas provocando redugdes dos

ambientes naturais (Rapp 2008) e com ele das populagdes de fauna que nele habitam.
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Além disso estudos do paleo-ENSOs (fenbmeno de “El Nifio”) mostram fortes
variagdes do clima registrando nos ultimos milénios, mesmo tenha-se incertezas das
datas exatas de ocorréncia. Estudos historicos no Peru tem associado desaparigdes de
grandes civilizagbes com a ocorréncia dos paleo-ENSOs, sendo as mais conhecidas as
chamadas “Chimu flood” uma enorme inundagéo ocorrida em 1100 d.C e “Nyamlap flood”

datada para 1330 d.C aproximadamente (Macharé & Ortlieb 1993).

Nos ultimos tempos é bem conhecido que o fenbmeno do “El Nifio” afeta as
populagdes pesqueiras entre outras coisas. No norte de América do Sul (Colébmbia,
Venezuela, Guianas e o Norte do Brasil) produzem-se grandes secas e diminuicao do
volume da agua dos rios (UNEP 2013), afetando os habitats naturais principalmente o

aquatico.

E provavel que o gargalo da populagdo tenha sido causado por uma das variancas
fortes no ambiente a curto tempo, talvez durante a ocorréncia do paleo-ENSO Chimu

flood sendo que suas datas sao coincidentes.

Em termos genéticos, um gargalo populacional leva a perda da diversidade
genética se esta passa por redugcdes prolongadas no tamanho populacional. Gargalos
severos e de curto tempo, tem baixo impacto sobre a heterozigoticidade, a qual também
depende do tamanho da populagdo. Assim em uma populagdo com um tamanho de
Ne=100 reduz a heterozigocidade somente 0,5% enquanto que uma populagédo Ne=25 a
reduz 2% (Frankham et al. 2002). Populagbes grandes e exogamicas naturalmente
possuem alta diversidade genética que permitem responder as diversas pressoes, e sua
recuperacao também esta muito ligada a biologia da espécie e a disponibilidade de
habitat que ele ocupa (Frankham et al. 2002; Allendorf & Luikart 2006).

Neste contexto, a populacéo de Piaractus brachypomus antes da redugao contava
com uma populacdo extremamente grande e pér em alta diversidade genética, suas
caracteristicas migratorias, ampla distribuigdo na bacia, tempo de longevidade e alta
diversidade genética favoreceram a manutencéo da populagéo até o presente, superando

0 gargalo populacional que passou.

A anélise demogréfica recente usando Botteneck indicou que a populagao esta em

expansao. Estado que também foi reforgcado pela detecgcédo de alelos privados na maioria
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das localidades amostradas da populacdo que sao um indicativo de um rapido

crescimento aumentando o acumulo de novas mutagdes (Rogers & Harpending 1992).

Argumentos teoricos propdéem que um tamanho de populagdo de Ne=500 é
adequado para manter o potencial evolutivo a longo prazo das populagdes silvestres, mas
tem-se comprovado que o tamanho necessario ndo € universal, esse depende da historia
de vida da espécie, do ambiente que ocupa e dos tipos de ameacas que enfrentam
(Frankham et al. 2008). Embora outros autores estimem que para evitar o acumulo de
alelos deletérios requerer-se Ne > 1000, e para evitar a depressao endogamica Ne > 50
(Dudgeon et al. 2012).

Apoiada neste contexto tedrico, pode-se afirmar que Piaractus brachypomus foi
reduzida a 62 individuos efetivos durante o gargalo populacional, numero que conseguiu
aumentar para manter a espécie devido a pouca perda de heterozigocidade, alto tamanho
efetivo populacional ancestral, as caracteristicas de histéria de vida da espécie e area

espacial que ela ocupa na bacia do Orinoco.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES DE MANEJO

A populacéo de Piaractus brachypomus na bacia hidrografica do Orinoco apresenta
moderada variabilidade genética e magnitude de fluxo génico ao comparado com outras
espécies da bacia Amazdnica. Mesmo assim, o fluxo génico é suficiente para manter a
conectividade e panmixia da populagado. Esta variabilidade confere a espécie capacidade

génica para reagir as condi¢cdes adversas do ambiente e da agdo humana.

O tamanho efetivo populacional de Piaractus brachypomus apresentou valores
baixos, se comparados com outras espécies migratérias Amazdnicas e mais ou menos
homogéneos ao longo da bacia, exceto no Guaviare onde o tamanho foi duas vezes
maior. Apesar disso a populacdo esta manifestando uma expansdo, que esta

principalmente evidenciada nas areas protegidas como Guaviare.

A area do médio Orinoco, conhecido como o “delta interno” abriga a maioria de
individuos da bacia e porém a maior diversidade genética da populagédo, fator que deve-

se considerar na priorizacao de unidades de conservacao para a fauna aquatica.

Na bacia do Orinoco, € possivel manter uma sé normatividade com relacdo as
épocas de defeso e tamanho minimo de captura, dado que trata-se de uma unica
populacado. Esta ultima pode ser definida segundo estudos biolégicos pesqueiros atuais
obtido da area de Apure - Arauca (delta interno), que congrega a maioria de individuos

dos diferentes afluentes.

Os afluentes andinos da bacia do Orinoco, principalmente o rio Guaviare, deveria
ter um tratamento especial de conservagao por ser a fonte de migrantes e da variagao
genética da populagao. A extragao pesqueira nestas localidades podem ser orientadas por

0 manejo da pressao de pesca, assim como o cumprimento da época de defeso.

Com relacdo ao aspecto aquicola, a espécie deveria ser criada e mantida na
mesma bacia, e ndo ser translocada a bacia do Amazonas para evitar erosao genética por

possiveis vazamentos ao ambiente natural.

Sugere-se ter como fonte de reprodutores para a aquicultura os individuos
provenientes do sistema Apure - Arauca, por ser onde se apresenta a maior diversidade

genética, no entanto o Guaviare também pode ser considerado por ter uma diversidade
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similar e riqueza alélica maior devido ao maior numero de alelos privados o que pode

conferir a espécie melhor adaptagao ao confinamento.

As acdes de recuperacgao local com repovoamento podem ser realizadas a partir de
individuos provenientes de qualquer localidade da bacia dada a panmixia na populagao.

No entanto, € aconselhavel realizar estas agdes entre as localidades mais proximas.
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TABELAS

Tabela 1. Marcadores moleculares usados nas analises da populagéo de Piaractus brachypomus na bacia do Orinoco.

Especie Locus/No. acceso Primer (5’2 3") Ta
(C°)
Pme4 F: CATGCTGCTGCAGATTAGAC 55
AF362446 R: CGCTTGCAATTTAACGCAGT
Pme5 F: CAGAGCATCTGGAGGGACAT
AF362447 R: 55
Piaractus mesopotamicus TCTGAGACACTGATATCTAAACACACA
Pme20 F: CAGAGCTTTGAGGAACACGA 57
AF362449 R: CCCATCAGTTACGGGTCATT
Pme21 F: ATAATGCTGGCGTCAGTGGT 55
AF362450 R: GGACAGCTGGTCTCAAGCTC
CmlF7 F-CCTATTGTGATGGCAGAGAGAG 62
EU6853313 R-CACAGACGTGTACAGCTGGTT
Cml1G7 F-CCCAGCCTACTACAGGGTCA 62
Colossoma macropomum |EU 685314 R-CACACATCGCTCTTCTCTCC
Cml1B8 F-CACAACCCACCTGTTTGATT
EU685316 R- 60

CTAATAACAAACCTACTTCCACTTCTC
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Tabela 2. Alelos privados, representados por tamanho e entre parénteses a frequéncia.

Local/locus Meta Meio Guaviare Baixo Total
Orinoco Orinoco
Pme4 0
Pme5 204 (0,050)
Pme20 284 (0,075) 1
Pme21 218 (0,025)
240 (0,025) 216(0,025) 222 (0.025) 4
Pml1F7 233 (0,005) 1
Cml1G7 130 (0,025) 5
171 (0,025)
CmlB8 132 (0,025)
136 (0,025) 3
150 (0,025)
Total 1 1 7 3 12
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Tabela 3. Caracterizagao genética de Piaractus brachypomus: A= Riqueza alélica, Ho=Heterozigosidade observada, He=

Heterozigosidade esperada, Fis=Coeficiente de endogamia, p=significancia para H&W e Fis, *Nivel de significancia apds corregéo de

Bonfferroni (p<0.00714).

Locus Meta Meio Orinoco Apure Guaviare Baixo Orinoco FIS
A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05
Pme4 7 0.40 0.50 | 0.09 7 0.60 0.76 0.33 8 0.75 0.80 0.25 7 0.50 0.56 0.15 7 0.20 0.49 | 0.00* | 0.22
Pme5 9 0.65 0.84 0.04 8 0.750 | 0.79 0.64 9 0.90 0.86 0.41 10 0.95 0.87 0.22 10 0.65 0.85 0.01 0.07
Pme20 2 0.40 0.38 1,00 3 0.45 0.40 0.49 3 0.20 0.31 0.09 4 0.15 0.39 | 0.00* 4 0.40 0.35 1,00 0.13
Pme21 6 0.50 | 0.60 0.12 5 0.55 0.74 | 0.00 4 0.65 | 0.65 0.93 5 0.25 0.72 | 0.00* 7 0.35 0.80 | 0.00% | 0.35
CmlF7 7 0.70 | 0.76 0.25 4 0.70 | 0.68 0.62 7 0.80 0.75 0.23 6 0.85 0.76 | 0.03 6 0.65 0.78 | 0.00* | 0.00
Cml1G7 7 0.80 | 0.79 0.09 8 0.85 0.86 0.17 7 0.65 0.85 0.05 9 0.95 0.87 0.79 6 0.53 0.80 0.05 0.09
Cml1B8 3 0.15 0.54 | 0.00* 4 0.35 0.59 | 0.00%* 5 0.55 0.66 0.27 7 0.50 0.64 0.41 3 0.15 0.23 0.03 0.37
Meia | 5.86 | 0.51 0.63 5.57 0,61 0,69 6.14 0.64 | 0.70 .86 | 0.59 0.69 6.14 0.42 0.61 0.17
FIS 0.18861 0.12037 0.06968 0.14037 0.32059
P<0,05 0.00 0.01 0.09 0.00 0.00
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Tabela 4. Analise de Variancia Molecular AMOVA para Piaractus brachypomus

Fontes de variaciao

Componentes da

Porcentagem de

variancia variacao
Entre populagdes 0.10702 4.40
Entre os individuos dentro das 0.38513 15.83
populagdes
Dentro das populagdes 1.94000 79.76
Fis 0.16564*
Fsr 0.04400*
Fir 0.20235%*

*nivel de significancia (p<0,05)
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Tabela 5. Diversidade genética para peixes de aguas doces.

Especie No. locus| A | He Referencia bibliografica
Peixes aguas doces geral 75 7,5 10,46 | DeWoody & Avice (2000)
Piaractus brachypomus (Orinoco) 6 6,1 |0,66 |Neste estudo
Piaractus mesopotamicus 8 8,5 10,58 |Calcagnotto & DeSalle (2005)
Colossoma macropomum 12 21,4 10,78 |Santos MC (2010)
Brachyplatystoma vaillantii 6 9,2 10,75 |Rrodriguez F (2009)
Brachyplatystoma rousseauxii 11,3 |0,61 |Batista J (2010)
Arapaima gigas 11 12,4 10,65 Ledo A (2009)
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Tabela 6. Relagao par a par de FsT1 entre as localidades amostradas com dados de microssatélites. Correcdo de Bonfferroni.

Localidades Meta | Meio Orinoco| Apure |Guaviare Baixo Orinoco
Meta 0.00000
Meio Orinoco | 0.04812%* 0,00000
Apure 0,01552 0,01500 0,00000
Guaviare 0,02683 0,05757* 0,03718* | 0,00000
Baixo Orinoco | 0,09674* 0,03196 0,06297* | 0,08697* 0,00000

*nivel de significancia depois da corre¢do de Bonfferroni (p<0,005)
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Tabela 7. Taxa de imigragao (M = m/u) e theta © (4Nep) por localidade na bacia do Orinoco. Valores da media e intervalos de confianga

(97,5%), X= fonte da migracéo.

X

Theta

M1 — X

M2 — X

M3 — X

M4 — X

M5—X

1. Meta

1,02501 (0,600-1,450)

1,575 (0,50-2,70)

1,275 (0,15-1,27)

0,925 (0,25-1,45)

1,725 (0,65-2,50)

2. Meio Orinoco

1,32501 (0,850-1,750)

1,325 (0,06-2,50)

2,825 (1,80-3,70)

1,025 (0,30-1,025)

1,425 (0,60-2,50)

3. Apure

1,27501 (0,650-1,950)

1,975 (1,10-3,05)

1,775 (1,05-2,65)

1,225 (0,60-1,90)

1,075 (0,35-1,07)

4. Guaviare

2,27501 (1,400-3,000)

1,275 (0,45-2,1)

1,475 (0,65-2,25)

1,425 (0,65-2,70)

2,275 (1,30-2,27)

5. Baixo Orinoco

1,37501 (0,900-1,900)

1,075 (0,35-1,8)

1,425 (0,60-2,50)

2,125 (0,85-3,40)

1,025 (0,45-1,650)
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Tabela 8. Fluxo génico Nm (4Ne*m) acima e abaixo da diagonal e tamanho efetivo populacional Ne (6/4u) na diagonal, a partir do

maximo valor do intervalo de confianga. uy = taxa de mutacional para microssatélites 10*

Nm1 Nm?2 Nm3 Nm4 NmS
1. Meta 1208 4,725 2,476 4,350 4,750
2. Meio Orinoco 3,625 1458 7,215 3,075 4,750
3. Apure 4,422 4,637 1625 5,700 2,033
4. Guaviare 3,045 3,937 5,265 2500 4,313
5. Baixo Orinoco 2,61 4,375 6,630 4,950 1583
Total 13,70 17,67 21,59 18,075 15,85
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FIGURAS

Figura 1. Localizagédo das coletas na bacia do rio Orinoco. 1. San José del Guaviare no rio Guaviare, 2. Puerto Lépez, no rio Meta, 3.
Puerto Carrefo no rio Orinoco, 4. San Fernando de Apure, no rio apure, 5. San Felix, no rio Orinoco.
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Figura 2. Resultados de Structure para bacia do Orinoco. A analise por maxima probabilidade, na vertical: medida da estimativa de

distribuicdo de probabilidade dos dados, na horizontal: nimero de clusters testados.
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Figura 3. Demografia historica de Piaractus brachypomus na bacia do Orinoco. a) Tamanhos efetivos populacionais em vermelho a

populagao recente, em preto a populagao ancestral. b) O tempo de incio de decrescimento populacional.
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Baixo Orinoco

Guaviare

Figura 4. Diagrama de fluxo génico da populagédo de Piaractus brachypomus na bacia do rio Orinoco. Linhas azul indica baixo fluxo

génico, linha marrao indica moderado fluxo génico e linha preta indica alto fluxo génico.
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Figura 5. Fluxo génico da populacao de Piaractus brachypomus na bacia do rio Orinoco. Linhas azul indica baixo fluxo génico, linha

marrao indica moderado fluxo génico e linha preta indica alto fluxo génico.
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CAPITULO Il

Foto: Associacédo de pescadores Guajara-Mirim

Guajara-Mirim, Rondonia, Brasil

106
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ABSTRACT

The population of Piaractus brachypomus was studied through different microsatellite
markers in the Amazon River basin. High genetic diversity was detected in the population
(He=0,72) with respect to all other fish of the Amazon. It was possible to detect population
structuring (Fs7=0,057) in the identification of two Biological Units (K=2) corresponding to
two Management Units highly associated to the geomorphology of the Amazon basin.
Gene flow of the population was of low magnitude (Nm=0,850-4,750 effective migrants for
generation) compared to other migratory fish from the Amazon, but enough to keep the
connection in the population. The waterfalls in rivers Madeira, Caqueta-Japura, Tapajos
River and Branco did not constitute a physical barrier to the migration of the species or to
their dispersion. The analysis of historical demography showed that the species underwent
a strong population decline could be caused by strong climatic changes that have occurred
in recent times. Currently the population is undergoing an expansion without even

reaching the optimal effective size to ensure full recovery of the population.
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RESUMO

A populagdo de Piaractus brachypomus foi estudada através de marcadores de
microssateélites na bacia do rio Amazonas. A diversidade genética da populagao detectada
foi alta (He=0,72) em relagdo a outros peixes da Amazénia. A populacdo mostrou ser
estruturada (Fs7=0,057) com a identificagdo de duas unidades bioldgicas (K=2)
correspondentes a duas unidades de manejo que estdo altamente associadas a
geomorfologia da bacia Amazénica. O fluxo génico da populacdo foi assimétrico e de
baixa magnitude (Nm=0,850-4,750 imigrantes efetivos por geracdo) quando comparado
com outros peixes migratérios da Amazoénia, mas suficiente para manter a conex&do da
populagdo. As cachoeiras dos rios Madeira, Caqueta - Japura, Tapajos e rio Branco nao
constituiram barreiras fisicas para as migragdes da espécie nem para sua dispersdo. A
analise da demografia histérica mostrou que a espécie passou por um forte declinio
populacional que poderia ser causado pelas fortes mudancas climaticas que aconteceram
nos ultimos tempos. Atualmente a populacdo esta passando por uma expansao, sem

ainda chegar ao tamanho efetivo 6timo para garantir a recuperagao da espécie.
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1. INTRODUGAO

Os numerosos rios de aguas doces do Neotropico, sdo habitat da maior riqueza de
peixes do mundo ( James & Reis 2011; Myers et al. 2000). O nucleo desta biodiversidade
localiza-se na Amazoénia, representada principalmente pelo grupo dos Ostariophysi que
representa o 77% das espécies que ali ocorrem, sendo a ordem Characiformes 0 43% e a
ordem Siluriformes 0 39% (Lowe-McConnell 1999; Albert et al. 2011). Este mesmo grupo
de peixes sao os que sustentam grande parte da populagao local e regional através da

extracdo pesqueira.

A maioria das espécies que compdem O recurso pesqueiro apresentam
comportamento migratorio (Welcomme & Halls 2004), entendido-se este, como
deslocamento sincronizado que ocorrem em momentos especificos durante o ciclo de
vida (Lucas et al. 2001). Em peixes amaz0nicos, as migragcdes respondem a épocas
sazonais complexas ecologicamente, ainda ndo bem conhecidas. No entanto Barthem &
Fabré (2004) classificam em dois grupos os peixes migratérios da Amazonia: migradores
que usam ambientes lacustres e fluviais (ex. Piaractus brachypomus, Pseudoplatystoma
spp) € migradores que usam principalmente a calha dos rios (ex.Brachyplatystoma

vailantii, Brachyplatystoma rousseauxii).

Pela grande area que ocupa a bacia do Amazonas (40% da area de América do
Sul) as migragdes implicam deslocamentos em dois ou mais territérios nacionais,
convertendo-se em um recurso compartilhado ou transfronteiro, com manejo complexo

que deve ser baseado no conhecimento integral e contexto da bacia (Barletta et al. 2010).

Piaractus brachypomus, € um exemplo de peixes migradores, um dos maiores
Characiformes da Amazbdnia com ampla distribuicdo nos diferentes paises que integram a
regido (Barthem & Goulding 2007). Conhecida como pirapitinga ou caranha no Brasil,
cachama blanca ou paco na Coldmbia, paco em Peru, cachama no Equador e tambaqui
na Bolivia (Barthem & Goulding 2007; Carvajal-Vallejos & Zeballos-Fernandez 2011,
Lasso et al. 2011) € uma espécie de importancia pesqueira e econbmica na bacia
Amazébnica (Barthem & Fabré 2004). Estudos biolégicos pesqueiros pontoais tem
mostrado que nas ultimas décadas a espécie vem sofrendo sobre exploragao (Goulding
1979; CCI 2008).

Biologicamente, a espécie caracteriza-se por ter corpo de forma romboidal, alto e

comprimido lateralmente, coloracdo cinza arroxeada uniforme nos adultos e cinza com
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manchas alaranjadas nos jovens com uma pequena mancha escura no opérculo, devido a
seus habitos alimentares (onivoros com preferéncia a sementes) é considerada uma
espécie que ajuda no equilibrio da floresta (dos Santos et al. 2006). Tém estratégia
reprodutiva tipo r? (Winemiller 1989), habita tanto ambientes lacustres como fluviais, com
tendéncia ao alto fluxo génico entre grupos de diferentes sistemas fluviais (Barthem &
Fabré 2004). Devido a suas caracteristicas biolégicas é categorizada como uma espécie
de grande porte, migratéria de planicie que se desloca entre 100 a 1500 km (Van Damme
et al. 2011).

Em geral, a maioria das espécies importantes da pesca comercial sdo bem
conhecidas, mas pouco se sabe se os individuos estdo agrupados em um unico estoque
ou em varios (Bayley & Petrere Jr. 1989), aspecto que é fundamental para o manejo

adequado do recurso pesqueiro.

Nas ultimas décadas, analises moleculares baseadas em DNA tem sido utilizadas
como ferramenta para conhecer o potencial adaptativo de uma espécie e identificar as
unidades biologicas existentes na populagéo, também conhecidas como unidades de

manejo ou estoques pesqueiros (Allendorf et al. 1987).

Funk et al. (2012) definem unidade de manejo -UM- como uma populagéo local
com unidades diferentes por causa de sua independéncia demografica, com taxa de

crescimento depende da taxa nascimento e mortalidade local mais do que a imigragao.

Devido que um UM representa unidades isoladas demograficamente, & preciso
delimita-as para inferir as subpopula¢des que fazem parte dela. O critério mais comum foi
proposto por Mortiz quem indicou que populagdes com diferenga significante de
frequéncias alélicas de loci nucleares ou mitocondriais, levam a rejeitar estatisticamente a

panmixia de uma populagao (Palsball et al. 2007).

E assim que identificar unidades de manejo, ajuda a definir as metas de gestdo a
curto prazo, as areas pesqueiras, cotas pesqueiras locais, monitoramento e condi¢cao da

populagao (Funk et al. 2012).

De outro lado, determinar a variagao genética em uma populacdo é fundamental
em biologia da conservagao, porque € um dos principais atributos que esta influenciado
por fatores como mutagdo, migracdo, selegcdo e deriva génica, diminuindo-a ou
acrescentando-a, pelo que difere consideravelmente entre populagdes (Freeland 2005;
Templeton 2011).
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Em populagdes naturais, a diversidade genética normalmente tém niveis altos de
variagao, a qual esta relacionada com o grande tamanho populacional, a heterogeneidade
ambiental e historia de vida da espécie. Esta variagdo pode mudar dentro e entre

populagdes e de espécie para espécie (Frankham et al. 2002).

Para detectar a variabilidade genética é importante escolher o marcador molecular
que vai-se usar, levando em consideragao as taxas de mutagdo dentro e entre o genoma
(Freeland 2005). Marcadores do tipo microssatélites geralmente s&o utilizados para
estudos populacionais, eles refletem altos niveis de variagado genética em relagéo a outros
marcadores, além de apresentarem heranca mendeliana, serem codominantes,

considerados nao codificadores e abundantes no genoma (Schldtterer 2000).

Partindo da premissa que Piaractus brachypomus é uma populagdo panmitica na
Amazobnia, o objetivo deste trabalho foi conhecer as caracteristicas genético-
populacionais da espécie e sua dinamica na bacia, como aporte aos planejamentos
futuros nas estratégias de manejo para a recuperacao e aproveitamento sustentavel deste

recurso natural na regigo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Area de estudo

A regido Amazénica integrada por nove paises (Brasil, Peru, Colémbia, Bolivia,
Equador, Guiana, Venezuela, Suriname e Guiana Francesa) cobre uma area de sete
milhdes de km? (Lowe-McConnell 1999). Geologicamente a bacia Amazobnica esta
definida por trés estruturas: 1) a Cordilheira dos Andes, a oeste; 2) Escudos da Guiana ao

norte, e do Brasil ao sul; e 3) a planicie sedimentar, na porgéo central (IBGE 1999).

Os Andes, geologicamente mais recentes, sdo importantes para os ecossistemas
aquaticos devido aos nutrientes que eles transportam a planicie sedimentar e estuario,
provocados pelas fortes chuvas que erodem os vales da cordilheira (Barthem & Fabré
2004). Os rios que tem origem nesta formagao geoldgica séo classificados como aguas
brancas pela alta quantidade de material em suspenséo que carregam e o pH proximo ao
neutro (Sioli 1984). Os rios mais importantes que fazem parte do sistema Solimbes
Amazonas sao: pela margem direita: rios Napo, Marafnon, Jurua, Purus e Madeira, e pela

margem esquerda: rios Putumayo-Ica, Caqueta-Japura.

Os escudos de Guiana e do Brasil sdo formagdes antigas do pré-cambriano
(Wesseling & Hoorn 2011). O escudo das Guianas ao norte do rio Amazonas, se estende
desde a Guiana Francesa, Suriname, Guiana, sul e leste de Venezuela e oeste de
Colémbia, limitando com a bacia do Amazonas pelo sul, e o rio Orinoco ao norte
(Hammond 2005). O escudo do Brasil se estende ao sul do rio Amazonas, e delimita os
maiores tributarios do sudeste do rio Amazonas e cabeceiras dos rios que fluem para o rio
Parand, até a metade do rio Madeira que € interrompido por numerosas cachoeiras (Lujan
& Armbruster 2011). Os rios que se originam nos escudos sao classificados de aguas
claras e pretas com pouco material em suspensao, alta transparéncia e pH quase neutro
a acido, respetivamente (Sioli 1984). Rios importantes que fluem para a bacia do
Amazonas sao: Tapajés e Xingu pela margem direita e Trombetas pela margem esquerda.
O rio Negro um dos mais importantes afluentes a margem esquerda origina-se numa
regiao mais ou menos plana entre os Andes e o Escudo das Guianas (Mendes & Ferreira
1999).

A planicie sedimentar possui cerca de 2 milhes de km? com superficie plana (20
mm/km) é formada pelos sedimentos carregados dos Andes e dos escudos cristalinos que

se depositaram no vale Amazénico, que junto com a descarga de agua favorece a
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formagdo de um ambiente conhecido como varzea (Mendes & Ferreira 1999; Barthem &
Fabré 2004). A planicie Amazbnica pode ser dividia em trés porgdes: 1) Alto rio
Amazonas, também conhecido como rio Solimdes: vai dos sopés dos Andes até a
confluéncia com o rio Negro, caracterizado por ser uma planicie uniforme com inumeros
meandros, a maioria dos rios deste trecho tem origem Andina. 2) Médio rio Amazonas:
situa-se entre os escudos, desde a confluéncia do rio Negro até o rio Xingu e 3) Baixo rio
Amazonas: é a parte mais baixa e oriental da bacia, contém a zona do estuario ou delta,

dominado pela influéncia das marés (Mendes & Ferreira 1999).

Na bacia sedimentar, a varzea, ocupa a maior area ha Amazonia central com cerca
de 35% da area total da bacia (Mendes & Ferreira 1999; Goulding et al. 2003). Sua
formagdo é produto do pulso de alagamento monomodal do rio Amazonas e seus
tributarios em resposta aos periodos de seca e chuvas (Junk et al. 2007). A amplitude do
alagamento anual flutua entre 4 — 15 m, sendo que as descargas maximas dos tributarios
do sul acontecem trés meses antes do que os tributarios do norte (Goulding et al. 2003;
Junk et al. 2007). Ecologicamente, o pulso de alagamento é considerado por Junk et al.
(1989) como a forga controladora da biota entre o rio e area alagada, devido a que
fornece grande parte da energia que sustenta a cadeia trofica aquatica, além, que é a
area pesqueira mais importante da bacia amazénica onde concentra-se a maior atividade
pesqueira (Barthem & Fabré 2004).

2.2. Obtencao de dados
2.2.1. Coleta de amostras

O estudo foi realizado em quinze localidades que representam a bacia do
Amazonas: 1) Leticia no alto rio Solimdes; 2) La Pedrera no alto rio Japura; 3) Japura, no
meio Japura; 4) Jurua no meio Jurua, 5) Tefé no meio Solimdes; 6) Beruri no baixo Purus;
7) Boca do Acre, no alto Purus; 8) Janauaca, no baixo rio Solimdes, 9) Boa Vista no rio
Branco (Roraima); 10) Oriximina, baixo rio Trombetas; 11) Borba, no baixo rio Madeira;
12) Humaita, no meio rio Madeira; 13) Guajara-Mirim, no alto rio Madeira; 14) Santarém

no baixo rio Amazonas; 15) Itaituba, no médio rio Tapajos (Figura 1).

Em cada localidade foram amostrados pelo menos 20 individuos de Piaractus
brachypomus provenientes das pescas artesanais e preservadas em alcool 92,5%. As

amostras foram enumeradas e integradas ao banco de dados de tecidos do Laboratdrio
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de Genética e Evolugao Animal — LEGAL da Universidade Federal do Amazonas (Manaus,

Amazonas, Brasil).

2.2.2. Extragao de DNA, amplificagao e genotipagem

A extracdo de DNA foi realizada pelos métodos de CTAB 2% (Doyle & Doyle
1987) e Fenol Cloroférmio (Sambrook et al. 1989). A qualidade foi avaliada em
comparagao com um DNA padrao de concentracdo definida, em gel de agarose 0.8%
corado com GelRed (Biotium). A quantificagao foi realizada por espectrofotometria através

do Nanodrop 2000 Thermo-Scientific e diluido a uma concentragao final de 50 ng/ml.

Aplicou-se o0 método de transferibilidade a partir de microssatélites desenvolvidos
para as especies filogeneticamente préximas: Piaractus messopotamicus (Calcagnotto et
al. 2001) e Colossoma macropomum (Santos et al. 2009). De um total de 16
microssatélites testados, foram escolhidos seis com caracteristicas polimorficas, ja que os
demais microssatélites apresentaram dificuldades pela presenca de alelos nulos em
algumas localidades ou mostraram ser monomorficos, estes ndo foram incluidos no
estudo (Tabela 1).

A reacdo de cadeia de polimerase (PCR) foi realizada num termociclador
AppliedBiosystem com volume total de 10 yL. O protocolo usado para os primers Pme4,
Pme5, Pme21, Cm1F7 teve as seguintes condi¢cdes de reagao: 2,9 uL de agua milliQ, 1,0
uL de dNTP (10mM), 1,0 uL MgClI (25mM), 1,0 uL de Tampao 10X (NH4)2S0O4, 0,7 uL de
primer forward, 1,0 uL d primer reverse, 0,3 pL de M13 (FAM), 0,8 uL BSA e 0,5 uL de Taq
(1,0U). Do mix da reagao foi usado 9 pL e 1 yL de DNA. Para os primers Cm1G7 e
Cm1B8 foi realizada a seguinte reagéo: 2,3 yL de agua milliQ, 1,0 yL de dNTP (10mM),
1,0 L MgCl (25mM), 1,0 uL de Tampéao 10X (NH4)2S0O4, 1,0 yL de primer forward, 1,5 uL
de primer reverse, 0,7 yL de M13 (FAM), 0,5 uL de Taq (1,0U) e 1 uL de DNA. Do mix da
reagao foi usado 9 uL e 1 uL de DNA.

As condigdes da amplificagao para o primeiro grupo de primers foram as seguintes:
primeiro ciclo de 30 repeticbes: desnaturagdo a 94°C por 10 segundos, temperatura de
anelamento de 30 segundos com temperatura especifica para cada primer e extensao a
72°C por 45 segundos. Segundo ciclo de 25 repeticbes: desnaturacdo a 94°C por 10
segundos, temperatura de anelamento do primer M13 a 53°C por 15 segundos e extensao

a 72°C por 45 segundos; extensado final a 72°C por 25 minutos. As condi¢cdes da
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amplificagdo para o segundo grupo de primers foi: primeiro ciclo de 30 repetigbes:
desnaturagao a 94°C por 10 segundos, temperatura de anelamento especifico para cada
primer de 30 segundos e extensdo a 68°C por 40 segundos. Segundo ciclo de 20
repeticdes: desnaturagédo a 94°C por 10 segundos, temperatura de anelamento do primer
M13 a 53°C por 30 segundos e extensédo a 68°C por 30 segundos; extenséao final a 72°C

por 30 minutos.

A amplificagdo foi verificada por eletroforeses através do gel de agarose 1%
usando 2l do produto da PCR e 3ul de marcador GelRed (Biotium).O produto da PCR foi

diluido em agua deionizada conforme a concentragdo para uma melhor visualizagao.

A genotipagem foi realizada usando 1pl do produto da PCR diluido, acrescentado
8ul de formamida e 1ul do padrao ROX (DeWoody et al. 2004) e aplicados no
sequenciador automatico ABI 3130xl (Applied Biosytems, Inc., USA). O tamanho dos
alelos especificos para cada microssatélite foram estimados usando o programa

GeneMapper versao 4.0 (Applied Biosystems Inc., USA).

2.3. Analises de dados
2.3.1. Verificagao dos dados moleculares

Os dados obtidos foram revisados através dos programas FreeNA (Chapuis &
Estoup 2007) que estima a frequéncia dos alelos nulos para cada loco e populagao
analisada de acordo com o algoritmo de Maxima Expectativa de Dempster et al. (1977).
Ele estima o Fsr de (Weir 1996) desde qualquer conjunto de microssatélites que possuam
alelos nulos. O método usado para cada estimativa € chamado o método ENA (exclusao
de alelos) (Chapuis & Estoup 2007) O método de correcdo por ENA corrige
eficientemente o viés positivo induzido pela presenca de alelos nulos na estimagao do Fsr.
Os valores obtidos de FsT com e sem a correcdo ENA permitiram realizar comparagdes
estatisticas (diferengas significativas através do teste ndo paramétrico para amostras
unicas de Wilcoxon) entre ambas as estimagdes para detectar o efeito deste tipo de
alelos, o que em consequéncia podera nos permitir identificar aqueles locos com alelos
nulos cuja presenga nas populagdes poderiam afetar significativamente nas analises, e

que por tanto devem ser excluidos da matriz de dados.

Adicionalmente foi testado o desequilibrio de ligagcdo com ajuda do programa

Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005) usando 10000 permutagdes seguido da corregcao de
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Bonferroni (Rice 1989).

2.3.2. Diversidade genética e estrutura populacional

Partindo do principio que Piaractus brachypomus trata-se de uma populagao
amplamente distribuida, testou-se a existéncia ou nao de estruturacdo populacional na

area geografica que a espécie ocupa, a partir de dados moleculares de microssatélites.

A estimativa da diversidade genética (numero de alelos, riqueza alélica e
heterozigocidade observada e esperada) e estimativa do equilibrio de Hardy & Weinberg
(H&W) foi realizada no programa Arlequin 3.1 (Excoffier & Lischer 2010) usando o método
de MCMC (Markov chain Monte Carlo) e correcao de Bonferroni (Rice 1989).

A identificacdo de grupos bioldgicos foi realizada pela analise de estruturacao
populacional a partir da analise Bayesiana implementada no programa Structure 2.3.1.
(Pritchard et al. 2000) que agrupa os individuos de acordo com as frequéncias alélicas de
cada locus dentro de um cluster definido na populacédo. Para o calculo, usou-se 50.000
MCMC e 5.000 permutacdes de corte (burn-in). A variagao de cluster posteriori foi de K=1
a K=7 com 10 repeticdes para cada K. Usou-se o modelo de admixture ou modelo de
frequéncias correlacionadas, que assume que cada individuo pode ter ancestrais oriundos
de mais de uma populacao, e frequéncias alélicas correlacionadas, favorecendo a melhor
identificacdo de populagdes sub-estruturadas (Falush et al. 2003). A observacao dos
resultados foi feita usando Structure Harvester (Earl & VonHoldt 2012) que adicionalmente

permite determinar o K verdadeiro a partir do valor maximo estimado (Falush et al. 2003).

Para o valor de K selecionado se estimou a proporgdo de agrupamento (Q) das
localidades amostradas dentro dos clusters detectados e a propor¢édo de agrupamento
individual g (propor¢ao do genoma ancestral de cada individuo nos clusters) usada como
medida de separacdo de cada grupo genético. A predigao do valor limite pode afetar a
acuracidade da identificagdo dos hibridos. Baseados na proposta de Oliveira et al. (2008)
usou-se como valor limite g = 0,80 para definir individuos puros; em quanto que para os

gendtipos misturados a proporgao foi menor que 80%.

Por meio da Analises de Varianga Molecular (AMOVA) testou-se a homogeneidade
da distribuicdo dos alelos na area de distribuicdo determinando o grau de diferenciagao

através da estimativa dos indices F de Wright (1969). O calculo foi realizado pelo
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programa Arlequin 3.1 (Excoffier & Lischer 2010) com uma significancia de 10.000

permutacoes.

A conectividade genética entre as localidades amostradas foi provada através do
teste de Mantel (Mantel 1967) implementado no programa Arlequin 3.1 (Excoffier &
Lischer 2010), que avalia a correlagdo entre os valores FST par a par e as distancias
geograficas. A analise foi realizada com 10.000 permutagdes e intervalo de confianga de
95%. As comparacgdes par a par de FsT foram ajustadas com a corregdo de Bonferroni
(Rice 1989). A distancia geografica entre os pontos de coleta foram obtidos no programa

Google Earth (Google 2013) seguindo o curso dos rios entre cada par de localidades.

2.3.4. Fluxo génico, tamanho populacional e demografia histérica

A analise de fluxo génico entre as localidades e tamanho efetivo populacional
foram calculadas a partir dos parametros theta (©) e a taxa de imigragao (M) obtida no
programa Migrate Ver 3.2 (Beerli & Palczewski., 2010), os quais foram utilizados para a
conversdo dos dados demograficos. A taxa de mutagdo que se assumiu para
microssatélites foi de 10 (Chistiakov et al. 2006).

Com o fim de conhecer se a populacdo tem experimentado possiveis efeitos de
reducdo no tamanho populacional em diferentes tempos, os dados foram analisados
através do programa Msvar 1.3 (Beaumont 1999; Storz & Beaumont 2002) baseado na
analise coalescente e modelo mutacional a passos SMM (Stepwise Mutation Model) para
avaliar a demografia histérica. Para estimacdo do tamanho populacional foi usado o
modelo exponencial, que na versao atual de Msvar é ajustado para datar as mudangas de
tamanho populacional em periodos de tempo relativamente grandes (Storz et al. 2002;
Storz & Beaumont 2002). Foram realizadas 10 corridas independentes usando MCMC
com 100.000 permutagdes e 20.000 permutacdes de corte e tempo generacional de 3

anos (Landines-Parra & Mojica-Benitez 2005).

Para definir se a populagao passou por um gargalo de garrafa foi usado o valor de
r = No/N1, onde No é o tamanho populacional no tempo 0 e N1 o tamanho populacional
ancestral em um tempo tf. Se r<1 a populacao esta em declinio; se r=1 a populagao esta
estavel; se r>1 a populacéo esta em expansao (Beaumont 1999). O valor de tempo desde
que o tamanho populacional comeg¢a mudar (tf), o tamanho efetivo populacional ancestral

(N4) e atual (No) foram obtidos a partir da conversao dos valores da escala /og.
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Adicionalmente, foi usado o programa Bottleneck (Cornuet & Luikart 1996) que
permite detectar recentes redug¢des no tamanho efetivo populacional usando o modelo de
alelos infinitos (IAM) e modelo mutacional a passos (SMM). O programa calcula para cada
populagcdo amostrada e para cada loco a distribuicdo de heterozigocidade esperada (Heq)
desde o numero de alelos observados (k), dado um tamanho amostral (n), sobre a
premissa que a populagado esta em equilibrio entre mutacao e deriva génica (o tamanho

efetivo é constante no passado).

Em uma populagdo que nido passa por um gargalo e que esta perto do equilibrio
mutag&o-deriva, a heterozigocidade esperada (Heq) é igual a heterozigocidade em
equilibrio de Hardy-Weinberg (He). Mas se uma populagdo tem passado pelo recente
gargalo, o equilibrio mutagédo-deriva é transitoriamente perturbado e a medida de
heterozigocidade num loco (He) poderia exceder a heterozigocidade (Heq) calculada pelo
numero de alelos amostrados (Luikart & Cornuet 1998). A significancia das analises foi

testada pelo Wilcoxon signed-rank test.
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3. RESULTADOS

Um total de 303 individuos procedentes de 15 localidades da natureza foram
analisados usando seis loci de microssatélites (Tabela 1). Nos dados obtidos nao
encontrou-se presenca de alelos nulos. A correcao de Chapuis & Estoup (2007) mostrou
valores similares: Fst=0,052 (Cl95%: 0,023-0,104) usando a corregdo, e Fs71=0,053
(CI95%: 0,022-0,108) sem a corregédo. Ao realizar a comparacéo estatistica usando o
teste paramétrico para amostras unicas de Wilcoxon, nao foi encontrado diferengas
significativas entre elas (W-valor=2 p< 0,05; N=6), o que indicou que os dados obtidos

neste estudo estdo livres de alelos nulos.

O teste de desequilibrio de ligacdo analisado para cada populagcdo depois da
correcéo de Bonferroni (p<0.003) ndo mostrou valores significativos nos loci estudados,

sugerindo que estes sao herdados independentemente.
3.1. Diversidade genética

Neste estudo encontrou-se um total de 79 alelos na analise geral da populagao,
com numero meio de 13 alelos por locus. Considerando cada locus, 0 numero variou de
seis alelos no locus Pme21 até 17 no locus Cm1G7 (Tabela 2). Analisando o conjunto de
locus por localidades, Boca do Acre mostrou o menor numero com 31 alelos, em quanto

que Japura a maior numero com 47 alelos.

Do total de alelos encontrados, 19 foram exclusivos distribuidos em todos os loci,
sendo o locus Cm1G7 que apresentou o maior numero (cinco) (Tabela 2). Entre as 15
localidades amostradas, 12 evidenciaram a presencia de alelos privados, sendo Japura e
Itaituba as que tiveram o maior numero de alelos privados (trés) seguida por Jurua e
Janauaca e Beruri (dois), Leticia, Santarém, Tefé, Borba, Humaita, Guajara-Mirim e Boca
do Acre (um) (Tabela 2).

A diversidade alélica calculada como o numero meio de alelos por locus teve uma

variagao de 5,2 (Boca de Acre) a 7,8 (Japura) (Tabela 3).

A diversidade genética calculada como Heterozigocidade esperada teve um valor
meédio de 0,72 para toda a populagdo, manifestando uma variacdo entre 0,62 em Boa
Vista e 0,79 em ltaituba (Tabela 3).

Desvios significativos do equilibro de Hardy—Weiberg (H&W) depois da correcéo de

Bonferroni foram encontradas em alguns locus de seis localidades: Jurua e ltaituba
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(Cm1G7), Beruri, Humaita, Borba (Cm1F7) e Janauaca (Pme21) motivo pelo qual a

hipoteses de equilibrio para populagao foi rejeitada (p<0,0083) (Tabela 3).

A estimativa global para o coeficiente de endogamia teve um valor de Fis = 0,064
(p<0,0001) variando entre Fis = -0,028 em Japura a Fis = 0,117 em ltaituba, mostrando

uma deficiéncia de heterozigotos significativa na populagéo (Tabela 3).

3.2. Estrutura populacional

A estruturacdo populacional realizada pela inferéncia no programa Structure
(Pritchard et al. 2000), considerou a formacdo de dois clusters ou duas unidades
biolégicas como as mais provaveis que congregam o conjunto de individuos da populagao
estudada (K=2; LnProb média=-6119,4; 50000 replicas MCMC; 5000 burn-in period,
modelo admixture) de um total de sete simulagdes independentes com K=1 a K=7

agrupamentos (Figura 2).

A anadlise de Variancia Molecular AMOVA mostrou um valor moderado de estrutura
com Fs7=0,053 (p<0,0001) (Tabela 6). Segundo a categorizacdo de FsT proposta por
Wright (1978), indica que valores entre 0,00-0,05 é fraca estruturagcédo, 0,05-0,15
moderada estruturacédo e entre 0,15 a 0,25 elevada diferenciagdo genética entre as

populacdes estudadas.

A relacao par a par dos valores de FsT entre as localidades depois da correcao de
Bonferroni indicou diferengas significativas entre algumas localidades amostradas
principalmente Boa Vista, Guajara-Mirim, Boca do Acre, Humaita e Borba com relagdo ao

resto da populacéao (Tabela 7).

Realizando o teste de Mantel para avaliar se a estruturagdo populacional esta
correlacionada com a distancia geografica, constatou-se que nao existe relagao
significativa (r=0,307966; p= 0,07050; 10000 permutacdes) nas localidades amostradas,

desmentindo esta possibilidade.

3.3. Fluxo génico e tamanho efetivo populacional

A taxa de imigrantes efetivos variou de 0,525 de Boa Vista para Leticia até 1,825
de Beruri para La Pedrera. No entanto, os limites de confianga tiveram uma ampla

variacao de zero no limite inferior até 2,50 no limite superior. O tamanho populacional (6)
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estimado a maior intervalo de confianca foi de 1,00 em Boca do Acre e Janauaca até 1,90

em Japura (Tabela 7).

Depois da transformacao dos parametros a partir do valor maximo do intervalo de
confianca, o fluxo génico apresentou-se assimétrico na populagdo, com variagado minima
de 0,850 imigrantes efetivos para Boca do Acre desde Santarém, até valores maximos de

4,750 imigrantes efetivos para Japura desde Beruri.

Considerando o numero de imigrantes total que recebe cada localidade, algumas
receberam mais imigrantes efetivos como Japura (43,3), Itaituba (38,3) e Humaita (36,4);
enquanto que Boca do Acre (20.1) foi a menos sustentada. Com relagdo ao tamanho
efetivo populacional, os valores também flutuaram de 833,3 individuos por geragdo em

Boca do Acre e Janauaca, até 1583,3 individuos por geragdo em Japura (Tabela 8 e 9).

3.4. Demografia historica

A analise da demografia histérica indicou que a populagcdo de Piaractus
brachypomus exibiu sinais de redu¢cdo dramatica no tamanho populacional, indicado pelo
valor de r menor de um (= 1,19*10%). A populagéo depois do gargalo representou s6 uma
pequena fragao do tamanho efetivo populacional ancestral com 636 individuos vs 535316

individuos respetivamente (Figura 5a).

A estimacao do tempo de inicio do decrescimento populacional foi datada ha 2507
anos que em termos geracional equivale aproximadamente 835 geracdes atras (Figura

5b).
Por outro lado, a analise realizada por Bottleneck, indicou que os dados se

adequaram ao modelo de SMM (p=0,0001) com deficiéncia de heterozigoses He
(p=0,00781), indicando que a populacdo atual esta passando por uma recente expanséo

do tamanho populacional.
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4. DISCUSSAO
4.1. Diversidade génica e analises de estrutura populacional

A diversidade genética € um atributo importante dentro de uma populagéo, pois
constitui a capacidade da espécie de suportar pressdes do ambiente, envolvendo-se e
adaptando-se a novas situagbes (Freeland 2005). Sua avaliacdo e quantificacdo é
fundamental em genética de populacdes e em biologia da conservagao porque permite

orientar a gestdo do manejo responsavel dos recursos naturais.

A diversidade genética pode ser medida em termos de diversidade alélica (A),
polimorfismo (P) e heterozigocidade observada (Ho) e heterozigocidade esperada (He),
sendo a ultima a mais comumente usada para a comparar quantidades entre populagdes
porque € a que melhor representa o potencial adaptativo de uma espécie (Allendorf &
Luikart 2006; Frankham et al. 2008).

Na espécie Piaractus brachypomus, a diversidade genética em termos de riqueza
alélica foi baixa (média de 6,4) comparado com o valor geral para peixes de aguas doces
(7,5) (DeWoody & Avise 2000) e outros peixes Neotropicais como Colossoma
macropomum (21,4) (Santos-Freitas 2010), Arapaima gigas (12,4) (Ledo 2009),
Brachyplatystoma rousseauxii (11,3) (Batista 2010), Brachyplatystoma vaillantii (9,2)
(Rodriguez 2009) e Piaractus mesopotamicus (8,5) (Calcagnotto & DeSalle 2009) (Tabela
11).

A Heterozigoticidade foi alta (0,72) sendo depois de Colossoma macropomum
(0,78) (Santos-Freitas 2010) e Brachyplatystoma vaillantii (0,75) (Rodriguez 2009) a
terceira espécie com maior valor dentro dos peixes estudados na bacia do Amazonas.
Com relagéo as espécies do mesmo género Piaractus brachypomus (Orinoco) (0,66) e
Piaractus mesopotamicus (0,58) (Calcagnotto & DeSalle 2009) também apresentou um

valor superior (Tabela 11).

A caracteristica da He indicou que Piaractus brachypomus tem alto potencial
adaptativo para responder aos diversos fatores estocasticos (variagdo -climatica,
catastrofes ambientais) e/ou deterministicos (pressao pesqueira, fragmentacao do habitat,
introducéo de espécies). Esta caracteristica esta associada ao comportamento migratorio
da espécie, a alta complexidade do ecossistema Amazdnico onde ela habita, ao tamanho

populacional e outros fatores bioldgicos e ecoldgicos proprios da espécie que favorecem
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sua adaptacao.

Encontrou-se desequilibrio de Hardy-Weinberg (H&W) em trés locus de seis
localidades das 15 localidades analisadas. Este desequilibrio também se manifestou no
indice de endogamia (Fis) da populacdo indicando excesso de homozigotos com
probabilidades significativas nas localidades de Leticia, Boca do Acre, Oriximina, Guajara-

Mirim, Humaita, Borba, Santarém e Itaituba (Tabela 3,4,5).

Antes de analisar a diversidade génica dentro da populagdo estudada, decidiu-se
analisar primeiro a hipoteses de panmixia da populacdo. Neste caso, a inferéncia
Bayesiana realizada pelo programa Structure, constatou a existéncia de duas unidades
bioldgicas (K=2) que foram bem definidas pela propor¢céo de assinacdo Q. Uma unidade
biolégica foi formada pelos individuos do rio Branco, Boca do Acre, Guajara-Mirim e
Humaita e outra pelos individuos de Leticia, Trombetas e Santarém, cada uma agrupando
individuos com proporgdes do genoma ¢>80. Da mesma maneira, foi evidenciada uma
area de mistura principalmente na calha principal do rio Solimées-Amazonas e areas

associadas que tiveram valores de <80 (Tabela 12).

A AMOVA mostrou que a variagao na distribuicdo dos alelos é atribuida a diferenca
dos individuos dentro das populagdes (6,1%) como a variagdo entre as populagdes
(5,3%). O valor do indice de FsT1 (0,0527) altamente significativo mostrou uma moderada
estruturagcdo genética da populagao. Esta também foi evidenciada na relagao par a par de
FsT entre as localidades, mostrando que as diferenciacbes estdo atribuidas
principalmente as localidades do rio Madeira (Guajara-Mirim, Humaita e Borba), alto rio
Purus (Boca do Acre) e rio Branco (Boa Vista) com relagcdo as outras dez amostradas na

bacia.

A estruturagcdo populacional pode ter ocorrido por causas intrinsecas ou
extrinsecas na populacdo. Inicialmente testou-se o isolamento pela distancia pensando na
grande area que a espécie ocupa na regiao Amazonica, para isso se realizou a analise de
Mantel o qual ndo evidenciou relagao significativa entre a distancia genética e a distancia
geografica, e indicou que a formagao dos grupos ou unidades biolégicas nao € atribuida a

este fator, rejeitando esta hipotese.

Outra causa que pode ter provocado a estruturagcao da populagcado pode ter sido o

surgimento de barreiras extrinsecas (ecolégicos ou geomorfoldgicos) que causam a
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separacao da populagdo sem limitacdo total do fluxo génico. Este fator é considerado
neste estudo como o maior causador da divisdo da populagdo. Primeiramente se avaliou
o fator ecoldgico, na varzea o pulso de alagamento é assincrénico, produzido inicialmente
pelos tributarios do sul e trés messes depois pelos tributarios do norte; ndo entanto, se
achou que este fator ndo podia ser o possivel causante da estruturacdo da populagao,
porque que tanto no sul como no norte os individuos de Piaractus brachypomus se
deslocam na mesma época para se reproduzir. Se fosse este tipo de fator o causante da
estruturagdo, se houvesse detetado as unidades biolégicas associadas a este
assincronismo, formando unidades uma no sul e a outra no norte, o qual nao foi

observado neste estudo.

Por outro lado, se avaliou os fendmenos geomorfolégicos complexos que formaram
a bacia Amazodnica ao longo do tempo como outro dos fatores extrinsecos. Neste estudo
considerou-se como o verdadeiro causante da estruturagdo da populagdo de Piaractus
brachypomus. E conhecido que este processo levou a transformacdo da paisagem,
modificando os ambientes fisicos e influenciando no padrdao de distribuicdo dos

organismos que nele habitam.

Varias sédo as hipoteses que tentam explicar a evolugdo da biota Amazénica, mas
para o caso deste estudo considera-se compativel com a hipotese dos arcos propostos
por Patton et al (1997). Esta hipotese, sugere a existéncia de estruturas geoldgicas
arqueadas presentes no subsolo que subdividem a bacia Amazénica em diversas sub-
bacias estruturais, as quais desempenham um papel importante como barreiras na
estruturacao da biota Amazoénica (Haffer & Prance 2002; Wesseling & Hoorn 2011; Leite &
Rogers 2013).

Geologicamente a metade do Amazonas esta formada por duas areas antigas
conhecidas como escudos de Guiana e Brasileiro, as quais estido separadas pelo rio
Amazonas. O resto da Amazénia é principalmente uma bacia sedimentar que foi formada
a partir da era Cenozoica por sedimentos depositados no vale Amazénico carreados dos
antigos escudos e durante o processo de formacao dos Andes durante o Terciario e
Quaternario (Goulding et al. 2003).

Pressupde-se que durante o Paleoceno, um dos principais arcos formados na no
vale Amazénico foi o Arco de Purus que separou o fluxo do rio Amazonas em dois

drenagens, leste e oeste. Esta divisao logo foi reduzida pelos sedimentos do Terciario e
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Quaternario juntando o fluxo no atual sistema conhecido como rio Solimbes- Amazonas
(Wesseling & Hoorn 2011).

Malabarba & Malabarba (2010) mencionam que linhagens ancestrais de
caracideos existiam desde o cretaceo, e evidéncias de registros fosseis de peixes
amazobnicos tem demostrado que durante o Mioceno a fauna aquatica era similar a atual
(Lundberg et al. 2010). Isso indica que provavelmente a espécie de Piaractus
brachypomus existia desde aqueles tempos e sua populagdo foi separada com o
surgimento do Arco de Purus, levando a um processo de especiacdo alopatrica.
Posteriormente com o surgimento da cordilheira dos Andes, os sedimentos produzidos no
Mioceno, Plio e Pleistoceno se depositara formando a bacia sedimentar do Amazonas,
que cobriu o arco do Purus e removeu a barreira geografica entre os dois drenagens
amazobnicos leste e oeste que existia. Esta conexdao permitiu a troca génica até a

atualidade entre as populag¢des aquaticas que ali habitavam.

Sobre este cenario, considera-se que as populagcbes que ainda permanecem nas
margens opostas dos antigos drenagens amazoOnicos apresentam maiores diferengas
genéticas entre eles, as quais vao-se reduzindo cada vez que aumenta a area de contato.
E assim que na populacdo de Piaractus brachypomus mediante a analises Bayesiana do
Structure (Figura 2b), detectou-se dois clusters ou unidades biolégicas (UB), que contem
localidades com diferengas genéticas significantes localizadas nas margens opostas da
bacia. Numa margem esta a unidade biolégica associada aos escudos de Guiana e
Brasileiro (Boa Vista, Borba, Humaita, Guajara-Mirim, Boca de Acre) denominada aqui
como UB do leste, e na outra margem a unidade biolégica associada a margem da bacia
sedimentar (Leticia, Oriximina e Santarém) denominada aqui UB do oeste. Além disso,
presencia-se uma area de contato localizada na calha principal Solimées-Amazonas e
areas associadas (Tefé, Beruri, Janauaca, Japura, Jurua, La Pedrera e Borba) que
demostra a interacao entre as duas unidades bioldgicas (Tabela 12 e Figura 3). De igual
maneira, a relagdo par a par de FsT manifesta as diferengas significativas entre as

localidades situadas nas duas areas geomorfologicas: sedimentar e escudos (Tabela 7).

Estudos com outras espécies de peixes amazdnicos como Arapaima gigas (Leao
2009) e Osteoglossum bicirrhossum (Da Silva 2009) também apresentaram um padrao
similar a Piaractus brachypomus. Embora a estruturagcao destes duas primeiras espécies

foi relacionada ao isolamento por distancia, isto pode estar pelas estratégias reprodutivas
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destas espécies que sao muito diferentes da espécie aqui estudada.

Encontrar as localidades de Oriximina e Santarém significativas como parte da UB
do oeste, pode ser devido a que as coletas das amostras foram obtidas de um grupo de
peixes (cohorte) proveniente do alto Solimdes. Apoiados na alta vagilidade da espécie,
isto é possivel, gragas a dispersdo dos ovos e larvas logo depois da reprodugao até
distdncias de 700 km. Estas sdo levadas pela correnteza para dentro da planicie
inundavel onde encontram refugio e alimento para seu crescimento. Alevinos e juvenis
podem continuar descendo em cardumes entre as areas alagaveis até o grande bergario
no baixo Amazonas (Araujo-Lima 1984; Araujo-Lima & Oliveira 1998; Carvalho 2002;
Barthem & Fabré 2004).

Assim, pode-se dizer que a UB oeste, representada pela area sedimentar
amazbnica, mantém na margem mais oeste, individuos que ainda conservam alta
porcentagem do genoma ancestral, tais como as localidades no alto Solimdes (Leticia) e
provavelmente nas cabeceiras dos afluentes andinos (ex: Ucayali, Napo e Putumayo-I¢a)
embora neste trabalho n&o estejam incluidos. Enquanto que a UB do leste, esta formada
pelas localidades dos rios que tiveram formacao nos escudos da Guiana e Brasileiro; ao
norte o rio Branco (Boa Vista), e ao sul o rio Madeira (Guajara-Mirim e Humaita) e
associado a eles, Boca do Acre e provavelmente alguns rios da bacia amazdnica boliviana

(Guaporé o Iténez) (Figura 6).

4.2. Fluxo génico e tamanho efetivo populacional do Piaractus brachypomus

(Amazonas)

Os peixes migradores na bacia do Amazonas, séo categorizados por (Barthem &
Fabré 2004; Barthem 2011). em dois tipos: 1) Espécies migradoras continentais: migram
milhares de quildbmetros entre o estuario e a encosta dos Andes, habitam tanto em
ambientes fluviais como estuarios, utilizam a calha principal dos rios, tem alta
fecundidade, a desova unica nas cabeceiras dos rios de agua branca, com tendéncia de
apresentar alto fluxo genético e grupos homogéneos nos sistemas (ex: Brachyplatystoma
vailantii), e 2) Espécies migradoras de planicie: que migram centenas de quilémetros,
usam ambientes lacustres e fluviais, tem alta fecundidade, desova unica no rio, com

tendéncia de apresentar alto fluxo genético entre grupos de diferentes sistemas fluviais
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(ex. Semaprochilodus spp; Piaractus brachypomus). Estes ultimos aparentemente entram
na planicie alagada para se alimentar durante grande parte de seu ciclo de vida e podem

permanecer no mesmo local por varios meses ou anos (Van Damme et al. 2011).

Piaractus brachypomus tem sido definida dentro da segunda categoria e 0 modelo
de fluxo génico realizado neste estudo foi compativel com dindmica migratoria
mencionada acima. Assim, a estimagcdo do fluxo génico manifestou-se de forma
bidirecional assimétrica entre as localidades amostradas dos diferentes rios da bacia
Amazdnica, com tamanhos populacionais variados, comportando-se como o modelo de

ilhas com interacées complexas (Wright 1943; Primack 2001) (Tabela 10 e Figura 3).

Analisando o fluxo génico dentro da populagdo, pode-se encontrar que este é
dinamico com interagdes entre todas as localidades. Para maior entendimento do nivel do
fluxo génico dentro da populagéo, este foi categorizado em duas magnitudes de acordo
ao valor minimo e valor maximo que em ele ocorrem. Assim, consideraram-se dois niveis
de magnitude: baixa (Nm=0,85-1,47) e moderada (Nm=1,48-2,10) imigrantes efetivos por
geragdo. Na figura 3 representaram-se s6 as localidades mais distantes deste estudio

com relagdo a calha principal.

Segundo a figura 3 para melhor observagéo, foram representadas as localidades
mais distantes deste estudio com relagao a calha principal. Pode-se analisar que na calha
principal Solimdes - Amazonas (Leticia, Beruri e Santarém) tem conexao genética de igual
magnitude nos dois sentidos. De igual maneira, o baixo Amazonas (Santarém) com o rio
Madeira (Guajara-Mirim, Humaitd) e baixo Amazonas (Santarém) com rio Tapajés. A
magnitude em outros afluentes, diminui entre Solimdes - Amazonas (Beruri, Santarém)
com o rio Caqueta - Japura (Japura, La Pedrera), e baixo Amazonas (Santarém) com rio

Branco (Boa Vista) e alto rio Purus (Boca de Acre).

Em geral, as interagcdes do fluxo génico acontecem em todas as diregdes das
localidades da bacia, produzindo uma tendéncia a homogenizagéo genética entre as duas
unidades bioldgicas detectadas pela analise Bayesiana (unidade biolégica do oeste com a
unidade biolégica do leste), principalmente nas areas da calha principal Solimdes —
Amazonas e zonas adjacentes (Tefé, Beruri, Janauaca, Japura, Jurua, La Pedrera e
Borba), denominadas anteriormente como area de contato. Esta troca génica é
quantificada pela estimativa da propor¢gdo do genoma ancestral de cada individuo no

cluster na Tabela 10 e representado graficamente na Figura 2b e 6.
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Com o fim de ampliar o detalhe da magnitude do fluxo génico, categorizou-se o
numero de imigrantes acumulado em baixa (Nm<27,80), moderada (Nm=27,80-35,50) e
alta (Nm=35,50-43,20) magnitude. Assim encontrou-se que Japura, Humaita e ltaituba
foram as localidades que maior magnitude tiveram, ou seja, que receberam maior numero
de imigrantes efetivos. La Pedrera, Jurua, Oriximina, Borba, Guajara-Mirim e Santarém
tiveram uma magnitude moderada e Leticia, Tefé, Beruri, Janauaca, Boca do Acre e Boa

Vista tiveram baixa magnitude (Tabela 10 e Figura 4).

E possivel pensar que a parte alta dos afluentes recebe-se maior fluxo génico pelo
comportamento migratério da espécie, ao se deslocar aos tributarios para reproduc¢ao. No
entanto, Humaita e Japura tiveram o maior fluxo génico que Guajara - Mirim e La Pedrera
que sao localidades mais acima nos rios Madeira e Caqueta - Japura respectivamente.
Estas diferencas podem ser atribuidas a presenca das cachoeiras nos dois rios. Por um
lado, o rio Madeira apresenta aproximadamente 19 cachoeiras sendo as mais
importantes: Santo Antbnio e Jirau (Goulding 1979) e por outro lado no rio Caqueta -
Japura a cachoeira do chorro de Cérdoba (Rodriguez 1992). Estas barreiras fisicas
restringem os deslocamentos continuos dos peixes rio acima, diminuindo a magnitude do

fluxo génico.

Em ltaituba também apresentou-se alto fluxo génico. No entanto, parte da
populacdo que foi amostrada foi capturada abaixo das cachoeiras de Sao Luiz que ficam
aproximadamente 50 km acima da cidade de ltaituba. Os resultados evidenciaram que o
alto fluxo génico € proveniente da calha principal do rio Amazonas principalmente de
Santarém que acolhe abundantes individuos da populagéo. Dinamica similar foi detectada

para Colossoma macropomum no estudo realizado por Santos-Freitas (2010).

Ao comparar a populacdo de Piaractus brachypomus com outras espécies
migratorias Amazonicas, achou-se que a magnitude do fluxo génico foi considerada baixa
com um rango que vai de 0,85 a 4,75 e média 2,2 imigrantes efetivos por geragéo,
quando comparada com Colossoma macropomum que apresentou valores de 0,23 a
20,78 e média 6,6 imigrantes efetivos por geracdo (Santos-Freitas 2010) e
Brachyplatystoma vaiilantii com valores de 5,9 a 24,7 e média 7,4 imigrantes efetivos por
geracgao (Rodriguez 2009). Embora o fluxo génico de Piaractus brachypomus seja menor,

€ suficiente para manter a conectividade da populagéo.

Com relagdo ao tamanho efetivo populacional, entende-se este como o tamanho
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de uma populagdo idealizada que perderia diversidade genética (ou se tornaria
endogamica) na mesma taxa da populacédo real (Frankham et al. 2008), ou em outras
palavras corresponde ao numero de individuos reprodutivos que contribuem para geragao
seguinte em términos demograficos e genéticos (Moreno-Letelier 2007; Dudgeon et al.
2012).

Em Piaractus brachypomus na bacia do Amazonas, o tamanho efetivo populacional
(Ne) revelou-se variavel nas diferentes localidades da populagdo. Japura e ltaituba
mostraram os maiores valores (1583,3 e 1541,7 individuos efetivos respectivamente) e

Boca do Acre e Janauaca os menores (833 individuos efetivos para cada) (Tabela 10).

Baseados nas observagbes de Van Damme et al (2011) que menciona que a
espécie apresenta deslocamentos pausados, devido que entra na planicie alagada para
se alimentar durante grande parte de seu ciclo de vida e ficam ai por varios meses ou
anos, é possivel pensar que nas localidades de Japura e ltaituba o tamanho efetivo
populacional seja maior devido a pouca movimentagao dos individuos e sua prote¢cao nas

areas de reserva circundantes.

Ao comparar Ne com a populagao do Piaractus brachypomus da bacia do Orinoco
que estimou-se entre 1208 a 2500 individuos efetivos por geragdo, o Amazonas revelou
ser levemente menor apesar da amplia area geografica que ocupa. Mais ao lado de
Colossoma macropomum que apresenta valores entre 945 até 39.410 individuos por
geragao (tomado estes valores a partir do maior limite de confianga) (Santos-Freitas 2010)
€ possivel crer que esta ultima espécie € mais abundante; no entanto, esta estimativa foi
realizada com o programa IMaZ2 que n&o € apropriado para este parametro, devido a que
iludi premissas importantes que aconteceram nas populagdes naturais como ignorar a
recombinagdo. Quando este tipo de inferéncias acontece o Ne fica superestimado
(Strasburg & Rieseberg 2010).

Apesar do tamanho efetivo populacional de Piaractus brachypomus na bacia do
Amazonas sere menor comparados com a populagdo do Orinoco tém alta variabilidade
genética dado a alta vagilidade da espécie refletida no fluxo génico, que mantém a

conexao da populagédo na bacia Amazoénica.

Baseados no tamanho populacional médio tedrico para um taxon ser recuperado

sere de aproximadamente 1550 individuos efetivos (Frankham et al. 2008). Neste estudo
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determinou-se que o tamanho médio da populagdo de Piaractus brachypomus na bacia
do Amazonas € menor (1139 individuos efetivos), o que indica que a populagdo esta

sendo afetada por fatores que estao diminuindo sua capacidade de adaptacao.

4.4. Demografia histérica

A analise da demografia histérica realizada com o programa Msvar sugeriu um forte
declinio populacional datado ha aproximadamente 2.507 anos correspondente ao
Holoceno, em outros termos 835 geragdes atras.

O Holoceno, é um periodo se caraterizou pelo clima relativamente estavel, até mais
ou menos 5.500 anos atras, logo vieram os ciclo de aquecimento/esfriamento
desconhecendo exatamente as condigdes climaticas. Estas mudangas provocaram
variacbes dos ambientes naturais e com ele das populagdes de fauna que nele habitam
(Rapp 2008). Associado a isto, esta o fendmeno “El Nifio” que nos ultimos milénios vem
afetando a América do Sul. Estudos de historicos em Peru tem relacionado a ocorréncia
dos fortes fenbmenos com desapari¢cao de civilizagdes (Macharé & Ortlieb 1993).

Na bacia Amazoénica, “El Nifio” traz incrementos de chuvas na parte alta e media
dos Andes incrementando o transporte de sedimentos, enquanto na parte leste da bacia
produzem-se grandes sequias e diminuigdo do volume da agua dos rios (Duefas 1992;
UNEP 2013; Bookhagen & Strecker 2010) afetando os habitat naturais principalmente o
aquatico.

E provavel que o gargalo da populacdo tenha sido causado pelas variacdes
climaticas fortes no ambiente associada a um evento do “El Nifio” causando diminui¢ao do
oxigénio pelo aumento dos sedimentos e variagdo da temperatura da agua o que afeta na
respiracao e reprodugao dos peixes.

A recuperagdo de uma populagdo esta muito relacionada com o tamanho
populacional, a diversidade genética, o tempo de longevidade da espécie, vagilidade e
disponibilidade de habitat que ele ocupa (Frankham 1995; Dudgeon et al. 2012). Se uma
populagdo aumenta rapidamente seu tamanho depois do gargalo, a perda da variagao
genética sera baixa. Populagdes grandes e exogamicas naturalmente possuem alta
diversidade genética que permite responder as diversas pressdes do ambiente (Frankham
et al. 2002; Allendorf & Luikart 2006; Dudgeon et al. 2012).

A populagdo de Piaractus brachypomus antes da redugdo contava com uma

populagdo extremadamente grande (535316 individuos respetivamente) suas
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caracteristicas migratérias, ampla distribuicdo na bacia, tempo de longevidade (28 anos)
(Loubens & Panfili 2001) e alta diversidade genética favoreceram a manutencédo da
populacao até o presente.

Um analise demografico mais recente realizado com Bottleneck, indicou que a
populacdo esta em expansao. Evidencia que também esta sendo explicada pela presenca
de alelos privados na maioria das localidades amostradas da populagao. No entanto, de
acordo ao tamanho efetivo determinado neste estudo a populagdo ainda nao tem-se
estabelecido totalmente, o qual pode ser causado pelas modificagdes do habitat como
desmatamento que reduz a disponibilidade de alimento e alta pressdo de pesca da

especie.
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5. CONCLUSAO E SUGESTOES DE MANEJO

A populagao de Piaractus brachypomus na bacia do Amazonas caracteriza-se pela
alta variabilidade genética que confere a espécie bom potencial génico para responder a

condi¢cdes adversas do ambiente e da agdo humana.

A populagado de Piaractus barchypomus na bacia do Amazonas, esta estruturada
em duas unidades bioldgicas, as quais sao associadas com as formacdes geoldgicas da
bacia. Uma UB relacionada com as formagdes antigas dos escudos da Guiana e
Brasileiro, e a outra UB com a bacia sedimentar do vale Amazonico. As localidades da
calha principal do rio Amazonas e area adjacentes onde se forma a area de varzea,
constituem uma area de mistura genética das duas UB, enquanto as localidades

periféricas constituem areas com individuos que conservam o genoma mais puro.

O fluxo génico da populagdo, € de baixa magnitude ao comparado com outras
espécies migratérias da bacia Amazénica, mais suficiente para manter a conectividade na

populacéo.

As barreiras fisicas que atravessam o rio Madeira, o rio Caqueta-Japura, o rio
Tapajés e o rio Branco ndo impedem o fluxo génico da populagcédo, devido ao

comportamento migratorio da espécie.

O tamanho efetivo populacional de Piaractus brachypomus na bacia do Amazonas
apresentou valores baixos e mais ou menos homogéneos ao longo da bacia comparado
com outras espécies migratdérias amazénicas. Apesar que a populagdo manifestou estar
em um processo de expansdo, seu tamanho efetivo ainda é baixo para garantir sua
recuperacao total da espécie, o qual pode estar associado a alta pressdo de pesca na
regido assim como o desmatamento que Amazdnia sofre diminuindo a oferta alimentar da

especie.

Portanto sugere-se controlar a exploracéo de pesca através de tamanhos minimos
de captura os quais devem ser concordantes com as UBs, atualizados segundo as
caracteristicas biolégicas e ecoldgicas e homologados aos paises onde cada UB tem

territério. Assim como manter a protegao em épocas reprodutivas na regido Amazodnica.

Recomenda-se que as UBs identificadas neste estudo sejam consideradas

Unidades de Manejo ou Estoques Pesqueiros diferentes, as quais requerem de uma
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gestdo especifica tanto nas areas de maior pureza quanto na area de mistura. Estas
precisam ser administradas com precaugao no territdério que ocupam em cada pais que

faz parte da regiao Amazoénica.

A area de varzea e areas associadas, agregam individuos juvenis e adultos jovens
de toda a populagado o qual requer um manejo diferenciado as areas das cabeceiras onde

se hospedam geralmente os adultos reprodutivos.

As areas de varzea e areas associadas congregam a maior diversidade genética
da populagdo, nas quais individuos provenientes destas areas sao os melhores

candidatos como reprodutores para o desenvolvimento da aquicultura na regiao.

Os individuos da area de mistura (zona de varzea) podem ser utilizados para
recuperacao local da populagdo em caso esta seja diminuida, exceto nas localidades
periféricas que contem as UB com individuos mais puros, as quais podem ser

restabelecidas com individuos de localidades vizinhas.
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TABELAS

Tabela 1. Marcadores moleculares usados nas analises da populagao de Piaractus brachypomus na bacia do Amazonas.

Especie Locus/No. Primer (57a 3") Ta
acceso (6]
Pme4 F: CATGCTGCTGCAGATTAGAC 5
AF362446 R: CGCTTGCAATTTAACGCAGT
Piaract N F: CAGAGCATCTGGAGGGACAT 5
laractus mesopotamicus | A p3es447 R: TCTGAGACACTGATATCTAAACACACA
Pme21 F: ATAATGCTGGCGTCAGTGGT 5
AF362450 R: GGACAGCTGGTCTCAAGCTC
Cml1F7 F-CCTATTGTGATGGCAGAGAGAG 0
EU6853313 |R-CACAGACGTGTACAGCTGGTT
Colossoma macronomum | CM1G7 F-CCCAGCCTACTACAGGGTCA 0
POMUN 1 p17 685314 | R-CACACATCGCTCTTCTCTCC
CmI1BS F-CACAACCCACCTGTTTGATT 60

EU685316

R-CTAATAACAAACCTACTTCCACTTCTC
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Tabela 2. Alelos privados. Representados por tamanho e entre parénteses a frequéncia.

Local/ Pme4 Pme5 Pme21 Cml1F7 Cml1G7 Cm1BS8 Total
locus

1. Beruri 238 (0,045) 219 (0,023) 2
3. Leticia 150 (0,025) 1
4. Santarém 132 (0,024) 1
5. Japura 208 (0,025) 232 (0,025) 152 (0,025) 3
6. Jurua 206 (0,025) 170 (0,026) | 2
7. Tefé 232 (0,025) 1
8. Janauaca 160 (0,026) )

158 (0,053)

9. Itaituba égg Eggzgg 198 (0,075) 3
10. Borba 217 (0,050) 1
11. Humaita 241 (0,050) 1
ll\fi‘rg;‘aj ard- 204 (0,025) 1
15. Bocas/Acre 274 (0,026) 1
Alelos exclusivos 4 3 1 4 5 2 19
Total de alelos 16 16 6 13 17 11 79
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Tabela 3. Caracterizagao genética de Piaractus brachypomus (Amazonas): A= Riqueza alélica, Ho=Heterozigosidade observada, He=

Heterozigosidade esperada, Fis=Coeficiente de endogamia, p=significancia para H&W e Fis, *Nivel de significancia apds correcéo de

Bonfferroni (p<0.0083).

Locus Leticia La Pedrera Japura Jurua Tefé FIS
A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05
Pme4 7 0.75 0.79 0.49 7 0.80 0.80 0.77 9 0.95 0.89 0.10 10 1.00 0.89 0.98 10 0.80 0.88 0.88 0.04
Pme5 9 0.63 0.81 0.01 8 0.75 0.86 0.16 9 1.00 0.89 0.55 9 0.90 0.89 0.95 8 0.90 0.87 0.87 0.06
Pme21 4 0.50 0.65 0.49 3 0.55 0.60 0.73 5 0.75 0.61 0.73 5 0.60 0.57 0.29 4 0.50 0.57 0.57 0.09
CmlF7 7 0.70 0.73 0.16 7 0.75 0.70 0.79 10 0.90 0.80 0.52 7 0.75 0.66 0.70 4 1.00 0.56 0.56 | -0.06
Cml1B8 8 0.50 0.68 0.04 4 0.90 0.70 0.16 8 0.55 0.76 0.01 7 0.55 0.77 | 0.003* 5 0.90 0.75 0.75 0.19
Cml1G7 7 0.70 0.72 0.50 5 0.70 0.71 0.80 6 0.63 0.76 0.13 8 0.74 0.77 0.97 5 0.55 0.73 0.72 0.11
Meia 7.0 0.63 0.77 5,7 0.74 0.72 7.8 0.80 0.78 7.7 0.76 0.76 6.0 0.77 0.72 0.72
FIS 0.13268 -0.02516 -0.02673 -0.00205 -0.07188
P<0,05 0.0088 0.6911 0.7370 0.5298 0.9081
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Tabela 4. Continuidade caracterizagdo genética de Piaractus brachypomus (Amazonas): A= Riqueza alélica, Ho=Heterozigosidade

observada, He= Heterozigosidade esperada, Fis=Coeficiente de endogamia, p=significancia para H&W e Fis,

apos correcao de Bonfferroni (p<0.0083).

*Nivel de significancia

Locus Beruri Bocas do Acre Janauaca Boa Vista Oriximina FIS
A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05
Pme4 9 0.77 0.78 0.53 7 0.70 0.78 0.38 8 0.65 0.80 0.05 9 0.80 0.86 0.29 7 0.85 0.86 0.03 0.04
Pme5 7 0.95 0.85 0.86 9 0.80 0.83 0.12 7 0.80 0.85 0.45 8 0.80 0.86 0.97 9 0.85 0.89 0.29 0.06
Pme21 3 0.36 0.48 0.07 5 0.57 0.62 0.60 3 0.55 0.57 0.12 4 0.55 0.59 0.91 4 0.50 0.64 0.31 0.09
CmlF7 8 0.68 0.68 0.38 3 0.40 0.41 0.28 3 0.90 0.60 | 0.000* 6 0.75 0.68 0.02 7 0.90 0.80 0.52 | -0.06
Cml1B8 5 0.50 0.71 | 0.003* 3 0.37 0.58 0.17 7 0.63 0.75 0.32 2 0.50 0.05 1.00 4 0.50 0.58 0.76 0.19
Cml1G7 5 0.64 0.70 0.37 4 0.45 0.56 0.19 5 0.67 | 0.67 | 0.84 5 0.75 0.66 0.23 5 0.55 0.70 0.09 0.11
Meia | 6.18 | 0.65 0.70 52 0.55 0.63 5.5 0.70 0.71 5.7 0.63 0.62 6.00 0.69 0.75
FIS 0.06763 0.11533 -0.01598 -0.02352 0.07616
P<0,05 0.1183 0.0401 0.6500 0.6862 0.0714
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Tabela 5. Continuidade caracterizagdo genética de Piaractus brachypomus (Amazonas): A= Riqueza alélica, Ho=Heterozigosidade

observada, He= Heterozigosidade esperada, Fis=Coeficiente de endogamia, p=significancia para H&W e Fis, *Nivel de significancia

apos correcao de Bonfferroni (p<0.0083).

Locus Guajara-Mirim Humaita Borba Santarém Itaituba FIS
A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05 A Ho He | p<0,05
Pme4 7 0.75 0.84 0.94 9 0.65 0.83 0.05 10 0.80 0.87 0.07 9 0.90 0.84 0.87 10 0.90 0.88 0.06 0.04
Pme5 10 0.90 0.88 0.18 8 0.65 0.86 0.01 10 0.75 0.86 0.27 9 0.76 0.87 0.03 9 0.75 0.89 0.01 0.06
Pme21 3 0.70 0.59 0.67 3 0.50 0.64 0.33 4 0.50 0.54 0.43 4 0.57 0.60 0.87 5 0.40 0.68 0.05 0.09
CmlF7 6 0.55 0.67 0.33 8 0.65 0.76 0.08 8 0.65 0.68 0.10 6 0.38 0.57 0.06 7 0.75 0.75 0.05 | -0.06
Cml1B8 7 0.50 0.58 0.27 5 0.30 0.59 | 0.00%* 6 0.50 0.74 | 0.004* 8 0.42 0.69 0.04 7 0.70 0.79 0.05 0.19
Cml1G7 4 0.50 0.72 0.11 4 0.70 0.67 0.61 6 0.60 0.75 0.07 4 0.57 0.69 0.40 7 0.70 0.75 | 0.000* | 0.11
Meia 6.2 0.65 0.71 6.2 0.57 0.72 7.3 0.63 0.74 6.7 0.60 0.71 7.5 0.70 0.79
FIS 0.09024 0.21048 0.14959 0.15344 0.11726
P<0,05 0.06354 0.0000 0.0029 0.0010 0.02444
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Tabela 6. Analise de Variancia Molecular AMOVA para Piaractus brachypomus (Amazonas)

Fontes de variacio Componentes da variancia  Porcentagem de variacio
Entre populacdes 0.11899 5.27
Entre os individuos dentro das populagdes 0.13773 6.10
Dentro das populacgdes 2.00000 88.62
Fis 0.06443*
Fsr 0.05273*
Fir 0.11376*

*nivel de significancia (p<0,05)
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Tabela 7. Relagéo par a par de FsT entre as localidades amostradas com dados de microssatélites. Sobre a diagonal distancias

geograficas.
Localidades | Leticia | La Pedrera | Japura Jurua Tefé Beruri Bocas Janauacd | Boa Vista | Obidos Borba | Humaitid | Guajara-Mirim | Santarém | Itaituba
do Acre
1. Leticia 0.0000 1916,56 1494,06 1111,76 | 1140,82 1610,22 3604,19 2197,99 2701,02 2436,15 2090,7 272745 3305,66 2558,2 | 2856,24
2. La Pedrera | 0.01689 0.0000 422,5 1174,48 775,74 1203,83 3197,8 1366,54 2335,94 2193,12 1725,62 | 2362,37 2940,58 2193,12 | 2491,16
3. Japura 0.01708 | -0.00006 0.0000 751,98 353,24 781,33 2775,3 944,04 1913,44 1770,62 1303,12 | 1939,87 2518,08 1770,62 | 2068,66
4. Jurua 0.02843 | 0.00971 -0.00281 0.0000 398,74 826,83 2820,8 989,54 1958,94 1816,12 1348,62 | 1985,37 2563,58 1816,12 | 2114,16
5. Tefé 0,01897 | 0.01365 0.00533 0.02054 0.0000 469,4 2463,37 590,8 1560,2 1417,38 949,88 1586,63 2164,84 1417,38 | 1715,42
6. Beruri 0.04957 | 0,02803 0.04294 0.03662 | 0.03573 0.0000 1993,97 204,02 1173,42 908,55 563,1 1199,85 1778,06 1030,6 | 1328,64
7.B.doAcre | 0,09936 | 0,06124 0.07863 0.05627 | 0.07115 0.10834 0.0000 2197,99 3167,39 2902,52 2557,07 | 3193,82 3772,03 3024,57 | 3322,61
8 Janauaca 0.03387 | 0,02493 0.00768 0.03445 | -0.00520 0.06977 0.10867 0.0000 969,4 895,05 359,08 995,83 1574,04 826,58 | 1124,62
9.Boa Vista | 0.14687 | 0.13007 0.01775 0.08580 | 0.12700 0.14907 0.11538 0.14806 0.0000 1864,45 1302,88 | 1939,63 2517,84 1795,98 | 2042,82
10. Oriximina | 0.01418 | 0.01071 -0.0055 0.02611 0.00973 0.05103 0.11969 0.01852 0.15463 0.0000 874,62 1511,37 2089,58 258,99 557,03
11. Borba 0.04909 | 0.06251 0.04889 0.03717 | 0.04557 0.09208 0.08276 0.05263 0.07375 0.09208 0.0000 636,75 1214,96 858,88 | 1156,92
12. Humaita | 0.06821 | 0.04874 0.05420 0.03075 | 0.05787 0.07486 0.03579 0.07161 0.04588 0.08704 0.02858 0.0000 578,21 1495,63 | 1793,67
13. G.-Mirim | 0.07280 | 0.07740 0.06958 0.04267 | 0.07104 0.10934 0.07341 0.07685 0.04308 0.10427 0.00178 | 0.00799 0.0000 2073,84 | 2371,88
14. Santarém | 0,00881 0,01619 0.01791 0.02017 | 0.02335 0.05037 0.09281 0.02557 0.14404 0.03214 0.05169 | 0.06974 0.06845 0.0000 | 298,04
15. Itaituba 0.04307 | 0.02642 0.01775 0.01379 | 0.03557 0.07246 0.05955 0.04062 0.09735 0.04273 0.01830 | 0.02601 0.03096 0.04203 | 0.0000

*valores sublinhados € o nivel de significancia depois da correcao de Bonfferroni (p<0,0004)
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Tabela 8. Taxa de imigragéo (M = m/u) e valor de © (4Ney) por localidade na bacia do Amazonas. Valores da media e intervalos de

confianga (97,5%) X= fonte da migragéo.

Localidades

Theta

M1 X

M2 —X

M3 — X

M4 — X

M5+ X

M6 — X

M7 — X

M8 — X

Ju—

. Leticia

1.3000

1.125(0,20-2,10)

0.875 (0,30-1,30)

0.925 (0,25-1,65)

1.225 (0,60-2,10)

1.225 (0,45-1,85)

0.825 (0,10-1,70)

0.625 (0,05-1,55)

. La Pedrera

1.2000

0.775 (0,20-1,35)

0.925 (0,35-1,45)

1.025 (0,15-1,95)

0.975 (0,45-1,85)

1.225 (0,45-1,70)

0.875 (0,30-1,60)

0.825 (0,00-1,50)

. Japura

1.9000

0.875 (0,15-1,4)

0.975 (0,25-1,55)

0.875 (0,10-2,00)

0.825 (0,20-1,45)

0.825 (0,30-1,35)

1.125 (0,10-1,70)

0.525 (0,00-1,60)

Jurua

1.5000

0.925 (0,35-0,93)

1.025 (0,00-1,02)

1.075 (0,40-1,90)

0.875 (0,20-1,75)

0.975 (0,30-1,60)

0.325 (0,00-0,85)

0.975 (0,25-1,80)

. Tefé

1.1500

0.975 (0,35-1,4)

1.125(0,55-1,75)

0.975 (0,35-1,50)

0.675 (0,00-1,25)

0.975 (0,30-1,55)

1.225 (0,40-1,90)

0.975 (0,25-1,90)

. Beruri

1.3500

1.125 (0,45-2,00)

1.825(0,80-2,50)

0.825 (0,15-1,60)

1.125 (0,00-1,17)

1.625 (0,50-2,35)

0.975 (0,30-1,55)

1.075 (0,40-1,75)

. Bocas do Acre

1.0000

0.675 (0,05-1,25)

0.875 (0,20-1,85)

1.075 (0,40-1,60)

0.825 (0,00-1,45)

0.975 (0,00-1,90)

0.825 (0,15-1,25)

0.825 (0,05-1,50)

. Janauaca

1.0000

0.775 (0,10-1,55)

0.775 (0,10-2,00)

1.225 (0,50-2,00)

1.275 (0,50-2,05)

1.125 (0,20-1,90)

0.775 (0,15-1,60)

1.125 (0,40-1,75)

. Boa Vista

1.1500

0.575 (0,00-1,10)

1.225 (0,45-1,85)

0.525 (0,05-0,95)

0.825 (0,00-1,45)

0.975 (0,45-1,50)

1.075 (0,30-1,75)

0.875 (0,30-1,60)

0.825 (0,00-1,50)

10. Oriximina

1.4500

1.525 (0.65-2,15)

0.725 (0,00-1,30)

1.325 (0,70-2,00)

1.175 (0,40-1,95)

0.975 (0,15-1,60)

0.925 (0,20-1,40)

0.725 (0,05-1,20)

0.775 (0,15-1,55)

11. Borba

1.4500

0.875 (0,20-1,60)

0.925 (0,25-1,65)

0.725 (0,05-1,30)

1.325 (0,50-2,00)

0.825 (0,15-1,40)

1.075 (0,30-1,07)

0.625 (0,05-1,20)

0.675 (0,10-1,45)

12. Humaita

1,4500

0.625 (0,15-1,20)

1.225 (0,50-1,22)

0.425 (0,00-1,00)

0.925 (0,30-1,50)

1.025 (0,25-1,60)

0.875 (0,25-1,45)

0.725 (0,15-1,30)

0.475 (0,00-1,15)

13. Guajara-Mirim

1.3000

0.775 (0,25-1,35)

0.725 (0,15-0,72)

0.725 (0,20-1,15)

0.575 (0,00-1,05)

1.075 (0,40-1,07)

0.575 (0,00-0,95)

0.875 (0,25-1,55)

1.225 (0,30-1,95)

14. Santarém

1.4500

1.125 (0,25-1,85)

1.225(0,25-2,25)

0.925 (0,200-1,55)

0.725 (0,15-1,30)

1.075 (0,35-2,05)

1,225 (0,55-1,90)

0.325 (0,00-0,85)

1.175 (0,50-1,95)

15. Itaituba

1.8500

0.975 (0,20-1,55)

0.975 (0,25-1,80)

0.475 (0,00-1,10)

1.075 (0,35-1,80)

0.575 (0,05-1,15)

0.625 (0,05-1,10)

0.725 (0,15-1,35)

0.775 (0,25-1,20)
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Tabela 9. Continuidade taxa de imigracao (M = m/u) e valor de © (4Ney) por localidade; X= fonte da migragao.

Localidades | Theta M9 — X M10— X MI1 « X MI2 « X MI13 — X M14 — X M15— X

1. Leticia 1.3000 | 1.125 (0,25-1,60) | 1.125 (0,40-1,90) | 0.575 (0,00-1,15) | 0.675 (0,00-1,65) | 0.825 (0,20-1,35) | 1.175 (0,40-1,85) | 1.075 (0,25-1,70)
2. La Pedrera 1.2000 | 1.025 (0,00-1,90) | 0.975 (0,25-1,80) | 1.125 (0,00-1,40) | 0.875 (0,20-1,65) | 0.875 (0,30-1,55) | 1.025 (0,35-1,65) | 0.775 (0,20-1,25)
3. Japuré 1.9000 | 0.925 (0,05-1,75) | 0.525 (0,00-1,45) | 0.675 (0,15-1,30) | 0.875 (0,15-2,10) | 0.625 (0,10-1,05) | 0.725 (0,15-1,45) | 0.875 (0,15-1,60)
4. Jurud 1.5000 | 0.825 (0,05-1,55) | 0.775 (0,10-1,45) | 0.925 (0,25-1,75) | 0.775 (0,15-1,45) | 1.125 (0,30-1,90) | 0.675 (0,05-1,45) | 0.875 (0,25-1,45)
5. Tefé 1.1500 | 0.625 (0,00-1.00) | 0.825 (0,15-1,60) | 0.725 (0,10-1,35) | 1.025 (0,35-1,60) | 0.825 (0,10-1,50) | 0.975 (0,30-1,50) | 0.675 (0,10-1,25)
6. Beruri 1.3500 | 1.025 (0,15-1,55) | 1.325 (0,45-2,00) | 1.275 (0,50-2,00) | 0.975 (0,00-2,45) | 1.125 (0,45-2,05) | 1.125 (0,45-1,75) | 0.925 (0,30-1,45)
7. Bocas do Acre | 1.0000 | 0.925 (0,25-1,55) | 0.775 (0,05-1,40) | 1.175 (0,55-1,65) | 1.275 (0,60-1,90) | 0.725 (0,10-1,30) | 0.825 (0,00-1,40) | 0.775 (0,35-1,55)
8. Janauaca 1.0000 | 1.175 (0,25-1,90) | 0.825 (0,15-1,85) | 1.075 (0,40-1,60) | 0.775 (0,00-1,45) | 1.225 (0,25-2,05) | 0.975 (0,15-1,95) | 0.575 (0,00-1,00)
9. Boa Vista 1.1500 0.775 (0,25-1,80) | 0.725 (0,00-1,40) | 1.025 (0,25-2,05) | 1.325 (0,45-2,35) | 0.725 (0,20-1,15) | 0.775 (0,20-1,40)
10. Oriximina 1.4500 | 0.375 (0,00-0,90) 1.225 (0,50-2,00) | 0.675 (0,00-1,30) | 0.875 (0,10-1,50) | 0.975 (0,00-1,70) | 0.725 (0,10-1,35)
11. Borba 1.4500 | 1.025 (0,30-1,70) | 0.875 (0,25-1,40) 1.175 (0,45-1,75) | 1.025 (0,30-1,90) | 0.825 (0,15-1,20) | 1.125 (0,45-1,80)
12. Humaité 1,4500 | 1.225 (0,40-1,95) | 0.875 (0,20-1,55) | 1.225 (0,30-1,85) 0.975 (0,45-1,40) | 1.075 (0,15-1,55) | 1.075 (0,30-1,60)
13. Guajara-Mirim | 1.3000 | 1.325 (0,25-2,35) | 0.475 (0,00-1,65) | 1.125 (0,05-1,95) | 1.025 (0,05-2,15) 0.675 (0,10-1,40) | 0.775 (0,15-1,60)
14. Santarém 1.4500 | 0.825 (0,20-1,60) | 0.825 (0,25-1,35) | 0.875 (0,15-1,50) | 0.975 (0,20-1,80) | 0.625 (0,00-1,70) 0.775 (0,15-1,70)
15. Itaituba 1.8500 | 0.525 (0,00-1,10) | 0.775 (0,15-1,45) | 0.625 (0,00-1,45) | 1.175 (0,35-1,80) | 0.875 (0,20-1,70) | 0.775 (0,05-1,60)
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Tabela 10. Fluxo génico Nm (4Nem) acima e abaixo da diagonal e tamanho efetivo populacional Ne (©/4u) na diagonal, a partir do

maximo valor do intervalo de confianga. uy = taxa de mutacional para microssatélites 10*

Localidades Nml Nm2 Nm3 Nm4 Nm5 Nm6 Nm7 Nm8 Nm9 Nm10 Nml1l Nm12 Nml13 Nmi14 Nml5
1. Leticia 1083,3 2,520 2,470 2,475 2,415 2,497 1,700 1,550 1,840 2,755 1,667 2,392 1,755 2,682 3,145
2. La Pedrera 1,755 1000 2,945 2,925 2,127 2,295 1,600 1,500 2,185 2,610 2,030 2,392 2,015 2,392 2,312
3. Japura 1,820 1,860 1583,3 3,00 1,667 1,822 1,700 1,600 2,012 2,102 1,885 3,045 1,365 2,102 2,96
4. Jurua 1,209 1,224 1,938 1250 2,012 2,160 0,850 1,800 1,782 2,320 2,537 2,102 2,470 2,102 2,682
5. Tefé 1,820 2,100 3,325 1,875 958,3 2,092 1,900 1,900 1,150 2,900 1,957 2,320 1,950 2,175 2,312
6. Beruri 2,600 3,000 4,750 1,755 2,702 1125,0 1,550 1,750 1,782 2,030 2,900 3,552 2,665 2,537 2,682
7. Bocas do Acre 1,625 2,220 3,515 2,175 2,185 1,687 833,3 1,500 1,782 2,682 2,392 2,755 1,690 2,030 2,867
8. Janauaca 2,015 2,400 3,800 3,075 2,185 2,160 1,750 833,3 2,185 2,610 2,320 2,102 2,665 2,827 1,850
9. Boa Vista 1,430 2,220 3,515 2,175 1,725 2,362 1,600 1,500 958,3 2,030 2,030 2,972 3,055 1,667 2,590
10. Oriximina 2,795 1,560 2,470 2,925 1,840 1,890 1,200 1,550 1,035 1208,3 2,900 1,885 1,950 2,465 2,497
11. Borba 2,080 1,980 3,135 3,000 1,610 1,444 1,200 1,450 1,955 2,247 1208,3 2,537 2,470 1,740 3,330
12. Humaita 1,560 1,464 2,318 2,250 1,840 1,957 1,300 1,150 2,245 2,392 2,682 1208,3 1,820 2,247 2,960
13. Guajara-Mirim 1,755 0,864 1,368 1,575 1,230 1,282 1,550 1,950 2,702 1,957 2,827 3,117 1083,3 2,030 2,960
14. Santarém 2,405 2,700 4,275 1,950 2,300 2,565 0,850 1,950 1,840 2,102 2,175 2,610 2,210 1208,3 3,145
15. Itaituba 2,015 2,160 3,420 2,700 1,322 1,485 1,350 1,200 1,265 2,102 2,102 2,610 2,210 2,320 1541,7
Total 26,884 28,272 43,244 33,855 27,163 27,702 20,100 22,35 25,76 32,84 32,41 36,39 30,29 31,32 38,295
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Tabela 11. Diversidade genética para peixes de aguas doces obtidos a partir de marcadores microssatélites. A= Riqueza alélica, He=
heterozigocidade esperada.

Especie No. locus| A | He Referencia bibliografica
Peixes aguas doces geral 75 7,5 10,46 | DeWoody & Avice (2000)
Piaractus brachypomus (Orinoco) 7 6,1 10,66 |Neste estudo
Piaractus brachypomus (Amazonas) 6 6,4 | 0.72 | Neste estudo
Piaractus mesopotamicus 8 8,5 10,58 Calcagnotto & DeSalle (2009)
Colossoma macropomum 12 21,4 10,78 |Santos-Freitas (2010)
Brachyplatystoma vaillantii 6 9,2 10,75 |Rodrigues (2009)
Brachyplatystoma rousseauxii 8 11,3 10,61 |Batista (2010)
Arapaima gigas 11 12,4 10,65 |Leao A (2009)
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Tabela 12. Valores de atribuicdo (Q) dos individuos de cada localidade.

Pontos da Localidades | Cluster 1 Cluster 2 Nimero de
Figura ((0) () individuos

1 Leticia 0.845 0.155 20

2 Tefé 0.714 0.286 20

3 Beruri 0.726 0.274 20

4 Janauaca 0.786 0.214 20

5 Oriximina 0.893 0.107 20

6 Santarém 0.849 0.151 21

7 Japura 0.782 0.218 20

8 Jurua 0.588 0.412 20

9 La Pedrera 0.675 0.325 20

10 Borba 0.372 0.628 20

11 Humaita 0.164 0.836 20

12 Guajara-Mirim 0.150 0.850 20

13 Bocas do Acre 0.197 0.803 20

14 Itaituba 0.433 0.567 20

15 Boa Vista 0.051 0.949 20
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FIGURAS

Figura 1. Localizagao das coletas na bacia do Amazonas: 1. Leticia, 2. La Pedrera, 3. Japura, 4. Jurua, 5. Tefé, 6. Beruri, 7. Boca do

Acre, 8. Janauaca, 9. Boa Vista, 10. Oriximina, 11. Borba, 12. Humaita, 13.Guajara-Mirim, 14. Santarém, 15. Itaituba.

154



L(K) (mean +- SD)

~6200 %
o
—6400 *

—6600

Mean of est. Ln prob of data

—6800

—7000

1.00
0.80
0.60
0.40

0.20

0.00

$ 2+ 5 € 3 ¥ @ VW g B g W

(b)

Figura 2. Resultados de Structure para a bacia do Amazonas. a) A analises por maxima probabilidade, na vertical: medida da estimativa de distribuicdo de
probabilidade dos dados, na horizontal: nUmero de clusters testados. b) Cluster a cor vermelha representa os individuos relacionados com a bacia sedimentaria
Amazobnica, a cor verde representa os individuos relacionados com os escudos cristalinos da bacia da Amazénia. 1.Leticia, 2.Tefé, 3. Beruri, 4. Janauaca, 5.

Trombetas, 6. Santarém, 7. Japura, 8. Jurua, 9. La Pedrera, 10. Borba, 11. Humaita, 12. Guajara-Mirim, 13. Boca do Acre, 14. ltaituba, 15. Boa Vista.
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Leticia

Santarém

!

Itaituba

Bocas de Acre
Guaiara-Mirim
Figura 3. Diagrama de fluxo génico da populacédo de Piaractus brachypomus na bacia do rio Amazonas. Representando as localidades

mais distantes (La Pedrera, Boca de Acre, Guajara-Mirim, Itaituba e Boa Vista) localidades da calha principal Solimées — Amazonas

(Leticia, Beruri, Santarém) e localidades antes das cachoeiras (Japura, Humaita). Linha marrdo indica moderado fluxo génico, linha
amarela indica baixo fluxo génico. Linha em tragos representam as cachoeiras.
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Figura 4. Diagrama detalhado do fluxo génico da populagdo de Piaractus brachypomus na bacia do rio Amazonas. Linha azul indica
baixo fluxo génico (Nm=<27,80), linha marrdo indica moderado fluxo génico (Nm=27,80-35,50) e linha preta indica alto fluxo génico

(Nm=35,50-43,20). Linha em tragos representam as cachoeiras.
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Figura 5. Demografia histérica da populacédo de Piaractus brachypomus na bacia do Amazonas. a) Tamanhos efetivos populacionais em

vermelho a populagéo recente, em preto a populagao ancestral. b) O tempo de incio de decrescimento populacional.
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Figura 6. Unidades Biologicas (UB) de Piaractus brachypomus na bacia Amazénica. A cor amarelo-claro indica a area da UB mais puras
relacionadas com a bacia sedimentar. Acor verde-escuro indica a area da UB mais puras relacionadas com os escudos de Guiana e

Brasileiro, em cor verde-amarelo corresponde a area a mistura das duas UBs.
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4. CONCLUSOES GERAIS

O estudo permitiu definir que a populacédo de Piaractus brachypomus esta
altamente estruturada, formando duas Unidades Evolutivas Significantes -ESU totalmente
isoladas. Cada ESU esta associada aos dois grandes sistemas hidrolégicos no norte do
continente sul-americano: as bacias do Amazonas e Orinoco.

As duas ESU apresentaram caracteristicas genéticas e morfoldgicas significantes
que permitem sua delimitagcdo, assim como atributos de diversidade genética e
demograficos diferenciados.

A populagdo do Amazonas revelou alta diversidade genética ao comparar com
outros grandes peixes migradores da regido. A complexidade e processo de formagao
histérica da regidao Amazonica levou a estruturagdo da populagdo em duas unidades
bioldgicas, que correspondem a duas unidades de manejo ou estoques pesqueiros. Cada
unidade bioldgica esta relacionada as formagdes geomorfoldgicas da bacia. Uma com a
bacia sedimentar ao oeste, tendo individuos mais puros nos afluentes andinos, e a outra
nos escudos cristalinos de Guiana e Brasileiro ao leste, com individuos mais puros nos
afluentes em Bolivia e Roraima. A calha principal do rio Solimées—Amazonas e areas
associadas constituiram a zona de mistura das duas unidades bioldgicas. O fluxo génico
entre as localidades mostrou-se assimétrico, e de baixa magnitude comparado com outros
peixes migradores da regido, mas suficiente para manter a conexdo da populagdo. A
populagdo passou por um forte declinio populacional, produto de fortes mudancas
climaticas caracteristicas da época. No entanto sua alta variagdo genética, tamanho
efetivo populacional ancestral e histéria de vida permitiram a recuperagao e expansao da
populacdo, embora o tamanho efetivo populacional atual ainda n&o seja suficiente para
garantir o estabelecimento da espécie.

A populagdo do Orinoco mostrou ser panmitica e com moderada diversidade
genética quando comparada com outros peixes de aguas doces da América do Sul. O
fluxo génico manifestou-se assimétrico e de moderada magnitude permitindo a conexao
da populacédo. Os rios andinos constituiram a fonte principal para toda a populagao,
enquanto as areas alagadas entre Apure e Arauca conhecido como “delta interno”
constituiu o maior bergario. A populagdo passou por uma drastica diminuigdo do tamanho
populacional, produto de severas variacdes climaticas. Mas a alta diversidade, o tamanho
da populagdo ancestral e as caracteristicas intrinsecas da espécie permitiram sua

expansao e recuperacgao.
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Uma vez definidas e identificadas as ESU de Piaractus brachypomus em sua area
de distribuigdo com suas caracteristicas genético-populacionais préprias, fez-se
necessario estabelecer medidas de gestdo como um recurso pesqueiro independentes.

Na bacia do Orinoco, € possivel manter a mesma normatividade com relagcédo as
épocas de defeso e tamanho minimo de captura, dado que trata-se de uma Uunica
populacdo. Esta ultima pode ser definida de acordo com estudos biolégicos pesqueiros
obtidos na area de Apure-Arauca que congrega a maioria de individuos dos diferentes
afluentes, sendo eles juvenis e adultos em processo de amadurecimento.

Os afluentes andinos da bacia do Orinoco, devem ter um tratamento especial de
conservacao por ser a fonte de individuos para populagao. A extracdo pesqueira nestas
localidades pode ser orientada por um manejo da pressdo de pesca, assim como O
comprimento do tamanho minimo de captura e época de defeso.

Com relacdo ao aspecto aquicola, a espécie deveria ser criada e mantida na
mesma bacia, e ndo ser translocada a bacia do Amazonas para evitar erosao genética por
possiveis vazamentos ao ambiente natural.

Sugere-se ter desenvolvimento proprio da aquicultura na regido Amazénica, de tal
forma que reprodutores de alevinos de Piraractus brachypomus tenham o mesmo acervo
génico que a populagdo natural, evitando desta maneira o translocacdo de peixes do
Orinoco.

Sugere-se que 0 manejo pesqueiro na regiao Amazénica seja diferenciado, tendo
em conta as unidades bioldgicas e area de mistura genética.

Sugere-se que a normatividade pesqueira seja homologada nos paises de acordo
como o territério nacional que cada unidade bioldgica ocupa, por exemplo, épocas de
defeso podem ser iguais entre Brasil e Bolivia para as areas dos afluentes do escudo do

Brasileiro.
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