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RESUMO

O grande bagre Pseudoplatystoma punctifer (surubim) esta entre as cinco espécies de bagres
da bacia Amazobnica com maior valor comercial. Desempenha importante papel como
predador de topo nos ecossistemas de dgua doce da Amazdnia. O movimento das espécies
aquaticas, nas bacias hidrograficas, pode ser interrompido por barreiras biogeograficas
naturais formadas por corredeiras e cachoeiras que produzem biotas distintas. Existem
diferengas claras entre as biotas (assembléias) de peixes da area que fica & montante e a
jusante das cachoeiras do rio Madeira. As cachoeiras do rio Madeira delimitam duas regides
distintas: a montante, a sub-bacia dos rios Mamoré/Guaporé (que serd chamada de sub-bacia
do Mamoré/Guaporé) e a jusante, a sub-bacia do rio Madeira. O conhecimento de como o
ciclo de vida de P. punctifer ¢ influenciado pelas corredeiras e cachoeiras rio Madeira,
levando em consideracdo a sua rota migratoria € o quanto de variacdo genética ocorre nesta
espécie, dentro e entre as sub-bacias, ¢ muito importante para a conservacio e para possiveis
medidas de manejo. Foram realizadas andlises moleculares através do sequenciamento do
gene COI do DNA mitocondrial e de 10 locos microssatélites. O objetivo foi verificar se P.
punctifer constitui uma populagdo panmitica ou se existe algum tipo de segregacdo genética
que possa ser relacionada com as cachoeiras do rio Madeira. Foram analisados 96 espécimes
com o gene COI e 99 com os locos microssatélites, de seis localidades, sendo duas na sub-
bacia do Mamoré/Guaporé e quatro na sub-bacia do rio Madeira, ambas na bacia Amazonica.
Com o marcador COI foram observados 11 haplotipos, uma diversidade haplotipica de 0,600
e uma diversidade nucleotidica de 0,00157. Todos os locos microssatélites analisados foram
altamente polimoérficos, com o numero de alelos por loco variando de dois (Ppu8) a 22
(Ppu4), em média 10,4 alelos por loco. O nimero total de alelos observados foi de 104, com
27 alelos exclusivos. Com base nos resultados da andlise de varidncia molecular (AMOVA) e
de fluxo gé€nico (Nm) observados entre das sub-bacias, para os microssatélites (Fsr = 0,067;
Nm= 6,883) e para o gene COI (Osr= 0,391; Nm= 0,643), ndo podemos rejeitar totalmente a
hipétese de panmixia para Pseudoplatystoma punctifer. No entanto, foi evidenciada que os
espécimes de P. punctifer das sub-bacias do rio Madeira e do Mamoré/Guaporé apresentam
uma diferenciagdo genética grande e intermediaria para o gene COI e microssatélites,
respectivamente. A diferenciagdo genética observada na andlise bayesiana do programa
BAPS, com os dados de COI, mostrou claramente a existéncia de duas linhagens maternas,
uma em cada sub-bacia. Este resultado pode estar relacionado com: o sedentarismo das
fémeas; as diferentes condigdes ambientais; o regime hidrico das sub-bacias do rio Madeira e
do Mamoré/Guaporé e as corredeiras e cachoeiras do rio Madeira, que interrompem
parcialmente o fluxo génico. Propomos um modelo de migracdo dos machos, tendo como
base os resultados da andlise dos locos microssatélites e estudos prévios de ecologia. Nossos
resultados indicaram a ocorréncia de dois estoques pesqueiros, que precisam gestdo separada
ou prioridade para conservagdo. No entanto, as agdes antropogénicas na area de estudo, tais
como: a constru¢do das hidrelétricas, o desmatamento e a exploragdo pesqueira, tornam as
medidas de conservag¢do e manejo complexas.
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ABSTRACT

The great catfish Pseudoplatystoma punctifer (surubim) is among the five species of catfish of
the Amazon basin with greater commercial value. It plays important role as top predator in
freshwater ecosystems of the Amazon. The movement of aquatic species, in watersheds, can
be interrupted by natural biogeographic barriers, formed by rapids and waterfalls that produce
distinct biota.There are clear differences between the biota (assemblies) of fish in the area that
is upstream and downstream of the falls of the Madeira Rive. The waterfalls of Madeira River
delimit two distinct regions: upstream the sub-basins of the Mamore/Guapore (which will be
called the Mamoré/Guaporé sub-basin) and downstream the sub-basin of the Madeira
River.The knowledge of how the life cycle of P. punctifer is influenced by the Madeira River
rapids and waterfall, taking into account their migratory route and how much genetic variation
occurs in this species, within and between sub-basins, is very important for the conservation
and for possible management measures. Molecular analyzes were performed by sequencing
the COI gene of mtDNA and 10 microsatellite loci. Our objective was to determine whether
P. punctifer constitutes a panmitic population or if there is some kind of genetic segregation,
associated with space and time, which can be related to the waterfalls of the river Madeira or
the homing behavior. Were analyzed 96 specimens with the COI gene and 99 with
microsatellite loci from six localities, being two in the the Mamoré/Guaporé sub-basin and
four in the sub-basin of the Madeira River, both in the Amazon basin. With the COI marker
were observed 11 haplotypes, a haplotype diversity of 0.600 and a nucleotide diversity of
0.00157. All analyzed microsatellite loci were highly polymorphic, the number of alleles per
locus ranging from two (Ppu8) to 22 (Ppu4), on average 10.4 alleles per locus. The total
number of observed alleles was 104, with 27 unique alleles. Based on the results of the
analysis of molecular variance (AMOVA) and gene flow (Nm) observed between the sub-
basins to the microsatellite (FST = 0.067; Nm= 6.883) and for the gene COI (ST = 0.391;
Nm= 0.643), we cannot reject the hypothesis of panmixia for Pseudoplatystoma punctifer.
However, it was evidenced that the specimens of P. punctifer of Madeira River and
Mamoré/Guaporé sub-basins feature a large genetic differentiation and intermediate for the
gene COI and microsatellites, respectively. Genetic differentiation observed in Bayesian
analysis of BAPS, with the COI data clearly showed the existence of two maternal lines, an in
each sub-basin. This result may be related to: sedentary females; the different environmental
conditions; the water regime of the Madeira River and Mamoré/Guaporé sub-basins and with
rapids and waterfalls and of the Madeira River, which partially disrupt the gene flow. We
propose a model of migration of males on the basis of the results of the analysis of
microsatellite loci and prior studies of ecology. Our results indicated the occurrence of two
fishing stocks, which require separate management or priority for conservation. However,
anthropogenic actions in the area of study, such as: the construction of dams, deforestation
and the fishing exploitation, make the complex conservation and management measures.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Diversidade de Peixes

As aguas doces, salobras e salgadas do mundo abrigam cerca de 32.100 espécies de

peixes (2011 FishBase: http://www.fishbase.org), das quais 4.231 tém distribui¢do na regido

Neotropical (Lévéque et al., 2008). Este nimero continua aumentando, podendo chegar a
mais de 6.000 espécies, incluindo espécies reconhecidas, mas ainda nio descritas (Reis et al.,
2003). Considerando os peixes de dgua doce, existe registro de elevado endemismo de
espécies pertencentes as Ordens Characiformes e Siluriformes. A provincia da Amazonia
(bacia Amazoénica, do Orinoco, do Araguaia-Tocantins, do Paraiba e dos rios costeiros das
Guianas) apresenta o maior nivel de endemismo do mundo com 2.072 espécies de peixes.
Seguida da provincia do Parana (bacia do Sao Francisco, do Parana-Paraguai e La Plata) com
517 espécies (Lévéque ef al., 2008).

Os grandes bagres migradores (Siluriformes: Pimelodidae) representam um dos grupos
mais significativos em termos de diversidade da ictiofauna da regido Neotropical (Ferraris,
2007). A principal caracteristica da morfologia externa desta Ordem € a auséncia de escamas,
sendo os peixes revestidos por uma pele espessa ou cobertos por placas Osseas, total ou
parcialmente. S3o conhecidos como peixes lisos, bagres, cascudos, acaris, entre outros
(Santos et al., 2006; Buitrago-Suarez e Burr, 2007).

A familia Pimelodidae ¢ formada por 29 géneros e 93 espécies (Ferraris, 2007). Sao,
em sua maioria, predadores de topo na cadeia alimentar como, por exemplo, as espécies:
dourada (Brachyplatystoma rousseauxii), piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii), piraiba
(Brachyplatystoma filamentosum), jau (Zungaro zungaro) € o surubim (Pseudoplatystoma
punctifer). Estas espécies t€ém grande importancia comercial, por serem usados como fonte de

alimento por populagdes locais, proporcionando a geragdo de emprego e renda (Barthem e



Goulding, 1997). Considerando a grande importancia comercial e ecologica dessas espécies,
sdo de suma importancia estudos genéticos populacionais para efeitos de planos de

conservagao € manejo na bacia Amazonica.

1.2 O Género Pseudoplatystoma taxonomia e filogenética

As espécies do género Pseudoplatystoma habitam exclusivamente regides de agua
doce e sdo amplamente distribuidas pelas bacias hidrograficas da América do Sul. Durante
muito tempo a diversidade do género Pseudoplatystoma foi subestimada, pela falta de estudos
taxondmicos que pudessem diagnosticar e delimitar as fronteiras das espécies, situagdo que
resultou em duvidas sobre o real nimero de espécies do género (Buitragro-Suarez e Burr,
2007). Esse género era dividido em apenas trés espécies: P. fasciatum, P. tigrinum e P.
corruscans (Welcome, 1985; Petrere, 1995; Lundberg e Littmann; 2003), até ter revisdo
taxondmica, apds o que foram validadas as espécies P. punctifer (Castelnau, 1855) e P.
reticulatum (Eigenmann e Eigenmann, 1889) além de serem descritas trés novas espécies: P.
orinocoense, P. metaense e P. magdaleniatum (Buitragro-Suarez e Burr, 2007). Desta forma,
o numero de espécies do género foi elevado de trés para oito (Figura 1).

As espécies de Pseudoplatystoma possuem a seguinte distribuigdo geografica: P.
punctifer e P. tigrinum sdo simpatricas ¢ ocorrem na bacia amazonica; P. metaense ¢ P.
orinocoense simpatricas na bacia do Orinoco; P. reticulatum e P. corruscans simpatricas nas
bacias do Parana-Paraguai e Uruguai, com P. corruscans ocorrendo também na bacia do Sao
Francisco; P. magdaleniatum na Bacia do rio Magdalena e P. fasciatum nos rios das Guianas
(Figura 2). Embora, Buitragro-Suéarez e Burr (2007) tenham considerado a ocorréncia de P.
reticulatum na Amazonia central (rio Negro), o material examinado por eles se restringia a

regido do Mato Grosso e a bacia do Parana-Paraguai.



Dreudoplarysromareticulatum (Bigenezon 8 Bigenmann, 1859), Pseudoplatystoma magdaleniatum (Buitrago-Suarez e Burr,2007).

Figura 1. As oito espécies do género Pseudoplatystoma. (Imagens de Buitragro-Suarez e Burr, 2007).

As espécies de Pseudoplatystoma sao identificadas morfologicamente pela forma do
corpo, pelo padrdao de coloracdo, pela anatomia do esqueleto (nimero de vértebras) e pela
distribuicdo geografica. Apesar da revisdo taxonomica, muitos trabalhos atuais adotam a
nomenclatura anterior, a exemplo disso, temos trabalhos sobre reprodu¢do (Nunez et al.,
2008, Romagosa, 2010), sobre alimentacdo de peixes em cativeiro (Arslan et al., 2009) e
trabalhos envolvendo marcadores moleculares relacionados com DNA mitocondrial (Ardura
et al., 2010a,b).

Além desta problematica, existem divergéncias na literatura atual, com relacdo ao real
nimero de espécies dentro do género Pseudoplatystoma, considerando os resultados
taxonomicos (Buitragro-Suarez e Burr, 2007) e moleculares (Torrico et al., 2009; Carvalho-

Costa et al, 2011).
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Figura 2. Distribuicdo das espécies de Pseudoplatystoma (adaptado de Buitragro-Suarez e Burr,
2007).

Usando os dados de marcadores moleculares da regido controle (D-loop) e citocromo
b (Cyt-b), Torrico et al, (2009) validaram o estado taxonomico de P. corruscans, P.
reticulatum, P. tigrinum e P. magdaleniatum. Sequéncias nucleotidicas da regido controle,
correspondentes a P. metaense e P. orinocoense, ambos da bacia do Orinoco, resultaram em
um unico clado. Nao foi verificada diferenciagdo genética entre estas duas espécies, que sao
morfologicamente distintas. No entanto, os proprios autores afirmam que, uma maior
amostragem e analises complementares, sdo necessarias para definir a relagdo filogenética
exata entre as espécies da bacia do Orinoco. Da mesma forma, nio foi possivel diferenciar P.
punctifer (da bacia Amazdnica) de P. fasciatum (da bacia das Guianas), a nivel molecular
(Torrico et al., 2009). Provavelmente, este resultado deve-se ao fato, de para P. fasciatum

terem sido usadas apenas duas sequéncias para o D-loop e duas para o Cyt-b.



Lundberg et al., (2011) estudando a filogenia da familia de bagres pimelodideos da
América do Sul, analisaram mais de sete kilobases de sequencias nucleotidicas, dos genes
nucleares RAG1 ¢ RAG2, e os genes mitocondriais 12S, 16S e citocromo b. Os autores
reconheceram quatro espécies de Pseudoplatystoma: P. magdaleniatum, P. corruscans, P.
fasciatum e P.tigrinum. Note-se que para este género os autores usaram apenas um espécime
para cada espécie.

Carvalho-Costa et al, (2011) com base na sistematica molecular do género
Pseudoplatystoma, usando os marcadores RAG1 (intron), S7 e Cyt-b, sugerem a divisdo em
apenas quatro espécies: P. magdaleniatum, P. corruscans, P. tigrinum (lato sensu) e P.
fasciatum (lato sensu). Estes autores afirmam que a questdo continua mal resolvida e que
outros marcadores moleculares podem ser a solucdo. Além do que, para P. fasciatum foi
utilizado um baixo nimero amostral (trés espécimes).

Segundo, Hausdorf ef al, (2011) as sequéncias de RAG1 dificilmente contribuirdo
para a reconstrucao de arvores filogenéticas e ndo sao uteis para distinguir espécies, porque ha
pouca variacdo dessas sequéncias entre os grupos € o polimorfismo € compartilhado entre as
espécies. Porém, (Carvalho-Costa et al., 2011) sugeriram, que seja feita uma reavaliacdo
critica dos caracteres morfoldgicos, utilizados para a separacdo destas espécies, que foi
apoiado principalmente no padrio de cores.

Torna-se importante, conservar os recursos genéticos de peixes, para garantir € manter
a diversidade genética intra e interespecifica, identificando maneiras de conservagdo e
estabelecendo programas de manejo € monitoramento (Zamparette, 1996). Mas, para serem
tomadas essas medidas, o status taxondmico dos organismos deve ser estabelecido

acuradamente (Frankham et al., 2004).



1.3 Genética de populagdes

A genética de populacdes diz respeito a origem, quantidade e distribuicdo da
variabilidade genética presente em populagdes de organismos e ao destino desta variagdo no
tempo e no espaco (Templeton, 2011).

Do ponto de vista da conservagdo, ¢ importante e necessario entender a distribui¢do da
variagdo genética das espécies, dentro e entre populagdes naturais (Spruell et al., 2003). A
variabilidade genética permite que as espécies se mantenham no tempo € no espaco,
adaptando-se aos efeitos das flutuacdes ambientais (O’Connell ¢ Wright, 1997).

Em peixes, a variabilidade genética intraespecifica tem despertado um grande
interesse devido a sua importancia tanto na aquicultura como no manejo da pesca (Ramirez,
2001). A variabilidade genética inter e intrapopulacional ¢ a base fundamental de qualquer
programa de melhoramento genético. Mediante a selecdo artificial e/ou a manipulagdo
genética dos gendtipos de uma dada populacio ¢ escolhida porque determinam caracteristicas
desejaveis, incluindo-se aspectos econdmicos e comerciais (Zapata, 1987). Assim, ¢ muito
importante conservar as populagdes naturais, fontes da variabilidade genética, matéria prima
para aumentar a produtividade e o valor comercial das espécies de peixes de cativeiro
(Ramirez, 2001). Portanto, o conhecimento da variabilidade genética entre populagdes
naturais tem grande importancia para a formulagdo de planos de manejo da pesca.

Os trabalhos de genética de populacdes de peixes da Amazodnia, que t€ém importancia
comercial devido a utilizacdo na alimentag¢do e ornamentagdo, identificaram pelo menos trés
padrdes populacionais na bacia amazonica: espécies panmiticas em toda a bacia tais como a
dourada (Brachyplatystoma rousseauxii) (Batista e Alves-Gomes, 2006; Batista, 2010),
piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii) (Formiga-Aquino, 2004), filhote capapreta
(Brachyplatystoma capapretum) (Lira, 2013), o tambaqui (Colossoma macropomum) (Santos,

2010), o curimatad (Prochilodus nigricans) (Machado, 2009) e o jaraqui (Semaprochilodus
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insignis) (Passos, 2009); espécies com padroes de diferenciacdo genética, amplamente
distribuidas em regides geograficas na bacia amazdnica, como a piraiba (Brachyplatystoma
filamentosum) (Huergo, 2009), o aruand (Osteoglossum bicirrhosum) (Silva, 2009) e o
pirarucu (Arapaima gigas) (Hrbek et al., 2005; Hrbek et al., 2007); e espécies com padroes de
forte estruturacdo populacional, como o acara-disco (Symphysodon spp.) (Farias e Hrbek,
2008, Amado et al., 2011), o babao (Brachyplatystoma platynemum) (Orrego, 2012) e o peixe
borboleta (Carnegiella marthae) (Piggott et al, 2011). As espécies que apresentam
populagdes geneticamente diferenciadas, sdo isoladas reprodutivamente seja por barreiras
geograficas, seja pelo tipo de dgua ou por sub-bacias hidrogréaficas diferentes (Farias e Hrbek,
2008; Huego, 2009; Farias et al., 2010; Cook et al., 2012; Terencio et al., 2012).

De acordo com Beaumont ¢ Hoare (2003) sdo usadas varias denominacdes para
grupos geneticamente diferenciados: “variedades”, “racas”, “linhagens”, “populagdes” e
“estoques”. Estes termos sdo utilizados desde o passado para descrever diferenciagdo genética
dentro das espécies, mas nem sempre foram claramente definidos. No caso da biologia
pesqueira, a palavra “estoque” tem sido frequentemente utilizada pelos gestores de pesca
(Beaumont e Hoare, 2003).

Alguns termos vém sendo utilizados em sinonimia na literatura para denominar grupos
geneticamente diferenciados que inclui “Unidades de Conservagdo” (Conservation Units,
CUs) que sao unidades populacionais identificadas dentro da espécie (Fraser e Bernatchez,
2001; Allendorf e Luikart, 2007; Funk ef al., 2012). No presente estudo o termo “estoque”
significa: populacdo intercruzante geneticamente homogénea (pool de genes comum), cujos
individuos possuem os mesmos parametros de crescimento ¢ mortalidade, que habitam uma
area geografica particular, geneticamente distinguivel de outros estoques contemporaneos e

passivel de ser manejado (Larkin, 1972; Jamielson, 1974; Sparre e Venema, 1995).



Identificar Unidades de Conservagdo ou estoque ¢ o primeiro passo para que 0s
gestores conhecam os limites das unidades populacionais que devem ser conservadas (Funk et
al., 2012). Nao ¢ possivel avaliar o status de uma populagdo ou desenvolver uma gestio
estratégica, para aumentar as taxas de crescimento da populacdo, sem sabermos os limites
populacionais (Funk et al., 2012).

Neste sentido o manejo da pesca e a aplicacdo de modelos estatisticos para
administracdo pesqueira dependem do conhecimento da diferenciacdo genética populacional

das espécies (Ramirez, 2001).

1.4 Marcadores Moleculares

A diferencia¢do genética populacional de uma espécie € o padrdo da distribuicdo da
variagdo genética dentro e entre populacdes (Laikre et al., 2005). A identificagdo da
diferenciagdo genética populacional e diversos outros pardmetros ¢ possivel mediante a
utilizacdo de marcadores moleculares.

No fim da década de 50 iniciaram-se os estudos com marcadores moleculares usando
métodos histoquimicos associados a eletroforese de isoenzimas. Tornou-se possivel o
conhecimento do grau de polimorfismo genético espécie especifica (Market e Moller, 1959).
Porém, esse marcador ndo permitiu uma avaliagdo muito precisa dos niveis de variabilidade
genética e de estrutura populacional (Prakash e Lewontin, 1968).

Podemos usar os trabalhos desenvolvidos com espécies do género Pseudoplatystoma
como exemplos dos diversos tipos de marcadores moleculares utilizados ao longo dos ultimos
anos: marcadores isoenzimaticos € RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Ramirez,
2001), isoenzimaticos e PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (Coronel et
al., 2004), sequéncia de DNA de marcadores mitocondriais (COI e D-loop) e microssatélites

(Abreu et al., 2009; Pereira et al., 2009; Carvalho ef al., 2012).



Ramirez (2001), em um estudo de genética populacional de duas espécies de bagres da
Amazonia, Pseudoplatystoma fasciatum (surubim) (atual P. punctifer), P. tigrinum (caparari),
coletadas em trés bacias hidrograficas, Magdalena, Orinoco e Amazonica, observou que a
maioria dos locos de isoenzimas analisados apresentaram-se monomorficos para duas
espécies. SO apos analise de dois sistemas isoenzimaticos PGI (Glucose-6-fosfato isomerase)
e MDHP (Malato desidrogenase) e cinco marcadores RAPD foi possivel observar um alto
grau de diferenciagdo genética entre as populacdes das diferentes bacias hidrograficas
estudadas. No entanto, o autor afirmou que mais estudos de genética de populagdes,
utilizando mais marcadores genéticos, deveriam ser feitos para determinar a distribuicdo da
variagdo genética das populagdes dentro e entre as bacias.

Coronel et al. (2004), também usando locos de isoenzimas, observaram um baixo
nivel (ou auséncia) de diferenciacdo genética para populacdes de P. fasciatum (atual P.
punctifer) dos rios Beni e Ichilo da drenagem Boliviana, no entanto, usando PCR-RFLP de
trés marcadores mitocondriais: NADH dehydrogenase subunidade 2 (ND2), Citocromo-b e
D-loop detectaram diferenciagdo genética de linhagem materna entre as duas populacdes dos
dois rios.

M¢étodos moleculares tradicionais, tais como enzimas de restricdo e eletroforese de
1soenzimas, vém sendo amplamente substituidos por outros marcadores moleculares que
incluem sequéncias de genes do DNA mitocondrial, como o COI, e de locos microssatélites
(Turner et al., 2004; Carvalho ef al.,2012).

O DNA mitocondrial, particularmente o gene Citocromo Oxicidase I (COI), além de
ser utilizado como codigo de barras de DNA (DNA barcode), vem sendo utilizado também
para estimar o grau de diversidade e estruturacdo genética entre populacdes de espécies de

animais (Turner et al., 2004; Carvalho et al,2012). Isto se deve a algumas vantagens: a



facilidade de ser isolado, pelo seu tamanho reduzido, por apresentar heranga uniparental,
auséncia de recombinacdo e elevada taxa de mutacao (Avise, 1994).

Os marcadores microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats — Sequéncia
Simples Repetidas) sdo trechos curtos de DNA repetitivo, menores de que 100 pb (Tautz e
Renz, 1984) que se repetem em tandem (fila) de 1 a 6 nucleotideos, encontrados em todos os
procariotos e eucariotos estudados até o momento (Zane et al., 2002).

No fim da década de 80 Tautz et al. (1989) demonstraram a hipervariabilidade dessas
regides. Isto foi possivel gracas a técnica de PCR, e a utilizagdo de oligonucleotideos
iniciadores (primers) que sdo sequéncias complementares as regides flanqueadoras dos locos
microssatélites, garantindo a aplicacdo destes como marcadores moleculares. Os
microssatélites apresentam alto nivel de polimorfismo sendo uma ferramenta molecular
bastante eficiente, gerando o dobro de informacdo, duas vezes mais rapidamente do que
obtido com outros marcadores (Weber, 1990). Logo, o seu uso tornou-se extremamente
difundido, sendo utilizado em um grande numero de estudos, para investigar a diferenciacao
genética de populagdes, respondendo a perguntas especificas nas areas da biologia evolutiva e
da conservacao (Balloux e Lugon-Moulin, 2002).

Usando sete marcadores moleculares microssatélites, Abreu et al., (2009) observaram
alta estruturacdo genética entre duas populacdes de Pseudoplatystoma reticulatum de dois rios
da bacia do Paraguai. Diferenciacdo genética que também foi observada para P. corruscans.
Apos andlise Bayesiana Pereira et al., (2009) confirmaram a divisdo P. corruscans em seis
grupos, que coincidem com seis rios onde foram amostrados na bacia do Paraguai.

Existe semelhanga morfologica entre espécimes de P. corruscans oriundos da bacia do
Sao Francisco e espécimes da bacia do Parana-Paraguai. Apesar desta semelhanga, Carvalho
et al.,(2012), usando COI e microssatélites, identificaram alta divergéncia genética entre as

populagdes de P. corruscans destas duas bacias. Estas diferencas estdo associadas com a
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separacdo historica destas bacias hidrograficas, indicando fortemente que os dois grupos
populacionais de P. corruscans evoluiram independentemente a partir de um ancestral
comum. Estas populacdes foram classificadas como duas UES (Unidade Evolutiva
Significativa) (Evolutionarily significant units, ESUs) distintas.

As espécies de Pseudoplatystoma podem estar ameacadas devido a grande exploracao
pesqueira, projetos hidroelétricos, desmatamento e contaminacdo (Carolsfeld et al., 2003).
Estes s@o os principais fatores que podem contribuir para extingdo ¢ aumento dos efeitos
estocasticos ambientais e genéticos dentro das populagdes (Frankham et al, 2004). E,
principalmente, pela explotacdo pesqueira € que P. reticulatum e P. corruscans se encontram
vulneraveis a extingdo, de acordo com as categorias de ameaca recomendadas pela [UCN
(International Union for Conservation of Nature) nas bacias do Parana-Paraguai (Marques et
al., 2002).

Pseudoplatystoma punctifer, surubim (Figura 3) espécies-alvo deste estudo, tem
distribuicdo na bacia Amazonica, esta entre os cinco bagres Amazonicos com maior valor
comercial e mais explorados pela pesca, no entanto, os dados da estatistica pesqueira nao
discriminam as trés espécies (P. punctifer, P. tigrinum e P. reticulatum) que ocorrem na bacia

Amazonica, apenas tratam como surubim, Pseudoplatystoma spp.

Carmen Garcia, 2013.

Figura 3. Pseudoplatystoma punctifer.

Historicamente Pseudoplatystoma punctifer vem sendo considerado sobre explorado
pela pesca, em alguns dos principais pontos de desembarque pesqueiro da Amazdnia (por

exemplo, no rio Madeira em Porto Velho) (Verissimo, 1895; Barthem e Goulding, 2007), com
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sinais de declinio populacional nos rios da drenagem Boliviana (rios Mamoré, Guaporé, Beni
e Ichilo) (Goulding, 1979; Coronel et al., 2004).

No rio Madeira (em Porto Velho), o maior tributario do rio Amazonas, esta situado um
dos principais pontos do desembarque pesqueiro da Amazdnia. Historicamente uma série de
corredeiras e cachoeiras do alto rio Madeira (sendo as principais as cachoeiras de Jirau, Santo
Antonio e Teotonio), delimitavam duas regides distintas da bacia Amazonica, a montante a
sub-bacia dos rios Mamoré e Guaporé (que sera chamada no presente trabalho de sub-bacia
do Mamor¢ e Guaporé) e a jusante a sub-bacia do rio Madeira. E atualmente essas sub-bacias
sdo separadas pelas hidroelétricas de Jirau e Santo Antonio.

Neste sentido e de fundamental importancia o conhecimento de como a variabilidade
genética de P. punctifer estava distribuida antes da construg¢@o das hidroelétricas, levando em
considerac¢do o papel das cachoeiras do rio Madeira como barreira geografica para peixes de
varzea na bacia Amazonica. Informagdo essa que pode ser utilizada para conservagdo e

manejo de P. punctifer nessas sub-bacias.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estimar a variabilidade genética de Pseudoplatystoma punctifer dos rios Madeira, Mamor¢ e
Guaporé na bacia Amazonica, com o uso de marcadores moleculares (mitocondrial e

microssatélites), para verificar se a espécie compde uma populagdo panmitica nesta regido.

2.2 Objetivos especificos

* Verificar se existem congruéncias dos resultados obtidos com os marcadores microssatélites

e mitocondrial (gene citocromo ¢ oxidase subunidade 1, COI).

» Estimar se as cachoeiras e corredeiras do alto rio Madeira atuam como barreiras

biogeograficas, limitando o fluxo génico e contribuido para uma possivel estruturagdo

genética.
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3. CAPITULO I — Artigo
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INTRODUCAO

Os bagres sio distribuidos nas Américas do Sul e do Norte, Eurasia e Africa (Briggs,
2005). Pertencem a Ordem Siluriformes, a mais diversa das Ordens de peixes de agua doce.
Sao representados por 36 familias, 478 géneros e 3.093 espécies (Ferraris, 2007). Dentre os
peixes desta Ordem, a familia Pimelodidae, exclusivamente Neotropical, destaca-se por sua
riqueza de espécies (Briggs, 2005; Lévéque et al., 2008.). Os bagres da familia Pimelodidae,
sdo na sua maioria predadores de topo e apresentam um comportamento generalista e
oportunista (Mérona e Rankin-de-Mérona 2004; Luca 2010). Além da importancia ecoldgica,
os bagres sdo utilizados na alimentagdo humana como fonte de proteina. Tém um elevado
valor econémico, por apresentarem uma excelente qualidade de carne, com poucos 0ssos
intramusculares e uma alta taxa de crescimento (Coronel ef al., 2004), consequentemente, sao
altamente explorados na pesca.

A distribui¢do das espécies, em geral, depende da conectividade entre habitats, o que,
em certa medida permite a dispersdo de organismos entre areas (MacArthur e Wilson, 1967;
apud Torrente-Vilara et al., 2011). O movimento das espécies aquaticas, nas bacias
hidrograficas, pode ser interrompido por: barreiras biogeograficas naturais formadas por
corredeiras e cachoeiras; tipo de dgua, composicdo quimica dentre outras caracteristicas; pela
separacdo entre sub-bacias hidrograficas diferentes, produzindo biotas distintas (Rahel, 2007;
Farias e Hrbek, 2008; Farias et al., 2010; Strayer e Dudgeon, 2010; Cook et al., 2012;
Terencio et al., 2012). O que tem implica¢des na forma de se fazer o manejo e a conservacao
das espécies de dgua doce (Olden et al, 2010). Por exemplo, no Rio Madeira, principal
tributario do rio Amazonas em area, vazao e transporte de sedimentos (Latrubesse et al.,
2005), uma area de 19 cachoeiras e corredeiras que se estendem por cerca de 300 km,
funciona como barreira de distribui¢do de algumas espécies de agua doce locais (Goulding et

al., 2003; Torrente-Vilara et al., 2011). As corredeiras e cachoeiras do rio Madeira delimitam
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duas regides distintas da bacia Amazonica (Goulding et al., 2003): a montante a sub-bacia dos
rios Mamoré e Guaporé (que sera chamada no presente trabalho de sub-bacia
Mamoré/Guaporé) e a jusante a sub-bacia do rio Madeira. Ha diferengas claras entre as biotas
(assembleias) de peixes da area que fica a montante e a jusante das cachoeiras, indicando que
as cachoeiras do Madeira s3o barreiras geograficas para a migragdo de algumas espécies de
peixes na bacia Amazonica (Farias ef al., 2010; Torrente-Vilara et al., 2011).

A compreensdo do padrdo de distribuicdo da diversidade genética, nas sub-bacias do
rio Madeira e do Mamoré/Guaporé, € um fator fundamental para o conhecimento do papel das
cachoeiras do rio Madeira como barreira geografica para peixes de varzea na bacia
Amazodnica. A existéncia de fluxo génico ou nio, entre os organismos aquaticos destas duas
sub-bacias hidrograficas, tem papel essencial na dindmica evolutiva e na modelagem dos
padrdes de distribui¢do da diversidade genética na grande bacia Amazonica (Farias et al.,
2010).

Os grandes bagres Pimelodideos, do género Pseudoplatystoma foram considerados
peixes migratorios de longa distancia na bacia Amazonica (Barthem e Goulding, 1997). Esses
parecem migrar através das cachoeiras do alto rio Madeira sem dificuldade, que
aparentemente, ndo representam uma barreira para as migragdes dessas espécies (Goulding,
1979). No entanto, estudos ecologicos e de genética de populagdes realizados até o presente,
tém indicado que as migragdes das espécies de Pseudoplatystoma da bacia do Parana-
Paraguai ocorrem em uma escala local, e ndo ao longo de toda a extensdo das bacias
hidrograficas (Godinho et al., 2007, Abreu et al., 2009; Pereira et al., 2009).

Godinho et al., (2007) com base no estudo de radio telemetria monitoraram 24 fémeas
de Pseudoplatystoma corruscans na bacia do Sao Francisco. Estes autores observaram que
estas fémeas apresentaram drea de vida limitada (localizada), apesar P. corruscans ter ampla

distribuicao nesta bacia. O padrdo de migragdo ¢ dualista: com fémeas residentes no sitio de
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desova (sedentarias) até¢ a proxima estacdo de desova (movendo-se para montante ou para
jusante, para forrageamento ou refugio) e com fémeas que migram curtas distancias e todas
retornam no periodo reprodutivo para os sitios de desova anteriormente ocupados (Godinho et
al., 2007).

Em um estudo de genética populacional de ampla amostragem (223 espécimes) para
Pseudoplatystoma corruscans, na bacia do Parana-Paraguaia, foram identificadas seis
populagdes diferenciadas geneticamente: uma populagdo na calha principal do rio Parana,
uma populacdo em um tributario (rio Ivinhema) do lado esquerdo e outra populagdo no
tributario (rio Paranapanema) do lado direito, as outras trés populacdes pertenciam a trés
tributarios (rios Cuiabd, Taquari e Negro) da margem direita do rio Paraguai, ou seja, uma
populagdo para cada rio onde foram feitas as amostragens (Pereira et al, 2009). Apesar da
amostragem (53 espécimes) uma alta diferenciagdo genética foi observada entre as
populagdes de Pseudoplatystoma reticulatum, do rio Paraguai e de um de seus tributarios o
rio Jauru (Abreu et al., 2009). Em ambos os casos a diferenciagdo genédtica observada foi
relacionado ao comportamento de homing (Abreu et al., 2009; Pereira et al., 2009).

Coronel et al. (2004), usando marcadores moleculares codominantes isoenzimaticos,
observaram um baixo nivel de diferenciacdo genética para populacdes de P. punctifer dos rios
Beni e Ichilo nas drenagens Boliviana. No entanto, usando PCR-RFLP de trés marcadores
mitocondriais: NADH dehydrogenase subunidade 2 (ND2), Citocromo-b e D-loop,
detectaram alto nivel de diferenciacdo genética entre as populagdes dos dois rios,
identificando as linhagens maternas.

Pseudoplatystoma punctifer (Pimelodidae) espécies-alvo deste estudo, estd entre os
cinco bagres da bacia Amazonica com maior valor comercial. Tem distribui¢cdo em toda a
Bacia Amazonica (Buitrago-Sudrez e Burr, 2007). P. punctifer desempenha importante papel

como predador de topo nos ecossistemas de dgua doce da Amazonia (Petrere, 2004; Mérona e
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Rankin-de-M¢érona, 2004), ¢ como muitos pimelodideos da Amazdénia é uma espécie
generalista e oportunista (Luca, 2010).

Neste trabalho, foram usados marcadores de DNA nuclear (microssatélites) e
mitocondrial (COI) para andlise de genética de populacdes de P. punctifer, oriundas da sub-
bacia do rio Madeira e da sub-bacia Mamoré/Guaporé, ambas na bacia Amazonica. O
conhecimento de como o ciclo de vida de P. punctifer tem sido influenciado pelas corredeiras
e cachoeiras alto rio Madeira, levando em consideragdo a sua rota migratoria € o quanto de
homogeneizagdo genética ocorre entre populagdes desta espécie, dentro das sub-bacias do rio
Madeira e do Mamoré/Guaporé, ¢ muito importante para a conservacdo e também para o
manejo de P. punctifer.

Nos testamos a hipotese de panmixia entre as localidades, ou seja, que existe fluxo
génico entre as populagdes de Pseudoplatystoma punctifer destas duas sub-bacias e que as
cachoeiras e corredeiras do alto rio Madeira ndo atuam como barreiras biogeograficas.
Estimamos a diversidade genética, fluxo génico e estruturacdo genética, em todas as
localidades amostradas. Nosso objetivo foi estimar o nivel de conectividade genética dos

individuos de P. punctifer entre as sub-bacias do rio Madeira e do Mamoré/Guaporé.
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MATERIAL E METODOS

Amostragem e extracdo de DNA

Foram utilizadas 99 amostras de Pseudoplatystoma punctifer, coletadas em seis
localidades, entre os anos de 2005 a 2011. Destas, duas localidades estdo a montante (Guajara
Mirim e rio Cautario - sub-bacia do Mamoré/Guaporé) e quatro localidades a jusante (Porto
Velho, Humaitd, Manicoré e Borba - sub-bacia do rio Madeira) das areas de corredeiras e

cachoeiras do rio Madeira (Figura 4).
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Figura 4. Localidades onde foram amostrados os espécimes de P. punctifer. A jusante das cachoeiras
e corredeiras, do alto rio Madeira (sub-bacia do rio Madeira): Bo, Borba; Mc, Manicoré; Hu, Humaita;
e PV, Porto Velho. A montante das cachoeiras (sub-bacia do Mamoré/Guaporé): no rio Mamoré em
Gu, Guajara-Mirim e Ca, rio Cautario, tributario do rio Guaporé. As linhas transversais representam as
cachoeiras do alto rio Madeira.

Em Borba, Humaité e no rio Cautéario os peixes foram coletados com redes de pesca
(malhadeira). As demais amostras foram coletadas em desembarques pesqueiros, oriundos da
pesca artesanal, como € classificada a pesca comercial na regido (Isaac e Barthem, 1995). As

amostras de tecido muscular, barbilhdo e/ou nadadeiras foram fixados em etanol 95% e
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depositados na Colegdo de Tecidos de Genética Animal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Amazonas (CTGA-ICB-/UFAM), no Banco de Tecidos de Recursos
Genéticos do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) e no Laboratorio de
Ictiologia e Pesca da Universidade Federal de Ronddonia (UNIR). O DNA total foi extraido de
acordo com o protocolo de fenol-cloroféormio (Sambrook ef al., 1989) e com o kit DNeasy

blood & tissue (Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante.

DNA mitocondrial
Amplificacio e sequenciamento do gene COI

Fragmentos com 536 pares de bases (pb) do gene mitocondrial (DNAmt) citocromo-
oxidase subunidade 1 (COI), foram obtidos através de reacdes de polimerase em cadeia (PCR,
polymerase  chain  reaction) utilizando os pares de primers: BOLCOIF3:
STCAACYAATCAYAAAGATATYGGCCA3' e BOLCOIR3: 5'CTTCYGGGTGRCCRA
ARAATCA3' modificado de Ward et al., (2005) por Ortiz, (2010). Foi adicionado a cauda
M13 (-21) (Messing, 1983) no primer forward (BOLCOIF3) de acordo com Ivanova et al.,
(2007). As PCRs foram realizadas em um volume total de 25uL contendo: 9,2 uL. de ddH,0;
2,0 uL de MgCl, a 25mM; SuL de ANTPs a 1mM; 2,5 pL de tampdo 10x (100 mM Tris-HCI,
500 mM KCl); 2,0uL do primer forward a 4uM; 2,0uL do primer reverse a 4uM; 0.3uL de
Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 2,0 pL. de DNA com a concentragdo variado entre 50-100
nanogramas (ng). As PCRs foram realizadas com a ciclagem: 35 ciclos de desnaturacdo a 94
°C durante 1 min, anelamento a 55 °C por 40 segundos e extensdo a 72 °C durante 1 min,
seguido de extensdo final a 72 °C por 10min. Os produtos de PCRs foram purificados usando
polietilenoglicol 8000 (PEG) e etanol (Paithankar e Prasad, 1991). As reagdes de
sequenciamento nucleotidico foram realizadas de acordo com Platt et al., (2007) usando o Kit

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). Foram realizadas duas
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reacdes de sequenciamento distintas, uma usando o primer M13F (-21) e outra com o primer
BOLCOIR3. O sequenciamento foi realizado no analisador de DNA 3/30x!/ Genetic Analyzer

(Applied Biosystems).

Analise dos dados — gene COI

Foi utilizado o programa SEQSCAPE 2.7 (Applied Biosystems) para editar e gerar
sequéncias consensos parciais do gene COI. Para o alinhamento das sequéncias foi utilizado o
algoritmo CLUSTALW (Thompson ef al.,1994), implementado no programa BIOEDIT (Hall,
1999).

As estimativas de diversidade genética e historia demografica foram calculadas com o
programa DNASP 5.00 v.5 (Librado e Rozas, 2009). Testes estatisticos de neutralidade
seletiva D de Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997), foram utilizados para avaliar se as
amostras populacionais se encontram em equilibrio genético. Estes testes sdo fundamentais,
uma vez que, um desvio significativo do equilibrio genético do DNA mitocondrial indica
expansdo ou retracdo do tamanho populacional. Em condi¢cdes onde ndo existe vantagem
seletiva entre hapldtipos, as mutacdes detectadas nas sequéncias nucleotidicas sdo neutras
(ndo significativas). Teste D de Tajima ¢ baseado na relagdo entre o numero de sitios
polimdrficos e no numero médio das diferencas nucleotidicas par-a-par, enquanto o teste Fs
de Fu € baseado na probabilidade de se observar um determinado nimero de alelos, associado
a estimativa do parametro populacional 0 (theta).

As genealogias entre os hapldtipos foram inferidas pela rede de haplotipo construida
pelo método de maxima parcimonia (MP), para um intervalo de confianca de 95%
(Templeton et al.,1992), a arvore de MP foi gerada no programa TREEFINDER (Jobb et al.,
2004) e posteriormente importada para o0 HAPLOVIEWER (Salzburger et al., 2011) para

visualiza¢do da rede de haplotipos. Este programa considera a relacdo entre haplotipos,
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agrupando-os a partir das mutagdes parcimoniosamente informativas presentes em suas
sequéncias nucleotidicas. Na rede de haplotipos, o tamanho dos circulos € proporcional ao
numero de individuos que compartilham o mesmo haplétipo.

A diferenciacdo genética populacional dos espécimes de P. punctifer entre a sub-bacia
do rio Madeira e sub-bacia do Mamoré/Guaporé foram quantificadas por meio da Analise de
Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992). Por se tratar de uma analise
hierarquica, a AMOVA foi realizada para quatro agrupamentos diferentes: (1) as seis
localidades foram agrupadas e analisadas em um nivel hierarquico; (2) analisadas em dois
niveis hierarquicos, localidades da sub-bacia do rio Madeira ¢ da sub-bacia do
Mamoré/Guaporé; (3) para localidades da sub-bacia do rio Madeira; (4) para localidades da
sub-bacia do Mamoré/Guaporé.

Para a andlise da AMOVA as amostras das localidades também foram agrupadas em
macrorregides: da sub-bacia do rio Madeira e sub-bacia do Mamoré/Guaporé.

O nivel de significancia da correlacdo entre distancias genéticas e distancias
geograficas entre localidades foi estimado através do teste de Mantel (Mantel, 1967). A
distancia geografica (com as medidas em quilometros) foi estimada usando o programa
GOOGLE EARTH (Google Inc., Mountain View, CA, USA), seguindo o curso dos rios entre
cada par de localidades onde foram feitas as amostragens.

A AMOVA gera diferentes estimativas: (i) diversidade genética total (Vt); (ii)
diversidade genética para cada uma das diferentes populagdes (Va); (iii) diversidade genética
entre as populacdes (Vb). Desta forma, o nivel de significancia da variabilidade genética
dentro e entre populagdes ¢ estimado. Através dos componentes de covaridncia (Va e Vb) foi
calculado o indice de fixacdo dgr (distdncia genética) entre sub-bacias e entre localidades,
que ¢ analogo ao Fst (Weir e Cockerham, 1984). Os valores de @y entre localidades foram

organizados em uma matriz de comparacao par-a-par. Foi aplicada a corre¢do de Bonferroni
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(Rice, 1989) para os valores da probabilidade (P) nos testes de comparagao multipla de ®gr, a
fim de avaliar o nivel de significancia da distancia genética. O valor de P com a referida
corre¢do foram calculados a partir da razdo entre o valor de P= 0,05 ¢ o nimero de
comparacoes.

A partir dos valores de @gr foi possivel estimar o fluxo génico (taxas de migracao
entre sub-bacias e entre localidades). O fluxo génico € representado pelo niumero efetivo de
fémeas migrantes por geracdo (Nm), onde @gt € convertido em Nm, usando a férmula gt =
(1+4 Nm) ' (Slatkin, 1985). Todas as analises (AMOVA, teste de Mantel, ®sr e Nm) foram
realizadas no programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005) e tiveram sua significancia
avaliada por testes de permutagdo (10.000 replicagdes).

Foi utilizado o programa IMa2 (Hey, 2010) para estimar as taxas de migracdo (m)
entre os espécimes das duas sub-bacias ao longo da histdria coalescente, obtendo-se o numero
de imigrantes e emigrantes de cada sub-bacia. Para isso, cada par de localidades (a montante e
jusante das cachoeiras) foi analisado utilizando 15 cadeias independentes, com 10 mil passos
cada e amostragem a cada 100 geragdes. Foram armazenadas 100 arvores com descarte das 10
primeiras (considerando burn-in=10%) para cada uma das cadeias.

Para estimar a ocorréncia da diferenciacdo genética populacional foi também usado
um método de agrupamento bayesiano através do programa BAPS 5.1 (Bayesian Analysis of
Genetic Population Structure) (Corander e Tang, 2007; Corander et al., 2008). Este método
usa o algoritmo Bayesiano para a formacgdo de clusters (grupos) genéticos a partir das
frequéncias nucleotidicas de todas as localidades. 4 priori, o programa considera o nimero de
populagdes como “desconhecido” para a posteriori inferir o numero de grupos genéticos.
Como parametros da andlise foram considerados de 1 até 6 grupos genéticos (este ultimo
correspondendo ao numero total de localidades amostradas), cinco corridas independentes

foram realizadas para cada grupo genético com o modelo de mistura (admixture model) de
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populagdes, a escolha do numero de clusters foi realizado pela comparacdo e escolha do
melhor valor da probabilidades (log-likelihood), realizada pelo proprio programa.
Microssatélites

Amplificagio e genotipagem

Foram selecionados 10 locos microssatélites polimdrficos dos quinze desenvolvidos e
disponiveis, para P. punctifer (Saulo-Machado et al., 2011). Os locos foram amplificados
através de PCRs em um volume total de 10 uL contendo: 3,8uL de ddH,O; 0,3 uL de MgCl, a
50 mM, 2,1uL de dNTPs a ImM, 1uL de tampao 10x (Tris HCI a 750 mM, KCIl a 500 mM,
(NH4),SO4 a 200 mM, pH 9,0), 0,4uL do primer forward a 4uM com cauda de M13
(Schuelke, 2000), 0,4uL do primer M13 a 4uM marcado (com a fluorescéncia FAM, HEX ou
NED), 0,8uL do primer reverse a 4uM, 0,2ul. Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 1,0uL de
DNA com a concentragdo variado de 10-20 ng. As ciclagens da PCR foram realizados de
acordo com Batista et al., (2010) e as caracteristicas genéticas dos primers estdo descritos em
Saulo-Machado et al., (2011). Os produtos das PCRs foram verificados em eletroforese de gel
de agarose 1,5%, coradas com GelRed (Biotium) e foto documentados através de luz
ultravioleta (UV).

A partir dos produtos de PCR dos locos, foram organizados sistemas multiplex para as
genotipagens, levando em consideragdo o tipo de fluorescéncia (FAM, HEX ou NED) usada
para marcacdo do loco e os tamanhos dos fragmentos em pb. Estes sistemas permitiram a
analise simultanea de cinco locos em cada well da placa para cada amostra de DNA (Tabela
1).

Os produtos de PCRs que apresentaram bandas com pouca intensidade foram diluidos
em 10-30 pL de 4gua ultra pura e os produtos das PCRs que apresentaram bandas intensas,
foram diluidas em 30-50 pL de dgua ultra pura. Destas dilui¢des foram utilizados 1,0 uL (de
cada loco) juntamente com 8,0 uL de formamida e 1,0 pL do size standard ROX este
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utilizado como marcador de pb para genotipagem. Posteriormente as amostras foram
genotipadas em analisador de DNA automatico 3/30xI Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). O marcador de tamanho padrao ROX (6-carboxi-X-rodamina, ROX size
standard), consiste em uma série de fragmentos de tamanhos diferentes e conhecidos
amplificados com primers especificos a partir de um molde de DNA conhecido (pUC19) de

acordo com DeWoody et al., (2004).

Tabela 1. Multiplex da genotipagem para os 10 locos microssatélites analisados em 99 espécimes de

Pseudoplatystoma punctifer amostrados na sub-bacia do rio Madeira e na sub-bacia do

Mamoré/Guaporé.

Multiplex Locos Motivo de repeti¢io Tamanho (pb) Fluorescéncia
Ppul (AG)saa(AG)3aa(AG) 212-242 FAM
Ppu8 (AC)1; 300-302 FAM

Multiplex1 Ppu7 (GT)1o 222 -228 NED
Ppul4 (AC)19 327-355 NED
Ppu2 (GT)14 257-285 HEX
Ppu5 (GT), 234-262 FAM
Ppull (GT), 337-343 FAM

Multiplex2 Ppul3 (TG)13 240-256 NED
Ppu4 (AG);s 282 -288 NED
Ppul2 (CA)11cg(CA)s 263-279 HEX

Analise dos dados - Microssatélites

O tamanho dos alelos dos microssatélites foi estimado em pb e conferido com o
auxilio do programa GENEMAPPER v 4.0 (Applied Biosystems). Apds isso, foi construida
uma matriz com os tamanhos dos alelos em pares de bases encontrados para todos os
espécimes, das seis localidades para os 10 locos estudados. Apos a montagem da matriz foram
excluidos 18 pb do tamanho de cada alelo correspondente a cauda M13 (Schuelke, 2000).

Ap6s a formacdo da matriz de dados com os tamanhos dos alelos, esta foi submetida
ao programa MICRO-CHECKER (Van Oosterhout ef al., 2004) para verificar a ocorréncia de

alelos nulos (resultantes da ndo amplificacio de alguns alelos, devido as substitui¢des,
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insercdes ou delecdes no sitio de anelamento dos primers) (Callen et al., 1993), stutters
(picos/bandas de gaguejos) e large dropout que sdo alelos amplificados preferencialmente na
PCR (Banks et al., 1999).

Foi usado o programa GENALEX 6.41 para calcular a heterozigosidade observada
(Ho) e esperada (Hg). A riqueza alélica (Ar), o numero total de alelos (Ar), o coeficiente de
endogamia (Fis) e o teste de desequilibrio de ligagao (ocorre quando dois locos estdao ligados
completamente, ndo ocorre segregacao mendeliana) entre os pares de locos foram estimados
no programa FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2002). O teste de desvio do Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) foi realizado no programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005).

Os niveis de significancia para o teste de equilibrio de EHW e para desequilibrio de
ligagdo foram corrigidos pelo método de Bonferroni (Rice, 1989). O nuimero de alelos
exclusivos e sua frequéncia (encontrado em apenas uma amostra, presente em uma
localidade) foram obtidos através do programa GENALEX 6.41 (Peakall e Smouse, 2006).

No presente estudo foram utilizadas as estimativas de Fsr de Weir e Cockerham
(1984) para andlise dos locos microssatélites, recomendada quando s3o usados nas analises
com menos de 20 locos (Gaggiotti et. al., 1999). Estas analises sdo calculadas com base nas
frequéncias alélicas, sob o modelo de mutagdo por alelos infinitos (IAM, infinite allele
model). A fim de avaliar o nivel de diferenciagcdo genética de P. punctifer entre as sub-bacias
do rio Madeira e do Mamoré/Guaporé foi usado andlise de varidncia molecular (AMOVA)
(Excoffier et al., 1992).

Foram seguidos os mesmos agrupamentos para AMOVA que foram usados para os
dados do DNAmt: (1) as seis localidades foram agrupadas e analisadas em um nivel
hierarquico; (2) dois niveis hierdrquicos, agrupando as amostras das localidades da sub-bacia
do rio Madeira (Borba, Manicoré, Humaitd e Porto Velho) e da sub-bacia do

Mamoré/Guaporé (Guajara-Mirim e Cautario); (3) um nivel hierarquico para as localidades da
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sub-bacia do rio Madeira e (4) um nivel hierdrquico para as localidades da sub-bacia
Mamoré/Guaporé, separadamente.

Para a analise da AMOVA as amostras das localidades também foram agrupadas em
macrorregides: da sub-bacia do rio Madeira e sub-bacia do Mamoré/Guaporé.

Para averiguar uma possivel correlagao entre distancia genética e distancia geografica
foi usado o teste de Mantel considerando duas matrizes, uma com os valores de Fgr par-a-par
entre as localidades e outra com as distancias geograficas.

A matriz com valores de Fgr também foi usada para estimar o fluxo génico (taxas de
migracdo entre sub-bacias e entre localidades) para o numero efetivo de migrantes por
geracdo (Nm), em que o Fsr € convertido em Nm, usando a formula Fsy = (1+4 Nm) !
(Slatkin, 1985). Todas as analises (AMOVA, teste de Mantel, Fsr ¢ Nm) foram realizadas no
programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005) e tiveram sua significancia avaliada por
testes de permutacio (10.000 replicacdes). O fluxo génico também foi estimado usando-se o
programa POP-GEN 1.32 (Yeh e Boyle, 1997) com base na férmula Nm = 0.25(1 Fgsr)/Fsr.

Foi calculado o numero de imigrantes e emigrantes de cada sub-bacia, ou seja,
estimado o sentido da migragcdo (m) entre os espécimes das duas sub-bacias ao longo da
histéria coalescente, usando-se o programa IMa2 (Hey, 2010). Para isso, cada par de
localidades (a montante e jusante das cachoeiras) foi analisado utilizando 15 cadeias
independentes, com 10 mil passos cada e amostragem a cada 100 geragdes. Foram
armazenadas 100 arvores com descarte das 10 primeiras (considerando burn-in= 10%) para
cada uma das cadeias.

A diferenciacdo genética populacional de P. punctifer foi avaliada também por analise
Bayesiana usando o método de Cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC, Markov Chain
Monte Carlo) no programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Esse programa

assume equilibrio de Hardy Weinberg e de ligagdo entre os locos analisados dentro de cada

27



amostra populacional, para atribuir os espécimes a um determinado numero K de clusters
genéticos ou populacdes. Foi usado o modelo de mistura (admixture model), tendo como
parametros das analises 10 corridas (réplicas) independentes para cada valor de K. Os valores
de K variaram entre 1 a 12 (este ultimo correspondendo ao dobro de localidades amostradas)
usando valores de corte (burnin) de 100.000 permutagdes e 1.000.000 simulagdes em cadeias
de Monte Carlo (MCMC). O modelo de mistura (admixture model) assume que cada
espécime pode ter ancestrais oriundos de mais de uma populagdo. As frequéncias alélicas
relacionadas favorecem a identifica¢do de populagdes estruturadas (Falush et al., 2003). Para
estimar o valor mais provavel de K foi usando o maior valor da probabilidade L(K). Para
estimar o valor de L(K) foi usado o programa STRUCTURE HARVESTER versao da web

0.6.93 (Earl, 2009) disponivel no site http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/#.
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RESULTADOS

Diversidade genética de P. punctifer com COI

O sequenciamento de 536 pares de bases (pb) do gene mitocondrial COI foi realizado
com sucesso em 82 amostras de Pseudoplatystoma punctifer, adicionalmente, foram
recuperadas 14 sequéncias do GenBank (5 de Porto Velho, 3 de Manicoré e 6 de Guajara-
Mirim, amostras depositadas no INPA) (Ortiz, 2010). Assim, foram analisadas 96 sequéncias
do gene COI de espécimes de P. punctifer para as seis localidades amostradas nas sub-bacias
do rio Madeira ¢ do Mamoré¢/Guaporé. Nao foram observados cddons de parada e inser¢des
ou delecdes nas sequencias analisadas. A frequéncia média da composi¢do de bases
nucleotidicas foi de 27,9 % para citosina, 28,3 % para timina, 27,6 % para adenina e¢ 16,2 %
para guanina, encontrando-se dentro das propor¢des esperadas presente no gene COI,
observada em teledsteos (Ward et al., 2005) e para espécies de Pseudoplatystoma (Ortiz,
2010).

A maior diversidade do COI para P. punctifer foi encontrada na sub-bacia do rio
Madeira, com a maior diversidade haplotipica (0,491 + 0,068) e nucleotidica (0,00146 =+
0,00030). Entre as localidades a diversidade haplotipica variou de 0,324 + 0,108 (Guajara-
Mirim) a 0,667 £+ 0,160 (Borba), enquanto a diversidade nucleotidica variou de 0,00060 +
0,00020 (Guajara-Mirim) a 0,00188 £ 0,00051 (Porto Velho) (Tabela 2).

O Teste de neutralidade seletiva D de Tajima (Tajima, 1989) ndo foi significativo para
nenhuma das seis localidades amostradas. O mesmo resultado foi observado mesmo quando
as localidades foram agrupadas em sub-bacias hidrograficas diferentes e para o total do banco
de dados (Tabela 2). Os valores de Fs de Fu estimados foram em sua maioria negativos, tanto
para cada localidade, quanto para os agrupamentos feitos por sub-bacias. Apenas para o total

do banco de dados o valor de Fs de Fu foi significativo (P < 0,001, Fs = - 6.336) (Tabela 2).

29



0¢

"(S0°0> d) 0AIBOYIUSIS IO[EA 4

%9€€°9- L9E6S T- 1 02000°0FLST100°0 €€0°0 F009°0 T 96 SOpep 9p 0dUeq Op [BI0 ],
G88°T- 86S61°1- € 72000°0 F 69000°0 €01°0 F 110°0 v 0¢  todenpuowey eneq-qns (L
180°1- 0vT9g°1- 4 1£000°0 F £8000°0 161°0 F L1¥°0 (O1IH {(DOTH ‘(LTH € 6 oLgne)/OLIEIE)
890 €0262°0 I 02000°0 F 09000°0 801°0 F+C€°0 ‘()ZH ((L1DIH [4 ¥4 WLITA-gIefenn /pIowen
1S8b- 976SS‘T- 6 0€000°0 F 9¥100°0 890°0 F 16¥°0 6 99 eIRPEIA Ol edeq-qnS (L
891°[- T€€T6°0- S 1S000°0 F 88100°0 660°0 F029°0  (D6H *(N8H “(DLH (O DTH (HTH ¢ 61 OY[9A 0MOJ/RIPRIA
£96°1- TTTS 1~ ¢ #¥000°0 F Z1100°0 081°0 F ££5°0 (DSH ‘(D¥H “(L)zH “(1D1H 14 01 vjretn/eIopejN
0Ly 0" €hTeT'1- S 60000 F 621000 901°0 F95€°0 (DLH “(2)9H “(#2)TH () TH 14 0€ 9IOOTUEIA/BIIOPRIA
8¢H°0- T6YLT 0 4 €7000°0 F 21000 091°0 FL99°0 (DEH ‘(#)TH (D TH ¢ L eqlog/eIIOPEIN

njopsy ewllepopg g z PH sodnojdeH 100 HY  basy SPEpI[BO0]/0Ly

"(§) SIoABLIBA SONIS 9p ozownu 9 ()

SOOPII09[ONU dp dPEPISIAAIP ‘(pry) eordnordey opeprsioalp soorun sodnordey so ojudou wo 9 ‘sasajugied onuo odnojdey epeo eied sensowe 9p [€10) OIWNU

‘(sodnordey 10)) ensowe 10d (1 TH & 1H) sodnojdey op erougnbayy € {(zyu) sodnordey op (€103 oxownu o (basy7) sepesieue serougnbas o1ownu o :Sopetnsd

welo,] ‘'sopep op ooueq op [e10} 0 eied o (00U W) BIORQ-qNS BPED 9p (1) 18101 O BIed ‘SOpepI[edo] SIOS sep ewin eped eied :djuoweperedss ‘sepejudsaide

0BS BOTIQUOS OPEPISIOAIP BP SBALIBWINSO SY "(MWYNQ) 10D 2ud3 op osijeue ep aaed e “ofipound vuojsAipjdopnasg op eo1oud3 OpepIsidAl( 7 B[PqBL



Foram observados 11 haplétipos, 11 sitios varidveis, e destes 5 sitios informativos para
parcimonia, para o total de 96 sequéncias analisadas. A rede de haplotipos esta apresentada na
Figura 5. Entre os hapldtipos identificados nota-se um circulo diminuto (em azul) que
corresponde a hapldtipos perdidos ou ndo amostrados (missing haplotypes) (Figura 5).

Do total de haplotipos observados, sete correspondem a haplotipos unicos,
representados por apenas um espécime (ou amostra): H3(Borba), H4 ¢ H5 (Humaitd), H8 e
H9 (Porto Velho) e H10 e H11(Cautario). O haplétipo mais frequente (H2) foi observado para
46 amostras provenientes da sub-bacia do rio Madeira e quatro amostras da sub-bacia do
Mamoré/Guaporé (Figura 5; Tabela 2). O segundo haplotipo mais frequente (H1) foi
compartilhado por todas as localidades amostradas, com maior frequéncia nas localidades da

sub-bacia do Mamoré/Guaporé, sendo mais bem representadas.

Bo W Bo
Hu [l Hu
Mc [l Mc
PVIR rpv B
Gu Gu |l
Ca ca |l

Figura 5. Redes de haplotipos para Pseudoplatystoma punctifer obtidas de sequéncias parciais do
gene mitocondrial COlL. A, rede de haplotipos por sub-bacia hidrografica (vermelho: sub-bacia do rio
Madeira, verde: sub-bacia do Mamoré/Guaporé); B, rede de haplotipos por localidade. Legenda: Bo,
Borba; Hu, Humaita; Mc, Manicoré; PV, Porto Velho; Gu, Guajara-Mirim; Ca, Rio Cautario.
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Estrutura Genética de populacdes de P. punctifer para o COI

A AMOVA (andlise 1, Tabela 3), considerando todas as localidades em um tunico
grupo hierdrquico, revelou variagdo genética significativa (dgy = 0,274, P = 0,000), em que
27,37 % da variabilidade genética foi encontrada entre as localidades. A AMOVA (anélise 2,
Tabela 3), considerando dois niveis hierarquicos, localidades da sub-bacia do rio Madeira e da
sub-bacia do Mamoré/Guaporé, foi observado que 38,43 % da variagcdo genética encontra-se
entre sub-bacias. As andlises 3 ¢ 4 da AMOVA (Tabela 3), foram realizadas separadamente
com um nivel hierdrquico, a fim de verificar se as localidades das sub-bacias do rio Madeira e
do Mamoré¢/Guaporé, estavam contribuindo para estrutura¢ido detectada na AMOVA da
andlise 2 (Tabela 3). Tanto na anélise 3 da sub-bacia do rio Madeira e a analise 4 da sub-bacia
do Mamoré/Guaporé, ndo foi observada estruturagdo genética significativa entre as
localidades (Tabela 3). Quando foram consideradas as duas macrorregides, agrupando as
amostras das localidades da sub-bacia do rio Madeira e da sub-bacia do Mamoré/Guaporé
separadamente, a analise de variancia molecular mostrou que 39,14 % da variacdo genctica
ocorre entre as sub-bacias hidrograficas e 60,86 % dentro das sub-bacias hidrograficas (Osr=
0,391; P = 0,000). Seguindo o mesmo agrupamento anterior, ¢ observado um restrito nimero
de migrantes entre as sub-bacias (Nm = 0,643).

As comparagdes par-a-par de Dgr entre as localidades obtidas no programa
ARLEQUIN evidenciaram diferenciagdo genética significativa € um baixo numero de
migrantes (Nm) quando comparadas as localidades da sub-bacia do rio Madeira com as
localidades da sub-bacia do Mamoré/Guaporé (Tabela 4). O numero efetivo de migrantes
estimados com o programa IMa2, entre as sub-bacias, indicam que existe uma alta taxa de
fluxo génico da sub-bacia do Mamoré/Guaporé para a sub-bacia do rio Madeira (Nm = 34,37),
enquanto, fluxo génico da sub-bacia do rio Madeira para a sub-bacia do Mamoré/Guaporé foi
cerca de duas ordens de magnitude menor (Nm = 0,55).
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Tabela 4. Comparagdes par-a-par dos valores de Nm (valores acima da diagonal) e ®gr (valores
abaixo da diagonal) estimados entre os espécimes de Pseudoplatystoma punctifer amostrados

nas seis localidades, com base no gene COI do DNAmt.

Localidades = Borba Manicoré Humaitda Porto Velho Guajara-Mirim Cautario

Borba - inf inf inf 0,835 0,602
Manicoré -0,005 - inf 12,253 0,602 0,428
Humaita -0,008  -0,013 - 9,672 0,415 0,329
Porto Velho -0,050 0,039 0,049 - 1,781 1,111
Guajard-Mirim 0,374 0,453 0,546 0,219 - 5,505
Cautario 0,453 0,538 0,602 0,310 0,083 -

Inf: Refere-se a taxas de fluxo génico que tendem ao infinito. Valores em negrito de ®gr

indicam valores significativos (P< 0,003).

O teste de Mantel de correlacdo entre distancia genética e geografica (valores de
Ost e unidade de comprimento, Km) foi significativo (r = 0,722, P = 0,01), indicando
que ha isolamento por distancia para P. punctifer entre as sub-bacias do rio Madeira e
do Mamoré/Guaporé.

O numero de grupos bioldgicos, estimado pelo método bayesiano do programa
BAPS, indicaram a existéncia de trés grupos (log ML = -105,7187; probabilidades para

o numero de clusters = 1,0) (Figura 6).

Sub-bacia do rio Madeira Sub-bacia Manoré¢/Guaporé

Bo Mc Hu PV Gu Ca

Figura 6. Analise Bayesiana de estrutura populacional de Pseudoplatystoma punctifer. Dados
obtidos de 96 sequéncias nucleotidicas do gene COI do DNAmt. Correspondendo a sub-bacia
do rio Madeira (Bo, Borba; Mc, Manicoré; Hu, Humaita; e PV, Porto Velho) e a sub-bacia do

Mamoré/Guaporé (Gu, Guajara-Mirim e Ca, rio Cautario).
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Diversidade genética de P. punctifer com microssatélites

Foram genotipadas 99 amostras de P. punctifer procedentes de seis localidades,
representando as sub-bacias hidrograficas, do rio Madeira e do Mamoré/Guaporé. Para a
genotipagem foi utilizado um conjunto de 10 locos microssatélites. A matriz de alelos
foi analisada no programa MICRO-CHECKER. As localidades foram analisadas
conjuntamente para cada um dos locos. Nao foi evidenciada a ocorréncia de stutters,
large dropout e alelos nulos. Foram observados um total de 104 alelos, variando de 2-
22 alelos, para os locos Ppu8 e Ppu4, respectivamente (média 10,4 alelos por loco). Em
tamanho, os alelos variaram de 174 a 354 pb (pares de bases). A heterozigosidade
esperada (Hg) variou de 0,088 (loco Ppu8) a 0,928 (loco Ppu4), com uma média de
0,623 por loco. A heterozigosidade observada (Hp) variou de 0,072 (loco Ppu8) a 0,866
(loco Ppu4), com uma média de 0,521 por loco. O loco Ppu4 apresentou o menor valor

para o coeficiente de endogamia Fis (0,068) (Tabela 5).

Tabela 5. indices de diversidade genética para os 99 espécimes de Pseudoplatystoma punctifer,
amostrados em seis localidades ao longo das sub-bacias do rio Madeira ¢ do Mamoré/Guaporeé,
calculados com base em 10 locos microssatélites. Na, numero de alelos por loco; Hg

heterozigosidade esperada; Ho, heterozigosidade observada; Fis, coeficiente de endogamia.

Loco Na Tamanho (bp) Hg Ho Fis

Ppul 17 174-222 0,807 0,742 0,081
Ppu2 13 240-268 0,881 0,812 0,078
Ppu4 22 258-302 0,928 0,866 0,068
Ppu5 10 210-242 0,508 0,371 0,271
Ppu7 05 200-208 0,683 0,625 0,086
Ppu8 02 280-282 0,088 0,072 0,189
Ppull 05 312-322 0,254 0,226 0,111
Ppul2 07 239-259 0,627 0,489 0,221
Ppul3 08 215-229 0,754 0,541 0,283
Ppul4 15 284-354 0,698 0,468 0,330
Total 104 174-354 0,623 0,521 0,164
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Dentre os 104 alelos observados, foram detectados 27 alelos exclusivos
distribuidos em todas as seis localidades amostradas (Tabela 6). O alelo 348 (Ppul4)
presente nas amostras de P. punctifer do rio Cautario foi o mais frequente (0,167). As
amostras da sub-bacia do Mamoré/Guaporé apresentaram maior nimero de alelos
exclusivos, com as amostras de Guajara-Mirim tendo 9 alelos exclusivos. As amostras
de Borba e Humaita (sub-bacia do rio Madeira) o menor numero de alelos exclusivos
(1) (Tabela 6).

Considerando separadamente cada loco para cada localidade, foram estimados: o
numero de alelos (A), a riqueza alélica (Ar), a heterozigosidade observada (Hp) e
esperada (Hg), a probabilidade (P) para o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
e o coeficiente de endogamia (Fis) por loco em cada uma das seis localidades estudadas
(Tabela 7). O numero de alelos variou de 1 a (loco Ppu8, nos espécimes de Borba e rio
Cautario) 19 alelos por loco (loco Ppu4, nos espécimes de Guajara-Mirim). A riqueza
alélica variou de 1,495 (loco Ppu8) a 9,117 (loco Ppu4); as maiores heterozigosidades
observada (Hop) e esperada (Hg) foram de 0,955 e 0,926 respectivamente, para os
espécimes de Guajara-Mirim. Os valores de Fig variaram entre -0.750 (loco Ppul2) a
1,000 (loco Ppu8) para os espécimes coletados em Humaita.

Desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg foi observado, apds a correcdo de
Bonferroni (P = 0,005) (Rice, 1989), para as amostras de P. punctifer de Guajara-Mirim
(locos Ppu2 e Ppu5) (Tabela 7), este resultado pode ser explicado pela presenga de
alelos nulos. As anélises do MICRO-CHECKER realizada para cada localidade e cada
loco indicaram a ocorréncia de alelos nulos em 2 locos de uma da localidade (Ppu2 e
Ppu5 em Guajara-Mirim). Nao foi observado desequilibrio de ligagdo entre as 270

comparagdes de pares de locos, depois da corre¢do Bonferroni (P =0,00111).
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Tabela 7. Indices de diversidade genética obtidos para os 10 locos microssatélites de

Pseudoplatystoma punctifer considerados, separadamente, os grupos de espécimes por

localidade de coleta.

Ppul Ppu2 Ppu4 Ppu$ Ppu7 Ppu8 Ppull Ppul2 Ppulld Ppuld
A 6 7 9 3 3 1 3 4 4 3
o Ar 6,000 6,286 8,121 2,714 2,989  Mono 3,000 3,571 3,714 2,857
2 5 Ho 0,833 1,000 0,857 0,286 0,429 - 0,333 0,429 0,571 0,571
R Z Hg 0,792 0,765 0,847 0,255 0,520 - 0,292 0,367 0,582 0,500
Fis 0,038 -0,235 0,065 -0,043 0.250 - -0,053  -0,091 0,094 -0,067
HWE 0,826 0,359 0,736 1,000 0,167 - 1,000 1,000 1,000 0,346
A 10 12 17 6 5 2 3 6 6 5
0 Ar 5,742 6,762 8,638 2,911 3,276 1,363 1,955 3,899 4,530 3,200
S & Ho 0,800 0,833 0,933 0,310 0,552 0,067 0,233 0,500 0,607 0,357
g % Hg 0,787 0,864 0,919 0,334 0,636 0,064 0,209 0,664 0,703 0,459
= Fis 0,001 0,053 0,002 0,089 0,149 -0,018 -0,097 0,263 0,155 0,238
HWE 0491 0,785 0,599 0,352 0,412 1,000 1,000 0,151 0,019 0,135
A 6 7 9 3 5 2 2 2 4 4
w _ Ar 4,994 5,891 7,038 2,200 4,235 1,853 1,667 2,000 3,544 3,568
'g % Ho 0,889 0,889 0,700 0,200 0,667 0,000 0,111 0,875 0,333 0,444
5 z Hg 0,753 0,802 0,845 0,185 0,679 0,180 0,105 0,492 0,512 0,599
T Fis -0,123  -0,049 0,222 -0,029 0,077 1,000 0,000 -0,750 0,400 0,312
HWE 1,000 0,886 0,092 1,000 0,882 0,054 1,000 0,139 0,104 0,147
o A 11 11 14 5 5 2 4 3 6 4
=  Ar 5,274 6,951 8,175 3,166 3,801 1,668 2,591 2,643 4,430 3,110
> & Ho 0,750 0,800 0,842 0,526 0,600 0,150 0,350 0,300 0,550 0,450
g % Hg 0,731 0,856 0,899 0,561 0,645 0,139 0,468 0454 0,684 0,521
£ Fis 0,000 0,091 0,090 0,089 0,095 -0,056 0,275 0,361 0,220 0,162
HWE 0,686 0,346 0,246 0,113 0,578 1,000 0,472 0,056 0,163 0,247
g A 11 9 19 7 5 2 3 5 4 8
g Ar 5,324 6,435 9,117 4318 4,295 1,495 1,867 3,004 3,570 4,075
> Q Ho 0,652 0,714 0,955 0,435 0,682 0,095 0,174 0455 0,522 0,522
\g % Hg 0,738 0,849 0,926 0,044 0,715 0,091 0,162 0,500 0,681 0,600
' Fis 0,138 0,183 -0,008 0,344 0,069 -0,026 -0,054 0,114 0,255 0,152
© HWE 0,065 0,000 0,317 0,000 0,319 1,000 1,000 0,034 0,059 0,299
A 6 8 9 4 4 1 2 4 3 8
o Ar 4,990 6,230 6,877 3,569 3,661 Mono 1,667 3,637 2,990 6,211
S 9 Ho 0,556 0,778 0,667 0,333 0,889 - 0,111 0,667 0,556 0,667
= Z Hg 0,741 0,772 0,790 0,636 0,673 - 0,105 0,611 0,593 0,747
©  Fis 0,304 0,051 0,213 0,520 -0,267 - 0,000 -0,032 0,121 0,165
HWE 0,097 0,340 0,054 0,007 0,580 - 1,000 0,830 0,642 0,132

Numero de espécimes analisados em cada localidade (N); Numero de alelos (A); Riqueza

alélica (Ar); Heterozigosidade observada (Ho); Heterozigosidade esperada (Hg); Coeficiente de

endogamia (Fis); Probabilidade do teste de Equilibrio de Hardy Weinberg (HWE), com valor de

P = 0,05 (ajuste de correcéo de Bonferroni P = 0,005).
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Estrutura Genética de populacées de P. punctifer para microssatélites

As andlises da AMOVA dos microssatélites seguiram os mesmos agrupamentos
usados para as analises que foram feitas para o COI (Tabela 8).

O resultado da andlise 1, considerando todas as localidades em um tnico grupo
hierarquico, revelou variagdo genética significativa (Fsy = 0,073, P = 0,000) entre as
localidades estudadas, no entanto 92,63 % da variabilidade genética foi encontrada
dentro das localidades (Tabela 8).

O Fgr foi significativo (Fst = 0,093, P = 0,000) na segunda anélise da AMOVA
(Analise 2, Tabela 8), considerando dois niveis hierarquicos (localidades da sub-bacia
do rio Madeira e da sub-bacia do Mamoré/Guaporé) observando-se 4,70 % de variagdo
genética entre sub-bacias, indicando que existe diferenciacdo genética.

A andlises 3 da AMOVA para a sub-bacia do rio Madeira também foi
significativa (Fstr = 0,058 P = 0.000) indicando estruturacdo genética entre as
localidades, com 5,89 % da variacdo genética entre das localidades (Tabela 8). Na
andlise 4 da AMOVA para a sub-bacia do Mamoré/Guaporé, ndo foi observada
estruturacdo genética significativa entre as localidades.

Agrupando as localidades em duas macrorregides, sub-bacia do rio Madeira e
sub-bacia do Mamoré/Guaporé, a analise de variancia molecular mostrou que 6,77 % da
variagdo genética esta entre sub-bacias hidrograficas e 93,23% dentro das sub-bacias
hidrograficas, com o indice de fixacdo (Fst) de 0,067 (P = 0,000) com o nimero de
migrantes entre sub-bacias de Nm = 6,883.

O nimero de migrantes (Nm) calculados no ARLEQUIN par-a-par entre as

localidades de acordo com Slatkin, (1985), variaram entre 2,275 a 36,562 (Tabela 9).

39



oy

- - 1986 SOPEPI[BIO] SBP 0NUd(] d10denn)/QIOWEA BIORq

LOT*0 €10°0 154 6€°1 SOpepI[e00] St aNUY - -qns Bp SOPEPIBIOT b
- - 11V6 SIpEPI[RIO] SBp ONUd(] RIIOPRJA OLI OP BIdRq

000°0 850°0 154 68°S SOpepI[edo] st anuyg - -qQns Bp SOPEPI[BOO] ¢

000°0 €60°0 54 69°06 Seloeq-qns sep onuad

000°0 8700 XS4 19 SBIORQ-qNS SEP 0JJUIP/SIPEPI[BIO] SB 21U

9¢1°0 LY0°0 24 0Ly Se1oeq-qns se anug €D+N0 Ad-+NH+N+0g 4
- - €976 SOpEPI[RIO] SBp ONUd(]

000°0 €L0°0 1S LEL SOpEpI[RIO] Sk anuy - SOPEPI[BIO] Sk SBpO, I

7 odnin [ odnin
Jojea d  opdeXIy Op SAOIPU] (%) OBSBLIEA OBIBLIBA O 9JUO] sodni3 sop oedned asIeuy

‘(ougine) ou ‘e) ‘wWLI-eIelenn) ‘nn) arodens)/QIoWEA Op BIOBG-qnS BP Sapepreoo] eied 4 asifeuy S(OY[oA

0Mod ‘Ad ‘eyewny ‘ny 9I00MUBIN OJA ‘Bqlog ‘Og) BIIOPEJA OLI Op BIOBQ-QNS BP SOPEPI[EOO0] ‘¢ dsIeuy ‘o10denn)/QIOWe Op BIOBQ-QNS EP O BIOPEJA OLI

Op BIOBQ-qNS BP SOPEPI[RI0] ‘SOOINDIRIONY SIOATU SIOP WId SEpesI[eue ‘z osijeuy ‘0ombieidry [9ATU wn wo sepesijeue o sepedniSe welo} SOpepI[eso] sIos sy ‘|

OSIEUY “S[ILSSOIOIW SO0 ()] W 9seq wod (wiqnins) .2fipound vuioysdipjdopnasg eied (4 e | 9sieur) (VAQINY) Je[NOJ[OW BIOUBLIEA BP JSI[BUY *§ B[R],



Tabela 9. Comparagdes par-a-par dos valores de Nm (valores acima da diagonal) e Fsr (valores
abaixo da diagonal) estimados entre os espécimes de Pseudoplatystoma punctifer amostrados

nas seis localidades, com base em 10 locos microssatélites.

Borba  Manicoré Humaitad Porto Velho Guajara-Mirim Cautario

Borba - 7,884 5,041 7,408 3,455 2,380
Manicoré 0,059 - 5,600 32,118 6,148 5,298
Humaitd 0,000 0,081 - 3,323 2,695 2,275
Porto Velho 0,063 0,015 0,130 - 9,335 9,943
Guajard-Mirim 0,126 0,075 0,156 0,050 = 36,562
Cautrio 0,147 0,086 0,180 0,047 0,013 -

Valores em negrito de Fsrindicam valores significativos (P< 0,003).

Apenas duas estimativas de Fsr ndo foram significativas (Tabela 9), entre
Manicoré e Porto Velho, localidades que estdo na sub-bacia do rio Madeira a jusante
das cachoeiras e entre Guajard-Mirim e Cautdrio que estdo na sub-bacia do
Mamoré/Guaporé a montante das cachoeiras.

Para os microssatélites o teste de Mantel também foi significativo, indicando que
existe associacdo entre as distancias genética (Fsr) e distdncia geografica (km) (r =
0,509, P =0,04).

O numero de migrantes por geracdo (Nm) também foi estimado usando-se o
POP-GEN 1.32 de acordo com Yeh e Boyle, (1997). Foi estimado o fluxo génico entre
as seis localidades (Nm = 1,995), entre as localidades da sub-bacia do rio Madeira (Nm
= 2,443), entre as localidades da sub-bacia do Mamoré/Guaporé (Nm = 9,442) e entre
sub-bacias (Nm = 6,022) que foi semelhantes ao obtidos no programa ARLEQUIN.

O nuamero efetivo de migrantes estimado com o programa IMa2, entre as sub-
bacias, indica que o fluxo génico da sub-bacia do Mamoré/Guaporé para a sub-bacia do
rio Madeira (Nm = 7,88) e maior, quando comparado com o fluxo génico da sub-bacia

do rio Madeira para a sub-bacia do Mamoré/Guaporé (Nm = 1,96).
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Em complemento as andlises que foram usadas para verificar estruturagdo
genética, foi realizada andlise Bayesiana nos programa STRUCTURE 2.3.4, uma
analise envolvendo os 10 locos microssatélites e outra com nove locos, removendo o
loco Ppu8 que foi monomdrfico para os espécimes das localidades de Borba e do rio
Cautario (Tabela 7).

Os resultados do programa STRUCTURE das estimativas das probabilidades
L(K) tanto com nove e 10 locos indicaram K = 4, no entanto, os valores médios da
probabilidade L(K) com nove locos para K =2 (-2785,56) e K =4 (-2782,53) e com 10
locos para K = 2 (-2822,58) e K=4 (-2811,28), ndo tiveram diferencas significativas
(Figura 7).

L(K) (mean +- SD)
—2800F i o
—2900F
—3000f
—3100f

—3200F

—3300F

Mean of est. Ln prob of data

—3400} o

—3500r

Figura 7. Resultados do STRUCTURE HARVESTER, indicando K= 4, como a maior
probabilidade para os dados do presente estudo, resultado para 10 locos. Na vertical temos a
média da estimativa da distribui¢do das probabilidades dos dados e na horizontal numero de

clusters testados (K) e o desvio padréo (SD) da probabilidade média.
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DISCUSSAO

Diferenciagdo genética e fluxo génico para Pseudoplatystoma punctifer

Com base nas andlises do gene COI e dos microssatélites ndo podemos rejeitar
totalmente a hipotese de panmixia para Pseudoplatystoma punctifer entre as duas sub-
bacias. O fluxo génico, apesar de restrito, foi observado entre as localidades e entre as
sub-bacias. Foi evidenciado que os espécimes de P. punctifer das sub-bacias do rio
Madeira e do Mamoré/Guaporé apresentam um diferenciagdo genética forte e
intermediaria (de acordo com a escala de Wright, 1978) para o gene COI e
microssatélites, respectivamente.

As estimativas da diferenciacdo genética obtidas com o gene COI do DNAmt
foram superiores as obtidas com dados dos microssatélites na area de estudo. Esta
discrepancia pode ser explicada por: (1) diferentes taxas mutacionais do DNA nuclear
de heranca biparental (microssatélites) e DNAmt de heranca uniparental (COI); (2) por
dispersdo diferencial entre machos e fémeas, com a possibilidade das fémeas serem
mais sedentarias que os machos, comportamento que ja foi observado para fémeas de
outra espécie do género (Godinho et al., 2007).

A andlise Bayesiana do programa STRUCTURE para os microssatélites ndo foi
precisa em determinar o nimero exato de populagdes. Os resultados indicaram a
probabilidade de existirem duas ou quatro populagdes, o que pode estar relacionado ao
nivel intermediario de diferencia¢do genética (Wright, 1978) altamente significativa. O
que foi observado entre as localidades da sub-bacia do rio Madeira (AMOVA Fgt =
0,058; P = 0,000) (analise 3, Tabela 8) e entre sub-bacias e que sera discutido
posteriormente. A maior parte das comparacdes das estimativas de Fgt par-a-par entre

as localidades da sub-bacia do rio Madeira, indicaram niveis intermediarios de
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diferencia¢do genética, apenas a comparacdo entre Porto Velho e Manicoré ndo foi
significativa (Tabela 9).

Esse padrao da distribuicdo da diversidade genética ¢ semelhante ao que ja foi
observado para Pseudoplatystoma corruscans e P. reticulatum na bacia do Parana
Paraguai, o que pode indicar que as migragdes de P. punctifer ocorram em uma escala
local, e ndo ao longo de toda a bacia Amazonica, como havia sido proposto por Barthem
e Goulding (1997).

A diferenciacdo genética observada entre as localidades da sub-bacia do rio
Madeira, que estdo a jusante das cachoeiras, pode estd relacionada com possiveis
populacdes ndo amostradas da bacia Amazonica, com o isolamento por distancia
observado no teste de Mantel (SSR e COI) e com as amostras que foram coletadas em
Humaita, no lago de Carapanatuba. De acordo com Barthem e Goulding (1997) os
surubins usam extensivamente lagos de varzea como area de criagdo, e podem ficar
presos nos lagos no periodo da vazante dos rios até o préximo pulso de inundagio.

Dentre os ambientes ocupados pelos bagres do género Pseudoplatystoma, na
bacia Amazonica os lagos tem papel importante. Neles os surubins ndo entram em
competi¢do por recurso com os grandes bagres do género Brachyplatystoma, que usam
como area de criacdo o estuario Amazonico, e preferencialmente os canais principais
dos rios como 4rea de forrageamento. Em uma recente check list no lago Cunid com 18
mil hectares (ha), em uma importante area protegida na margem esquerda do rio
Madeira, foi confirmada a presenca de bagres do género Pseudoplatystoma e auséncia
de bagres do género Brachyplatystoma (Queiroz et al, 2013). Portanto, nos lagos
Amazonico observava-se notdvel riqueza de espécies de peixes, sendo que a maioria

delas faz parte da dieta do P. punctifer (Luca, 2010).

44



A andlise da variancia molecular (AMOVA) entre as populacdes de P. punctifer,
das duas sub-bacias também indicou diferenciacdo genética intermediaria altamente
significativa (Fsr= 0,067 %, P = 0,000).

O resultado da AMOVA obtido no presente estudo entre as sub-bacias foi
semelhante ao encontrado entre as populagdes de P. corruscans (Fst = 6,41%, P =
0,0001) da bacia do Parana-Paraguai (Pereira et al., 2009), embora a variacdo genética
entre as populagdes tenham sido relativamente baixas nesses estudos, os valores de P
foram altamente significativos, ao indicarem diferenciagido genética.

Usando sete marcadores moleculares microssatélites, a estimativa da AMOVA
foi superior para P. reticulatum, indicado alta estruturagdo genética entre as populagdes
do rio Paraguai e do rio Jauru, com 22 % de variacdo genética entre duas populacdes
(Fst= 0,229, P < 0,0001) e um restrito fluxo génico entre as mesmas (Nm = 0,8417)
(Abreu et al., 2009).

Dos 27 alelos exclusivos encontrados para P. punctifer, 15 alelos caracterizam a
populagdo da sub-bacia do Mamoré/Guaporé e 12 alelos caracterizam a populacido da
sub-bacia do rio Madeira, sendo que todas as localidades apresentaram pelo menos um
alelo exclusivo. O elevado numero de alelos exclusivos observados para os espécimes
de P. punctifer entre as sub-bacias do rio Madeira e do Mamoré/Guaporé, podem esta
diretamente relacionados com o nivel de diferenciacdo genética e com o fluxo génico
restrito observado entre as sub-bacias. Os alelos exclusivos mostram-se como uma
estimativa indireta do fluxo génico (Nm) (Slatkin 1985). O tempo que, um novo alelo
permanece exclusivo para uma populacdo, depende apenas sobre as taxas de migragao,
de modo que a proporcao de alelos que sdo exclusivos diminui com o aumento da taxa
de migragdo. Se o fluxo génico for alto, os alelos exclusivos serdo incomuns (Allendorf

e Luikart, 2007).
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Os resultados obtidos, pelas estimativas de fluxo génico nas andlises dos
microssatélites entre sub-bacias (ARLEQUIM, Nm = 6,883 ¢ POP-GEN, Nm = 6,022) ¢
entre as seis localidades (Tabela 9), indicam que ocorre fluxo génico restrito entre as
populagdes de P. punctifer das sub-bacias do rio Madeira e do Mamor¢/Guaporé. Com
dados de microssatélites o fluxo génico restrito também foi observado para P.
corruscans entre todas as localidades (Nm = 2,65) e entre grupos geograficamente mais
préoximos (Nm = 4,08 e Nm = 3,65).

O nimero de migrantes por geracdo de P. punctifer obtidos com os dados do
gene COI, foram extremamente baixos entre sub-bacias (Nm = 0,643). Quando o Nm foi
estimado par-a-par entre as localidades da sub-bacia do rio Madeira e do
Mamor¢/Guaporé, foi observado um baixo indice de fémeas migrantes por geracio,
entre Humaitd e Cautario (Nm = 0,329) e entre Borba e Guajara-Mirim (Nm = 0,835).
Apenas as estimativas entre localidades de Porto Velho e Guajara-Mirim (Nm =1,781) e
Porto Velho e Cautario (Nm = 1,111) foram ligeiramente maiores. Esses valores podem
ser explicados pelas distancias geograficas entre essas localidades, visto que o teste de
Mantel foi significativo. O que, indicou haver correlacdo entre as distancias genéticas e
geograficas, e, portanto a distancia geografica também ¢ um importante fator para
limitar o fluxo génico entre as localidades e entre sub-bacias, indicando que as
migracdes de P. punctifer ocorrem em uma escala local.

O fluxo génico bidirecional, mas ndo simétrico entre as sub-bacias, com um
maior numero efetivo de migrantes da sub-bacia do Mamoré/Guaporé para sub-bacia do
rio Madeira, observado com o COI (Nm = 34,37) e com os microssatélites (Nm = 7,88),
explica-se pelo o fluxo génico passivo, ou seja, o transporte de ovos, larvas e individuos
juvenis pela correnteza, da sub-bacia do Mamoré/Guaporé para a sub-bacia do rio

Madeira. As planicies alagadas (varzeas) da sub-bacia do rio Madeira, com a quantidade
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de sedimentos em suspensdo e a heterogeneidade de ambientes, com grande quantidade
de material aldctone produzido pela floresta ao longo rio, constituem um ambiente
favoravel, para criadouros naturais de muitas espécies de peixes (Paiva, 1982; Lowe-
McConnel, 1987).

Ja o fluxo génico restrito observado com o COI (Nm = 0,55) e com os
microssatélites (Nm = 1,96) da sub-bacia do rio Madeira para a sub-bacia do
Mamor¢/Guaporé (subindo o rio) explica-se pela dificuldade dos espécimes de P.
punctifer transporem as cachoeiras e com possiveis migracdes dos machos (considerado
os resultados dos microssatélites).

Fluxo génico restrito e a diferenciacdo genética (Fst = 0,135 P = 0,004) ja
haviam sido reportados para Pseudoplatystoma punctifer (surubim), entre dois rios da
drenagem Boliviana (rios: Beni e Ichilo) (Coronel et al., 2004). Vale destacar que foram
identificadas duas linhagens maternas correspondentes a populagdes de cada rio (rios:
Beni e Ichilo), foram usados trés marcadores mitocondriais (NADH dehydrogenase
subunidade 2 (ND2), Cyt-b e D-loop) com a técnica de PCR-RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) (Coronel et al., 2004).

A diferenciacdo genética de linhagem materna, também foi encontrada no
presente estudo, com 39,14 % da variacdo genética entre as sub-bacias hidrogréficas
(dst = 0,391, P = 0,000). Todas as estimativas dos indices de ®Dgr par-a-par,
comparadas entre as localidades da sub-bacia do rio Madeira com relagdo as localidades
da sub-bacia do Mamoré/Guaporé foram altamente significativos e também indicaram
uma grande diferenciagdo genética (Tabela 4).

A diferenciacdo genética populacional tem sido comum para as espécies do
género Pseudoplatystoma estudadas até o presente (Coronel et al., 2004; Abreu et al.,

2009; Pereira et al., 2009; Carvalho ef al., 2012).
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Evidencias genéticas do sedentarismo das fémeas e da migragdo dos machos de
Pseudoplatystoma punctifer

Alguns fatores podem estar influenciando a diferenciagdo genética entre as
populagdes de Pseudoplatystoma punctifer da sub-bacia do rio Madeira e da sub-bacia
do Mamoré/Guaporé. Considerando que as espécies de Pseudoplatystoma apresentem
um comportamento semelhante, nossos resultados indicam que grande parte da
diferenciagdo genética (Pst = 39,14%) como fluxo génico restrito (Nm = 0,643),
observado pela andlise do DNAmt entre as populagdes das duas sub-bacias, pode ser
explicado pelo sedentarismo das fémeas de P. punctifer.

Acreditamos que as fémeas de P. punctifer apresentem o mesmo padrio de
migragdes e desovas que foi proposto para P. corruscans (Godinho et al., 2007), no
entanto, com base nos resultados obtidos no presente trabalho, foi descartada a
possibilidade de haver o comportamento de homing, o que foi considerado para explicar
a diferenciacdo genética de P. corruscans e P. reticulatum da bacia do Parana-Paraguai
(Abreu et al., 2009; Pereira et al., 2009).

Apesar de ter sido evidenciada estruturagdo genética entre as populagdes de P.
punctifer das duas sub-bacias com os microssatélites, a mesma foi relativamente menor
(Fst = 6,77%, P = 0,000). As maiores taxas de fluxo génico e o nivel de
compartilhamento de alelos observados com os microssatélites no presente trabalho
podem estar sendo estabelecidos pelas migracdes dos machos de P. punctifer (Nm =
1,96 migragdo realizada da sub-bacia do rio Madeira para a sub-bacia do
Mamoré/Guaporé, subindo o rio, transpondo as cachoeiras), visto que o fluxo génico foi
restrito com base no marcador de heranga materna (COI).

Neste sentido, propomos um modelo para as migragdes dos machos de P.

punctifer o qual estd baseada no valor adaptativo dos machos (capacidade de produzir
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descendentes) (Futuyma, 2009), que migram entre as sub-bacias (subindo ou descendo o
rio, transpondo as cachoeiras) em busca de fecundar o maior nimero possivel de dvulos
de diferentes fémeas, em diferentes sitios de desova (na mesma ou em diferentes
estagcdes reprodutivas), assegurando a producdo de um maior nimero de descendentes,
tal que, uma quantidade significativa deles sobreviva até o estagio reprodutivo.

O mesmo padrio genético com alta diferenciagdo genética com marcadores
mitocondriais de heranga materna, ¢ um baixo nivel de diferenciacdo genética
observados para marcadores codominantes (isoenzimas), ja haviam sido relatado na
literatura para P. fasciatum (atual P. punctifer) (Coronel et al., 2004). O que, pode
reforcar o comportamento sedentario das fémeas, e da migragdo dos machos baseado no
valor adaptativo de P. punctifer (proposto no presente trabalho). Esse comportamento
ndo foi considerado por Coronel ef al., (2004).

Usando dados do DNAmt foi observado elevada diferenciagdo genética entre as
populacdes do tubardo branco (Carcharodon carcharias), da regido costeira da
Austrdlia e da Africa do Sul; no entanto, com dados microssatélites foi observada
auséncia de diferenciacdo genética (Pardini et al., 2001). De acordo com os autores o
fluxo génico ¢ mediado pelos machos, sendo suficiente para homogeneizar as
frequéncias alélicas dos microssatélites. O que provavelmente possa esta acontecendo
com os machos de P. punctifer, entre as sub-bacias do rio Madeira e do
Mamoré/Guapore.

Além das evidéncias genéticas observadas no presente trabalho, evidéncias
ecologicas podem corroborar a dispersdo diferencial entre machos e fémeas de P.
punctifer.

Uma maior propor¢do sexual de fémeas, chegando 17 fémeas para 1 macho,

entre os meses de outubro a margo, e 3 fémeas para 1 macho de abril a outubro,
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observado para P. punctifer na sub-bacia do Rio Teles Pires (Luca, 2010), podem
reforcar a proposta de sedentarismo das fémeas e indicar que os machos apresentam um
padrdo migratorio diferente, ou seja, que os machos migram mais.

De acordo com Dudley e Simpfendorfer, (2006) fémeas de peixes que
apresentam o comportamento sedentario podem ser mais suscetiveis a pressdo de pesca,
0 que pode explicar uma maior propor¢do de fémeas de P. punctifer capturadas no
estudo da sub-bacia do Rio Teles Pires (Luca, 2010).

As repetidas visitas das fémeas maduras (que ndo foram residentes) no mesmo
sitio de desova e no mesmo periodo reprodutivo sugerem que as mesmas desovaram
mais de uma vez (Godinho et al., 2007). Além disso, os ovarios de surubins pds-desova
sdo caracteristicos de espécies de peixes que apresentam desovas multiplas (Lamas e
Godinho 1996; Rinchard e Kestemont, 1996; Godinho et al., 1997; Msiska e Costa-
Pierce, 1999). Sendo que fazem uma pré-desova no final de setembro a dezembro ¢ uma
pos-desova de janeiro a margo (Godinho et al., 2007).

A média linear da area de vida das fémeas de P. corruscans ¢ de 87 km (87 + 70
km; média + SD) variando no maximo de 1 a 210 km, sendo a menor area de vida ja
descrita até agora para espécies de peixes da América do Sul (Godinho et al., 2007). As
correlagdes significativas entre as distancias genéticas e geograficas, observadas para P.
punctifer com os microssatélites e com o COI, no presente trabalho, calculadas através
do teste de Mantel, podem ser explicadas pelo sedentarismo e pela limitada area de vida
das fémeas e consequentemente pelo isolamento por distancia. Vale destacar que a
menor distdncia geografica entre as localidades amostradas no presente trabalho, entre
as duas sub-bacias foi de 404 km, entre Porto Velho (sub-bacia do rio Madeira) e

Guajara-Mirim (sub-bacia do Mamoré/Guapore).
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A area de vida limitada das fémeas de surubins, com os sitios de desova
espacados ao longo das calhas principais dos rios, tributdrios e lagos, indicam uma
diminui¢do da competicdo intraespecifica e que os recursos alimentares estavam
disponiveis em uma pequena area (Godinho et al., 2007). No entanto, a diminui¢do da
competicdo intraespecifica pelos recursos alimentares, pode ser mais relacionada a
regido de savanas da sub-bacia do Mamoré/Guaporé. De acordo com Lowe-McConnell
(1964), os peixes de rios de savana apresentam uma baixa atividade alimentar, € no
periodo de seca a atividade alimentar praticamente cessa. Isso indica que regides de
savana tém uma menor capacidade de suporte e abrigam uma menor densidade
populacional de P. punctifer.

Por outro lado, a sub-bacia do rio Madeira com o constante aponte de materiais
provenientes da floresta ndo pode provocar situagdes tdo extremas (Lowe-McConnell,
1964), visto que, os recursos s3o mais abundantes e podem ser compartilhados sem que
ocorram interagdes competitivas. P. punctifer ¢ um macro predador generalista, pois ndo
apresenta seletividade sobre as presas incluindo diversas familias de peixes e outros
grupos alimentares como: crustaceos, ofidios, gastropodes e insetos (Luca, 2010), o que
indica que a segregacdo ao longo dos recursos alimentares ¢ mais importante que a
segregacgdo espacial e temporal (Roos, 1986).

Essas diferentes condi¢cdes ambientais e o regime hidrico das sub-bacias do rio
Madeira e do Mamoré/Guaporé podem também estar contribuindo para a estruturacao
genética das populacdes de P. punctifer entre as sub-bacias, que provavelmente estdo
adaptadas as diferentes condigdes ambientais, dessas sub-bacias.

De acordo com o sistema de classificagdo de areas umidas da América do Sul
baseadas em parametros hidroldgicos e botanicos, a regido da sub-bacia do

Mamoré/Guaporé € classificada como savanas periodicamente inundaveis, com pulso de
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inundagdo de baixa amplitude (Junk et al, 2013). J4 a regido da sub-bacia do rio
Madeira a jusante das corredeiras, ¢ classificada como varzea (com florestas
inundéveis), com pulso de inundag¢do de alta amplitude (Junk et al., 2013) (Figura 8).

A precipitagdo pluviométrica ¢ um fator marcante na variagao do regime hidrico,
afeta diretamente a reproducdo de P. punctifer, visto que a desova coincide com 0s
meses em que a precipitacdo pluviométrica foi maior (Luca, 2010). Os ciclos anuais de
precipitagdo e a heterogeneidade dos habitats tém sido identificados como fatores
fundamentais na diferenciacdo genética das populagdes aquaticas na bacia Amazdnica

(Hubert et al., 2007; Junk et al., 2013).

Varzeas B) 18 18
Savana alagaveis Rio Madeira Rio Guaporé
12 11,38 12 2,75
6 6
0+ 0 - w
JFMAMJJASOND JFMAMJJASOND

Figura 8. A) Distribuicdo das zonas umidas, na sub-bacia do Mamoré/Guaporé e na bacia
Amazoénica (rio Madeira) (modificado de Junk, 2007). B) Curvas de inundag@o dos rios Madeira
e Guaporé; as curvas representam a variagdo do nivel de agua (em metros), durante o ciclo anual
entre 1970 e 2010; a curva em negrito representa a média diaria do nivel da agua e as curvas
acima e abaixo, os valores maximos e minimos diarios para este periodo (para efeitos
comparativos, o valor minimo absoluto de todas as curvas foi definido como zero); os numeros
abaixo dos nomes dos rios indicam os valores médios da amplitude do pulso de inundagio (em

metros).

Cachoeiras e corredeiras do rio Madeira - barreiras ao fluxo génico?

As cachoeiras e corredeiras do rio Madeira tém sido consideradas barreiras
biogeograficas para explicar as diferencas genéticas encontradas entre as populacdes do
peixe agulha (Potamorrhaphis eigenmanni) (Lovejoy e Collette, 2001), do boto rosa

(Inia geoffrensis) (Banguera-Hinestroza et al, 2002) e da tartaruga da Amazdnia
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(Podocnemis expansa) (Pearse et al., 2006), entre a bacia Amazonica e a sub-bacia do
Mamor¢/Guaporé.

Foi proposto por Goulding (1979) que as cachoeiras e corredeiras do rio Madeira
ndo representam uma barreira para as espécies de Pseudoplatystoma, no entanto, ndo foi
feita uma identificacdo precisa de quais espécies foram mais abundantes no periodo do
estudo e ndo tiveram como estimar se os peixes estavam migrando rio acima ou rio
abaixo.

Foi observado para P. tigrinum, com dados de COI, uma alta taxa de migracdo e
a auséncia de estruturacdo genética entre a bacias Amazodnica (12 localidades), sub-
bacia do Orinoco (duas localidades) e sub-bacia do Mamoré/Guaporé (uma localidade)
(Machado et al., 2013), o que indica que esta espécie apresenta um comportamento
diferente de P. punctifer e que realiza migracdes mais intensas entre as corredeiras e
cachoeiras do rio Madeira e ao longo de toda a bacia Amazonica, o que pode justificar o
proposto por Goulding (1979).

Além dos fatores ecologicos e ambientais ja apresentados, que podem estar
influenciando a diferenciagdo genética observada para P. punctifer, as cachoeiras e
corredeiras do rio Madeira, também apresentam um nivel de barreira biogeografica para
a migragdo desta espécie, porém, ndo interrompem totalmente o fluxo génico.

As cachoeiras da foz do rio Beni e lagos, ao longo do rio Ichilo, também podem
estar influenciando a diferenciacdo genética de linhagem materna observada para P.

punctifer, embora nao tenham sido considerados por Coronel et al. (2004).

Variabilidade genética e demografia de Pseudoplatystoma punctifer
Quando comparados os indices de diversidade genética, obtidos neste trabalho

para Pseudoplatystoma punctifer, com os resultados obtidos em estudo prévio (Ortiz,
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2010) algumas estimativas sdo menores (presente trabalho: nH=11, Ortiz: nH=23;
presente trabalho: S=11, Ortiz: S=19). Apenas os indices de diversidade haplotipica e
nucleotidica foram ligeiramente maiores (presente trabalho: Hd=0,600, Ortiz:
Hd=0,5691; presente trabalho: = = 0,001570, Ortiz: 7 = 0,00119). O maior numero de
haplétipos e de sitios varidveis observados por Ortiz (2010) justifica-se pelo maior
numero de localidades amostradas (21 localidades da bacia Amazonica), pelo total de
sequéncias do COI analisadas (143) e o total de nucleotideos (652). Enquanto neste
trabalho foram amostradas seis localidades, um total de 96 sequéncias e 536 pb
incluindo os dados de Ortiz (2010) usando amostras de trés localidades (5 amostras de
Porto Velho, 3 amostras de Manicoré e 6 amostras de Guajara-Mirim).

Os valores de diversidade haplotipica e em especial a diversidade nucleotidica
do gene COI para P. punctifer no presente trabalho foram menores (Tabela 2), quando
comparados com os valores obtidos para outras espécies do mesmo género, para o
fragmento mitocondrial regido controle. Por exemplo, para P. corruscans (n = 22) (Hd
=0,814; 1= 0,007) e para P. reticulatum (n = 7) (h =0,952; ©= = 0,007) (Bignotto et al.,
2009), que ocorrem na bacia do Parana-Paraguai. Esta diferenca € consistente com o
esperado, aumento de trés a cinco vezes na taxa de substituicdo da regido controle (ndo
codificante), em comparagdo com locos do genoma mitocondrial que codificam
proteinas (Meyer, 1993; Avise, 2000; Sivasundar et al., 2001).

Locos mitocondriais que codificam proteinas no género Pseudoplatystoma
apresentaram uma baixa taxa de evolugdo molecular (0,25 % por milhdo de ano, no
gene Citocromo b, Torrico et al., 2009) em comparagdo com outras espécies de peixe
(0,54 % por milhdo de ano, para os genes ATPase 6 e 8, Sivasundar et al., 2001; 0,52 %

por milhdo de ano para os genes ND2 e COI, Turner ef al, 2004). As diferencas nas
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taxas de mutagdo aparentemente exerceram influéncia nos niveis de variabilidade
genética do gene COI para P. punctifer.

Baixos indices de variabilidade genética também foram observados para o gene
COI, em quatro espécies de Characiformes (Semaprochilodus kner, Prochilodus
mariae, P. rubrotaeniatus, P. magadalenae) coletadas em 13 localidades, ao longo das
bacias do Orinoco, do Magdalena e na bacia amazodnica (nas drenagens do Essequibo ¢
da Venezuela). Um total de 301 pb do gene COI foram sequenciados para 123
espécimes, nos quais foi observado variagdo genética apenas para uma espécie (P.
rubrotaeniatus) de uma localidade, com a diversidade haplotipica de 0,264 (Turner et
al., 2004).

Os testes de neutralidade, D de Tajima e Fs de Fu, ndo foram significativos para
localidades separadas e por sub-bacia hidrografica (P > 0,05), indicando que o
polimorfismo genético estd de acordo com o modelo neutro de muta¢des. No entanto, o
teste F's de Fu foi significativo para a estimativa no banco de dados total, indicando uma
expansdo populacional recente. Este resultado também corrobora a estruturagdo
observada entre as duas sub-bacias. Os resultados confirmam o observado por Ortiz
(2010) para os testes de Fs de Fu e D de Tajima (Fu = 2,25969; D = 19,55).

De acordo com Grant e Bowen (1998), uma combinagcdo de valores de
diversidade haplotipica maiores que 0,5 com valores de diversidade nucleotidica
menores que 0,01 (observado neste trabalho) indicam uma recente redugdo populacional
seguida por uma rdpida expansdo demografica. Esta ¢ evidenciada também pela
genealogia observada na rede de haplotipos (Figura 5), com dois haplétipos (H1 e H2)
amplamente distribuidos.

A expansdo populacional contemporanea vem sendo observada na maioria dos

estudos envolvendo as espécies de peixes amazdnicos, incluindo espécies de
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pimelodideos: Brachyplatystoma rousseauxii (Batista, 2010), B. vaillantii (Formiga-
Aquino, 2004; Rodrigues, 2009), B. filamentosum (Huergo, 2009) e B. platynemum
(Orrego, 2012). Em alguns casos a expansido populacional é observada de forma
dindmica, com eventos de contragdo e re-expansido como foi observado para Colossoma
macropomum no rio Guaporé e outros rios da drenagem Boliviana (Farias et al., 2010).

Existem evidéncias que estes eventos de expansdo demografica comegaram por
volta de 350 mil anos atrds e que uma segunda fase teve inicio ha 125 mil anos. Este
tempo corresponde, aproximadamente, as grandes mudangas climaticas e alteracdes do
nivel do mar ocorridas no Pleistoceno; no entanto, a generalidade deste padrio em
vertebrados aquaticos ainda precisa ser avaliada (Farias et al,. 2010), uma vez que a
influencia das flutuagdes climaticas do Pleistoceno, na demografia e na variabilidade
genética entre populacdes de peixe foi pouco explorada (Hubert et al., 2007).

Os 10 locos microssatélites utilizados para caracterizar a diversidade genética do
P. punctifer mostraram-se altamente polimorficos. As heterozigosidades esperadas (Hg
= 0,064 a 0,926), entre as localidades, foram semelhantes as heterozigosidades
esperadas para outras espécies do género Pseudoplatystoma (P. reticulatum: Hg = 0,055
a 0,861, Abreu et al., 2009; P. corruscans: Hg = 0,310 a 0,942, Pereira et al., 2009) e
para outras espécies de peixes de agua doce (valor médio observado para 13 espécies:
Hg= 0,46, DeWoody e Avise, 2000).

Os indices de riqueza alélica foram relativamente superiores para P. punctifer
nas sub-bacias do rio Madeira (8,8) e do Mamoré/Guaporé (8,3), quando comparados
com os indices observados para P. corruscans nas bacias do Sao Francisco (5,6) e do
Parana-Paraguai (7,6) (Carvalho ef al., 2012).

Entre os 104 alelos encontrados para P. punctifer 27 foram exclusivos (Tabela

6). Para 51 espécimes de P. reticulatum, coletados em dois pontos na bacia do Parana-
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Paraguai, foram observados 26 alelos exclusivos de um total de 51 alelos. Para 223
espécimes de P. corruscans, coletados em seis tributarios da bacia do Parana-Paraguai,
foram observados 30 alelos exclusivos de um total de 107 alelos. Com base nesses
resultados, observa-se que o nimero total de alelos aumenta em fun¢ido do tamanho da
amostra, com isso, aumenta também a chance de se detectar alelos exclusivos. E o caso

das espécies de Pseudoplatystoma estudadas até presente.

Conservagdo e Manejo do Pseudoplatystoma punctifer

A conservacdo pode ser vista como uma tentativa de proteger a diversidade
genética produzida pela evolugdo ao longo dos 3,5 bilhdes de anos passados, quando
surgiu a vida em nosso Planeta (Eisner et al., 1995). A diversidade genética ¢ uma das
trés formas de biodiversidade reconhecidas pela IUCN (International Union for
Conservation of Nature) como merecendo a conservago, juntamente com a diversidade
de espécies e de ecossistemas (McNeely ef al., 1990).

As populagdes de uma mesma espécie podem ser substancialmente diferentes,
em termos de diversidade genética, a ponto de ser justificavel o seu manejo de forma
independente. Neste sentido, € necessario conhecer a distribui¢do da variacdo genética
dentro e entre populacdes naturais (Spruell ef al., 2003). Sem essa informacao, ndo ¢
possivel avaliar a eficacia ou a pertinéncia das medidas de conservagao.

As analises de genética de populagdes sdo importantes para a biologia da
conservagao, identificam unidades de manejo, o que reflete a importancia evolutiva das
linhagens dentro das espécies. Com esta informagdo pode-se propor medidas de
conservagao no nivel intraespecifico e elaborar programas efetivos para a conservagao
de espécies em risco (Avise e Hamrick, 1996).

A constru¢do de hidrelétricas, o desmatamento, a poluicdo das dguas e a

exploracdo pesqueira, sdo reconhecidas como os principais fatores responsaveis pela
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degradacdo dos ecossistemas e extingdo das espécies na Amazonia (Frankham et al.,
2004; Castello et al., 2013), esse fatores podem estar ameacando as espécies de
Pseudoplatystoma (Carolsfeld et al., 2003).

Das 18 espécies mais exploradas pela pesca na Amazdnia, uma esta sendo
considerada em perigo (pirarucu, Arapaima gigas) (Castelo et al, 2013) e cinco
(tambaqui, Colossoma macropomum; dourada, Brachyplatystoma rousseauxii; piraiba,
Brachyplatystoma  filamentosum; surubim, Pseudoplatystoma punctifer; caparari,
Pseudoplatystoma tigrinum) foram consideradas em estado de sobre exploragdo pelo
menos em uma regido da bacia Amazonica (Verissimo 1895; Barthem e Goulding,
2007; Castelo et al., 2013).

Dados da pesca nos rios Guaporé ¢ Mamoré indicaram que o surubim e o
caparari foram as espécies mais exploradas em 1977 e tornaram-se menos abundantes
nos anos seguintes (Goulding, 1979). As andlises genéticas de PCR-RFLP de trés
marcadores mitocondriais evidenciaram que as popula¢des de surubins (P. punctifer)
dos rios Beni e Ichilo passaram por um declinio populacional recente (Coronel et al.,
(2004).

Apesar de ter sido evidenciado uma diferenciagdo genética intermediaria para P.
punctifer entre as localidades da sub-bacia do rio Madeira, os espécimes dessas
localidades estdo mais relacionados, por fazerem parte do mesmo ambiente ecologico.
Nesse sentido, nossos resultados indicaram a ocorréncia de dois estoques pesqueiros
para P. punctifer, um na sub-bacia do rio Madeira e a outra na sub-bacia do
Mamoré/Guaporé (bacia Amazonica). Estes estoques merecem gestdo separada ou
prioridade para conservagdo, por apresentarem linhagens maternas distintas e ocuparem

ambientes ecologicos caracteristicos de cada drenagem.
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As barragens das hidrelétricas de Jirau e de Santo Antdnio no rio Madeira (onde
estavam localizadas as cachoeiras), tendem a reforcar ainda mais o nivel de
diferenciagdo genética das populacdes de P. punctifer. Podem interromper totalmente o
fluxo génico entre as duas sub-bacias. Note-se que até¢ o momento ainda ndo foi
avaliado a eficiéncia do sistema de transposi¢ao instalado nas areas das hidroelétricas.

Fortes impactos s3o causados na biota terrestre e aquatica, com a construgdo de
hidrelétricas, em consequéncia das alteracdes no pulso de inundacdo, da perda de
habitats, da mudanga dos parametros fisicos e quimicos da dgua (Vannote et al., 1980;
Junk et al., 1989) e o bloqueio das rotas de migracdo de diversas espécies de peixes
(Barthem e Goulding, 1997; MacAllister et al., 2001).

Pelo fato do rio Madeira ainda ser um rio “relativamente novo” e ndo ter a sua
calha definida, com a abertura das comportas, a turbuléncia das aguas estd acelerando a
erosdo das margens a jusante e a sedimentacdo do leito a montante dos reservatdrios
(Carpio, 2008).

Um levantamento feito pelo Data Cidades com base nos boletins oficiais de
monitoramento do Ministério do Meio Ambiente da Bolivia indica que, s6 em agosto de
2013, foram detectados 1.687 focos de incéndio, nos municipios de Beni e Pando
(Amazodnia Boliviana). O fogo tem origem na pratica de corte e queima da mata
derrubada, principalmente para a expansdo de zonas agricolas. O mesmo acontece nos
estados brasileiros vizinhos a Rondonia e Mato Grosso (Santini, 2013; Fonseca, 2013).

Na regido afetada pelas queimadas estdo areas umidas importantes para o ciclo
hidroldgico ndo s6 dos rios da Bolivia, mas também dos que atravessam a Amazdnia
Brasileira (Santini, 2013).

Apesar de ja existir o Programa Amazonia sem Fogo firmado desde 2012, entre

os governos da Itdlia, do Brasil e da Bolivia, maiores esforgos precisam ser
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estabelecidos para que os desmatamentos e queimadas sejam diminuidos na regido da
Bolivia, visto que ainda estdo em uma crescente.

Nos dados disponibilizados no site da NASA (National Aeronautics and Space
Administration) € possivel visualizar a incidéncia de fogo ndo sé na Bolivia, mas
também no Centro-Oeste do Brasil (Figura 9), um crescente de chamas que contorna os

limites da fronteira agricola (Santini, 2013).

® cueimadas Agosto 2013
i;_;:' Grandes queimadas 2000/2013
l Frequéncia de fogo 2000/2012

Bolivia

Figura 9. Frequéncia das grandes queimadas e focos de incéndios recentes na América do Sul.
Fonte: NASA FIRMS.

O desmatamento e as queimadas locais podem ter efeitos profundos em escalas
regionais. Por exemplo, o desmatamento de cerca de 50 % nas regides das bacias do
Tocantins e Araguaia aumentou em 25 % a descarga anual das aguas e alterou o pulso
de inundagao nos rios (Costa, 2004; Coe et al., 2009).

O desmatamento reduz a abundancia e diversidade das comunidades de plantas
altamente produtivas, que sustentam populagdes de animais abundantes (por exemplo,

populagdes de peixes) (Melack e Forsberg, 2001) e altera as condigdes morfoldgicas e
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biogeoquimicas dos ecossistemas de agua doce, através da erosdo do solo e aumento da
exportacio de sedimentos terrestres no curso de Agua (Neill ef al., 2001).

Considerando os fatores antropogénicos expostos, a conservagdo de P. punctifer,
assim como, de toda a biota aquatica e terrestre na area de estudo (regido das
hidroelétricas e sub-bacia do Mamoré/Guaporé) € uma questdo complexa.

Apesar da complexidade para conservagdo de P. punctifer nas sub-bacias
estudadas, sugerem-se algumas medidas que podem auxiliar a conservagdo e manejo,
tais como: (1) Monitoramento de estatistica pesqueira na sub-bacia do rio Madeira e na
sub-bacia do Mamoré/Guaporé e nos rios das drenagens Boliviana, diferenciado para
espécies de P. punctifer e P. tigrinum, que sdo consideradas pela estatistica pesqueira
apenas como surubim, Pseudoplatystoma spp.; (2) as possiveis medidas de manejo para
P. punctifer entre as sub-bacias devem ser feitas de forma diferenciada, por se tratarem
de estoques pesqueiros distintos; (3) avaliagdo e monitoramento dos sistemas de
transposi¢do das hidroelétricas de Jirau e Santo Antonio, a fim de possibilitar que o
fluxo génico observado no presente trabalho, continue sendo estabelecido. Destaca-se a
necessidade de preservacdo dos diferentes habitats na Amazdnia para garantir a
diversidade genética das diferentes espécies.

Considerando importancia economica e ecoldgica de Pseudoplatystoma
punctifer na Amazonia, os resultados do presente trabalho sdo de grande importancia
para o manejo e conservacao desta espécie e possibilitam que os mesmo sejam feitos, de

forma adequada.
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4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos para Pseudoplatystoma punctifer, com os microssatélites e
sequencias do gene COI do DNA mitocondrial, permitiram chegar as seguintes

conclusdes:

1) Dois estoques pesqueiros foram evidenciados: um correspondendo a sub-bacia do
Mamoré/Guaporé, representado pelo rio Cautario e pelo rio Mamoré na localidade de
Guajara-Mirim; outro na sub-bacia do rio Madeira representada pelas localidades de

Porto Velho, Humaita, Manicoré e Borba.

2) Para fins de conservacdo as unidades de manejo do surubim (P. punctifer) da sub-
bacia do rio Madeira e da sub-bacia do Mamoré/Guaporé, devem ser geridas de forma
independentes, tendo em vista o grau de diferengas genéticas entre os estoques, e pelas

diferentes condi¢des ambientais e de regime hidrico a que estdo adaptadas.

3) Os marcadores moleculares microssatélites e COI foram congruentes em detectar
diferenciag¢do genética de P. punctifer entre a sub-bacia do rio Madeira e da sub-bacia

do Mamoré/Guaporé, no entanto, as estimativas com o COI foram superiores.

4) As corredeiras e cachoeiras do rio Madeira funcionam como barreiras biogeograficas
que restringem a migracdo desta espécie, porém, ndo interrompem totalmente o fluxo

génico.

5) O alto nivel de estruturacdo genética e o limitado fluxo génico obtidos com o gene

COl, devem estar mais relacionados com os fatores ecologicos desta espécie, como: a
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limitada area de vida e ao sedentarismos das fémeas; as diferencas nas condi¢des
ambientais as quais a espécie esta adaptada; e em uma escala geografica, com as

cachoeiras do rio Madeira.

6) Propomos um modelo de migracdo dos machos de P. punctifer entre as sub-bacias

com base no nivel de compartilhamento de alelos e nos maiores niveis de fluxo génico

observados na analise de microssatélites.
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