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RESUMO DO RELATORIO

O futuro das populagbes selvagens depende grandemente da variabilidade
genética das populacbes naturais. Neste contexto o estudo dessa variabilidade é
fundamental para o desenvolvimento de projetos de manejo sustentavel das
populacdes. A regidao controle do DNA mitocondrial € hoje um dos marcadores
moleculares mais eficaz e utilizado em estudos populacionais, tendo sido utilizado para
identificar diferencas significativas mesmo entre populacdes separadas por pequenas
distancias geograficas. Assim, a presente proposta emprega este marcador para
estudar populacdes locais de seis espécies de peixes migradores de importancia
comercial do rio Madeira, na area de influéncia da hidrelétrica de Santo Anténio. Sendo
trés espécies de peixes da ordem Siluriformes, conhecidos como grandes bagres
(dourada, piramutaba e babao), e trés espécies pertencentes a ordem Characiformes
(piava, branquinha e piranha) Como um dos objetivos € verificar a existéncia de homing
entre as espécies de bagres foram também amostradas outras populagdes locais de
bagres na bacia Amazénica. Todos os dados foram analisados com as mais modernas
ferramentas estatisticas, procurando responder a questdo sobre a existéncia de
isolamento entre as populagdes locais do rio Madeira, acima e abaixo da cachoeira de
Teotbnio, e se existe comportamento de homing entre as espécies de grandes bagres
que ocorrem no rio Madeira. Neste relatério apresentamos os resultados finais das
analises com babao (Brachyplatystoma platynemum).

Palavras-Chave: Diversidade genética, conservacdo, rio Madeira, Santo Antonio,
Brachyplatystoma, DNA mitocondrial, peixes migradores.



1 INTRODUCAO

Dada a distribuicdo geografica, abrangendo o territorio politico de mais de que
cinco paises amazodnicos, algumas espécies de grandes bagres incluindo a dourada
(Brachyplatystoma rousseauxii), a piramutaba (B. vaillantii) e o babao (B. platynemum),
ultrapassam essas barreiras e sao capturadas, ao longo do sistema Estuario-Solimdes-
Amazonas (EAS). Desta forma, estas espécies estdo entre as mais importantes para a
pesca comercial na Amazénia brasileira, colombiana, peruana, boliviana e venezuelana
com milhares de familias na regido dependendo direta e/ou indiretamente da atividade
pesqueira sobre estes bagres (Bayley, 1981; Barthem e Goulding, 1997; Ruffino et al.,
2000; Barthem e Goulding, 2007), o que é também verificado para os peixes de
escamas.

Algumas espécies de grandes bagres realizam grandes migragdes, com areas
geograficamente distintas de criagdo, alimentacao e reprodugcdo. Os adultos migram
para as cabeceiras dos afluentes do rio Solimées/Amazonas para reproduzir, incluindo
o rio Madeira. Apés a desova, larvas e juvenis sao carregados pela corrente,
concentrando-se na regiao do estuario amazénico (area de criagdo). Apos 2 a 4 anos
neste ambiente, incluindo a Amazoénia Central (area de alimentacado dos adultos e pré-
adultos), os individuos iniciam uma migracdo de mais de 4500 km para voltar as
cabeceiras e desovar, completando o ciclo de vida. Durante esta migragcéo, da-se o pico
da captura, desde Belém no Brasil, até Pucallpa no Peru, incluindo localidades na
Coldmbia, Bolivia e Guianas. Realizando uma das mais longas migracdées conhecidas
para peixes de agua doce do mundo (Barthem e Goulding, 1997).

A intensificacdo do uso de recursos aquaticos tem produzido um grande impacto
sobre as comunidades de peixes. Dentre as acgbes antrOpicas mais impactantes
destacam-se a construcdo de barragens, a sobrepesca, 0 mau uso do solo na
agricultura, o descarte de esgoto sem tratamento prévio nos rios e igarapés, a
construcao de hidrovias e a introdugcao de espécies exdticas. A construcao de represas
afeta diretamente a rota migratéria dos peixes podendo levar a fragmentacado das
populacoes (Esguicero e Arcifa, in press).

Diante do decréscimo dos desembarques pesqueiros, um aumento na
conscientizagdo geral sobre a necessidade de conservagao da diversidade bioldgica
tem surgido (Arias et al, 1995; Avise e Hamrick, 1996). O futuro das populacdes
selvagens depende grandemente da variagcdo genética das populacbes naturais



(Ryman, 1991). O estudo dessa variagao € fundamental para o desenvolvimento de
projetos de manejo sustentavel.

A variabilidade genética dentro e entre populagcdes é um parametro fundamental
na biologia evolutiva e da conservagado. Altos niveis de variacdo genética podem
aumentar o potencial das populagbes em responder a selegdo, acentuar a adaptacao
dentro de um habitat particular e também ampliar os limites de colonizacdo e
distribuicao, possibilitando a sobrevivéncia em uma grande variedade de ambientes
(Carvalho, 1993; Kalinowski, 2004). Além disso, as pesquisas em genética de
populacdées podem elucidar varias questbes relativas a estruturacao de populagcdes
selvagens ou cultivadas de diversas espécies, tais como origem, sucesso reprodutivo,
taxas de divergéncias genéticas, migracao, tamanhos da populacao, selecao natural e
eventos histéricos (Sunnucks, 2000).

As espécies ndo sao geneticamente homogéneas, mas estruturadas em grupos
de individuos geneticamente mais semelhantes, estando o grau de isolamento
diretamente relacionado a dispersao de individuos entre estes grupos (Balloux e Lugon-
Moulin, 2002; Laikre et al., 2005). Mecanismos que promovem o isolamento das
populacdes incluem separacdo geografica, capacidade de dispersdo restrita dos
individuos e comportamento de homing ou filopatria (retorno ao local de nascimento
para reproducdo). Uma troca limitada de individuos reprodutores entre os grupos
resulta em uma diferenciacao genética entre eles. O padrao de distribuicao da variagao
genética dentro e entre populagdes é referido como “estrutura genética populacional” de
uma espécie (Laikre et al, 2005), a identificagdo desta estrutura e diversos outros
parametros € possivel mediante a utilizagdo de técnicas morfolégicas (Esguicero e
Arcifa, in press) e moleculares (Thuesen et al., 2008).

Um dos fragmentos de DNA mais utilizados em estudos populacionais é a regiao
controle. Este fragmento é a regido ndo codificadora do genoma mitocondrial,
possuindo em torno de 1100 pares de bases (pb) em peixes e localiza-se entre as
regides codificadoras de dois RNAs transportadores (RNAt), o RNAt da prolina e o
RNAt da fenilalanina. Estima-se que a sua taxa de evolucdo esta entre 2 a 5 vezes
maior comparada aos demais genes mitocondriais codificadores de proteinas (Aquadro
e Greenberg, 1983). Esse marcador vem sendo amplamente utilizado com o propésito
de estimar a variabilidade e estrutura genética em populacdes naturais de diferentes
espécies de peixes, principalmente de importdncia comercial. A maior parte desses



estudos visa a caracterizagdo genética da espécie alvo ao longo de um raio de
distribuicdo geogréfica e tém uma ampla abrangéncia taxonémica, incluindo o pacu -
Mylesinus paraschomburgkii (Porto, 1999), as curimatds - Prochilodus lineatus
(Sivasundar et al., 2001) e Prochilodus nigricans (Machado, 2009), o tambaqui -
Colossoma macropomum (Santos et al., 2007), o jaraqui-escama-grossa -
Semaprochilodus insignis (Batalha, 2009), o peixe lapis - Nannostomus eques
(Teréncio, 2009), o acara disco - Symphysodon spp. (Farias e Hrbek, 2008), a pescada
— Plagioscion squamosissimus (Galetti, 2009), o sarap6 - Hypopygus lepturus (Schmitt,
2005), a piramutaba - Brachyplatystoma vaillantii (Formiga-Aquino, 2004), - as piraibas -
Brachyplatystoma filamentosum e piraiba negra - B. capapretum (Huergo, 2009), a
dourada - Brachyplatystoma rousseauxii (Batista e Alves-Gomes, 2006) entre outros.

A hipotese de migracdo para a dourada (B. rousseauxii), foi pioneiramente
abordada e verificada, sob o ponto de vista genético a partir de 911 pb da regiao
controle do DNA mitocondrial de individuos coletados em trés localidades no eixo
Estuario-Amazonas-Solimbes (EAS): Belém (referenciando a area de criacao), Manaus
(a area de alimentagao) e Tabatinga, no alto Solimbes (proximidades da area de
reproducéo). Dois resultados valem a pena serem mencionados: 1) Nao foi encontrada
segregacao geografica entre os haplétipos encontrados nos trés locais. Este resultado
corrobora, a principio, a hipétese que postula um unico estoque na Amazénia que migra
desde o estuario amazlnico até as cabeceiras para desovar (Barthem e Goulding,
1997); 2) a variabilidade genética diminui no sentido Leste — Oeste (do estuario para as
cabeceiras). Este cenario sugere que a menor variabilidade genética encontrada em
Tabatinga/Leticia pode ser o resultado da migracdo seletiva de populagbes para
afluentes especificos do rio Solimdes (Batista, 2001; Batista e Alves-Gomes, 2006).

A referida hipétese também foi testada para a piramutaba (B. vaillantii) a partir de
942 pb da regiao controle de individuos coletados em cinco pontos ao longo do eixo
estuario-Amazonas-Solimbées (Belém, Santarém, Manaus, Tefé e Tabatinga). Foram
observados altos niveis de variabilidade genética e que essa espécie compéem uma
Unica populagao nesse eixo. Diferentemente da dourada, nao foi encontrada diferengas
significativas na variabilidade genética no sentido Leste - Oeste (Formiga-Aquino,
2004).

Diferenciagdo populacional foi encontrada para o jaraqui (Semaprochilodus

insignis), entre exemplares das bacias Amazénica e do Orinoco, utilizando a regido



controle (DNAmt). Todavia, essa espécie compreende um Unico estoque na regiao
amazdnica ao analisar exemplares oriundos de 10 localidades (Batalha, 2009).

Os estudos citados acima sugerem um comportamento equivalente, quando
considerada a area da bacia amazénica, entre os bagres e os peixes de escama, e que
precisa ser melhor ferificado utilizando outras espécies. Nesse sentido, os estudos de
peixes do rio Madeira serdo Uteis ndo sO para avaliar se as barragens nesse rio
causarao diminuicdo da variabilidade genética e de fluxo génico, mas também para
melhor esclarecer os padrdes de estruturacdo populacional de trés espécies de peixes
lisos (Siluriformes) e de escama (Characiformes). Estas informacdes serdo uteis no
sentido de direcionar estratégias de manejo e conservagao para as populagdes naturais
das espécies estudadas, bem como fornecer subsidios para manejo de populacdes
artificiais visando aquicultura com fins de conservagao (repovoamento).

2 OBJETIVOS

Especificos: Testar a hipétese de existéncia de diferengas populacionais acima e
abaixo da cachoeira de Teotbnio, para peixes migradores de importancia econdémica,
sendo trés espécies de Siluriformes (grandes bagres) e trés espécies de Characiformes
(peixes de escama). Testar a hipotese de ocorréncia de homing entre as espécies de

Siluriformes.

Operacionais:

1 Coletar pelo menos 30 exemplares de cada espécie em pontos abaixo e acima
da futura barragem de Santo Antdnio (populagdes locais).

2 Coletar pelo menos 30 exemplares de cada uma das trés espécies de bagres em
cinco outros pontos da bacia Amazbnica, com o objetivo de testar a ocorréncia de
homing entre os bagres.

3 Estimar as frequéncias génicas das populagdes locais, pela analise de pelo
menos 30 sequéncias da regido controle do DNAmt de cada populagéao/espécie.

4 Comparar geneticamente as populagbes locais abaixo e acima da futura
barragem de Santo Ant6nio, procurando verificar se existe algum isolamento entre elas
atualmente.



5 Propor atividades que possam manter a variabilidade genética e o tamanho das
populacdes locais em niveis similares aos que ocorriam antes da construgdo da

barragem.

3 MATERIAL E METODOS

As analises genéticas das espécies investigadas no presente estudo foram
desenvolvidas no Laboratério Tematico de Biologia Molecular (LTBM), Coordenacéao de
Biodiversidade (CBIO), Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA) em
Manaus — AM e no Laboratério de Biologia e Genética de Peixes, Departamento de
Morfologia, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus

de Botucatu.

Coleta das amostras, extracao e quantificacao do DNA

Foram coletadas amostras de tecido de trés espécies de grandes bagres
(Siluriformes): Brachyplatystoma rousseauxii (dourada), Brachyplatystoma vaillantii
(piramutaba) e Brachyplatystoma platynemum (babao), e de trés espécies de peixes de
escamas (Characiformes): Moenkhausia colletti (piava), Potamorhina latior (branquinha)
e Pygocentrus nattereri (piranha), para as analises genéticas. As espécies escolhidas
sao representativas das espécies de couro (bagres) e escamas (demais peixes) que
utiizam o rio Madeira como habitat de ocupagdo e reproducdo e também séo
migradores de média a longa distancia, podendo transpor a cachoeira de Teotonio em
suas rotas migratérias. Foram amostrados sitios acima e abaixo da area de construgcao
da barragem da hidrelétrica de Santo Antonio — cachoeira de Teot6nio. Para o estudo
da existéncia ou nao de homing entre os bagres foram também obtidas amostras outros
pontos de coleta na bacia Amazénia, a saber: Belém (PA), Manaus (AM), Tabatinga
(AM), Rio Branco (AC) e Labrea (AM) no Rio Purus, Cruzeiro do Sul (AC) e Eirunepé
(AM) no rio Jurud, Vila Bitencourt (AM) no rio Japura e Ipiranga (AM) no rio I¢é .

As amostras foram coletadas por pesquisadores ou obtidas diretamente de
pescadores artesanais e o tecido muscular foi preservado em etanol 95% e mantido

refrigerado até a chegada ao laboratério, onde sdo mantidos em freezer comum.



Extracao, amplificacao e sequenciamento de DNA

O DNA total foi extraido a partir de amostras de tecidos preservados em etanol
95%, segundo Sambrook et al. (1989) ou outro método alternativo como o uso de kits
comerciais (Qiagen). O DNA total foi preservado em agua ultrapura e quantificado por
espectrofotometria para ajustamento de concentragéao.

Na reacdo de amplificacdo da regido controle do DNA mitocondrial das espécies
de bagres migradores foram utilizados o primer forward CytbP-L (5° CAC CTG AAT
CGG AGG CAT GCC CGT 3) e o primer reverso DLR1 (5 - GGA TAC TTG CAT GTA
TAA ATT GG -3") (Batista, 2010). Para o estudo de Characiformes foram utilizados os
primers F-TTF (5- GCC TAA GAG CAT CGG TCT TGT AA -3’) e F-12R (5’- GTC AGG
ACC ATG CCT TTG TG -3’) (Sivasundar et al., 2001). Foram obtidos fragmentos em
torno de 1000 pb, contendo toda a regido controle. A amplificagdo do fragmento foi
realizada em 25 uL de volume final, com os seguintes reagentes e respectivas
concentracoes finais: Tampao 1X, 0,2 mM de DNTp (Sinapse), 0,2 uM de cada primer
(IDT), 0,04 U/uL da enzima Taq DNA polimerase (Promega) e de 0,4 a 4,0 ng/uL do
DNA gendmico. A reagdo foi realizada em termociclador (Mastercycle thermocycler
Eppendorf), programado para realizar 30 ciclos. O tamanho e a qualidade do produto
amplificado foi verificada em gel de agarose 1 % com marcador molecular de peso
conhecido de 1kb. O produto de PCR foi purificado com o kit comercial GFX (GE
Healthcare) de acordo com protocolo estabelecido pelo fabricante, ou com o sistema
enzimatico EXOSAP e usados como substrato para o sequenciamento de DNA.

O sequenciamento nucleotidico seguiu o protocolo acompanhante do kit de
sequenciamento Big Dye terminator v3.1 (Perkin Elmer, Applied Biosystems). Duas
reacOes de sequenciamento foram realizadas com o produto de PCR purificado de cada
individuo pertencente as seis espécies de peixes, sendo cada uma no sentido 5- 3’ das
fitas L e H. Uma utilizando o primer foward e a outra reagcdo com o primer reverso
utilizado previamente na reagao de amplificacdo. A reacgao foi realizada em um volume
final de 10 uL, utilizando entre 100 a 150 ng do produto de PCR purificado, o pre-mix
do kit de sequenciamento (4 uL) e um dos primers (F ou R). Apds a reacdo em
termociclador (em 30 ciclos, sendo cada um 95 °C, por 15 s, 50 °C por 30 s € 60 °C por
1 min e 20 s) o produto da reacao foi submetido a uma precipitacdo com Isopropanol
para a eliminacao de primers, dNTPs e ddNTPs nao incorporados durante a reagao de

sequenciamento. A eletroinjecdo e leitura dos fragmentos foram realizadas em



analisador automatico de DNA ABI PRISM® 3130 automated Genetic Analyzer (Perkin
Elmer, Applied Biosystems) nas condi¢cdes de injecdo e corrida recomendadas pelo
fabricante. A sequéncia de DNA final foi resultante da compilagdo das duas sequéncias
obtidas.

Analise das sequéncias da Regiao Controle

As sequéncias nucleotidicas foram conferidas, editadas e compiladas com auxilio
dos programas CHROMAS 2.13 (Technelysium Pty Ltd) e BIOEDIT 7.0.5 (Hall, 1999) e
alinhadas com o programa CLUSTAL W 1.4 (Thompson et al., 1994) implementado no
programa BIOEDIT 7.0.5 (Hall, 1999). Para cada espécie foi construida uma matriz final
contendo em torno de 1000 pb (pares de bases) de cada individuo amostrado. Foram
estimados os seguintes indices de diversidade molecular: nimero de haplétipos (H),
namero de haplétipos unicos (Hu, haplétipo que ocorre somente em um individuo),
namero total de mutagdes (ETA), numero de sitios polimoérficos (S), diversidade
haplotipica (HD, probabilidade de cada duas sequéncias serem diferentes em uma
populacao), média das diferencas nucleotidicas par a par (K) e diversidade nucleotidica
(Pi, indica o numero médio de diferengas nucleotidicas por sitio entre duas sequéncias
de DNA).

Para avaliar a existéncia de populagdes geneticamente diferenciadas para cada
espécie e avaliar o grau de significancia da variabilidade genética entre e dentro das
localidades amostradas, foi utilizada a andlise de varidncia molecular (AMOVA)
(Excoffier et al., 1992), implementada no programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al.,
2005).

Estimativas de fluxo génico (taxas de migracao), no que se refere ao numero de
migrantes por geracao (Nm), foi estimada entre as populagbes de forma linear, a partir
dos valores de FST, com o auxilio do programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005),
onde Nm= Y=(1- FST)/(2 FST).



4 RESULTADOS FINAIS Brachyplatystoma platynemum

As amostras de Brachyplatystoma platynemum foram coletadas em sete
localidades da Amazobnia brasileira e peruana, que compreendem trés pontos na calha
principal do rio Amazonas (lquitos, Manaus e Belém), além de dois tributarios de sua

margem direita (rio Madeira e o rio Purus) (Figura 1).

As amostras foram obtidas em colaboracdo com o Laboratério Temético de
Biologia Molecular (LTBM) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA),
dentro do projeto “PIRADA” (Genética, manejo e conservacdo dos grandes bagres
migradores na Amazdnia); a Universidade Estadual de Rondénia e a empresa Santo
Antonio Energia S/A, este ultimo, principalmente na coleta das amostras do rio Madeira,
as quais foram obtidas em trés pontos correspondentes a montante, jusante e
cachoeira de Teotbnio (Figura 1). Foram retiradas amostras de tecido muscular,
nadadeira e barbilhdo dos espécimes coletados, os quais foram preservados em etanol
96% para seu posterior processamento no laboratério de Biologia e Genética de Peixes

da Universidade Estadual Paulista.

Figura 1 Localizacdo dos pontos de coleta das amostras de Brachyplatystoma
platynemum. 1P=Iquitos, Pert; RP=Rio Purus, AM; CJ=Montante da cachoeira, Rio
Madeira, AM; TE=Cachoeira de Teotbnio, rio Madeira, AM; JT=Jusante da cachoeira,
rio Madeira, AM; M=Manaus, AM; B=Belém, PA.



Tabela 1. Localidades de coleta de Brachyplatystoma platynemum na Amazonia
brasileira e peruana. N = numero de individuos amostrados, Ngc niumero de individuos
sequenciados.

Localidade Sigla Bacia N Ngrc
Iquitos IP Amazonas 30 27
Manaus M Amazonas 30 32
Rio Purus RP Purus 31 31
Montante da CJ Madeira 22 22
Cachoeira
Cachoeira TE Madeira 40 35
Jusante a JT Madeira 34 34
Cachoeira
Belém B Amazonas 23 35

Regiao Controle
Analise da diversidade molecular e genética de Brachyplatystoma platynemum

Foram obtidas sequéncias para 216 individuos de Brachyplatystoma platynemum
para sete localidades de estudo. O tamanho do fragmento analisado foi de 663 pb,
com uma composig¢ao nucleotidica média para o total de sequéncias analisadas de
31,7% para adenina, 21,8% para citosina, 15,5% para guanina e 31,0% para timina.
O numero médio de diferengas nucleotidicas par a par por sitio foi de
P1=0,01490+0,00025.

Foi observado um total de 66 haplétipos registrando uma diversidade haplétipica
total Hd= 0,931+0,00010 para os 216 individuos analisados. Em relacdo aos sitios,
618 foram invariaveis, 45 sitios foram polimoérficos e 37 sitios foram informativos
para parciménia. Um total de 48 mutacdes foram registradas com valor médio para

as transicoes de 25+3,266 e para as transversdes de 1+1,574 entre as localidades



amostradas, nao foi observada saturacao entre as substituicdes nucleotidicas com a

distancia genética.
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Figura 2. Grafico de substituicoes nucleotidicas versus a distancia geentica para
a regiao controle de Brachyplatystoma platynemum.

O numero total de haplétipos entre as localidades variou de H=11 (Montante da
Cachoeira, CJ) a H=18 (lquitos, IP), com frequéncias absolutas para cada haplétipo
de um a 21 (H51).

Do total de haplétipos registrados, 47 correspondem a haplétipos Unicos
distribuidos diferencialmente entre todas as localidades e 19 foram haplotipos
compartilhados. Os valores de diversidade haplotipica variaram entre Hd=0,6353 a
Hd=0,9153, registrada para a localidade de Manaus. O maior niumero de haplétipos
unicos foi registrado na calha principal do sistema Amazonas-Solimbes para a
localidade de Iquitos (HU=13, N=27), a qual também apresentou os maiores
nameros de sitios polimérficos (S=30) e de total de mutacbes (ETA=31). Dos
tributarios amostrados, as localidades do rio Madeira apresentaram os menores
valores de diversidade haplotipica (Hd= 0,6353) e de haplétipos uUnicos (CJ=3,
TE=4, JT=4) representando em conjunto cerca do 22,92% dos haplétipos Unicos
observados. Para o rio Purus (N=31) foi registrado um numero total de haplétipos



H=14, com um porcentual de haplétipos unicos de 17,02% (HU=8). Para esta
localidade a diversidade haplotipica foi de Hd=0,892, com 17 sitios polimoérficos e

namero total de mutacdes de ETA=17.

Entre os haplétipos compartilhados, o haplétipo H5 foi registrado em individuos
de todas as localidades da calha (B, RP, M e IP), além da localidade da Jusante do
rio Madeira, com frequéncias relativas entre 0,081 para JT e 0,257 para B. O
haplétipo H50, o qual apresentou a maior frequéncia, foi compartilhado unicamente
entre as localidades do rio Madeira, apresentando frequéncias entre 0,273 para a
Montante (CJ), 0,324 para a Jusante (JT) e 0,6 para a Cachoeira (TE).

Tabela 5. Polimorfismos de DNA da reigidao controle (D-loop)para os individuos de
Brachyplatystoma platynemum para as localidades amostradas. N= niumero amostral;
H=numero de haplétipos; HU= haplotipos Unicos; S= sitios polimoérficos; ETA= numero
de mutagdes; HD= diversidade haplotipica; Pl= diversidade nucleotidica

D de Fs de
Populagéao N H HU %HU S ETA HD Pl Tajima Fu
Manaus (M) 32 16 5 10,63 20 21 0,9153 0,00748 0,7038 -
1,7858
lquitos-Peru 27 18 13 2766 30 31 0,8946 0,01003 0,3121 -
(IP) 3,4701
Rio Purus 31 14 8 17,02 24 17 0,8925 0,00801 1,3132 -
(RP) 0,1678
Montanteda 22 12 4 8,51 26 26 0,9004 0,00782 0,1137 -
Cachoeira 0,5873
(CJ)
Cachoeria 35 11 4 851 22 22 10,6353 0,00482 - -
(TE) 1,4461 1,3388
Jusante da 34 12 3 6,38 27 28 10,8592 0,00846 0,0204
Cachoeira 0,7353
(JT)
Belém(B) 35 17 10 21,28 21 21 0,9059 0,00679 0,6249 -
1,8471

O teste D de Tajima para todas as populagcdes amostradas indicou que as
amostras das localidades estudadas estdo em equilibrio em relagdo ao DNA
mitocondrial, o qual é corroborado pelos valores obtidos para o Fs de Fu indicando
também que ndo ha evidéncia de expansao populacional, pois os valores de P nao

foram significativos.



Estrutura populacional inferida pela analise de variancia (AMOVA) para a regiao

controle

A estrutura genética das populacées de Brachyplatystoma platynemum foi
analisada usando uma aproximagao no programa Arlequin (AMOVA, Excoffier et al.,
1992), essencialmente similar a outras aproximacOes baseadas em analises de

variancia de freqiéncias génicas.

Inicialmente foi realizada uma analise entre as sete localidades, como um unico
grupo hierarquico, visando determinar os niveis de diferenciacdo genética entre todas
as localidades amostradas. Os resultados obtidos indicam que existe uma diferenciacao
intermediaria, segundo Wright (1978) com valor para ®st= 0,09775, com maior
variabilidade genética dentro (90,23%) que entre as localidades (9,77%) (Tabla 6).

Tabela 6. Analise de variancia para as sete localidades amostradas de
Brachyplatystoma platynemum

Fonte da variacéao Grau de Soma dos Componentes  Porcentagem

Liberdade quadrados de variagcao de variacao
Entre localidades 6 11.071 0,04615 Va 9,77
Dentro das localidades 209 89,035 0,42601 Vb 90,23
Total 215 100,106 0,47216

Indice de Fixacao Fsr= 0,09775

Dado que se tém amostras da calha do rio Amazonas e de dois afluentes da sua
margem direita, foram feitas andlises de variancia realizando diferentes agrupamentos
entre as localidades amostradas. O primeiro agrupamento foi realizado para dois
grupos, o primeiro formado pelas localidades da calha e o segundo grupo pelos
tributarios que correspondem aos rios Purus Madeira. Os resultados obtidos para este
agrupamento mostram uma mudanca na porcentagem de variacao em relagdo a analise
anterior, indicando uma porcentagem de variagdo entre as localidades menor que
5,91% (Tabela 7).



Tabela 7. Andlise de variancia molecular para os dois grupos formados. Calha e
tributarios na area de estudo.

Fonte da variacéao Grau de Soma dos Componentes  Porcentagem
Liberdade quadrados de variagao de variacao

Entre localidades 1 4,401 0,02862 Va 5,91

Entre localidades 5 6,670 0,02968 Vb 6,13

dentro dos grupos

Dentro das localidades 209 89,035 0,42601 Vc 87,96

Total 215 100,106 0,48431

Indices de Fixacao
Fsc=0,06514
Fsr=0,12038
Fcr=0,05909

Quando foi realizada a analise de forma independente para cada um dos dois
tributarios, os resultados mostraram um padréo diferente. A analise de variancia entre o
rio Purus e as localidades da calha indicam que a variagao entre os grupos é de 0,37%,
enquanto dentro dos grupos é de 98,04%. Em comparagédo, a andlise entre o rio
Madeira e as localidades da calha, mostram que, apesar de a maior parte da variacao
continuar representada dentro das localidades (85,32%), existe uma variagao
importante entre os grupos, correspondente a 12,65%, superior a encontrada entre o rio
Purus e as demais localidades (Tabela 8).



Tabela 8. Andlise de variancia molecular para trés grupos conformados as localidades
amostradas no rio Madeira (CJ, TE e JT), as localidades da calha (IP, B, M) e o rio

Purus (RP)

Fonte da variacao Grau de Soma dos Componentes  Porcentagem
Liberdade quadrados de variagcao de variacao

Entre localidades 1 6,534 0,06265 Va 12,65

Entre localidades 4 2,915 0,01005 Vb 2,03

dentro dos grupos

Dentro das localidades 179 75,648 0,42262 Vc 85,32

Total 184 85,097 0,49532

Indices de Fixacao
Fsc=0,02324
Fsr=0,14678
Fcr=0,12649

Estes resultados mostram que existe uma diferenga genética importante entre as

localidades amostradas no rio Madeira e as demais localidades analisadas. Os

resultados anteriores sao corroborados pelas estimativas par a par para o Fsr, apés

correcao de Bonferroni, onde os valores de P foram significativos entre as localidades

do rio Madeira e as demais (Tabela 9).

Tabela 9. Valores de Fsrpar a par entre as localidades. Valor significativo de P<0,002.

Manaus Iquitos Rio Montante  Cachoeira Jusante Belém
Purus
Manaus 0,02742 0,01029 0,08410 0,22645  0,09372 0,00792
Iquitos 0,01982 0,10254 0,23924  0,09586 0,01416
Rio Purus 0,09970 0,23840 0,10215 0,02824
Montante 0,06665 - 0,09321
0,00129
Cachoeira 0,03366 0,22941
Jusante 0,09693

Belém




Tabela 10. Matriz do numero de migrantes entre as localidades amostradas segundo

Slatkin (1995) onde M=N para dados hapléides.

Manaus Iquitos Rio Purus Montante Cachoeira Jusante Belém

Manaus 17,7343 48,1055 5,4455 1,7080
Iquitos 24,7300  4,37593 1,5899
Rio Purus 4,5148 1,5973
Montante 7,0016
Cachoeira

Jusante

Belém

4,8350 62.6338
4,7157 34,8025

4,3948
inf
14,3557

17,2054
4,8644
1,6794
4,6585

Os valores registrados para o0 numero de migrantes variou de 1,6794 a 48,1055,

apresentando também valores infinitos entre duas localidades (Tabela 10). Valores

baixos de Nm foram registrados principalmente entre as localidades amostradas no rio

Madeira e as localidades da calha do rio Amazonas. Os maiores valores foram

registrados entre as localidades da calha, o que pode ser indicativo de maior fluxo

génico entre estas localidades (Tabela 10).

A rede para os 66 haplotipos registrados mostra a formacao de dois grupos, um

grupo formado pelas localidades amostradas no rio Madeira e outro grupo formado

pelas localidades da calha e o rio Purus. Um aspecto importante corresponde a

conexao, entre os dois grupos formados, por haplétipos Unicos da localidade de Iquitos

(H43, H49 e H45), sendo destacado por uma listra em vermelho e entre aspas o

numero de mutacdes registradas.
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Figura 3. Rede de haplétipos para Brachyplatystoma platynemum obtida de sequéncias
parciais de DNA da regidao controle (D-loop). Os tracos ligando os haplétipos
representam uma Unica mutacao, sendo as excegdes assinaldas ().

Os resultados obtidos para o teste de Mantel, mostram uma débil relagédo entre a
distancia geografica e os valores para o indice de fixacdo (R?=0,0539) com valor de
P=0,06, nao significativo, indicando que isolamento por distancia é improvavel de ter
gerado o padrao de estrutura observado. As analises de divergéncia indicam que 0s
dois filogrupos (Calha e rio Maderia) divergiram aproximadamente 1,5 Ma. A
caracterizacdo da expansao populacional com a analise de distribuicao Mismatch,
mostra que os filogrupos apresentam uma distribuicdo multimodal, caracteristica de
populacdes em equilibrio demografico (Schneider et al., 2000), no entanto os valores
estimados de Fs=-25,2422 com P<0,05 para o filogrupo da Calha sao indicativos de
recente expansao populacional, entretanto para o filogrupo do rio Madeira os valores



(Fs=-3,52218, P=0,147) sustentam a distribuicdo registrada, provavelmente esta

populacédo passa por um momento de estabilidade em seu tamanho populacional.
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Figura 4. Distribucion Mismatch usando a informagdo da regido controle para os
filogrupos encontrados. O primeiro grafico correponde ao filogrupos da Calha e o

segundo ao filogrupo do rio Madeira.

@ o
1,5958 Ma e

@ 22,6569Ma H24

20,0 15,0 10,0 5.0 0.0

Figura 5. Tempo de divergéncia dos filogrupos estimado no BEAST, usando a regiao
controle do mtDNA. Tempo em milhdes de anos (Ma) antes do presente. Calha em

verde e rio Madeira em azul.



Foi estimado o tempo de expansdo para os filogrupos Calha e rio Maderia
baseados no parametro demografico tau (1), entre 400.000 e 250.000 anos,
respectivamente. Observa-se que o tempo de expansao para o filogrupo do rio Madeira
€ relativamente recente, razdo pela qual, provavelmente, a distribuicao Mismatch nao

teve resolugéo.
Discussao

A identificacdo dos padrdes de distribuicdo da variacdo genética dentro e entre
populacoes é referida como a estrutura genética populacional das espécies. Informacao
desta estrutura € um parametro fundamental na biologia evolutiva e conservagao. Altos
niveis de variacao genética podem aumentar o potencial das populagbes em responder
a selecao, acentuar a adaptacao dentro de um habitat particular e também ampliar os
limites de colonizacdo e distribuicdo, possibilitando a sobrevivéncia em uma grande
variedade de ambientes (Carvalho, 1993; Kalinowski, 2004).

Analises genéticas populacionais e filogeograficos usando marcadores
moleculares constituem uma poderosa ferramenta e podem elucidar varias questdes
relativas a estruturacdo de populacdes selvagens ou cultivadas de diversas espécies,
tais como origem, sucesso reprodutivo, taxas de divergéncias genéticas, migracao,
tamanhos da populagéo, selecao natural e eventos histéricos (Sunnucks, 2000).

Considerando a grande diversidade biolégica registrada na regido amazdnica e a
importéncia do recurso ictico nesta area, tém levado ao incremento nos estudos da
variabilidade genética de diversas espécies de peixes amazOnicos, principalmente
aquelas que constituem uma unidade de exploracdo comercial. Os grandes bagres
amazobnicos do género Brachyplatystoma sao um importante recurso pesqueiro e
biologicamente sdo reconhecidos por sua capacidade migratéria (embora o padrdo nao
tenha sido conhecido para todas as espécies) além de sua ampla distribuicdo no
sistema a Amazonas-Solimoes.

Brachyplatystoma platynemum representa uma das espécies menos estudadas
do género e a pesar de representar um recurso de pequeno valor comercial, tem sido
observado nos ultimos anos um aumento em sua captura como conseqiéncia do
decréscimo de espécies com alto valor comercial como Brachyplatystoma filamentosum
(Petrere et al., 2004). Assim é de extrema importancia o conhecimento da variabilidade
genética desta espécie no desenvolvimento de medidas de manejo e conservagao.



Analises realizadas neste estudo para 216 individuos de B. platynemum usando
663pb da regido controle mostram um padrdo similar nos valores estimados para os
indices de polimorfismo e distribuicdo espacial da diversidade genética, ao descrito em
trabalhos realizados para outras espécies do género, como Brachyplatystoma vaillanti
(Formiga-Aquino, 2003), Brachyplatystoma capapretum e  Brachypaltystoma
filamentosum (Huergo, 2009) e Brachyplatystoma rousseauxii (Batista, 2010). Dos 66
haplétipos registrados para B. platynemum 47 corresponderam a haplétipos unicos,
registrados em maior propor¢cao para algumas localidades da calha (lquitos 27,66% e
Belém 21,28%) em tanto para os tributarios amostrados, rio Purus (RP) e as localidades
amostradas no rio Madeira foi achado um numero menor de haplétipos; padrao similar
na distribuicdo dos haplétipos foi registrado para B.rousseauxii (Batista, 2010) onde os
tributarios da margem direita (rio Madeira, rio Purus e rio Jurua) apresentaram um
nuamero reduzido de haplétipos Unicos. Para B. platynemum o maior numero de
haplétipos foi registrado nas localidades de lquitos (IP) e Belém (B) padrdao que foi
observado para B vaillanti nas localidades de Belém, Manaus e Tabatinga (Rodrigues,
2009), em comparagado para B. rousseauxii a localidade de Belém, apresentou os
maiores valores para a maioria dos indices de diversidade molecular (Batista, 2010). O
padrao de alta diversidade haplotipica registrado para as espécies de bagres na regiao
do estuario, esta relacionada segundo Batista e Alves-Gomez (2006), com a fungao do
estuario como area de criagdo, que congrega um numera representativo de individuos
nascidos nas cabeceiras dos diferentes tributarios.

No entanto a presencia de um numero importante de haplétipos na regidao oeste
da bacia amaz6nica, como foi observado para B. platynemum (localidade de Iquitos, IP)
entre outras espécies do género, pode estar correlacionado com o processo de
migracao descrito para B. rousseauxii, onde individuos adultos podem nao retornar ao
estuario em um préximo ciclo migratério e sim a regido entre o alto Amazonas e o baixo
Solimbes, area preferencial de alimentacdo (Barthem e Goulding, 1997; Barthem e
Goulding, 2007; Leite et al., 2007), mantendo uma alta diversidade de haplotipos nesta
zona.

Andlises usando a regido controle foram realizadas e amostraram padrbes
similares na distribuicdo da variabilidade genética para algumas espécies de peixes
como Nannostomus eques (Teréncio, 2009), Hypopygus lepturus (Schmitt, 2005), e

para algumas espécies migradoras de prochilodontideos como Prochilodus nigricans



(Machado, 2009) e Semaprochilodus insignis (Batalha, 2009), para espécies do género
Symphysodon (Farias e Hrbek, 2008) e o género Fluviphylax (Souza, 2008).

Evidencias de estruturagdo genética tinham sido observadas para duas espécies
do género Brachyplatystoma na bacia amazénica, usando a regido controle do DNA
mitocondrial. Huergo em 2009 identificou que B. filamentosum apresenta estruturacao
genética associada principalmente ao tipo de &gua (branca, clara e preta),
posteriormente foi observada uma baixa estruturagdo para B. rousseauxii entre 0 rio
Madeira e rio Japura (Batista, 2010) com a regido controle, entretanto para B. vaillanti
(Formiga-Aquino, 2004) usando locus microssatélites (Rodrigues, 2009) nao foi
observada estrutura genética, sendo definido o estado de panmixia para estas duas
espécies constituindo uma unica populacdao no EAS. Padrées de estrutura genética
foram identificados para algumas espécies de peixes amazdnicos como 0 curimata
(Prochilodus nigricans) envolvendo localidades dos rios Tapajos, Xingu e alto Madeira
(Machado, 2009) e para o jaraqui (Semaprochilodus insignis) foi observada
estruturagdo entre a bacia amazénica e do Orinoco, no entanto ainda as espécies
compreendem um Uunico estoque na regiao amazoénica (Batalha, 2009); um estudo
realizado para outro bagre distribuido na bacia do Parana Pseudoplatystoma
corruscans, mostraram estrutura genética relacionada a comportamento de homing
(Pereira et al., 2010).

Os resultados aqui obtidos para B platynemum mostram uma clara estruturagéao
genética entre as localidades da calha e o rio Madeira, padrdo que ndo € uma excegao
a regra na regiao tropical (Lundberg, 1998, Saint-Paul, 2000). No entanto nao foi
observada uma redugéo da variabilidade genética no sentido leste oeste que possa ser
associado a um comportamento de homing, como foi sugerido por Batista e Gomez
(2006) para B. rousseauxii, onde a regiao do estuario foi identificada como uma area de
agrupamento de diferentes pools génicos com alta diversidade genética, em tanto os
tributarios de aguas brancas apresentaram uma diminuicdo na diversidade genética,
comportando se como zonas de segregacao reprodutiva, devido a que individuos
adultos migrantes viajam a cabeceira dos rios, regressando ao lugar de nascimento
contribuindo na formacao de agrupamentos monofiléticos nos diferentes tributarios.

Embora no presente estudo uma alta variabilidade genética tenha sido
identificada para a localidade de Belém, zona do estuario, também foram observados
niveis importantes de variabilidade genética nas localidades de lquitos e no rio Purus,



um dos dois tributarios amostrados, que apresentou haplétipos compartilhados com as
localidades amostradas na calha. Entretanto, para as localidades amostradas no rio
Madeira, foi registrada a menor variabilidade genética e em consequiéncia valores altos
para o indice de fixacdo foram observados, principalmente entre a localidade da
Cachoeira de Teotonio e as localidades da calha, no entanto entre as trés localidades
amostradas no rio Madeira ndo foi observada estrutura genética que possa ser
associada ao isolamento fisico das populagdes como conseqiéncia da cachoeira.

Estes resultados ndo mostram padrdes claros de segregacdo genética entre
tributarios e calha, limitando a caracterizacdo do comportamento de homing para B
platynemum, mas evidenciam a formacao de duas unidades populacionais, a primeira
conformada pelas localidades da calha e o rio Purus, e uma segunda unidade
conformada pelas localidades amostradas no rio Madeira, agrupamento que €
sustentado pelas analises filogenéticas baseadas nas relacdes dos haplétipos para os
dois marcadores mitocondrias. De acordo com a calibragdo do relégio molecular foi
estimado um tempo de divergéncia entre as populacbes de aproximadamente 1,5
milhdes de anos (Ma) para a regido controle.

De acordo com o tempo divergéncia estimado neste estudo é provavel que a
hipdtese de refugios do Pleistoceno possa explicar a separacao das populacdes de
Brachyplatystoma platynemum. A hip6tese de reflgios baseada nas mudancas
climaticas como forca diretora de processos de divergéncia (Pickles et al., 2010), prediz
que as mudangas climaticas acontecidas no Pleistoceno (1,8 Ma a 11,000 anos)
limitaram a quantidade de habitats disponiveis para plantas e animais durante as eras
glaciais, pela contracdo da floresta tropical (Haffer 1969; Prance 1982; Whitemore e
Prance 1987), no entanto estas predigcdes sdo baseadas na biota terrestre, devido ao
que as mudancas ambientais sdo menos evidentes nos ecossistemas aquaticos
(Hubert, 2007). Na area de estudo, foram identificados dos refugios do Pleistoceno, o
rio Beni, localizado na planicie perto do flanco andino (cabeceira do rio Madre de Dios),
e o rio Aripuand no escudo brasileiro (rio Guaporé, tributario do rio Madeira), que tem
sido de grande importancia na colonizacdo e diversificacdo de espécies no alto
amazonas (Hubert et al., 2007). Estudos filogeograficos realizados recentemente
indicam que o alto Amazonas foi colonizado durante os passados 4 Ma e unicamente
durante o ultimo milhdo de anos foram colonizados alguns dos tributarios (Aleixo 2004;

Hubert et al., in press), enquanto a topologia atual do rio Madeira foi estabelecida



durante os passados 2 Ma (Hubert et al., 2007). Baseados na teoria dos reflgios e nos
dados de divergéncia obtidos para os filogrupos de B. platynemum (1,5-1,0 Ma) assim
como no padrao de estrutura genética observado entre o rio Madeira, € provavel que
mudangas climaticas tivessem isolado populacdes desta espécie no alto amazonas,
que provavelmente habitaram areas de refugio, sofrendo uma forte reducao
populacional, posteriormente quando as pressdes climaticas foram reduzidas as
populacoes de B. platynemum se expandiram e colonizaram o rio Madeira.

Padrdes de estrutura genética e divergéncia populacional, associados a eventos
climaticos no Pleistoceno foram identificados para Serrasalmus rhombeus, onde
populacdes desta espécie se estabeleceram recentemente (1 Ma) no alto rio Madeira,
sugerindo que modernos linhagens de mtDNA provieram da area do refugio do rio
Aripuana aproximadamente durante o ultimo milhdo de anos (Hubert et al. 2007),
padrées similares foram observados para tucunaré (Cichla) (Renno et al., 2006) e
Leporinus na Guiana Francesa (Renno et al., 1990, 1991).

Segundo Aleixo 2004, a divergéncia de espécies o populacdes em areas de
refugio esta correlacionada com processos de expansao populacional posteriores a
ultima grande glaciacao (10,000-80,000 anos), de acordo com os resultados obtidos
das analises demogréficas (distribuigao Mismatch e tempo de expansao populacional),
nao foi observada tendéncias de expansao populacional dos filogrupos, no entanto as
estimativas baseadas no parametro populacional tau (1) os tempos estimados de
expansao nao corresponderam com eventos importante de mudancgas climaticas.

Estudos filogenéticos tém evidenciado que o estado atual da diversificagcao preé-
data o Pleistocene, pelo que a hipétese do refugio tem sido refutada como uma
explicagdo potencial da origem da diversidade de peixes Sul Americanos (Weitzman e
Weitzman 1982; Montoya-Burgos 2003), no entanto, esta teoria pode ter um papel
importante na origem de altos niveis de diversidade local e diversificagdo das espécies,
devido a que areas de refugio tém provavelmente, minimizando o impacto dos cambios
estocasticos na disponibilidade do nicho diminuendo a extingdo de espécies (Hubert,
2007).

Outra hipétese, além da teoria dos refugios, que pode contribuir no entendimento
da divergéncia de peixes neotropicais e provavelmente da divergéncia populacional
alopatrica, corresponde a hipotese hidrogeoldgica relacionada com a estruturagao atual
da bacia amazoénica. Segundo Montoya-Burgos (2003) a divisdo das drenagens, a



mudanga no curso dos rios e as repetidas incursdes e regressées marinhas podem ter
produzido muitos eventos vicariantes, promovendo a riqueza bidtica atual. Segundo
Lundberg (1998) a diversidade de peixes de agua doce pode ser o resultado de
mudangas paleohidrolégicas que promoveram dispersdo seguida por divergéncia
vicariante. Estudos paleontolégicos e biogeograficos sugeriram que a diversificacao de
peixes até o nivel de espécies modernas antecedeu o Pleistoceno (Weitzman e
Weitzman 1982; Lundberg 1997), no entanto tempos de divergéncia menores entre 0,8-
2 Ma tem sido descritos entre populagbes de peixes das bacias do Amazonas e
Parana-Paraguai, para Pseudoplatystoma (Torrico et al., 2009). Neste contexto é
provavel que eventos paleohidrolégicos possam explicar divergéncias ao nivel
populacional, principalmente por eventos de capturas de cabeceira. No entanto os
resultados obtidos coincidem com o tempo de estabelecimento da topologia atual do rio
Madeira (2 Ma), tempo durante o qual multiplos eventos de captura de cabeceira e
desconexao entre o alto rio Madeira, o rio Ucayali e o rio Madre de Dios podem ter
acontecido, conduzindo a dispersao e posterior isolamento das populagdes de peixes.
Por outro lado, ndo explicam com total claridade a divergéncia entre as populacdes da
Calha e o rio Madeira, € pouco provavel que a divergéncia fosse modelada por um
evento de captura de cabeceira e posterior desconexao, devido a que individuos da
espécie Brachyplatystoma platynemum nao estao associados ao ambiente das areas
altas dos rios, mas nao pode ser descartada a hipoétese de que um evento deste tipo,
tenha contribuido na diversificacdo das populagcdes de B. platynemum.

Ao nivel paleogegrafico ndo se tem uma hipdtese clara que possa explicar o
padrdo encontrado. No entanto, para a regido Amazdnica se tem sugerido que
processos geoldgicos como o surgimento dos Andes, sdao responsaveis pela separacao
e divergéncia de populagbes por eventos vicariantes (Haffer, 1997). Uma hipotese
particular estd relacionada com o levantamento de arcos geoldgicos na Amazdnia
ocidental, responsavel da alteracdo do regime de fluxo, separando linhagens de cada
lado dos arcos, resultando em divergéncia vicariante (Hubert e Renno, 2006). Esta
hipdtese tem sido questionada por Rossetti et al. (2005) e Wesselingh e Salo (2006),
que sugerem que estas estruturas sdo extremadamente antigas e devido a grande
concentracao de depdsitos sedimentarios, a elevacao destas ndao pode ser responsavel
pelo padrao filogeografico da maioria dos taxa. Estudos recentes (Roddaz et al., 2006;
Espurt et al., 2007; Regard et al., 2009; Roddaz et al., 2010) tem identificado que o Arco



de Fitscarraldo é uma estrutura geoldgica recente que data de nao antes do Plioceno, e
que tem uma importante influencia na formacdo dos rio na Amazénia ocidental
(Toivonen et al., 2007). Este arco de forma uma drenagem principal dividida (Church,
1901; Dumont, 1996; Espurt et al., 2007; Regard et al., 2009) entre a sub-bacia do
Ucayali, a sub-bacia do Acre e a sub-bacia do Madre de Dios, pelo que linhagens irmas
podem ser registrados de cada lado do arco geoldgico, datando de eventos recentes no
Plioceno. A pesar de existirem evidéncias de divergéncia genética como conseqléncias
destes eventos para outras espécies animais como no casso da lontra Ptenoura
brasiliensis (Pickles et al., 2010) com uma divergéncia das linhagens entre o alto
Amazonas e o alto rio Madeira estimada de 1,24 Ma, tempo similar ao estimado neste
estudo, esta hipétese nao explica o padrdao de divergéncia entre as populagdes de B.
platynemum devido a que como foi exposto anteriormente € pouco provavel que
populacdes desta espécie tenham colonizado as areas de cabeceira e tenham sido
isoladas por processos vicariantes com surgimento do arco de Fitzcarraldo, levando a
divergéncia das populag¢des. Entretanto um aspecto importante observado nas redes de
haplétipos corresponde a conexao dos dois filogrupos por haplétipos registrados na
regidao de lquitos, indicando que provavelmente as populagcbes apresentaram uma
conexao histérica.

De acordo com as hipéteses analisadas, a divergéncia das populacdes de B.
platynemum provavelmente tem sido modelada, pelas mudang¢as ambientais durante o
pleistoceno no passado, mas o interessante destes resultados € que a estrutura
genética tem sido mantida até hoje e o padréo de variabilidade genética observada nao
sustenta a hipéteses de homing. Neste contexto como explicar que a populacdo da
Calha e a populacao do rio Madeira ndo se misturaram neste tempo? Se a espécie B.
platynemum nao apresenta um comportamento de homing, como explicar a redugao do
fluxo génico entre as localidades da calha e o rio Madeira, entendendo que os
individuos migrantes fazem uma escolha aleatéria dos tributarios para reproduzir se e
desta forma tem a mesma chance de entrar em qualquer um dos tributarios?

O rio Madeira é provavelmente um dos tributarios geograficamente mais
complexos da bacia amazénica (Torrente-Vilara, 2011) devido a sua complexidade
geomorfolégica apresentando uma série de aproximadamente 16 rapidos ou
corredeiras, que separam a sub-bacia Boliviana da bacia principal do Amazonas
(Goulding et al., 2003) e que representam barreiras na distribuicdo de peixes e



vertebrados aquaticos (Goulding, 1979) sendo considerado como area de segregacao
de espécies (Patton et al., 200; Hayes e Sewlal, 2004). Este rio tem sido reconhecido
por apresentar uma grande diversidade de habitat aquaticos devido a influencia
simultdnea do escudo Brasileiro, os sedimentos de planicie do terciario e dos Andes
(Guyot,1993) assim os tributarios do Madeira variam de acordo com a turbidez e
conteudo de nutrientes, sendo considerados de aguas brancas, claras o pretas (Sioli,
1984). A heterogeneidade do habitat gerada pelos ciclos anuais de precipitacdo na
bacia do rio Madeira tem sido identificada como um fator fundamental na estrutura
genética das populagbes aquaticas (Hubert et al., 2007).

De acordo com a complexidade estrutural e ecoldgica presente no rio Madeira e
com os resultados obtidos de divergéncia genética entre as duas linhagens (filogrupos)
de mtDNA de B platynemum a hip6tese a nivel bioldégico e ecoldgico que pode
contribuir na compreensao da permanéncia da estrutura populacional é fundamentada
na migracao reprodutiva restrita das populagdes de B platynemum na bacia do rio
Madeira. E provavel que apds a separacdo das populacdes pelas mudancas climaticas
durante o Pleistoceno, estas foram isoladas sofrendo efeitos de gargalho que
diminuiram o tamanho populacional, a agdo da deriva posso causar um aumento nas
diferencias genéticas entre populacbes, gerando o isolamento genético, onde os
haplétipos ou clados que surgiram apds a fragmentagdo, mas no mesmo isolado, irdo
mostrar distribuicbes espaciais restritas (Templeton, 2011). Eventos de expanséao
populacional, permitiram expandir se na bacia do Madeira, esta populacdo adapto se as
condi¢cdes ambientais e o baixo fluxo génico com as localidades da calha, facilitou a
fixacdo de alelos. Processos de diferenciacdo fenotipica entre a populagdo do rio
Madeira e a populagdo da Calha ndo podem ser descartados, mas requerem ser
confirmados. Além pode existir acasalamento preferencial entre os individuos da
populacao residente no rio Madeira, baseado na evidencia de nao isolamento por
distancia entre as populacdes, no entanto as estimativas para o fluxo génico foram
baixas, 0 que indica que individuos distribuidos na calha provavelmente entrem no rio
Madeira mais ndo se reproduzem com a populacao residente.

Embora ndao se tenham estudos especificos dos padrdes reprodutivos para B
platynemum é provavel que a populagao residente desta espécie no rio Madeira, siga o
padrao de migracao reprodutiva descrito por Barthem e Goulding (1997), onde

individuos dos tributarios migram rio abaixo para desovar nas aguas do canal principal



do rio Madeira, e posteriormente as larvas e ovos séo levados a areas de varzea
dispersando se na floresta inundada onde permanecem alimentando se por cerca de 4
a 5 meses. A populagéo do rio Madeira tem uma area de alimentagéo propria, pelo que
individuos provavelmente realizam cortas migrac¢des reprodutivas dentro desta bacia,
enquanto a populacdo da calha provavelmente dispde de diferentes areas de
alimentacdo ao extenso da bacia amazénica que nao sé incluem o estuario mas
também a regido entre o alto Amazonas e baixo Solimdes (Barthem e Goulding, 1997;
Barthem e Goulding, 2007; Leite et al., 2007) o que pode explicar a alta variabilidade
genética para as localidades de Iquitos e rio Purus.

De acordo com a informacéo obtida, a populacdo do rio Madeira constitui uma
populacdo residente, que colonizou o rio Madeira ha aproximadamente 1Ma e que
provavelmente se adaptou a condicées ambientais da bacia, e cujo padrao de migracao
provavelmente esta limitado a bacia do rio Madeira. A estrutura genética e divergéncia
populacional de B platynemum na érea de estudo, pode ter sido modelada por diversos
eventos e mantida por processos adaptativos das populacdes a ambientes particulares,
que tem gerado mecanismo para a regulacdo do fluxo génico entre as populacoes
identificadas.

Implicac6es para conservacao e manejo das populacées de Brachyplatystoma

platynemum

A avaliagao da biodiversidade dentro e entre areas € fundamental para identificar
e priorizar areas de controle, manejo e protecao (Moritz e Faith, 1998). O significado da
variagao genética assim dos padrbes e mecanismos responsaveis de esta variagcao tem
sido reconhecido de fundamental importancia na avaliacdo da biodiversidade. De fato a
protecdo da diversidade genética tem sido incorporada em numerosas politicas e
convénios internacionais (Moritz et al. 1998; Calcagnotto et al. 2000).

Para o planejamento e conservacao de uma espécie é importante a identificagéo
das linhagens com significado evolutivo para manter ao maximo a diversidade genética
e incorporar informacao relacionada com os processos histéricos populacionais (Moritz,
1998). Andlises filogeograficas constituem uma ferramenta importante na biologia da
conservacao; a idéia de propor politicas de conservacdo a nivel infra-especificos

constitui uma forma de identificar unidades de manejo que refletem a importancia



evolutiva das linhagens dentro das espécies, e com esta informacédo elaborar
programas efetivos para a conservagao de espécies em risco (Avise e Hamrick, 1996).

Definir uma area de conservacgao para Brachyplatystoma platyneum é uma tarefa
dificil, apesar de que a informacgéo obtida neste estudo constitua um ponto de partida,
se requer de informacao adicional a nivel bioldgico, ecolégico, comportamental e de
monitoramento pesqueiro; aspetos que sdo desconhecidos até o momento. No entanto,
considerando a estrutura genética identificada para Brachyplatystoma platynemum na
area de estudo e a reducdo da variabilidade genética na regido do rio Madeira, se
considera de grande importancia a implementacdo de medidas de conservacao e
recuperacao de habitat nesta zona, principalmente das areas de varzea. O rio Madeira
€ um dos principais tributarios de aguas brancas do Amazonas, a geomorfologia
diferencial de sua bacia, apresentando uma serie de rapidos e a presenca de tributarios
de diferentes tipos de aguas sao indicativos de uma alta heterogeneidade de habitats
que abriga uma rica biodiversidade, importante na manutengcdo da variabilidade
genética no s6 da espécie em estudo mais também do resto de espécies cujo ciclo de
vida esta intimamente ligada aos canais principais dos rios (Santos e Ferreira 1999). No
entanto a construgdo de barragens nesta bacia pode ter fortes impactos na biota
aquatica e terrestre, devido principalmente a modificacao dos regimes de fluxo, a perda
de habitats, a mudanca dos parametros fisicos e quimicos da agua (Vannote et al.,
1980; Junk et al., 1989) e principalmente ao bloqueio das rotas de migracao de diversas
espécies de peixes (Barthem et al, 1991; MacAllister, 2001). De acordo com o0s
resultados neste estudo a populacédo residente de B. platynemum na bacia do rio
Madeira, pode ser fortemente afetada pela fragmentagcado do habitat e a interrupgéo do
processo de migracdo como consequéncias das barragens, gerando fortes impactos na
sobrevivéncia da populacdo e na manutengcdo da variabilidade genética das
populacoes, devido as mudangas nos padrdes de reproducéo e do fluxo génico.

De acordo com esta informacao se sugere uma avaliacédo profunda do estado da
populagdo desta espécie na bacia do rio Madeira, assim como da efetividade do
sistema de transposicdo de peixes construido pelas empresas responsaveis do
funcionamento das barragens, para garantir a subsisténcia da populacdo do rio
Madeira, além de dirigir esforcos na conservacao das areas de alimentacao na calha
principal (EAS) devido a que esta constitui o habitat preferencial né sé da espécie de

estudo mas, provavelmente, de incontaveis espécies de peixes.
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