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RESUMO DO RELATORIO

O futuro das populacdes selvagens depende grandemente da variabilidade
genética das popula¢Bes naturais. Neste contexto o estudo dessa variabilidade é
fundamental para o desenvolvimento de projetos de manejo sustentavel das
populacBes. A regido 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 babdo), e trés espécies pertencentes a ordem
Characiformes (piava, branquinha e piranha) Como um dos objetivos é verificar a
existéncia de homing entre as espécies de bagres foram também amostradas outras
populacBes locais de bagres na bacia Amazénica. Todos os dados foram analisados
com as mais modernas ferramentas estatisticas, procurando responder a questao
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. Os resultados sugerem que
ndo ha comportamente de homing entre os bagres estudados, ainda que pode haver
um pequeno isolamento entre a populacao de babédo do rio Madeira e as demais areas
da bacia Amazébnica. Entre os Characiformes estudados (com execegdo de
Moenkhausia collettii para a qual ndo foi possivel obter dados da parte de baixo do rio
Madeira) ndo foi verificada diferencas populacionais entre as amostras coletadas
acima e abaixo da cachoeira de Teoténio.

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



1 INTRODUCAO

Dada a distribuicdo geogréfica, abrangendo o territorio politico de mais de que
cinco paises amazonicos, algumas espécies de grandes bagres incluindo a dourada
(Brachyplatystoma rousseauxii), a piramutaba (B. vaillanti) e o bab&do (B.
platynemum), ultrapassam essas barreiras e sao capturadas, ao longo do sistema
Estuario-Solim@es-Amazonas (EAS). Desta forma, estas espécies estdo entre as mais
importantes para a pesca comercial na Amazonia 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, alimentagédo e reproducdo. Os adultos migram
para as cabeceiras dos afluentes do rio Solimdes/Amazonas para reproduzir, incluindo
o rio Madeira. Apés a desova, larvas e juvenis sdo carregados pela corrente,
concentrando-se na regido do estuario amazonico (area de criacdo). Apos 2 a 4 anos
neste ambiente, incluindo a Amazénia Central (area de alimentacdo 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 migracdo, da-se o
pico da captura, desde Belém no Brasil, até Pucallpa no Peru, incluindo localidades na
Colémbia, Bolivia e Guianas. Realizando uma das mais longas migra¢des 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 acdes 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
construcdo de hidrovias e a introducdo de espécies exoéticas. A construcdo de
represas afeta diretamente a rota migratéria dos peixes podendo levar a fragmentacgéo
das populag6es (Esguicero e Arcifa, in press).

Diante do decréscimo dos desembarques pesqueiros, um aumento nha
conscientizagdo geral sobre a necessidade de conservagdo da diversidade biolégica
tem surgido (Arias et al., 1995; Avise e Hamrick, 1996). O futuro das populagbes
selvagens depende grandemente da variacdo genética das populacdes naturais
(Ryman, 1991). O estudo dessa variacdo € fundamental para o desenvolvimento de
projetos de manejo sustentével.

A variabilidade genética dentro e entre populagbes € um parametro

fundamental na biologia evolutiva e da conservagao. Altos niveis de variacdo genética
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podem aumentar o potencial das populacbes em responder a selecdo, acentuar a
adaptacdo dentro de um habitat particular e também ampliar os limites de coloniza¢ao
e distribuicdo, possibilitando a sobrevivéncia em uma grande variedade de ambientes
(Carvalho, 1993; Kalinowski, 2004). Além disso, as pesquisas em genética de
populacdes podem elucidar varias questdes relativas a estruturacdo de populagdes
selvagens ou cultivadas de diversas espécies, tais como origem, sucesso reprodutivo,
taxas de divergéncias genéticas, migracao, tamanhos da populacao, sele¢do natural e
eventos histéricos (Sunnucks, 2000).

As espécies ndo sdo geneticamente homogéneas, mas estruturadas em grupos
de individuos geneticamente mais semelhantes, estando o grau de isolamento
diretamente relacionado a dispersdo de individuos entre estes grupos (Balloux e
Lugon-Moulin, 2002; Laikre et al., 2005). Mecanismos que promovem o isolamento das
populacdes incluem separacdo geogréfica, 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 diferenciacdo genética entre eles. O padrdo de distribuicdo da
variacdo genética dentro e entre populagbes € referido como “estrutura genética
populacional” de uma espécie (Laikre et al., 2005), a identificacdo desta estrutura e
diversos outros parametros é possivel mediante a utilizacdo de técnicas morfolégicas
(Esguicero e Arcifa, in press) e moleculares (Thuesen et al., 2008).

Um dos fragmentos de DNA mais utilizados em estudos populacionais € a
regido controle. Este fragmento é a regido nao 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 evolugdo 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
proposito de estimar a variabilidade e estrutura genética em populagcfes naturais de
diferentes espécies de peixes, principalmente de importancia comercial. A maior parte
desses estudos visa a caracterizagcdo genética da espécie alvo ao longo de um raio de
distribuicdo geogréfica e ttm uma ampla abrangéncia taxondémica, 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 l4pis - Nannostomus eques
(Teréncio, 2009), o acarad disco - Symphysodon spp. (Farias e Hrbek, 2008), a

pescada — Plagioscion squamosissimus (Galetti, 2009), o sarap6 - Hypopygus lepturus
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(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 hipétese de migracdo para a dourada (B. rousseauxii), foi pioneiramente
abordada e verificada, sob o ponto de vista genético a partir de 911 pb da regido
controle do DNA mitocondrial de individuos coletados em trés localidades no eixo
Estuario-Amazonas-Solimdes (EAS): Belém (referenciando a é&rea de criacdo),
Manaus (a area de alimentagdo) e Tabatinga, no alto Solimdes (proximidades da area
de reproducdo). Dois resultados valem a pena serem mencionados: 1) N&o foi
encontrada segregacdo geografica entre os haplétipos encontrados nos trés locais.
Este resultado corrobora, a principio, a hipétese que postula um Unico estoque na
Amazbnia que migra desde o estuario amazodnico 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
migragao seletiva de populacdes para afluentes especificos do rio Solimbes (Batista,
2001; Batista e Alves-Gomes, 2006).

A referida hip6tese também foi testada para a piramutaba (B. vaillantii) a partir
de 942 pb da regido controle de individuos coletados em cinco pontos ao longo do eixo
estuério-Amazonas-Solimdes (Belém, Santarém, Manaus, Tefé e Tabatinga). Foram
observados altos niveis de variabilidade genética e que essa espécie compdem uma
Unica populacdo nesse eixo. Diferentemente da dourada, ndo foi encontrada
diferencas significativas na variabilidade genética no sentido Leste - Oeste (Formiga-
Aquino, 2004).

Diferenciacdo populacional foi encontrada para o jaraqui (Semaprochilodus
insignis), entre exemplares das bacias Amazonica e do Orinoco, utilizando a regido
controle (DNAmt). Todavia, essa espécie compreende um Unico estoque na regiao
amazonica ao analisar exemplares oriundos de 10 localidades (Batalha, 2009).

Os estudos citados acima sugerem um comportamento equivalente, quando
considerada a area da bacia amazbnica, entre os bagres e 0s peixes de escama, e
que precisa ser melhor verificado utilizando outras espécies. Nesse sentido, 0s
estudos de peixes do rio Madeira serdo Uteis ndo s6é para avaliar se as barragens
nesse rio causardo 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

informacg0des serdo Uteis no sentido de direcionar estratégias de manejo e conservagao

5



para as populacdes naturais das espécies estudadas, bem como fornecer subsidios
para manejo de populagdes artificiais visando aquicultura com fins de conservagao

(repovoamento).

1.1 Como a construcao de uma Hidroelétrica afeta a genética das populacdes
dos peixes?

Do ponto de vista genético, a barreira a migracdo dos peixes pode levar a uma
reducdo ao fluxo génico, isolando as populacbes e decrescendo a diversidade
genética através dos processos de deriva genética e endocruzamento (Slatkin 1985)
causando o que chamamos de eroséo genética. Este processo pode aumentar o risco
de extincdo das populacBes através da endogamia diminuindo a adaptabilidade.
Isolamentos devido a barreiras fisicas levam a reducdo da diversidade genética dentro
das populagbes e aumento da diferenciagdo genética entre as populacdes de peixes
(Knaepkens et al. 2004).

Existem muitos exemplos dos efeitos da construgdo de hidroelétricas e barragens
como barreiras ao fluxo génico em peixes (Neraas & Spruell 2001, Knaepkens et al.
2004). Por exemplo, varios estudos foram realizados sobre os stoques do salmao do
Pacifico o qual foi impedido de alcancgar a area de reproducédo devido a construg¢éo de
hidroelétricas e barragens (NRC 1996), (Nehlsen et al. 1991). As pesquisas tém
evidenciado um decréscimo da diversidade genética nas populacdes que
permaneceram isoladas acima das hidroelétricas (Carlsson & Nilsson 2001, Castric et
al. 2001, Costello et al. 2003, Taylor et al. 2003).

Neraas & Spruell (Neraas & Spruell 2001) estudaram a espécie migradora de truta
Salvelinus confluentus, que historicamente reproduzia nas cabeceiras dos tributarios
do rio Clark Fork em Montana, antes da construcdo da hidroelétrica Cabinet Gorge em
1952. A hidroelétrica foi construida sem nenhum mecanismo para facilitar a passagem
dos peixes. Neste trabalho encontram que as populagbes acima e abaixo da
hidroelétrica ja se encontram geneticamente diferenciadas, um efeito previsivel
guando se trata do rompimento dos padrbes de migracdo dos peixes.

Wofford et al. (2005) estudaram a influéncia de barragens na variabilidade genética
das populacdes da truta (Oncorhynchus clarki clarki) e encontraram que a construgéo
das barreiras foi um fator extremamente forte contra a dispersao dos peixes causando
a diferenciacdo genética das populagbes (estruturacdo) e a baixa variabilidade
genética observada (via deriva genética). A reducdo da heterozigosidade com
conseqliente rapida perda alélica foram fatores genéticos associados com as

populagdes isoladas pelas barragens.



Populacdes da espécie de truta Oncorhynchus mykiss e em Salvelinus
leucomaenis, que foram isoladas das populacdes restantes por mais de 30 anos pela
construcdo de hidroelétricas, apresentaram-se geneticamente depauperadas nos
estudos de Nielsen et al. (Nielsen et al. 1997) e Morita & Yamamoto (Morita &
Yamamoto 2002). Ja nos estudos de Knaepkens et al. (Knaepkens et al. 2004) que
analisaram os efeitos das constru¢cdes de barragens nos padrées genético-
populacionais da espécie Cottus gobio, um peixe de &gua-doce amplamente
distribuido na Europa, ndo encontraram nenhum dos efeitos negativos observados nos
padrdes genéticos das populacdes isoladas pela constru¢do de barragens, sugerindo
gue outros fatores podem estar contribuindo para o resultado observado.

No estudo realizado por Jager et al. (2001) foram analisados os efeitos das
hidroelétricas do rio Idaho (USA) sobre a diversidade genética das populagbes de
esturjao (Acipenser transmontanus) através de simulagdes experimentais. Tal estudo
evidenciou um decréscimo da diversidade genética nas populacdes. Outros estudos
com o esturjdo tém documentado que o efeito da construcéo de hidroelétricas foi uma
perda na diversidade genética das populagdes (Bartley et al. 1985).

Quando esse tipo de fragmentacdo genética elimina o fluxo génico entre as
populacdes, resultados similares podem ocorrer com outros peixes. Uma vez que 0s
efeitos genéticos do isolamento de populagbes podem ser similares através de
diferentes espécies, os resultados desses estudos podem ser usados como exemplos
do que pode vir a ocorrer com as popula¢ges dos grandes bagres migradores apos a
construcao das Hidroelétricas do rio Madeira.

1.2 Como podemos minimizar os efeitos? Consideracdes gerais

Com relacdo ao nosso estudo, a principal consequiéncia da construgdo da
Hidroelétrica no rio Madeira seria 0 bloqueio na rota migratéria para as espécies de
peixe migradoras. Nas cabeceiras dos rios com hidrelétricas, as barreiras a migracao
podem resultar em isolamento genético e demografico que podera levar a redugéo da
variabilidade genética em todo o sistema, e potencialmente comprometer o tempo de
vida das populagbes (Wofford et al. 2005). Atualmente, existem varias maneiras de se
minimizar os efeitos da constru¢do de hidroelétricas sobre a migracdo dos peixes.
Para algumas espécies, como o0 ocorrido com algumas espécies de salmao, as
tecnologias que permitem a passagem dos peixes sdo bem desenvolvidas e
entendidas, e seu sucesso depende do entendimento do comportamento de natacdo
dos peixes, da hidrologia dos rios e outros fatores. Medidas mitigadoras como essas

em pratica é de fundamental importancia que sejam monitorados os niveis de



variabilidade genética das especies, preferencialmente utilizando os marcadores
microssatélites por serem mais sensiveis em uma escala de tempo menor
principalmente por dispormos de dados de variabilidade e estrutura genética dessas
espéciese m um cenario anterior a construgdo das hidrelétricas.

Além da passagem na dire¢cdo acima das cachoeiras, as migracfes no sentido
descendente das cachoeiras é igualmente importante considerando que as larvas e
juvenis das douradas e piramutabas usam esse percurso de forma passiva até
atingirem o estuario onde permanecerdo no periodo de crescimento (Barthem &
Goulding 1997). Alternativas para a descida dos organismos devem ser
implementadas para se evitar que 0s peixes morram ao passarem através das
turbinas.

Qualquer atividade humana que comprometa a conectividade das popula¢des
dos bagres aos seus respectivos locais de reproducdo pode afetar a sobrevivéncia das

espécies no rio Madeira e diminuir a variabilidade genética destas.

2 OBJETIVOS

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

as espécies de Siluriformes.

Operacionais:

1 Coletar 30 exemplares de cada espécie em pontos abaixo e acima da futura
barragem de Santo Antbnio (populacdes locais).

2 Coletar 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 populacdes locais, pela analise de 30
sequéncias da regido controle do DNAmt de cada populagéo/espécie.

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

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

barragem.



3 MATERIAL E METODOS

As analises genéticas das espécies investigadas no presente estudo foram
desenvolvidas no Laboratério Tematico de Biologia Molecular (LTBM), Coordenagéo
de Biodiversidade (CBIO), Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (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, extracéo e quantificacdo do DNA

Foram coletadas amostras de tecido de trés espécies de grandes bagres
(Siluriformes): Brachyplatystoma rousseauxii (dourada), Brachyplatystoma vaillantii
(piramutaba) e Brachyplatystoma platynemum (bab&o), 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 utilizam o rio Madeira como habitat de ocupacéo e reproducéo e
também sdo migradores de média a longa distancia, podendo transpor a cachoeira de
Teotbnio em suas rotas migratérias. Foram amostrados sitios acima e abaixo da area
de construcdo da barragem da hidrelétrica de Santo Anténio — cachoeira de Teot6nio.
Para o estudo da existéncia ou ndo de homing entre os bagres foram também obtidas
amostras outros pontos de coleta na bacia Amazonia, 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¢éa .

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 laboratdério, onde sdo mantidos em freezer comum.

Extracdo, amplificacdo 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 &gua ultrapura e quantificado por

espectrofotometria para ajustamento de concentracgéo.



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
amplificacdo do fragmento foi realizada em 25 pL de volume final, com os seguintes
reagentes e respectivas concentragfes finais: Tampdo 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 reacdo 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 enziméatico 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
reagbes 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 reagdo com o primer
reverso utilizado previamente na reacao de amplificacdo. A reacéo foi realizada em um
volume final de 10 pL, utilizando entre 100 a 150 ng do produto de PCR purificado, o
pre-mix do kit de sequenciamento (4 pL) 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 e 60 °C
por 1 min e 20 s) o produto da reacdo foi submetido a uma precipitacdo com
Isopropanol para a eliminacéo de primers, dNTPs e ddNTPs néo incorporados durante
a reacdo de sequenciamento. A eletroinjecdo e leitura dos fragmentos foram
realizadas em analisador automético de DNA ABI PRISM® 3130 automated Genetic
Analyzer (Perkin Elmer, Applied Biosystems) nas condi¢gbes de inje¢cdo e corrida
recomendadas pelo fabricante. A sequéncia de DNA final foi resultante da compilacdo

das duas sequéncias obtidas.

Analise das sequéncias da Regidao 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,
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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:
namero de haploétipos (H), nimero de haplétipos Unicos (Hu, haplétipo que ocorre
somente em um individuo), namero total de mutagbes (ETA), numero de sitios
polimorficos (S), diversidade haplotipica (HD, probabilidade de cada duas sequéncias
serem diferentes em uma populacdo), média das diferencas nucleotidicas par a par (K)
e diversidade nucleotidica (Pi, indica o nimero médio de diferencas nucleotidicas por
sitio entre duas sequéncias de DNA).

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

Estimativas de fluxo génico (taxas de migracdo), no que se refere ao numero
de migrantes por geragdo (Nm), foi estimada entre as popula¢des 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).
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4.1 RESULTADOS Brachyplatystoma platynemum (bab&o)

As amostras de Brachyplatystoma platynemum foram coletadas em sete
localidades da Amazdnia 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 colaboragdo com o Laboratério Tematico de
Biologia Molecular (LTBM) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia (INPA),
dentro do projeto “PIRADA” (Genética, manejo e conservagado dos grandes bagres
migradores na Amazénia); a Universidade Federal de Ronddnia (UNIR) e a empresa
Santo Antonio Energia S/A (SAE), 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. IP=Iquitos, Perd; 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.
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Tabela 1. Localidades de coleta de Brachyplatystoma platynemum na Amazonia
brasileira e peruana. N = nimero de individuos amostrados, Nrc nimero 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

Regido Controle
Andlise 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 composicdo 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 diferencas nucleotidicas par a par por sitio
foi de PI1=0,01490+0,00025.

Foram observados um total de 66 hapldtipos, registrando uma diversidade
haplétipica total Hd= 0,931+0,00010 para os 216 individuos analisados. Em
relacdo aos sitios, 618 foram invaridveis, 45 sitios foram polimoérficos e 37 sitios
foram informativos para parcimbnia. Um total de 48 mutagcfes foram registradas
com valor médio para as transicbes de 25+3,266 e para as transversfes de
1+1,574 entre as localidades amostradas, ndo foi observada saturagédo entre as

substituicfes nucleotidicas em relacao a distancia genética.
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Figura 2. Grafico de substituicdes nucleotidicas versus a distancia genética
para a regido controle do DNA mitocondrial de Brachyplatystoma platynemum.

O numero total de hapl6tipos 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 haplotipos Unicos
distribuidos diferencialmente entre todas as localidades e 19 foram haplétipos
compartilhados. Os valores de diversidade haplotipica variaram entre Hd=0,6353 a
Hd=0,9153, registrada para a localidade de Manaus. O maior nimero de
hapl6tipos Unicos foi registrado na calha principal do sistema Amazonas-Solimées
para a localidade de lquitos (HU=13, N=27), a qual também apresentou os maiores
nameros de sitios polimoérficos (S=30) e de total de mutagbes (ETA=31). Dos
tributarios amostrados, as localidades do rio Madeira apresentaram 0s menores
valores de diversidade haplotipica (Hd= 0,6353) e de haplétipos Unicos (CJ=3,
TE=4, JT=4) representando em conjunto cerca do 22,92% dos hapl6tipos 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 polimorficos 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
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rio Madeira, com frequéncias relativas entre 0,081 para JT e 0,257 para B. O
haploétipo 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 reigido controle (D-loop) para os individuos de
Brachyplatystoma platynemum para as localidades amostradas. N= nimero amostral;
H=numero de hapl6tipos; HU= hapl6tipos Unicos; S= sitios polimorficos; ETA= nimero
de mutacdes; HD= diversidade haplotipica; Pl= diversidade nucleotidica

D de Fs de
Populacio N H HU %HU S ETA HD PI Tajima Fu
Manaus 32 16 5 10,63 20 21 0,9153 0,00748 0,7038 -
(M) 1,7858
Iquitos- 27 18 13 2766 30 31 0,8946 0,01003 0,3121 -
Peru (IP) 3,4701
RioPurus 31 14 8 17,02 24 17 0,8925 0,00801 1,3132 -
(RP) 0,1678
Montante 22 12 4 851 26 26 0,9004 0,00782 0,1137 -
da 0,5873
Cachoeira
()
Cachoeria 35 11 4 851 22 22 0,6353 0,00482 - -
(TE) 1,4461 1,3388
Jusanteda 34 12 3 6,38 27 28 0,8592 0,00846 0,0204
Cachoeira 0,7353
(1)

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 populagbes amostradas indicou que as
amostras das localidades estudadas estdo em equilibrio em relacdo 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 andlise de variancia (AMOVA) para a regiao

controle

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

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

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

Fonte da variacdo Grau de Soma dos Componentes  Porcentagem
Liberdade quadrados de variacdo de variacéo

Entre localidades 6 11.071 0,04615 Va 9,77

Dentro das 209 89,035 0,42601 Vb 90,23

localidades

Total 215 100,106 0,47216

indice de Fixac&o 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 variagdo em

relacdo a andlise anterior, indicando uma porcentagem de variacdo entre as

localidades menor que 5,91% (Tabela 7).
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Tabela 7. Andlise de variancia molecular para os dois grupos formados. Calha e
tributarios na area de estudo.

Fonte da variacdo Grau de Soma dos Componentes  Porcentagem
Liberdade quadrados de variacdo de variacéo

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 209 89,035 0,42601 Vc 87,96

localidades

Total 215 100,106 0,48431

indices de Fixacg&o
Fsc=0,06514
Fs1=0,12038
Fcr=0,05909

Quando foi realizada a andlise de forma independente para cada um dos dois

tributarios, os resultados mostraram um padrao diferente. A andlise de variancia entre

o rio Purus e as localidades da calha indicam que a variacdo entre 0s grupos é de

0,37%, enquanto dentro dos grupos é de 98,04%. Em comparacao, a andlise entre o

rio Madeira e as localidades da calha, mostram que, apesar de a maior parte da

variacdo continuar representada dentro das localidades (85,32%), existe uma variacao

importante entre os grupos, correspondente a 12,65%, superior a encontrada entre o

rio Purus e as demais localidades (Tabela 8).
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Tabela 8. Analise 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 variacdo Grau de Soma dos Componentes  Porcentagem
Liberdade quadrados de variacdo de variacéo

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 179 75,648 0,42262 Vc 85,32

localidades

Total 184 85,097 0,49532

indices de Fixac&o
Fsc=0,02324
Fs1=0,14678
Fcr=0,12649
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Estes resultados mostram que existe uma diferenca genética importante entre
as localidades amostradas no rio Madeira e as demais localidades analisadas. Os
resultados anteriores sdo corroborados pelas estimativas par a par para o Fsr, apos
correcdo de Bonferroni, onde os valores de P foram significativos entre as localidades
do rio Madeira e as demais (Tabela 9).

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

Manaus lquitos 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 nimero de migrantes entre as localidades amostradas segundo

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

Manaus Iquitos Rio Montante Cachoeira  Jusante Belém
Purus

Manaus 17,7343 48,1055  5,4455 1,7080 4,8350 62.6338
Iquitos 24,7300 4,37593 1,5899 4,7157 34,8025
Rio Purus 4,5148 1,5973 4,3948 17,2054
Montante 7,0016 inf 4,8644
Cachoeira 14,3557 1,6794
Jusante 4,6585
Belém

Os valores registrados para o 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 haplétipos registrados mostra a formagéo 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 haplo6tipos unicos da localidade de Iquitos
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(H43, H49 e H45), sendo destacado por uma listra em vermelho e entre aspas o

namero de mutacdes registradas.

H_26

. Cachoeira . Jusante . Montante Iquitos . Rio Purus . Manaus Belém

| Mutagdes

Figura 3. Rede de haplétipos para Brachyplatystoma platynemum obtida de
sequéncias parciais de DNA da regido controle (D-loop). Os tracos ligando os
haplétipos representam uma Gnica mutacéo, sendo as excecdes assinaldas (/).

Os resultados obtidos para o teste de Mantel, mostram uma débil relagéo 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 padrdo de estrutura observado. As analises de divergéncia indicam que os
dois filogrupos (Calha e rio Maderia) divergiram ha aproximadamente 1,5 Ma. A
caracterizacdo da expansdo populacional com a analise de distribuicdo 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 s&o indicativos de

recente expansdo populacional. Entretanto, para o filogrupo do rio Madeira os valores
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(Fs=-3,52218, P=0,147) sustentam a distribuicdo registrada, provavelmente esta

populagéo passa por um momento de estabilidade em seu tamanho populacional.
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Figura 4. Distribucion Mismatch usando a informacdo da regido controle para os
filogrupos encontrados. O primeiro gréfico correponde ao filogrupos da Calha e o
segundo ao filogrupo do rio Madeira.
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Figura 5. Tempo de divergéncia dos filogrupos estimado no BEAST, usando a regido
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 expanséo para os filogrupos Calha e rio Maderia

baseados no parametro demografico tau (1), entre 400.000 e 250.000 anos,
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respectivamente. Observa-se que o tempo de expansao para o filogrupo do rio
Madeira é relativamente recente, razdo pela qual, provavelmente, a distribuicao

Mismatch néo teve resolucéo.

4.2 RESULTADOS Brachyplatystoma vaillantii (piramutaba)

Os locais de coleta dos exemplares de Brachyplatystoma vaillantii estdo
assinalados na Tabela 11 bem como o tamanho amostral em cada localidade.

Tabela 11: Locais de coleta e nUmero amostral para Brachyplatystoma vaillantii.

Local de Coleta (Cidade ou tributario) B. vaillantii

Belém (PA) 30

Manaus (AM) 30

Jusante AHE Santo Antdnio, Rio Madeira (RO) 30

Rio Japura (AM) 28

Rio Ica (AM) 28

Tabatinga (AM) 30
Total 206

Foi sequenciada a regido controle do DNA mitocondrial de 206 amostras de
Brachyplatystoma vaillantii, de seis localidades de coleta. O niumero amostral variou
entre 28 a 30 entre as localidades (Tabela 11).

As Tabelas 12, 13, 14, 15 e 16 resumem 0s principais parametros da
variabilidade e analise da estrutura genética para a piramutaba (B. vaillantii).

Para todas as localidades amostradas a piramutaba apresentou diversidade
haplotipica alta. Em Manaus foi encontrado o maior nimero de haplétipos e de
haplétipos Unicos (H=19) (Tabela 12). Entre os trés afluentes amostrados, o rio I¢a
apresentou o menor numero de haplétipos Unicos (HU=12) e a montante do
empreendimento foi 0 maior (HU=16). O numero total de mutac¢des (ETA) variou entre
26 (Tabatinga) e 35 (Manaus).
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Tabela 12: Parametros de diversidade genética para a piramutaba (Brachyplatystoma
vaillantii) amostradas em trés localidades da calha principal do eixo principal estuario-
Amazonas-Solimbes (Belém, Manaus e Tabatinga) e dois afluentes do rio solim&es,
sendo dois da margem esquerda (rios Japura e Ica) e um da margem direita (Jusante
e Montante da AHE de Santo Antbénio, no rio Madeira).

Localidade N H HU ETA K S HD Pi
Belém 30 22 16 31 6,949 31 0,958 0,0126
Manaus 30 23 19 35 6,181 35 0,977 0,0112
Tabatinga 30 19 15 26 6,514 26 0,937 0,0118
Rio Ica 28 18 12 34 6,952 34 0,960 0,0126
Rio Japura 28 19 13 34 7,055 34 0,965 0,0128
Jusante AHE Santo Anténio 30 22 15 27 6,234 27 0,979 10,0113
Montante AHE Santo Anténio 30 19 16 30 5,891 30 0,931 10,0107

N: nimero de individuos sequenciados; H: nimero de haplétipos; HU: haplétipos
anicos; ETA: numero total de mutacdes; K: média de diferencas nucleotidicas para a
par; S: numero de sitios polimérficos; HD: diversidade haplotipica; Pi: Diversidade
nucleotidica par a par.

A analise de variancia molecular mostra uma baixa variacdo genética entre as
localidades amostradas com um valor para o indice de fixacdo Fg= 0,01566, no
entanto foi observada uma alta diversidade dentro dos grupos para cada localidade,
com um porcentagem de 98,43% de variacdo genética (Tabela 13).

A AMOVA realizada entre trés grupos definidos como calha (Belém, Manaus e
Tabatinga), tributarios (rios Japura e I¢d) e localidades do rio Madeira (cachoeira e
jusante) revelou que 97,80% da variabilidade genética encontra-se dentro dos grupos
formados e 2,69% entre os grupos com o valor de Fst = 0,022 que nessa analise
estima a variacdo entre as localidades entre os grupos formados. Como consequéncia,
o valor de Fsc= -0,004 que estima a variagdo entre as localidades dentro de cada

grupo é menor, de igual forma entre os grupos Fcr= 0,026 (Tabela 14).

Tabela 13. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) de piramutaba
(Brachyplatystoma vaillantii) entre as sete localidades amostradas [Belém, Manaus,
Tabatinga, rios I¢a, Japurd e Madeira (Jusante e Montante)].

Fonte da variacéo Grau de Somados Componentes Porcentagem
Liberdade quadrados de variacao de variacao

Entre as localidades 6 28,766 0,0519 Va 1,57

Dentro das 199 649,807 3,2653 Vb 98,43

localidades

Total 205 678,573 3,3173

indice de Fixacdo Fsr = 0,01566
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Tabela 14. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) de piramutaba
(Brachyplatystoma vaillantii) entre trés grupos de localidades: calha (Belém, Manaus e
Tabatinga), tributarios (rios Ica e Japurd) e rio Madeira (Jusante e Cachoeira).

Fonte da variagéo Grau de Somados Componente Porcentagem
Liberdade quadrados s devariacdo de variacdo

Entre grupos 2 17,607 0,08972 Va 2,69

Entre as localidades

dentro dos grupos 4 11,158 -0,01613 Vb -0,48

Dentro dos grupos 199 649,807 3,26536 Vc 97,80

Total 205 678,573 3,338

indices de Fixacdo

Fsc.0,004

Fs10,022

Fc70,026

Os valores de Fst nas comparagfes par a par, variam entre -0,0222 (rio Iga e
Rio Japura)e 0,1256 (Tabatinga e Cachoeira de Santo Antdnio) (Tabela 15) mostrando
uma leve estruturagdo genética, principalmente relacionada a cachoeira de Santo
Antbnio. Porém, apds a correcdo de Bonferroni (p=0,002), nenhum dos valores foi

significativo (Rice, 1989).

Tabela 15. Valores de Fst par a par estimado para a piramutaba entre as sete
localidades amostradas [Belém, Manaus, Tabatinga, rios Ica, Japura e Madeira
(Jusante e Cachoeira)].

Beléem Manaus Tabatinga rio Iga rio Jusante
Japura
Manaus 0,0054
Tabatinga -0,0102 0,0074
rio Ica -0,0167 -0,0048 -0,0198
rio Japura -0,0182 -0,0038 -0,0214 -0,0222
Jusante 0,0119 0,0044 0,0246 0,0275 0,0126
Montante 0,0642 0,0535 0,0720 0,0873 0,0607 0,0006
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A auséncia de estrutura genética significativa € corroborada com as estimativas
de fluxo génico a partir dos valores de Nm (nimero de migrantes por geragédo, em que
o N é o tamanho efetivo da populagédo de fémeas e m é a taxa de mutagao/sitio por
geracao) que variou entre 3,48 (entre Belém e a jusante do empreendimento) a 18,08
(entre Belém e rio Japurd) (Tabela 16).

Tabela 16. Numero de Migrantes por geracdo (Nm) para a piramutaba estimados a
partir dos valores de Fst par a par entre as sete localidades amostradas para
piramutaba.

Belém Manaus Tabatinga rio Ica rio Jusante

Japura

Manaus Inf

Tabatinga Inf

rio Ica 14,95 Inf

rio Japura 18,08 Inf Inf Inf Inf

Jusante 3,48 6,50 4,39 13,46 13,97

Montante Inf Inf Inf Inf Inf 7,53

Inf = valores altos de Nm que ndo poderem ser estimados pelo programa ARLEQUIN
3.11 em razdo dos valores de Fst negativos (ver esses valores na Tabela 09).
Considerar para esses valores Fsy igual a zero.

4.3 RESULTADOS Brachyplatystoma rousseauxii (dourada)

Os locais de coleta dos exemplares de Brachyplatystoma rousseauxii

assinalados na Tabela 17 bem como o tamanho amostral em cada localidade.

Tabela 17. Locais de coleta e numero amostral para Brachyplatystoma rousseauxii.

Local de Coleta (Cidade ou tributario) B. rousseauxii
Belém (PA) 30
Jusante AHE Santo Anténio, Rio Madeira (RO) 30
Montante AHE Santo Antbnio, Rio Madeira (RO) 30
Rio Purus (AM) 30
Rio Japura (AM) 30
Rio Jurua (AM) 30
Rio Ica (AM) 30

Total 210

Foi analisada a regido controle do DNA mitocondrial de 210 individuos
distribuidos em sete localidades (N=30/local), sendo uma na calha principal do rio
Solimdes/Amazonas (Belém), duas no rio Madeira (Jusante e a montante da area do

Empreendimento UHE Santo Anténio) e mais quatro tributarios, sendo dois em cada
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margem (rios Ica e Japurd na margem esquerda e rios Juruad e Purus na margem
direita) (Tabela 17).

As Tabelas 18, 19, 20 e 21 sumarizam 0s principais parametros da
variabilidade e analise da estrutura genética obtida para a dourada (B. rousseauxii).

O fragmento da RC do DNAmt totalizou 911 pb e entre os 210 individuos foram
observados 129 (61,43%) hapl6tipos entre os quais 109 hapl6tipos unicos (51,9%) e
21 compartilhados (10%). Em Belém foi encontrado o maior niumero de hapl6tipos
compartilhados (12).

A dourada apresentou diversidade haplotipica alta, acima entre 96,1% (rio
Purus) a 99,10% (rio Igd). O numero de hapl6tipos variou entre 22 (montante da AHE
Santo Antdnio) e 27 (rio I¢d) (Tabela 18). O numero total de mutacbes (ETA) variou
entre 28 (rio Purus) a 46 (rio Iga), a média de diferengas par a par (K) entre 7,549 (rio
Jurud) e 9,136(rio Icd) e a diversidade nucleotidica (Pi) entre 0,0083 (rio Jurud) e
0,0100(rio Ica).

Tabela 18: Parametros de diversidade genética para a dourada (Brachyplatystoma
rousseauxii) amostradas em uma localidade da calha principal do eixo principal
estuario-Amazonas-Solimées (Belém) e cinco afluentes do rio solimées/Amazonas.
Dados baseados na andlise de 911 bp regido controle do DNAmt.

Localidade N H HU ETA K S HD Pi
Belém 30 25 13 44 8,625 43 0,989 0,0095
Jusante AHE Santo Anténio 30 26 14 31 7,751 41 0,989 0,0085
Montante AHE Santo Anténio 30 22 13 36 8,075 34 0,970 0,0088
Rio Japura 30 25 16 38 8,574 37 0,986 0,0094
Rio Ica 30 27 20 46 9,136 45 0,991 0,0100
Rio Purus 30 23 11 28 7,726 40 0,961 0,0084
Rio Jurua 30 25 17 29 7,549 33 0,989 0,0083

N: ndamero de individuos sequenciados; H: numero de haplétipos; HU: haplétipos
anicos; ETA: namero total de mutacdes; K: média de diferencas nucleotidicas para a
par; S: numero de sitios polimérficos; HD: diversidade haplotipica; Pi: Diversidade
nucleotidica par a par.

A auséncia de estrutura genética significativa encontrada é corroborada com as
estimativas de fluxo génico a partir dos valores de Nm (nUmero de migrantes por
geracdo) que variou entre 10,88 (entre rio Ica e a por¢gdo a montante da AHE Santo

Antdnio, rio Madeira) a 806,95 (entre os rios Purus e Japurd) (Tabela 22).

A andlise de variancia molecular mostrou uma baixa variagdo genética entre as
localidades amostradas com um valor para o indice de fixagdo Fg= 0,014. Foi
observada uma alta diversidade dentro das localidades amostradas, com um

porcentual de 98,56 % de variagdo genética (Tabela 19).

26



Tabela 19: Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) de dourada (Brachyplatystoma
rousseauxii) entre as 07 localidades amostradas [Belém, rios I¢4, Japura, Madeira
(jusante, montante da AHE Santo Anténio) Purus e Jurua], com base na analise de
911 bp regiao controle do DNAmt.

Fonte da variacao Grau de Somados Componentes Porcentagem
Liberdade quadrados de variacéo de variacao

Entre as localidades 6 35,38 0,059 Va 1,44

Dentro das 203 832,87 4,103 Vb 98,56

localidades

Total 209 868,25 4,162

indice de Fixac&o Fsr = 0,014

A AMOVA realizada entre trés grupos definidos como calha (Belém), tributarios
(rios Jurud, Purus, Japura e I¢d) e localidades do rio Madeira (jusante e montante da
AHE Santo Antdnio) revelou que 98,06% da variabilidade genética encontra-se dentro
dos grupos formados e 1,54% entre os grupos com o valor deFst = 0,019. Como
consequéncia, o valor de Fsc= 0,004, que estima a variacdo entre as localidades
dentro de cada grupo foi menor, de igual forma que dentro dos grupos Fcr= 0,015
(Tabela 20).

Tabela 20: Andalise de Varidncia Molecular (AMOVA) de Brachyplatystoma
rousseauxiientre trés grupos: Localidades do rio Madeira (Montante e Jusante da AHE
Santo Antbnio), Calha principal (Belém) e tributérios (Rios Japura, I¢4, Jurua e Purus),
com base na analise de 911 bp regido controle do DNAmt.

Fonte da variagéo Grau de Somados  Componentes Porcentagem
Liberdade guadrados de variacdo de variacéo

Entre grupos 2 16,948 0,065 Va 1,54 Fst

Entre as localidades 4 18,433 0,017 Vb 0,40 Fsc

dentro dos grupos

Dentro dos grupos 203 832,867 4,103 Vc 98,06 Fct

Total 209 868,248 4,184

indices de Fixac&o:

Fsc0,004

Fst0,019

Fcr0,015

Os valores de Fst par a parestimados entre cada duas localidades, mostram
uma baixa estruturacdo entre as localidades amostradas com valores variando entre -

0,016 (Porcéo a junsante da AHE de Santo Antdnio com o rio Purus) a 0,044 (porcédo a
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montante da AHE Santo Antdnio no rio Madeira com rio Ica) (Tabela 21). Porém
nenhum dos valores foi significativo apds a corre¢do de Bonferroni (P> 0,0024)(Rice,
1989).

Tabela 21: Valores de Fsr par a par estimado para a dourada entre 07 localidades
amostradas [Belém, rios I¢4, Japurd, Madeira (jusante e montante) Purus e Jurud],
com base na andlise de 911 bp regido controle do DNAmt.

rio ro ro ro jusante
Localidades Belém Japurd Icé Purus  Jurua AHE
rio Japura -0,009
rio Ica 0,035 0,015
rio Purus 0,011 -0,001 0,012
rio Jurua 0,015 0,013 0,010 0,005

jusante AHE S. Anténio (RM) 0,011 0,004 0,033 -0,016 0,010
montante AHE S. Antonio
(RM) 0,039 0,029 0,044 0,006 0,035 -0,011

RM = rio Madeira.

Tabela 22. Namero de Migrantes por geragdo (Nm) para a dourada estimados a partir
dos valores de Fsr par a par entre as O7localidades amostradas [Belém, rios I¢4,
Japurd, Madeira (jusante e montante da AHE Santo Ant6nio) Purus e Jurud] com base
na analise de 911 bp regido controle do DNAmt.

ro rio ro jusante
Localidades Belém Japurd riolcAd Purus Jurua AHE
rio Japura 58,64
rio Ica 13,70 33,96
rio Purus 45,04 806,95 41,66
rio Jurua 31,82 38,96 48,91 107,96

jusante AHE Sto Anténio, RM 45,88 110,86 14,74 31,04 50,26
montante AHESto Antonio,
RM 12,38 17,01 10,88 80,93 13,59 46,63

RM = rio Madeira

4.4 RESULTADOS CHARACIFORMES

Os resultados obtidos na andlise de polimorfismo da regido controle do DNAmt
para as trés espécies de Characiformes estudadas mostram que Pygocentrus nattereri
apresenta valores menores dos parametros genéticos em comparacao a Potamorhina
latior e Moenkhausia collettii (Tabela 23). Além de ter o maior niumero de espécimes

analisados (54 amostras). M. collettii é a espécie que apresenta 0s maiores valores de
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parametros genéticos, dado que somente temos amostras da Montante e o menor

namero de espécimes analisados (11 amostras).
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Tabela 23. Parametros genéticos da regido controle do DNA mitocondrial para espécimes da Montante e Jusante das espécies Pygocentrus

nattereri, Potamorhina latior e Moenkhausia collettii.

Pygocentrus nattereri

Potamorhina latior

Moenkhausia collettii

Parametros Genéticos Montante Jusante Montante Jusante Montante
NuUmero de sitios 829 874 683
54 45
Tamanho amostral (N) 11
25 29 25 20
5 39
NU de haploti H 1
umero de haplétipos (H) 5 > 23 17 0
Diversidade haplotipica (Hd) 0.495 = 0.070 0.993 = 0.007 0.982 + 0.046
piotip 0.607 + 0.093 0.379 + 0.084 0.993 + 0.013 0.984 + 0.020 ' T
0.00078 + 0.00016 0.01661 + 0.00197
Diversidade nucleotidicas (1r) 0.00105 + 0.00046 + 0.01232 + 0.01865 + 0.20127 £ 0.04124
0.00025 0.00010 0.00084 0.00408
Numero total de mutagoes 4 88
285
(ETA) 4 1 44 77
Ndmero de sitios polimérficos 4 86 996
(S) 4 1 44 75
5di i 0.647 14.386
Medlas’d_as diferencas (K) 80.709
nucleotidicas par a par 0.873 0.379 10.747 16.147
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Distribuicdo dos haplétipos

Foram analisadas as trés espécies sem particiona-las, inicialmente, entre as
zonas de Montante e Jusante. Observa-se na Tabela 23, que P. nattereri apresenta o
menor nimero de haploétipos (5 em total), mesmo assim, tendo o maior numero de
espécimes analisados. O hapl6tipos com maior nimero de espécimes foram Hap_1,
Hap_3 e Hap_4 (se repetiram 37, 5 e 10 vezes, respectivamente). P. latior apresentou
0 maior numero de haplétipos (39 no total), com 34 hapl6tipos Unicos e 5 haplétipos
gue se repetiram (Hap_3, Hap_12, Hap_30 e Hap_33 se repetiram 2 vezes e Hap_17
se repetiu 3 vezes). M. collettii apresentou 10 haplétipos, com 9 haplétipos Gnicos e o
haplétipo Hap_8 que se repetiu 2 vezes. Tanto P. nattereri como P. latior, apresentam
haplétipos compartidos entre Montante e Jusante, caso ndo observado em M. collettii
por contar somente com amostras de Montante. Pode ser confirmado na figura 6.
Tabela 24. Haplétipos de Pygocentrus nattereri, Potamorhina latior e Moenkhausia

collettii.
Espécime
Espécie Haplotipo
Montante Jusante
Pygocentrus H_1 MPN12, MPN13, MPN14, MPN31, JPN5839, JPN5840, JPN5841, JPN5842,
nattereri MPN38, MPN632, MPN633, MPN2285, JPN5846, JPN5848, JPN5851, JPN5852,
MPN2235, MPN2280, MPN2281, JPN5853, JPN5854, JPN5855, JPN5856,
MPN2282, MPN3296, MPN3610, JPN5857, JPN5858, JPN5859, JPN5860,
MPN6112 JPN5862, JPN5863, JPN5865, JPN5866,
JPN5888, JPN5890
H_2 MPN30
H_3 MPN35, MPN407, MPN2167, MPN3159,
MPN611
H_4 MPN630, MPN632, MPN634 JPN5849, JPN5850, JPN5861, JPN5889,
JPN5891, JPN6012, JPN6793
H_5 MPN2319
Potamorhina latior H_ 1 MPL10
H_2 MPL22
H_3 MPL51, MPL5742
H_4 MPL448
H_5 MPL1713
H_6 MPL1714
H_7 MPL2140
H_8 MPL2144
H_9 MPL2307
H_10 MPL2308
H_11 MPL2309
H_12 MPL2310, MPL3594
H_13 MPL2582
H_14 MPL3498
H_15 MPL3499
H_16 MPL3592
H_17 MPL3593 JPL1893, JPL1894
H_18 MPL5741
H_19 MPL5766
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H_20 MPL5774
H_21 MPL5780
H_22 MPL5798
H_23 MPL6209
H_24 JPL987
H_25 JPL1851
H_26 JPL2530
H_27 JPL2531
H_28 JPL2603
H_29 JPL2611
H_30 JPL3316, JPL3317
H_31 JPL 3393
H_32 JPL3412
H_33 JPL4949, JPL4951
H_34 JPL4950
H_35 JPL4955
H_36 JPL5952
H_37 JPL6013
H_38 JPL6017
H_39 JPL6927
Moenkhausia collettii H 1 MMC681
H_2 MMC172
H_3 MMC249
H_4 MMC1151.1
H_5 MMC1151.2
H_6 MMC1151
H_7 MMC50593
H_8 MMC50594, MMC50595
H_9 MMC50596
H_10 MMC50707
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B. Potamorhina latior

H_5

C. Moenkhausia collettii

H_7

Figura 6. Relacdo entre os haplétipos de Pygocentrus nattereri (A), Potamorhina latior
(B) e Moenkhausia collettii (C).

Distancia genética
Os valores de distancia genética foram obtidos dentro de cada espécie,
considerando as amostras de Montante e Jusante (Tabelas 25 e 26). No caso de M.

collettii, foi feita a distancia intra e interespecifica comparando com P. nattereri e P.
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latior (Tabela 27). Os espécimes da Montante e Jusante de P. nattereri, apresentam
uma distancia genética de 0.1%, sendo a menor em comparacgao a P. latior (1.9%) e
M. collettii (21.9%), mesmo assim sendo amostras somente da Montante. Com o
objetivo de apresentar melhor a visualizacdo dos resultados da distancia genética, foi
computada um arvore consenso para cada espécie. As arvores foram obtidas pelo
método de maxima verossimilhanga, usando o modelo T92 (Tamura, 1992) e bootstrap
de 1000 (Figuras 7 a 9).

Tabela 25. Distancia genética intraespecifica de Pygocentrus nattereri.

Pygocentrus nattereri Montante Jusante
Montante 0.001 + 0.000
Jusante 0.001 + 0.000 0.000 + 0.000

Tabela 26. Distancia genética intraespecifica de Potamorhina latior.

Potamorhina latior Montante Jusante
Montante 0.013 £ 0.002
Jusante 0.019 + 0.003 0.019 + 0.003

Tabela 27. Distancia genética intra e interespecifica de Moenkhausia collettii.

P. nattereri P. latior Montante M.
collettii
Pygocentrus nattereri
Potamorhina latior 0.126 £ 0.010
Montante M. collettii 0.431 + 0.033 0.438 £ 0.034 0.219 + 0.014
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Figura 7. Arvore obtida por Maxima Verossimilhanca com os individuos de P.
nattereri das regibes Montante (Taxons em azul) e Jusante (Taxons em

vermelho). O tdxon Potamorhina latior foi utilizado como grupo externo.
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Figura 8. Arvore obtida por Maxima Verossimilhanca com os individuos de P. latior

das regides Montante (Taxons em azul) e Jusante (Taxons em vermelho). O
taxon Pygocentrus nattereri foi utilizado como grupo externo.
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Figura 9. Arvore obtida por Maxima Verossimilhanca com os individuos de M.collettii
da regidao Montante (Taxons em azul). Os taxons P. nattereri e P. latior foram
utilizados como grupo externo. A amostra MMCG681 representa uma provavel
contaminagao entre as amostras.
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5 DISCUSSAO

5.1 Discusséo sobre as amostras de Bab&o

A identificacdo dos padrbes de distribuicdo da variagdo genética dentro e entre
populacBes é referida como a estrutura genética populacional das espécies. Informacdes sobre
essa estrutura sdo parametros fundamentais na biologia evolutiva e conservacao. Altos niveis
de variacdo genética podem aumentar o potencial das populacdes em responder a selecao,
acentuar a adaptacdo dentro de um habitat particular e também ampliar os limites de
colonizagdo e distribuicdo, possibilitando a sobrevivéncia em uma grande variedade de
ambientes (Carvalho, 1993; Kalinowski, 2004).

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

Considerando a grande diversidade biolégica registrada na regido amazbnica e a
importancia do recurso ictico nesta area, tém levado ao incremento nos estudos da
variabilidade genética de diversas espécies de peixes amazbnicos, principalmente aquelas que
constituem uma unidade de exploragdo comercial. Os grandes bagres amazoénicos do género
Brachyplatystoma sdo um importante recurso pesqueiro e biologicamente sdo reconhecidos por
sua capacidade migratéria, além de sua ampla distribuicdo no sistema a Amazonas-Solimoes.

Brachyplatystoma platynemum representa uma das espécies menos estudadas do
género e apesar de representar um recurso de pequeno valor comercial, tem sido observado
nos ultimos anos um aumento em sua captura como consequéncia do decréscimo de espécies
com alto valor comercial como Brachyplatystoma filamentosum (Petrere et al., 2004). Assim é
de extrema importdncia 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 hapl6tipos registrados para B.
platynemum 47 corresponderam a haplétipos Unicos, registrados em maior proporcdo para
algumas localidades da calha (Iquitos 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 nimero
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menor de haplétipos; padrdo similar na distribuicdo dos haplétipos foi registrado para
B.rousseauxii (Batista, 2010) onde os tributarios da margem direita (rio Madeira, rio Purus e rio
Jurud) apresentaram um numero reduzido de haplétipos Unicos. Para B. platynemum o maior
namero de haplotipos foi registrado nas localidades de Iquitos (IP) e Belém (B) padréo que foi
observado para B vaillanti nas localidades de Belém, Manaus e Tabatinga (Rodrigues, 2009),
em comparacao 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 regido do estudrio, esta relacionada
segundo Batista e Alves-Gomez (2006), com a fun¢do do estuario como &rea de criacdo, que
congrega um numera representativo de individuos nascidos nas cabeceiras dos diferentes
tributarios.

No entanto a presenga de um namero importante de haplétipos na regido oeste da bacia
amazonica, como foi observado para B. platynemum (localidade de Iquitos, IP) entre outras
espécies do género, pode estar correlacionado com o processo de migragdo descrito para B.
rousseauxii, onde individuos adultos podem n&o retornar ao estuario em um proximo ciclo
migratorio e sim a regido entre o alto Amazonas e o baixo Solimdes, area preferencial de
alimentacdo (Barthem e Goulding, 1997; Barthem e Goulding, 2007; Leite et al.,, 2007),
mantendo uma alta diversidade de haplétipos nesta zona.

Andlises usando a regido controle foram realizadas e mostraram padrfes 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 estruturacdo genética tinham sido observadas para duas espécies do
género Brachyplatystoma na bacia amazobnica, usando a regido controle do DNA mitocondrial.
Huergo em 2009 identificou que B. filamentosum apresenta estruturacdo genética associada
principalmente ao tipo de agua (branca, clara e preta), posteriormente foi sugerida uma baixa
estruturacao para B. rousseauxii entre o rio Madeira e rio Japurd (Batista, 2010) com a regido
controle. Entretanto, para B. vaillanti usando locus microssatélites (Rodrigues, 2009) n&o foi
observada estrutura genética, sendo definido o estado de panmixia para estas duas espécies
constituindo uma Unica populagédo no eixo Amazonas-Solimfes. Padrfes de estrutura genética
foram identificados para algumas espécies de peixes amazbnicos como o curimata (Prochilodus
nigricans) envolvendo localidades dos rios Tapajés, Xingu e alto Madeira (Machado, 2009) e

para o jaraqui (Semaprochilodus insignis) foi observada estruturagéo entre a bacia amazénica e
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do Orinoco, no entanto ainda que as espécies compreendem um Unico estoque na regido
amazonica (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., 2009).

Os resultados aqui obtidos para B platynemum mostram uma clara estruturacao
genética entre as localidades da calha e o rio Madeira, padrdo que ndo € uma excecao a regra
na regiao tropical (Lundberg et al., 1998). No entanto n&o foi observada uma redugédo 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 regido 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 diminui¢cao
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 formacgéo de agrupamentos monofiléticos nos diferentes tributarios.

Embora no presente estudo uma alta variabilidade genética tenha sido identificada para
a localidade de Belém, zona do estuério, 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 consequéncia valores altos para o indice de fixacdo foram
observados, principalmente entre a localidade da Cachoeira de Teotbnio 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 populacdes como
consequéncia da cachoeira.

Estes resultados nao mostram padrdes claros de segregacao genética entre tributarios e
calha, descartando a caracterizagdo do comportamento de homing para B platynemum, mas
evidenciam a formacdo de duas unidades populacionais, a primeira conformada pelas
localidades da calha e o rio Purus, e uma segunda unidade formada pelas localidades
amostradas no rio Madeira, agrupamento que é sustentado pelas analises filogenéticas
baseadas nas relacdes dos haplétipos para os dois marcadores mitocéndrias. De acordo com a
calibragcéo do rel6gio molecular foi estimado um tempo de divergéncia entre as populagfes de
aproximadamente 1,5 milhdes de anos (Ma) para a regido controle.

De acordo com o tempo de divergéncia estimado neste estudo € provavel que a
hiptese de refagios do Pleistoceno possa explicar a separacdo das populagbes de

Brachyplatystoma platynemum. A hip6tese de reflugios baseada nas mudancas climéaticas como
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forca diretora de processos de divergéncia (Pickles et al., 2010), sugere que as mudancas
climéticas 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 1997; Prance 1982; Whitemore e Prance 1987), no entanto estas predi¢cbes séo
baseadas na biota terrestre, devido ao que as mudancas ambientais sdo menos evidentes nos
ecossistemas aquaticos (Hubert et al., 2007). Na &area de estudo, foram identificados dois
reflgios 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), enquanto a topologia atual do
rio Madeira foi estabelecida durante os passados 2 Ma (Hubert et al., 2007). Baseados na teoria
dos refligios 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, é provavel que
mudangas climaticas tivessem isolado populacdes desta espécie no alto amazonas, que
provavelmente habitaram &reas de refugio, sofrendo uma forte reducdo populacional,
posteriormente quando as pressfes climéaticas foram reduzidas as populacdes de B.
platynemum se expandiram e colonizaram o rio Madeira.

Padrdes de estrutura genética e divergéncia populacional, associados a eventos
climéaticos no Pleistoceno foram identificados para Serrasalmus rhombeus, onde populacées
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), padrdes 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 relacionada com processos de expansdo populacional posteriores a ultima grande
glaciagdo (10,000-80,000 anos), de acordo com os resultados obtidos das analises
demogréficas (distribuicdo Mismatch e tempo de expansdo populacional), ndo foi observada
tendéncias de expanséo populacional dos filogrupos, no entanto as estimativas baseadas no
parametro populacional tau (1) os tempos estimados de expansdo ndo corresponderam com
eventos importante de mudancas climaticas.

Estudos filogenéticos tém evidenciado que o estado atual da diversificacdo pré-data o

Pleistocene, pelo que a hipotese do refugio tem sido refutada como uma explicacdo potencial
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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 estocésticos 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 hipétese hidrogeoldgica relacionada com a estruturagdo atual da bacia
amazobnica. Segundo Montoya-Burgos (2003) a divisdo das drenagens, a mudanca no curso
dos rios e as repetidas incursdes e regressdes marinhas podem ter produzido muitos eventos
vicariantes, promovendo a riqueza biética atual. Segundo Lundberg (1998) a diversidade de
peixes de agua doce pode ser o resultado de mudangas paleohidrologicas que promoveram
dispersdo seguida por divergéncia vicariante. Estudos paleontolégicos e biogeogréficos
sugeriram que a diversificacdo 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 populacdes 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 mdltiplos eventos de captura de cabeceira e desconexdao entre o alto rio
Madeira, o rio Ucayali e o rio Madre de Dios podem ter acontecido, conduzindo a disperséo e
posterior isolamento das populacbes de peixes. Por outro lado, ndo explicam com total
claridade a divergéncia entre as populacdes da Calha e o rio Madeira, é 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 néo estdo associados ao
ambiente das areas altas dos rios, mas nado pode ser descartada a hipétese de que um evento
deste tipo, tenha contribuido na diversificagdo das populacdes de B. platynemum.

Ao nivel paleogegrafico ndo se tem uma hipétese clara que possa explicar o padrao
encontrado. No entanto, para a regido Amazonica se tem sugerido que processos geoldgicos
como o surgimento dos Andes, séo responsaveis pela separacéo e divergéncia de populacdes
por eventos vicariantes (Haffer, 1997). Uma hipétese particular esta relacionada com o
levantamento de arcos geoldgicos na AmazlOnia ocidental, responsavel pela alteracdo do
regime de fluxo, separando linhagens de cada lado dos arcos, resultando em divergéncia

vicariante (Hubert e Renno, 2006). Esta hipétese foi questionada por Rossetti et al. (2005) e
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Wesselingh e Salo (2006), que sugerem que estas estruturas sdo extremadamente antigas e
devido a grande concentracdo de depositos sedimentarios, a elevacao destas ndo pode ser
responsavel pelo padréo 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 ndo antes do Plioceno, e que
tem uma importante influencia na formacdo dos rio na Amazoénia ocidental (Toivonen et al.,
2007). Este arco 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. Apesar de existirem evidéncias de
divergéncia genética como consequéncias destes eventos para outras espécies animais como
no casso da ariranha 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 hipotese ndo explica o padrdo de divergéncia entre as populagdes
de B. platynemum devido a que como foi exposto anteriormente é 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
populagdes. Entretanto um aspecto importante observado nas redes de hapl6tipos corresponde
a conexao dos dois filogrupos por hapl6tipos registrados na regido de Iquitos, indicando que
provavelmente as popula¢des apresentaram uma conexao histérica.

De acordo com as hip6teses analisadas, a divergéncia das populacbes de B.
platynemum provavelmente tem sido modelada pelas mudangas ambientais durante o
Pleistoceno no passado, mas o interessante destes resultados é que a estrutura genética tem
sido mantida até hoje e o padrao de variabilidade genética observada nédo sustenta a hipéteses
de homing. Neste contexto como explicar que a populacdo da Calha e a populacdo do rio
Madeira ndo se misturaram neste tempo? Se a espécie B. platynemum nado apresenta um
comportamento de homing, como explicar a reduc¢do do fluxo génico entre as localidades da
calha e o rio Madeira, entendendo que os individuos migrantes fazem uma escolha aleatéria
dos tributérios para reproduzir se e desta forma tem a mesma chance de entrar em qualquer um
dos tributarios?

O rio Madeira é provavelmente um dos tributérios geograficamente mais complexos da
bacia amazbnica devido a sua origem 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 &rea de segregacao
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de espécies (Patton et al., 2000; Hayes e Sewlal, 2004). Este rio tem sido reconhecido por
apresentar uma grande diversidade de habitat aquaticos devido & influencia simultanea do
escudo Brasileiro, os sedimentos de planicie do terciario e dos Andes (Guyot,1993) assim o0s
tributérios do Madeira variam de acordo com a turbidez e contetdo 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 popula¢des aquéticas (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 uma hipétese a nivel bioldégico e ecoldégico que pode explicar a origem e
permanéncia da estrutura populacional é fundamentada na migracdo reprodutiva restrita das
populacdes de B platynemum na bacia do rio Madeira. Assim, é possivel que apos a separacao
das populac¢des por mudancas climaticas durante o Pleistoceno, as populagdes sofreram efeitos
de gargalho que diminuiram o tamanho populacional, a acdo da deriva genética nessas
populacdes reduzidas e separadas pode ter causado um aumento nas diferencias genéticas
entre elas. Além disso, pode existir acasalamento preferencial entre os individuos da populacao
residente no rio Madeira, baseado na evidencia de n&o isolamento por distancia entre as
populacdes. No entanto, as estimativas para o fluxo génico foram baixas, o que indica que
individuos distribuidos na calha provavelmente entram no rio Madeira mas nao se reproduzem
com a populacéo residente.

Embora ndo se tenham estudos especificos dos padrbes reprodutivos para B
platynemum é provavel que a populagao residente desta espécie no rio Madeira, siga o padrao
de migracdo 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 sao levados a areas de varzea dispersando se na floresta
inundada onde permanecem alimentando se por cerca de 4 a 5 meses. A populacdo do rio
Madeira tem uma area de alimentacdo prépria, pelo que individuos provavelmente realizam
curtas migracdes reprodutivas dentro desta bacia, enquanto a populacdo da calha
provavelmente dispde de diferentes areas de alimentacdo ao extenso da bacia amazbénica que
ndo so incluem o estudrio mas também a regido entre o alto Amazonas e baixo Solimbes
(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 informacédo obtida, a populagcdo do rio Madeira constitui uma
populacdo residente, que colonizou o rio Madeira ha aproximadamente 1Ma e que

BN

provavelmente se adaptou a condigbes ambientais da bacia, e cujo padrdo de migracao
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provavelmente esta limitado a bacia do rio Madeira. A estrutura genética e divergéncia
populacional de B. platynemum na area de estudo, pode ter sido moldada por diversos eventos
e mantida por processos adaptativos das populagcbes a ambientes particulares, que tem gerado
mecanismo para a regulacéo do fluxo génico entre as populacdes identificadas.

5.1.1 Implicacdes para conservacdo e manejo das populacbes de Brachyplatystoma

platynemum

A avaliagdo da biodiversidade dentro e entre areas é fundamental para identificar e
priorizar areas de controle, manejo e protegdo (Moritz e Faith, 1998). O significado da variagdo
genética assim dos padrfes e mecanismos responsaveis de esta varia¢cdo tem sido reconhecido
de fundamental importancia na avaliagcdo 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 conservagdo de uma espécie é importante a identificacdo das
linhagens com significado evolutivo para manter ao maximo a diversidade genética e incorporar
informacgé&o relacionada com os processos historicos populacionais (Moritz, 1998). Analises
filogeograficas constituem uma ferramenta importante na biologia da conservagdo; a idéia de
propor politicas de conservagdo 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 informacao elaborar programas efetivos para a conservacao de espécies em risco
(Avise e Hamrick, 1996).

Definir uma area de conservacao para Brachyplatystoma platyneum é uma tarefa dificil,
apesar de que a informacdo obtida neste estudo constitua um ponto de partida. Requer-se
informacdo adicional a nivel bioldgico, ecoldgico, 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 conservacdo e recuperacdo 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 série de
corredeiras e a presenca de tributérios de diferentes tipos de aguas séo indicativos de uma alta
heterogeneidade de habitats que abriga uma rica biodiversidade, importante na manutencéo da
variabilidade genética ndo sé 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
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entanto a construcdo de barragens nesta bacia pode ter fortes impactos na biota aquatica e
terrestre, devido principalmente & modificacdo 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 migracédo de diversas espécies de peixes (Barthem et
al., 1991; MacAllister, 2001). De acordo com os resultados neste estudo a populacao residente
de B. platynemum na bacia do rio Madeira, pode ser fortemente afetada pela fragmentacéo do
habitat e a interrupcdo do processo de migracdo como consequéncias das barragens, gerando
fortes impactos na sobrevivéncia da populacdo e na manutencgéo da variabilidade genética das
populacdes, devido as mudancgas nos padrdes de reproducédo e do fluxo génico.

5.2 Discussao sobre as amostras de Dourada e Piramutaba

A diversidade genética obtida para a dourada e piramutaba tem valores préximos a da
maioria das espécies (Tabela 28), principalmente daquelas com comportamento migratorio,
como a piraiba, o filhote capapreta, o tambaqui, o jaraqui e o curimatd. Isso é fortemente
verificado nos valores altos de diversidade haplotipica (conhecida também como diversidade
génica).

Baixa variabilidade genética foi observada em algumas espécies de bagres da familia
Pimelodidae, oriundas de outras regides do Brasil, com o uso da regido controle (DNAmt).
Niveis baixos de diversidade nucleotidica (Pi= 0,0038), foram obtidos para Zungaro jahu, um
jau, pertencente a familia Pimelodidae, oriundo da bacia Parana-Paraguai (Boni, 2008). Essa
espécie vem sendo afetada pelos represamentos e esta listada como vulneravel nos estados
brasileiros de Minas Gerais e Parana (Mikich e Bérnils, 2004). E considerada localmente extinta
em Varios trechos das bacias dos rios Grande e Paranaiba devido as cascatas de reservatorios
nesses rios (Alves, 2006).

Baixa diversidade nucleotidica (Pi entre 0,0000 a 0,0041) também foi reportada para o
bagre migrador Pimelodus maculatus, ao se avaliar o impacto de barragens na estrutura e
variabilidade genética dessa espécie, em oito localidades do rio S&o Francisco (Zagonel, 2009),
onde se encontram 23% da area ocupada por reservatorios no Brasil (Sato e Godinho, 2004).

Com relacdo a estrutura ou diferenciagdo populacional, a analise conjunta dos
resultados das taxas de fluxo génico basaeados nos valores de Nm, valores de Fsr, 0S
resultados da AMOVA e da distribuicdo de haplétipos aponta para um cendrio de panmixia em
que cada uma das duas espécies (dourada e a piramutaba) € composta por um Unico estoque
genético que se distribui (e migra) ao longo da Amazodnia brasileira e também certamente em

territorio de outros paises amazbnicos. Esse cenario corrobora os estudos anteriormente
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realizados com outros tipos de ferramentas como os dados morfométricos e meristicos (Alonso,
2002; Barthem e Goulding, 1997) bem como com a primeira abordagem genética, utilizando a
regido controle (DNAmt) como marcador molecular, em individuos coletados na calha principal
do rio Solimbes/Amazonas (Batista, 2001; Alves-Gomes, 2006; Formiga-Aquino, 2004
Rodrigues, 2009).

Véarias espécies de peixes amazbdnicos de importancia comercial, para as quais foi
utilizada a regido controle (DNAmt), se enquadram nesse cenario de panmixia formando um
anico estoque, entre as quais: o tambaqui (Colossoma macropomum) amostrado em cinco
localidades do eixo EAS (Santos et al. 2007) e a pescada (Plagioscion squamaosissimus)
amostrada em cinco localidades da bacia amazonica (Galletti, 2009).
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Tabela 28. indices de variabilidade genética estimados para a dourada (Brachyplatystoma rousseauxii) e piramutaba (B. vaillantii) em
relacdo aos obtidos em espécies de peixes amazbnicos, distribuidas em quatro Ordens de peixes, estimados com a regido controle

(DNAm).

Espécie Nome popular Ordem N pb H S Hu HD Pi Referencia
Nannostomus eques peixe-lapis C 68 1087 51 34 29 0,913 0,0027 Terencio (2009)
Prochilodus nigricans Curimata C 348 834 170 169 151 0,914 0,0162 Machado (2009)

Colossoma macropomum Tambaqui C 45 1077 44 72 43 0,999 0,0120 Santos et al. (2007)
Semaprochilodus insignis jaraqui escama grossa C 249 1148 121 125 43 0,961 0,0119 Batalha (2009)
Serrasalmus rhombeus Pacu C 75 963 41 - 67 0,530a0,990 0,0010 a 0,007 Hubert et al. (2007)
Plagioscion squamosissimus Pescada P 81 727 54 71 43 0,978 0,0163 Galletti (2009)
Hypopygus lepturus Sarapo G 135 911 48 67a110 33 0,348a0,978 0,0090 a 0,0570 Schmitt, 2005
Brachyplatystoma vaillantii piramutaba S 206 550 142 31 100 0,958 0,0119 Presente estudo
Brachyplatystoma filamentosum Piraiba S 225 914 130 68 96 0,987 0,0118 Huergo (2009)
Brachyplatystoma capapretum filhote capapreta S 112 913 53 34 40 0,951 0,0041 Huergo (2009)
Brachyplatystoma rousseauxii Dourada S 45 1037* 31 54 27 0,886a1,000 0,0064 a 0,0095 Batista e Alves-
Gomes (2006)
Brachyplatystoma rousseauxii Dourada S 210 911 129 39 109 0,980 0,0089 presente estudo

N: namero de individuos analisados; PB: pares de bases; S: nimero de sitios polimérficos; Hu: nimero de haplétipos Unicos; HD:
diversidade haplotipica e Pi: diversidade nucleotidica. C - Characiformes; P - Perciformes; G —Gymnotiformes e S — Siluriformes.

* NUmero de pares de bases resultante do somatério de 12 bp da sequencia nucleotidica tRNA treonina, 70 pb do tRNA da prolina, a
completa sequéncia da regido controle (911 pb) e 44 pb da sequencia parcial do tRNA da fenilalanina.
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Auséncia de estrutura genética significativa também foi observada em Pangasianodon
hypophthalmus e Pangasius bocourti, duas espécies de bagres migradores amostrados em seis
localidades do rio Mekong na Cambodia (Asia), a partir de um estudo com PCR-RFLP do DNA
mitocondrial (So et al., 2006).

Prochilodus costatus (curimbata-piéa), um peixe migrador amostrado em trés localidades
do médio-alto rio Sdo Francisco no estado de Minas Gerais, compdem uma Unica populacao
panmitica a partir de um estudo com seis microssatélites (Carvalho-Costa et al., 2008).

Diferenciacéo populacional foi encontrada para o jaraqui (Semaprochilodus insignis), um
peixe migrador de importancia comercial, mas entre exemplares das bacias amazodnica e do
Orinoco, utilizando a regido controle (DNAmt). Todavia, essa espécie compreende um Unico
estoque na regido amazbnica ao analisar exemplares oriundos de 10 localidades (Batalha,
2009).

Utilizando o mesmo marcador molecular, a presenca de estogues geneticamente
distintos foi reportada para o curimata (Prochilodus nigricans) envolvendo localidades dos rios
Tapajoés, Xingu e alto Madeira (Machado, 2009).

Por outro lado, diferentemente das outras espécies do género Brachyplatystoma, a
piraiba (Brachyplatystoma filamentosum), outro bagre migrador de importancia comercial,
apresenta fortes indicios de compreender trés estoques geneticamente distintos (resultados
também da regido controle do DNAmt), sendo cada estoque relacionado a cada tipo agua
(branca, preta e clara) (Huergo, 2009).

Altos niveis de estrutura genética foram reportados em quatro espécies de importancia
comercial no mercado de peixes ornamentais amostradas em diferentes regides da Amazonia:
o peixe lapis (Nannostomus eques) (Terencio, 2009) e o peixe borboleta (Carnegiella strigata)
(Schneider, 2007), utilizando a regido controle (DNAmMt) e os genes ATPase 8/6 (DNAmt),
respectivamente, o cardinal (Paracheirodon axelrodi) (d° Assunc¢do, 2007) e o acara-disco
(espécies do género Symphysodon spp.) (Amadio, 2008), ambos utilizando locos
microssatélites.

Grande parte dos estudos envolvendo peixes amazénicos enquadrados em um cenario
de panmixia (formam uma Unica populagéo) relaciona essa auséncia de estruturacdo genética
ao sistema de varzea na Amazbnia, que em épocas de cheia produzem conexdes que

favorecem o fluxo génico entre os individuos de diferentes localidades.
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5.2.1 A questédo do homing/filopatria

Batista e Alves-Gomes (2006) originalmente levantaram a hipétese de homing em B.
rousseauxii como uma forma de interpretar o decréscimo significativo na diferenciacdo genética
entre individuos coletados na regido do estuario e em Tabatinga. De certa forma esta tendéncia
foi verificada neste estudo, mas a inclusdo de um numero maior de localidades amostradas bem
como de individuos coletados, ndo permite corroborar o cenério de filopatria baeados nos
resultados obtidos com regido controle do DNA mitocondrial. O resultado do presente estudo
indica que as populagbes de dourada e a piramutaba ndo podem ser diferenciadas em funcéo
dos afluentes e, consequentemente, ndo pode ser caracterizada como apresentando
comportamento filopatrico. A alternativa para este cenario seria a escolha aleatéria do rio para
desovar.

No entanto sugerimos que seja realizada uma a analise conjunta dos resultados obtidos
com a regido controle do DNAmt juntamente com um marcador codominante de heranca
biparental e utilizado largamente em estudos populacionais como 0s microssatélites a fim de
confirmar ese resultado.

Dois cenarios podem ser considerados para a dourada:

1) ainda que a dourada ndo possua um comportamento de homing conspicuo ou de facil
observacao, é provavel que uma parte das douradas nascidas em um determinado tributario
eventualmente voltem (ou pelo menos tentem voltar) para este mesmo tributario para desovar.
Contudo, o percentual de sucesso nesta jornada é variado e isso se reflete na homogenizacao
genética encontrada.

2) O ciclo de vida da dourada é mais complexo do que o inicialmente postulado e ainda
ndo estd completamente esclarecido. A escolha do tributério para a desova, a influéncia de
variaveis climaticas e das caracteristicas fisico-quimicas das aguas neste processo, o local de
permanéncia dos individuos adultos na Amazdnia, o numero de desovas que cada fémea é
capaz de realizar ao longo da vida, sdo somente alguns dos aspectos ainda a serem
elucidados.

Straying € o termo usado para caracterizar a migracao de individuos para desovar em
um rio onde eles ndo nasceram. Em situa¢gBes nao filopatricas, o peixe tende a entrar em um
rio com caracteristicas fisico-quimicas (captadas sensorialmente) parecidas com as do rio onde
nasceu (Pascual e Quinn, 1994), e possui a probabilidade maior de escolher o local especifico
de desova em um afluente a montante do rio de origem (Quinn, 1991). Isso também pode esta

ocorrendo com a dourada, uma vez que a maioria das cabeceiras utilizadas para a desova se
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encontra em rios geologicamente andinos com caracteristicas fisico-quimicas da agua
semelhantes.

O comportamento filopatrico ocorre em varios organismos e diferentes métodos sao
utilizados para estuda-lo (Papi, 1992; Wehner et al., 1996). Em peixes, esse estudo é conhecido
em uma parte de espécies pertencentes a familia Salmonidae, que inclui o salméo do atlantico
(Salmo salar). Utilizando locos microssatélites, estrutura populacional foi observada nessa
espécie em sete rios da provincia de Quebec, Canadd (Fontaine et al., 1997). Esse
comportamento também foi reportado para o pintado, Pseudoplatystoma corruscans, uma
espécie de bagre da familia Pimelodidae de importancia comercial, amostrado em seis rios da

bacia Parana-Paraguai, utilizando sete locos microssatélites (Pereira et al., 2008).

5.2.2 Implicacdo para conservacdo e manejo de Brachyplatystoma rousseauxii e B.

vaillantii na Amazobnia

A conservacdo pode ser vista como a tentativa de proteger a diversidade genética
produzida pela evolucdo ao longo de 3,5 bilhbes de anos em nosso planeta (Eisner et al.,
1995).

O alvo preferencial de estratégias conservacionistas precisa ser focado na populagéo
(se estas forem diferenciadas), especialmente as de espécies vulneraveis, sobre risco de
explotacdo ou sobrepescadas, ao invés de focalizar a espécie propriamente dita (Hobbs e
Mooney, 1998)

Um plano de conservacao precisa também prever acdes voltadas a prote¢éo do habitat,
pois este é fortemente relacionado a histéria natural e ciclo de vida de uma espécie (Agostinho
et al., 2005; Allendorf e Luikart, 2007). Em outras palavras, além da importancia de conhecer a
variabilidade genética e identificar os estoques é necessario adotar e aplicar medidas de
conservacdo ao ambiente de distribuicdo geogréafica. A degradacdo e/ou fragmentacdo dos
ecossistemas riparios sao apontadas como as principais causas da diminuicdo das populacdes
explotaveis de peixes (Beverton, 1992; Agostinho et al., 1994). Principalmente nos dias atuais,
guando muito se vé e comenta-se sobre mudancas ambientais de origem antrépica e sobre
mudancas climaticas. No caso da dourada e piramutaba, as cabeceiras de diferentes afluentes
do Solim6es/Amazonas sao areas de reproducao onde os adultos desovam e as larvas geradas
sdo carreadas pela correnteza do rio até areas de criacdo, como a regido estuarina, por onde
ficam até 2 a 3 anos. A partir dai uma grande parcela do estoque migra, no inicio da vazante
para a Amazébnia central onde ficara nesta regido até estarem aptos a reproduzir e, nesse
momento, iniciam a regressar as cabeceiras de algum tributério para desovar e o ciclo

recomecar. De forma que ndo ha um Unico ecossistema e pais que englobe o ciclo de vida
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completo dessa espécie. Portanto, a conservacdo e manejo dos bagres migradores na
Amazonia precisam incluir medidas de protecdo ndo somente ao complexo ciclo de vida dessas
espécies mais também ao ecossistema como um todo.

A compilagdo dos resultados do presente estudo mostrou que, de uma forma geral,
todos os tributarios amostrados séo igualmente importantes para a manutencao da variabilidade
genética do estoque das espécies de bagres estudadas, além das localidades do eixo EAS.

Uma agenda de metas para o desenvolvimento do Brasil estd sendo executada pelo
atual governo federal. Entre essas metas inclui a construgédo de hidrelétricas (UHE) em alguns
rios no pais, entre os quais o rio Madeira, afluente utilizado poe algumas espécies de bagres
bagres em sua rota migratoria. Existem na literatura varios registros de populacdes de
diferentes espécies de peixes impactadas por esse tipo de empreendimento (Nielsen et al.,
1997; Jagera et al., 2001; Knaepkens et al., 2004; Sanches, 2007; Zagonel, 2009). A dourada é
um forte alvo de conflitos e polémicas ligado a construcdo das UHEs do rio Madeira. A partir da
reunido de esfor¢cos da comunidade cientifica, medidas mitigadoras foram propostas e aceitas
para minimizar os impactos, ndo somente da dourada mas também de outras espécies de
peixes. Serd que essas acgbes serdo satisfatoriamente efetivadas e o suficiente para evitar
algum impacto no estoque genético de espécies de peixes, no caso do presente estudo da
dourada, piramutaba e babdo? Medidas de monitoramento precisam ser de fato executadas
para ajudar a responder essa questdo a longo prazo. Ainda que os resultados do presente
estudo indiquem que ndo ha uma populacdo geneticamente restrita ao rio Madeira para
dourada e piramutaba, este rio contribui substancialmente para os niveis de variabilidade
genética e nimero de migrantes.

Nas cabeceiras dos rios com hidroelétricas, as barreiras a migracdo podem resultar em
isolamento genético e demografico que podera levar a reducdo da variabilidade genética em
todo o sistema, e potencialmente comprometer o tempo de vida das populaces (Wofford et al.,
2005).

Diante desse cenario, € importante a elaboracdo de um plano de conservagdo e manejo
integrados, bem como sua execucdo e monitoramento, que se fundamente em informacoes e
atores oriundos de diferentes areas do conhecimento (biologia pesqueira, pesca, ecoldgicas e
genéticas, socio-economia, geografia, conhecimento tradicional e outras) e dos diferentes
segmentos da cadeia produtiva, envolvendo também tomadores de decisbes pertencentes aos
Estados e Paises Amazbnicos que explotam esse recurso (Isaac et al., 1996; Barthem e
Goulding, 1997; Ruffino et al.,, 2000; Alonso, 2002; Fabré et al., 2005). Todos os atores
envolvidos precisam fornecer sua parcela de contribuicdo e comprometimento. Esse quadro &

emergencial, uma vez que a sobrepesca afeta as popula¢cdes humanas de todos os paises
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envolvidos, além de interferir na interligacdo ecolégica (por exemplo, reproducdo e cadeia

alimentar) existente nessa grande area geografica.

5.3 Discussao sobre as amostras de Characiformes

Os resultados mostram que Pygocentrus nattereri apresenta menores valores de polimorfismo
de DNA [numero de haplétipos (H = 7), diversidade haplotipica (Hd = 0,792 + 0,066) e
diversidade nucleotidica (m = 0,00139 £ 0,0025)] em relacdo a Potamorhina latior (Tabela 2).
Sabendo-se que a variabilidade genética é uma funcao da taxa de mutagéo e sua probabilidade
de fixacdo (McMillan e Palumbi, 1997), e este Ultimo esta diretamente relacionada com a
reproducdo, o que permite a analise de um trago genético de uma geracdo para a seguinte
(Alberts et al. 1996). Apesar da diferenca de valores entre P. nattereri e P. latior. Ambas as
espécies tém altos niveis de variabilidade genética. Parametros genéticos de diversidade
haplotipica (Hd) e diversidade nucleotidica (11) da regido controle do mtDNA podem ser uteis
para se saber o estado atual de uma populagdo de uma determinada espécie, como foi
mostrado para amostras de B. filamentosum e B. capapretum (Huergo, 2009) que possuem
valores elevados de diversidade haplotipica (Hd = 0,9871 e 0,9509, respectivamente), mas
diferentes valores de diversidade de nucleotideos. O autor sugeriu que esta diferenca pode ser
devido a pesca intensa de B. capapretum, requerendo a adocao de medidas de gestdo da
pesca. Outro estudo em B. vaillantii (Rodriguez, 2009), em quatro locais na Amazoénia brasileira,
mostrou uma diversidade haplotipica elevada (superior a 99%) e baixa diversidade nucleotidica.
Ele sugere que esta espécie passa através de uma populacdo de crescimento recente, de
modo que este espécie tende a acumular novas mutacdes. Se considerarmos a relacdo entre
os valores de diversidade haplotipica e de nucleotideos do DNA mitocondrial proposta por
Grant & Bowen (1998), podemos classificar P. nattereri e P. latior tendo altos valores de
diversidade haplotipica e nucletideos como espécies com populacdes estaveis com grandes
tamanhos efetivos, fluxo génico e distribuicdo geogréafica ampla. Caso contrario, as espécies
que possuem valores baixos de diversidade haplotipica e de nucleotideos, que sdo espécies
submetidas ou que tenham sido submetidas a um efeito de gargalo recente. Este efeito gargalo
(Bignotto et al., 2009, Cui et al., 2009), de acordo com as interpretacdes sugeridas para
espécies com baixa variabilidade genética sdo aqueles que estdo em perigo em sua
adaptabilidade a mudancas e adversidades ambientais (Bernatchez, et al., 1989), o que néo

parece estar ocorrendo com as espécies de Characiformes estudadas.
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6 — CONCLUSOES

o Os marcadores mitocéndrias e nucleares utilizados para determinar a distribuicdo
espacial da variacdo genética de Brachyplatystoma platynemum, apresentaram padrées
similares, indicando uma forte estruturacdo genética entre as localidades amostradas no rio
Madeira e as localidades da calha principal do eixo Amazonas-Solimdes e rio Purus.

o A estrutura populacional observada para B. platynemum além de ndo estar associada
com barreiras fisicas (corredeiras presentes no rio Madeira), ndo apresenta padrdes claros de
segregacdo genética entre os tributarios avaliados e a calha principal, o que exclui a
caracterizacao do comportamento de homing para esta espécie.

o O padrao de estrutura genética observado para os filogrupos de B. platynemum, pode
ser explicado pela agdo das mudangas climaticas no isolamento de popula¢des desta espécie
em 4reas proximas as zonas de reflgio durante o Pleistoceno, no entanto eventos
paleohidrograficos e paleogeograficos podem ter contribuido de forma indireta nesta
divergéncia.

o A manutencdo da estrutura populacional de B platynemum provavelmente esta
associada a processos de migracdo reprodutiva restrita e ao acasalamento preferencial da
populacéo residente na bacia do rio Madeira; premissa fundamentada na evidencia de néo
isolamento por distancia entre as populacdes e pelos baixos valores para o numero de
migrantes registrados.

o As douradas e piramutabas de todo o sistema amazodnico apresentam altos indices de
variabilidade genética com niveis particulares para cada espécie.

o As populacbes destas duas espécies comportam-se como uma grande populacao
panmitica em todo o sistema amazénico estudado, ou seja, as popula¢cdes ndo sao diferentes
nos diferentes sistemas de rios, evidenciando altos niveis de individuos emigrantes e imigrantes
entre todas as regioes;

o Uma vez que o rio Madeira contém populagbes de dourada e piramutaba com
consideraveis niveis de variabilidade genética, compondo grande parte da variabilidade
genética de todo o sistema, é necessario que a integridade desta populacdo associada as
outras diferentes populagfes do sistema amazbnico seja mantida, para que o pool génico das
espécies possa se manter ao longo do tempo;

o Apesar da diferenga de valores de diversidade haplotipica entre P. nattereri, P. latior e
em menor grau entre M. collettii, as espécies tém altos niveis de variabilidade genética. e
podemos classifica-las como tendo altos valores de diversidade haplotipica e nucletidica, como

espécies com populacdes estaveis com grandes tamanhos efetivos e fluxo génico e distribuicdo
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geogréfica ampla, ndo estando separadas pela Cachoeira de Santo Antbnio.
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