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RESUMO

A ordem Characiformes retne aproximadamente 1.670 espécies de agua doce, das quais
pelo menos 1.300 ocorrem no Brasil. At¢ o momento relativamente poucos estudos
genéticos foram realizados com espécies desse grupo, particularmente na Amazodnia.
Uma questdo importante para o momento atual € saber se ha algum isolamento entre
populagdes locais separadas por corredeiras ou rapidos na Amazonia, dado o potencial
hidrelétrico estimado para esses ambientes. Nesse sentido, no presente estudo,
conduzido no ambito do Programa de Conservagdo da Ictiofauna da Santo Antdnio
Energia, foram avaliadas duas populacdes locais de duas espécies: Pygocentrus
nattereri € Potamorhina latior. Empregamos sequéncias da regido controle (D-loop) do
DNA mitocondrial, pela maior taxa de mutagdo que esse gene apresenta em relacdo aos
demais genes. As amostras foram tomadas a montante e a jusante da antiga cachoeira de
Teotonio visando testar a hipotese de que essa cachoeira servia de barreira para essas
espécies. Foram analisados 54 espécimes de P. nattereri (25 montante e 29 jusante) e 45
de P. latior (25 montante e 20 jusante). Os resultados mostraram que os espécimes da
montante de P. nattereri apresentam maior variabilidade genética (haplotipos =5, Hd =
0,607, = = 0,00105) que os da jusante (haplotipos = 2, Hd = 0,379, = = 0,00046), No caso
de P. latior, esses valores foram similares tanto a montante (haplotipos = 23, Hd =
0,993, m = 0,01232) como a jusante (haplotipos = 17, Hd = 0,984, © = 0,01865). Ambas as
espécies apresentaram hapldtipos compartilhados nas duas localidades. A divergéncia
genética entre as localidades de P. nattereri (0,1%) foi menor que em P. latior (1,9%).
A andlise de variancia molecular revelou diferencas significativas entre as localidades
de P. nattereri (®st = 0,11448, P = 0,018) e P. latior (Pst = 0,16408, P = 0,000). Os
resultados sugerem que entre as duas localidades amostradas existia uma possivel
estruturagcdo populacional tanto pelas diferengas na variabilidade genética quanto na
diferenciagdo alélica. Assim, a cachoeira Teotonio representava uma barreira, ainda que
parcial, para a troca de material genético entre as populacdes locais das espécies
investigadas, o que nao foi observado em estudos similares realizados com espécies de

grandes bagres.
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ABSTRACT

The order Characiformes gathers approximately 1,670 freshwater species, of which at
least 1,300 occur in Brazil. To date relatively few genetic studies have been conducted
with species of this group, particularly in the Amazon. An important question for the
moment is whether there is some isolation between local populations separated by
rapids or fast in the Amazon, given the hydroelectric potential estimated for these
environments. Accordingly, in this study, conducted under the Conservation Program
Ichthyofauna of Santo Antonio Energia, were evaluated two local populations of two
species: Pygocentrus nattereri and Potamorhina latior. We employ sequences of the
control region (D-loop) of the mitochondrial DNA, the higher rate of this gene mutation
present in relation to other genes. The samples were taken upstream and downstream of
the old waterfall Teotonio to test the hypothesis that this waterfall served as a barrier for
these species. Were examined 54 specimens of P. nattereri (25 upstream and 29
downstream) and 45 of P. latior (25 upstream and 20 downstream). The results showed
that the amount of specimens of P. nattereri have greater genetic variability
(Haplotypes = 5, Hd = 0607, = = 0.00105) that the downstream (Haplotypes = 2, Hd =
0379, m = 0.00046). In the case of P. latior, these values were similar both upstream
(Haplotypes = 23, Hd = 0993, © = 0.01232) and downstream (Haplotypes = 17, Hd =
0.984, = = 0.01865). Both species have shared haplotypes in the two localities. The
genetic divergence between the localities of P. nattereri (0.1%) was lower than in P.
latior (1.9%). The analysis of molecular variance revealed significant differences
between the localities of P. nattereri (Ost = 0.11448, P = 0.018) and P. latior (Ost =
0.16408, P = 0.000). The results suggest that a possible population structure existed
between the two localities sampled both by differences in genetic variability as well as
by allelic differentiation. Thus, the Teotonio waterfall represented a barrier, although
partial, for genetic material exchange between local populations of the species

investigated, which was not observed in similar studies with species of large catfish.
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1. INTRODUCAO

A Amazdnia ocupa uma érea de 6.112.000 Km” e inclui os paises: Equador,
Colombia, Venezuela, Guiana, Peru, Bolivia e Brasil; compreendendo cerca de um tergo
de toda a América do Sul, na qual abriga a maior bacia hidrografica do mundo com a
maior diversidade de espécies de peixes de agua doce (Barthem & Goulding, 1997).

Neste vasto territdrio, os recursos hidricos em especial os peixes sao de grande
importancia. Tanto para fornecer alimento como fonte de proteina, quanto renda para os
moradores. Sustentando uma captura anual de milhares de toneladas de pescado para a
alimentagdo, além de muitas espécies de peixes ornamentais que sdo comercializadas
nos mercados da Asia, Europa e América do Norte (Renno ef al., 2005).

O mau uso dos recursos hidricos tem produzido um grande impacto sobre as
comunidades de peixes, devido a sobrepesca, o uso inadequado do solo na agricultura, o
descarte de esgoto sem tratamento prévio nos rios, a constru¢do de hidrovias, a
introducdo de espécies exdticas e a construgao de barragens. Neste tltimo caso, o Brasil
apresentou um forte crescimento populacional, sendo necessario criar novas alternativas
para suprir a demanda energética (Arelovich et al., 2008).

Uma represa, em um curso de agua ocasiona normalmente a formagdao de um
reservatorio, gerando um grande problema para a vida aquatica pela transformacao de
um ambiente l6tico em léntico. Trazendo como consequéncias alteragcdes fisicas e
quimicas da agua, variagdo térmica, perda de nutrientes no rio abaixo, afetando
diretamente a rota migratdria dos peixes, podendo levar a fragmentacao das populagdes
(Muller, 1995). Esses eventos podem levar a perda da diversidade genética nas espécies,
reduzindo sua capacidade de adaptacdo as mudancas ambientais, o potencial evolutivo e
o sucesso reprodutivo (Carvalho, 1993; Kalinowski, 2004; Frankham et al., 2008).

Mas, ndo s6 as barragens sao um grande problema para as espécies de peixes,
principalmente migratorias. O grau de conectividade na distribuicdo das espécies de
peixes, também ¢ influenciado pelas barreiras naturais como cascatas e cachoeiras
(Rahel, 2007). A maioria dos grandes rios da bacia amazdnica ndo apresentam grandes
obstaculos fisicos que impedem a circulagdo de animais aquaticos. Uma excegao
importante ¢ a presenca de uma série de 16 cachoeiras (ou rapidos) ao longo de um
trecho de 360 km entre Porto Velho, Guajarda Mirim e Riberalta no rio Madeira,
separando a sub-bacia boliviana que abrange a parte superior de drenagem com a bacia

principal do rio Amazonas (Goulding et al., 2003). A area de influéncia (1,4 milhdes de
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km?) representa pouco mais de 20% da bacia do rio Amazonas. O rio Madeira é
responsavel por 50% do sedimento total transportado pelo Amazonas, e 15-16% da
vazao total anual, por isso ¢ definitivamente o mais importante afluente do Amazonas
(Farias et al., 2010). Compreender o papel que desempenham as cachoeiras no Rio
Madeira, na conectividade genética entre os organismos aquaticos das bacias bolivianas
e do Amazonas, ¢ essencial para a compreensdo da sua dindmica evolutiva e que
moldam os padrdes de distribui¢do da diversidade genética nas grandes bacias do rio
Amazonas.

Estas cachoeiras sao conhecidas por formar uma barreira para a distribui¢ao de
certas espécies de peixes e vertebrados aquaticos (Goulding, 1979). Como
Potamorrhaphis eigenmanni (Lovejoy e Collette, 2001), a tartaruga Podocnemis
expansa (Pearse et al., 2006). Também diferencas significativas na composi¢do de
espécies de peixes da montante e jusante da cachoeira Teotonio (Torrente-Vilara ef al.,
2011) e em populagdes de Colossoma macropomum (Farias et al., 2010). No entanto,
para algumas espécies de bagre do gé€nero Brachyplatystoma e Pseudoplatystoma, ¢
caracideos como do género Prochilodus, estas cachoeiras, aparentemente nao
representam uma barreira para as migragdes reprodutivas (Goulding, 1979).

Dentro de todo este vasto territorio da Amazdnia e essa ampla variedade de
espécies de peixes. A ordem Characiformes ¢ grande e diversificada com muitos
géneros e espécies de muita importancia econdmica e ecologica, sendo encontrados
somente na América Central, América do Sul e Africa. Eles pertencem a superordem
Ostariophysi, grupo principalmente distinguido pela presenca do aparelho de Weber
(que transmite as ondas sonoras recebidas pela bexiga natatdria ao ouvido interno, onde
sdo convertidos em impulsos elétricos enviados para o cérebro). As diferengas mais
notaveis sdo a presenga de uma nadadeira adiposa entre a nadadeira dorsal e caudal, e a
presenca de dentes na boca, embora haja exce¢des para ambas as peculiaridades. Os
bigodes estdo ausentes e o corpo € coberto de escamas bem definidas (Menezes et al.,
2007). Dentro das espécies de Characiformes existem muitos com padrdes de migragao,
tanto para alimentagdo como para reproducdo. Entre estes podemos citar duas espécies
(Potamorhina latior e Pygocentrus nattereri) com padrdes de migracao reprodutiva e de
grande importancia econdmica, presentes tanto na sub-bacia boliviana como na bacia

principal do Amazonas.



Potamorhina latior (Figura 1), tem porte médio, até 30 cm; corpo relativamente
alongado; regido pré-pélvica com uma quilha mediana que se estende até a porgao pOs-
pélvica, porém sem serras; linha lateral com 90 a 120 escamas; coloragdo
uniformemente cinza, ligeiramente mais escura no dorso e clara no ventre. Esta espécie
¢ detritivora, consome matéria organica floculada, algas, detritos e microorganismos
associados. Empreende migragdes reprodutivas e desova no inicio da enchente,
ocorrendo comumente em lagos de dgua branca. E a segunda espécie mais importante
entre as branquinhas, sendo importante na alimentacdo e renda (Galvis et al., 2006;

Santos et al., 2006).

Locality: San, Paé, Brazil.

FishBase

Figura 1. Potamorhina latior (Characiformes, Curimatidae).

Pygocentrus nattereri (Figura 2), tem porte médio, até 25 cm; corpo romboidal e
largo. Olho pequeno, contido cerca de 6 vezes no comprimento da cabeca; fontanela
estreita e longa, alcancando o nivel médio do olho; um espinho na base anterior das
nadadeiras dorsal e anal; auséncia de dentes no palato; coloracdo cinza-arroxeado e
iridescente; queixo e ventre normalmente alaranjados; dorso cinza-azulado; nadadeira
caudal curta e acinzentada. Consome peixes, dos quais sdo arrancados pedagos; desova
parcelada, no inicio da enchente; tamanho médio da primeira maturagdo sexual em
torno de 13 cm nos machos e 15 cm nas fémeas; ovos aderentes, depositados sobre
plantas submersas e cuidados por um ou ambos o0s pais; ocorre apenas em rios de agua
branca e ¢ tipica de ambientes 1é€nticos. De grande importancia também na alimentagao

e renda nos mercados populares (Galvis et al., 2006; Santos et al., 2006).



Size (cm):20TL %
Locality: Brazil, Rio Solim
Rate: 2000-09-01
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Figura 2. Pygocentrus nattereri (Characiformes, Serrasalmidae).

E necessaria a conscientizacdo sobre a necessidade de conservacio da
diversidade biologica, porque o futuro das populacdes selvagens depende grandemente
da variagdo genética das populacdes naturais (Ryman, 1991; Avise & Hamrick, 1996).
O estudo dessa variagdo é fundamental para o desenvolvimento de projetos de manejo
sustentavel, gerando beneficios para as espécies e os povos que vivem da pesca.

Além disso, as pesquisas em genética de populagdes podem elucidar vérias
questdes relativas a estruturagdo de populacdes selvagens ou cultivadas de diversas
espécies, tais como origem, sucesso reprodutivo, taxas de divergéncias genéticas,
migragdo, tamanhos da populagdo, selegdo natural e eventos historicos (Sunnucks,
2000). Com a interrupgao da livre migragdo de peixes através das barragens ou barreiras
naturais, a diversidade genética e as frequéncias alélicas de populagdes migratorias
podem sofrer alteragdes (Hatanaka & Galetti Jr., 2003).

Os mecanismos para o isolamento das populacdes incluem separagao geografica,
capacidade de dispersdo restrita dos individuos e comportamento de homing ou
filopatria (tendéncia de retornar ao local de nascimento para reprodu¢do). Entender o
padrao de distribuicdo da variacdo genética dentro e entre populagdes que € referido
como “estrutura genética populacional” de uma espécie (Laikre et al., 2005) ¢
necessario para seu manejo e conservacao (Spruell et al., 2003). A identificacdo desta
estrutura e outros parametros sdo possiveis mediante a utilizacdo de técnicas
morfologicas (Esguicero e Arcifa, in press) e moleculares (Thuesen et al., 2008). O

manejo genético tende a ordenar a exploragdo, evitando a erosdo do pool génico e
4



garantindo a produgdo de alimento em face do crescimento populacional humano
(Foresti et al., 1992).

As técnicas moleculares utilizam marcadores que podem ser proteinas ou DNA
(Picca et al., 2004). Os marcadores de DNA sdo sequéncias que atuam como
indicadores, sendo teoricamente possivel observar e explorar a variagdo genética das
espécies através do DNA ribossomal (DNAr), minissatélites (Avise, 2004; Liu &
Cordes, 2004) e as mais utilizadas recentemente, sdo o sequenciamento de segmentos do
DNA mitocondrial (Thuesen et al., 2008) e a técnica de microssatélites (Keeney et al.,
2005).

A alta taxa de mutacdo do DNA mitocondrial (DNAmt) (Figura 1), permite que
o mesmo seja utilizado para inferir na evolucdo e relacdes filogeograficas entre
populagdes ou espécies com tempos de divergéncia relativamente recentes (Brown et

al., 1979; Avise, et al., 1987; Lee et al., 1995; Freeland, 2005).

GENOMA

MITOCONDRIAL
DE PEIXES

Figura 3. DNA mitocondrial de peixe, com a localiza¢do da regido controle ou D-Loop
(Brown, 2008).

A regido controle (D-loop) (Figura 3), a regido ndo codificadora do DNAmt,
encontra-se localizada entre as regides codificadoras de dois RNAs transportadores.
Possui uma maior taxa de substituicao de bases em relagdo as outras regidoes do DNAmt
e do DNA nuclear (Meyer, 1993). Essa regido varia muito em comprimento, sendo a
principal responsavel pela variagdo do genoma mitocondrial dos vertebrados. Esta
extrema variabilidade tem sido amplamente utilizada em estudos populacionais

5



(Aquadro & Greenberg, 1983; Harrison et al., 1985; Brown et al., 1993), incluindo
peixes (Thuesen et al., 2008). Os estudos genéticos em Characiformes sdo ainda
escassos, principalmente na Amazonia.

Entre as pesquisas de espécies neotropicais, Sivasundar et al. (2001) estudaram
Prochilodus lineatus na bacia do Parana, utilizando a regido D-loop do DNAmt,
encontraram alta homogeneidade genética entre as populagdes, ocorrendo haplétipos
similares distantes a 2.600 km. Sugerindo um alto fluxo génico pelo habito migratorio
dessa espécie.

Martins et al. (2003) estudaram Leporinus elongatus na bacia do rio Parand,
através de sequéncias de D-loop em seis localidades. Identificaram altos niveis de
variabilidade intra-populacional e a ocorréncia de hapldtipos exclusivos, sugerindo
diferenciagdo genética parcial entre as localidades.

Nesse sentido, os estudos de peixes amazonicos sao Uteis nao sO para avaliar se
as barragens construidas, em constru¢do ou ainda na fase de projetos, causardo
problemas de variabilidade e de fluxo genético. Também permitirdio um melhor
esclarecimento dos padrdes de estruturagcdo populacional dos peixes. Estas informacdes
serdo uteis no sentido de direcionar estratégias de manejo e conservagdo para as
populagdes naturais das espécies estudadas, bem como fornecer subsidios para manejo

de populagdes artificiais visando aquicultura com fins de conservacao (repovoamento).



2. OBJETIVOS

2.1 Geral: Caracterizar geneticamente (através do sequenciamento da regido controle
ou D-loop do DNA mitocondrial) duas populagdes locais de Potamorhina latior
(branquinha) e Pygocentrus nattereri (piranha), visando testar a hipotese de existéncia

de estruturagdo populacional em fun¢ao da cachoeira de Teotonio.

2.2 Especificos:

1 Coletar amostras pelo menos duas populacdes locais (entre 20 e 30 exemplares de
cada populagdo) de Pygocentrus nattereri e Potamorhina latior no rio Madeira, em
pontos acima (montante) e abaixo (jusante) da cachoeira de Teotonio.

2 Estimar as frequéncias de haplotipos das populagdes locais, pela andlise de
sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial (D-loop).

3 Comparar geneticamente as populacdes locais de cada espécie estudada para checar a
existéncia de estrutura¢do populacional.

4 Propor atividades que possam manter a variabilidade genética e o tamanho das

populagdes locais estaveis a despeito de atividades antropicas.



3. MATERIAL E METODOS
As andlises genéticas do presente estudo foram desenvolvidas no Laboratério
de Biologia e Genética de Peixes, Departamento de Morfologia, Instituto de

Biociéncias, Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu.

3.1 Coleta das amostras, extracio e quantificacio do DNA

Foram coletadas amostras de tecido muscular das espécies Pygocentrus
nattereri € Potamorhina latior. Foram analisados 54 espécimes de P. nattereri (25
montante e 29 jusante) e 45 de P. latior (25 montante e 20 jusante).

As amostras foram coletadas por pesquisadores ou obtidas diretamente de
pescadores artesanais. O tecido muscular foi preservado em etanol 96% e mantido
refrigerado até a chegada ao laboratorio onde foi mantido em freezer comum. Pelo
menos um exemplar de cada populacao foi depositado na colecdo de peixes do
Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes, Instituto de Biociéncias, UNESP, campus

de Botucatu, como testemunho dos tecidos analisados.

3.2 Extracdo de DNA gendomico
O DNA gendmico foi extraido utilizando o kit comercial DNA-Easy extraction

kit (Qiagen Inc.), a partir de amostras de tecido muscular preservados em etanol 96%.

Logo o DNA total foi preservado em agua ultrapura autoclavada e quantificado por

espectrofotometria para ajuste de concentragdo. O protocolo foi o seguinte:

1. Coloque a amostra em um tubo 1,5 ml e transfira o mesmo a um “banho seco”;

2. Mantenha o material aquecido a 55°C por cerca de 25 minutos até a secagem
completa de todo o alcool presente na amostra; com o auxilio de um pequeno
bastao plastico (pistdo) macere toda a amostra.

3. Adicione 200 pl de Tampao de Extragdo (Tris HCI pH8.0 10mM + EDTA pHS.0
10mM + NaCl 50mM + SDS 0,5%) a amostra.

4. Macere novamente o tecido com o bastio;

5. Adicione 25 pl de Proteinase K (20 mg/ml) e passe o tubo no vortex ligeiramente.

6. Coloque o tubo num bloco aquecido a 55°C e deixe por uma noite para a digestao
completa do tecido.

7. Apbs a digestao retire o tubo do bloco e centrifugue a 6.000 rpm por 5 segundos
(spin).



10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.

18.
19.

20.
21.

22.
23.
24.
25.
26.

Adicione 220 pl de Tampao BL e passe no vortex ligeiramente.

Transfira o tubo para um bloco programado a 70°C e deixe por 10 minutos.
Centrifugue a 6.000 rpm por 5 segundos (spin).

Adicione 220 pl de EtOH 100% e passe no vortex.

Centrifugue a 6.000 rpm por 5 segundos (spin);

Transfira o conteido do tubo (digestdo) para uma coluna acoplada a um tubo
coletor, ambos devidamente identificados.

Centrifugue por 1 minuto a 10.000 rpm.

Transfira a coluna para um novo tubo coletor e descarte o anterior.

Adicione 600 ul de Wash Buffer (preparado com EtOH) na coluna.

Centrifugue por 1 minuto a 10.000 rpm. Descarte o liquido do tubo coletor e o
acople novamente a coluna.

Adicione novamente 600 pl de Wash Buffer (preparado com EtOH) na coluna.
Centrifugue por 1 minuto a 10.000 rpm. Descarte o liquido do tubo coletor e o
acople novamente a coluna.

Prepare o Elution Buffer aquecendo-o a 70°C.

Centrifugue a coluna (vazia) acoplada ao mesmo tubo coletor por 2 minutos a
13.000 rpm, para a secagem completa da coluna.

Transfira a coluna para um novo tubo 1,5 ml e descarte o tubo coletor.

Adicione a coluna 200 pl de Elution Buffer pré-aquecido.

Coloque o tubo 1,5 ml com a coluna num bloco a 70°C por 3 minutos.

Centrifugue por 1 minuto a 10.000 rpm.

Aliquotar o DNA e guardar cerca de 150 pl no freezer (-20°C) para solucao estoque

e o restante na geladeira (4°C) para a solucdo de trabalho.

3.3 Amplificacdo da regio controle do DNA mitocondrial

A amplificagdo do DNA mitocondrial foi feito por reacio de PCR com um

volume total de 10 pl com 10-100ng de DNA total, 1,5mM MgCl,, 1X tampao Taq,
200uM dNTPs, 0,5uM de cada primer e 0,5 unidade de Tag DNA polimerase. Os
primers que foram utilizados s@o as seguintes: 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). Estes primers ja foram testados com diversos grupos, incluindo os grandes

bagres (Batista e Alves-Gomes, 2006) e outros Characiformes (Farias et al., 2010).
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Sendo as condi¢des de temperatura para a amplificagdo os seguintes ¢ mostrada na

figura 4:

94°C |94°C 94°C 94°C

30s

68 °C
5 min

12°C

2X 2X 28 X

Figura 4. Temperaturas na PCR para amplificar a regido controle do DNAmt.

Os segmentos de DNA amplificados nas reagdes de PCR foram visualizados em

gel de agarose 1%.

3.4 Limpeza do PCR de Sequenciamento

1.

X N kv N

—_— =
M=o

13.

Adiciona-se em cada tubo com os produtos de PCR: 0,7 ul de EDTA (125mM).
Adiciona-se em cada tubo: 0,7 pl de Acetato de Sodio (3 M).

Homogeneizar e passar no spin brevemente.

Adicionar 17,5 pl de Etanol 100%.

Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente.

Centrifuga-se por 15 min a 13000 rpm a 25°C.

Descartar o Etanol em papel toalha.

Adiciona-se 24,5 pul de Etanol 70% Gelado.

Centrifuga-se por 10":15” a 13000 rpm a 20°C.

Descartar o Etanol em papel toalha.

Repetir passo 8 a 10 (lavagem com etanol 70%).

Secar em termociclador por 2 minutos a 96°C sem tampa e com o termociclador
aberto.

Guarda-se os tubos, ja secos, no freezer a 4°C envolto em papel aluminio, até o

momento do sequenciamento.
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3.5 Sequenciamento das amostras

O DNA purificado foi sequénciado com o Kit Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Standart Version 3.1 (Applied Biosystems) e visualizado em um
sequénciador automatico ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer (Perking-Elmer), no
Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes do Departamento de Morfologia do

Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus de Botucatu.

3.6 Obtencao de sequéncias consenso

Apds o sequenciamento, as sequéncias de DNA obtidas da regido controle ou D-
loop foram analisadas no programa ATGC (Genetix Inc.), onde as sequéncias podem ser
analisadas com a visualiza¢ao simultanea do eletroferograma originario do processo de
sequenciamento automatico. Esse fato possibilita que as sequéncias consenso do gene
sejam obtidas com um grau de precisdo maior. Ap0ds essa etapa, as sequéncias consenso
de cada individuo foram passadas para um editor de texto, nomeadas separadamente ¢

salvas em um Unico arquivo em formato de texto (extensao txt).

3.7 Alinhamento das sequéncias e Analise dos dados

As sequéncias foram alinhadas com o algoritmo MUSCLE, disponivel no link
“http://www.ebi.ac.uk/Tools/muscle/index.html”. Apds esse alinhamento o arquivo
originado foi salvo em formato Fasta para que pudesse ser analisado no editor de
sequéncias BioEdit v.7.0.9 (Hall, 1999), efetuando as corre¢des manuais do
alinhamento. E importante ressaltar que as corregdes feitas foram as menores possiveis,
garantindo assim a repetibilidade da hipdtese de homologia originaria do processo de
alinhamento. Tanto as arvores que foram obtidas pelo método de maxima
verossimilhang¢a, usando o modelo T92 + G + I (Tamura, 1992) e 1000 pseudoréplicas
pelo método de bootstrap; como os valores das distancias genéticas entre as regioes
Montantes e Jusantes para as duas espécies, foram obtidas com o programa MEGA 5
(Tamura et al., 2007), que também foi usado para gerar os dendrogramas de relagao.

Os indices de diversidade molecular, utilizados para inferir as estimativas de
polimorfismo de DNA, foi calculado com o auxilio do programa computacional DnaSP
v.5.00 (Rozas & Rozas, 1999). Um resumo dos indices que foram obtidos estd

apresentado na Tabela 1. A frequéncia dos haplotipos foi calculados também com ajuda
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do programa DnaSP v.5.00 (Rozas & Rozas, 1999) e rede dos hapldtipos com o

programa Network v.4.6.00 (www.fluxus-engineering.com/network terms.htm).

Foi realizado o teste de homogeneidade genética entre as duas localidades

amostradas (montante e jusante) através de uma analise de variancia molecular

(AMOVA), usando o programa Arlequin v.3.5 (Excoffier ef al., 1992). Também, com a

finalidade de provar a hipdtese de que as mutacdes observadas sdo seletivamente

neutras, foram realizados os testes estatisticos Fs (Fu, 1997) e D (Tajima, 1989), usando

o programa Arlequin v.3.5 (Excoffier et al., 1992).

Tabela 1. Parimetros e indices genéticos utilizados para estimar a variabilidade

genética das espécies analisadas.

Indices e parimetros genéticos | Simbolo Defini¢ao
Numero de individuos coletados de cada
Tamanho amostral N '
especie.
Numero de individuos com sequéncias de
_ DNA diferentes entre eles. Uma mutagao
Numero de haplétipos H o
(mudanga de uma base nucleotidica)
caracteriza um haplotipo.
o _ Probabilidade de cada duas sequéncias serem
Diversidade haplotipica Hd )
diferentes em uma populagao.
_ ' Posicdes da sequéncia de DNA onde ocorrem
Numero de sitios polimorficos S .
mutacgoes.
Numero de bases nucleotidicas diferentes
Numero total de mutagdes ETA (mutagdo) que ocorrem na sequéncia de DNA
de varios individuos.
o . Indica o numero médio de diferengas
Diversidade nucleotidicas 7.4 ) . .
nucleotidicas por sitio entre as sequéncias
Para cada par de individuos ¢ calculado o
Meédia das diferengas nimero de mutagdes que ocorre entre suas
K

nucleotidicas par a par

sequéncias de DNA. O K representa a média de

todas essas as mutagoes.
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4. RESULTADOS

4.1 Polimorfismos de DNA

Os resultados obtidos na analise de polimorfismo da regido controle do DNAmt
para as duas espécies estudadas (Tabela 2). Mostram que Pygocentrus nattereri mesmo
tendo um maior numero de espécimes analisados (54 sequéncias) apresenta valores
menores dos pardmetros genéticos em comparagdo a Potamorhina latior (45
sequéncias). Em P. nattereri com 829pb, os parametros genéticos da montante (H = 5,
Hd = 0,607 + 0,093, 7 = 0,00105 £ 0,00025) foram maiores do que a jusante (H = 2, Hd
=0,379 £ 0,084, = = 0,00046 + 0,00010). No caso de P. latior com 874pb, aconteceu o
mesmo, os pardmetros genéticos da montante (H = 23, Hd = 0,993 + 0,013, z = 0,01232
+ 0,00084) foram maiores do que a jusante (H =16, Hd = 0,982 + 0,022, 7 = 0,01411 +
0,00124).
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Pygocentrus nattereri

Potamorhina latior

Parametros Genéticos Montante Jusante Montante Jusante
Numero de sitios 829 874
54 44
Tamanho amostral (V)
25 29 25 19
Nu de haploti 38
umero de haplotipos (H) 5 5 e 16
D \dade haplotipica (Fd) 0,495 + 0,070 0,993 + 0,007
rversidade laplotipica 0,607 £ 0,093 0,379 + 0,084 0,993 £ 0,013 0,982 + 0,022
. . . 0,00078 £ 0,00016 0,01452 +0,00055
Diversidade nucleotidicas ()
0,00105 +0,00025 | 0,00046 + 0,00010 | 0,01232 £ 0,00084 | 0,01411 £ 0,00124
56
Numero total de mutagdes (ETA)
4 1 44 43
N de siti limorfi >
umero de sitios polimoérficos () 4 1 2 a1
Médias das diferengas 0,647 12,649
nucleotidicas par a par &) 0,873 0,379 10,747 12,292

Tabela 2. Parametros genéticos da regido controle do DNA mitocondrial para espécimes coletadas na montante e jusante da cachoeira de Santo
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4.2 Distribuicao dos haplotipos

Foram analisadas inicialmente as duas espécies sem considerar as zonas de
Montante e Jusante. Observa-se que Pygocentrus nattereri apresenta 0 menor nimero
de haplétipos (5 no total). O haplotipos com maior nimero de espécimes foram Hap 1,
Hap 3 e Hap 4 (se repetiram 37, 5 e 10 vezes, respectivamente), a montante apresenta
3 haplétipos (Hap 3, Hap 4 e Hap 5) ndo presentes a jusante (Tabela 3 e Figura 5).
Potamorhina latior apresentou o maior nimero de haplétipos (38 no total), com 33
haplétipos unicos e 5 haplotipos que se repetiram (Hap 3, Hap 12, Hap 30 e Hap 33
se repetiram 2 vezes e Hap 17 se repetiu 3 vezes). Podem-se observar trés clados, dois
dos quais representados por espécimes da jusante (Tabela 4 e Figura 6). Tanto P.
nattereri como P. latior, apresentam hapldotipos compartilhados entre Montante e

Jusante (Figuras 7 e 8).
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Tabela 3. Haplotipos de Pygocentrus nattereri.

Espécimes
Haploétipo
Montante Jusante
JPN5839, JPN5840, JPN5841, JPN5842,
MPN12, MPN13, MPN14,
JPN5846, JPN5848, JPN5851, JPN5852,
MPN31, MPN38, MPN632,
JPNS5853, JPN5854, JPN5855, JPN5856,
H 1 MPN633, MPN2185, MPN2235,
N JPN5857, JPN5858, JPN5859, JPN5860,
MPN2280, MPN2281, MPN2282,
JPN5862, JPN5863, JPN5865, JPN5866,
MPN3296, MPN3610, MPN6112
JPNS5888, JPN5890
H 2 MPN30
H 3 MPN35, MPN407, MPN2167,
B MPN3159, MPN6111
JPN5849, JPN5850, JPN5861, JPN5889,
H 4 MPN630, MPN631, MPN634
- JPN5891, JPN6012, JPN6793
H 5 MPN2319
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Tabela 4. Haplotipos de Potamorhina latior.

. Espécimes
Haplotipo Montante Jusante

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

H 20 MPL5774

H 21 MPL5780

H 22 MPL5798

H 23 MPL6209

H 24 JPLO87
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 JPLA955
H 35 JPL5952
H 36 JPL6013
H 37 JPL6017
H 38 JPL6927
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A. Pygocenirus nafiereri

Figura 5. Relagdo entre os haplotipos em Pygocentrus nattereri. Em azul os haplotipos
encontrados a montante de Santo Antonio e em vermelho os haplotipos encontrados a

jusante.

Figura 6. Relacdo entre os haplotipos em Potamorhina latior. Em azul os haplétipos
encontrados 2 montante de Santo Antdnio e em verde os haplotipos encontrados a

jusante.
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4.3 Testes de homogeneidade genética e neutralidade

A andlise de variancia molecular revelou diferengas significativas entre as
localidades para P. nattereri (st = 0,11448, P = 0,018) e para P. latior (®st = 0,18389,
P = 0,000) (Tabela 5). Os resultados mostram que entre as duas localidades existem
uma possivel estruturagdo populacional tanto pelas diferencas na variabilidade genética
quanto na diferenciagdo alélica. A realizacdo das provas estatisticas F de Fu e D de
Tajima, com a finalidade de testar a hipdtese de que as mutagdes observadas no
fragmento sequenciado da regido controle do DNA mitocondrial foram seletivamente
neutras, mostraram que ambas as espécies representam valores ndo significativos para
ambas as provas estatisticas [P. nattereri (Tajima’s D = 0.14862, P = 0.56350; Fu’s Fs
=-0.04213, P = 0.36350) e P. latior (Tajima’s D = -0.05217, P = 0.52850; Fu’s Fs = -
7.46959, P = 0.03300)]. Também ¢ observado a ndo significincia dentro as duas
localidades de P. nattereri. Mas, no caso da montante de P. latior, a prova estatistica

Fu’s Fs (-11.37137, P = 0.00000) foi significante (Tabela 5).
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Tabela 5. Testes de homogeneidade genética e neutralidade da regido controle do DNA mitocondrial para espécimes coletadas na montante e

jusante da cachoeira de Santo Antonio.

Pygocentrus nattereri

Potamorhina latior

Teste

Montante

Jusante

Montante

Jusante

Homogeneidade genética (Pst)

0,11448, P = 0,000

0,18389, P =0,000

Teste de neutralidade D de
Tajima

0.14862, P =0.56350

-0.05217, P=0.52850

-0.47445, P=0.27800

0.77169, P = 0.84900

-0.29752, P =0.41400

0.19317, P = 0.64300

Teste de neutralidade Fs de Fu

-0.04213, P

=0.36350

-7.46959, P

=0.03300

-1.18955, P=0.15000

1.10529, P =0.57700

-11.37137, P = 0.00000

-3.56780, P =0.06600
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4.4 Distancia genética

Os valores de distincia genética foram obtidos dentro de cada espécie,

considerando as amostras de montante e jusante (Tabelas 6 e 7). Entre as duas

localidades de P. nattereri, se observa uma distancia genética de 0,1%. Sendo menor em

comparagdo a P. latior (1,6%). Com o objetivo de apresentar melhor a visualizacdo dos

resultados da distancia genética, foi computada uma arvore consenso de haplotipos para

cada espécie. As arvores foram obtidas pelo método de méxima verossimilhanga,

usando o modelo de evolugao T92 + G + I (Tamura, 1992) e 1000 pseudoréplicas pelo

método de bootstrap (Figuras 7 e 8).

Tabela 6. 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 7. Distancia genética intraespecifica de Potamorhina latior.

Potamorhina latior Montante Jusante
Montante 0,013 £ 0,002
Jusante 0,016 £ 0,003 0,014 £ 0,002
74 I
75 I H2 MPN30
H3_MPN3159
H4_JPN6012

H1 JPN5890

0.0005

H5_MPN2319

Figura 7. Dendrograma dos cinco haplotipos obtido por Maxima Verossimilhanga com

os individuos de P. nattereri. Os nimeros representam valores obtidos em 1000

pseudoréplicas pelo método de bootstrap.
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26 H11_MPL2309
H23_MPL6209
H4_MPL448
H25_JPL1851

66 | H20_MPL5774
H15_MPL3499

49 ——— H21_MPL5780

24

32

69

s _|— H2_MPL22
77 | H35_JPL5952
L H8 MPL2144
H18 MPL5741

] H36_JPL6013
41 -

41 |: H9_MPL2307
86 H14_MPL3498

—71|j H6_MPL1714
80 H38_JPL6927

66 34

41

H19_MPL5766

24 H22_MPL5798

H27_JPL2531
H1_MPL10

—73|_7 H7_M PL2140
H13_MPL2582

63 ——— H3_MPL5742

— H24_JPL987

— H37_JPL6017
H10_MPL2308
H12_MPL3594

61 H5_MPL1713

68 | H30_JPL3317
99 I— H29_JPL2611

39

72

75
36

97

44

12

0.002

L H34 JPL4955
43 H31 JPL3393
45 [L H17_JPL1894

H26_JPL2530

58 H33_JPL4951
_L H16_MPL3592
H28_JPL2603
56 I: H32_JPL3412

Figura 8. Dendrograma dos haplétipos obtido por Maxima Verossimilhanga com os

individuos de Potamorhina latior. Os nimeros representam valores obtidos em 1000

pseudoréplicas pelo método de bootstrap.
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5. DISCUSSAO

A bacia do rio Madeira ¢ o maior sub-bacia e o afluente mais importante do rio
Amazonas. As duas bacias sdo divididas por uma seria de cachoeiras, que comegam
imediatamente a montante da cidade brasileira de Porto Velho até a cidade de Riberalta
na Bolivia. A sub-bacia boliviana (a montante das cachoeiras) compreende cerca de
60% da area total irrigada pelo rio Madeira (Lundberg et al., 1998). Isto acontece
porque no inicio do Plioceno (hd 4-3 milhdes de anos), houve um aumento do Arco
Fitzcarrald que gradualmente foi isolando e elevando a bacia boliviana. Essa mudanga
gerou grandes alteragdes no padrao de drenagem, de modo que todos os principais rios
da bacia no norte da Bolivia comecaram a drenar através da regido das cachoeiras do
Alto Madeira (Campbell et al., 2001; Hoorn et al., 1995; Réasinen et al., 1987).

O papel das barreiras biogeograficas na conectividade e diferenciacdo de
populagdes (Rahel, 2007), papel similar das cachoeiras do rio Madeira. Ja foram
propostos para espécies de peixe como Potamorrhaphis eigenmanni (Lovejoy e
Collette, 2001) que se originou da transi¢do de espécies de ambiente marino do género
Strongylura, at¢é um ambiente de 4gua doce como resultado de uma estruturagdo
populacional seguido do processo de especiagdo. No golfinho-de-rosa Inia geoffrensis
(Banguera-Hines et al., 2002), encontraram diferencias significativas entre as
populagdes da bacia principal do rio Amazonas com a sub-bacia boliviana, utilizaram
como marcadores moleculares a regido controle [rio Amazonas (Hd = 14,9%, = =
0,228%); bacia boliviana (Hd = 76,1%; = = 0,160%)] e o citocromo b [rio0 Amazonas
(Hd = 42,5%; © = 0,46%); bacia boliviana (Hd = 20%; = = 0,03%)] do DNA
mitocondrial. Para a tartaruga Podocnemis expansa (Pearse et al., 2006), entre todas as
amostras coletadas, as de Peru, Brasil (bacia principal do rio Amazonas) e a Bolivia
(sub-bacia) mostraram diferencia significativa e as suas mutagdes sendo consistentes
com a neutralidade para os dados do DNAmt. E para Colossoma macropomum (Farias
et al., 2010), também se observou uma diferencia significativa entre as populagdes da
montante e jusante as cachoeiras no rio Madeira. No entanto, espécies do género
Brachyplatystoma e Pseudoplatystoma atravessam sem dificuldade as cachoeiras, assim
como também Prochilodus nigricans (Goulding, 1979).

Considerando a grande diversidade biologica registrada na regido amazonica € a
importancia dos recursos icticos nesta area do rio Madeira, tém ocorrido um incremento
nos estudos da variabilidade genética de diversas espécies de peixes amazonicos,
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principalmente aquelas que constituem unidades de exploragdao comercial. As espécies
de Characiformes, especificamente Pygocentrus nattereri € Potamorhina latior sdo um
importante recurso pesqueiro por gerar renda pela sua ampla distribuicdo no sistema
Amazonas-Solimdes (Barthem e Goulding, 1997) e também pelo seu cosumo na pesca
de subsisténcia. Sendo de grande importancia o conhecimento da variabilidade genética
destas espécies para o desenvolvimento de medidas de manejo e conservagao.

Os resultados obtidos nesse estudo mostram que Pygocentrus nattereri apresenta
valores baixos de polimorfismo de DNA [nimero de haplétipos (H = 5), diversidade
haplotipica (Hd = 0,495 + 0,070) e diversidade nucleotidica (= =0,00078 + 0,00016)] em
comparacdo a Potamorhina latior. Em ambas as espécies, tanto a diversidade
haplotipica como a diversidade nucleotidica da montante sdo maiores que a jusante
(Tabela 2). A variabilidade genética ¢ uma combina¢do da taxa de mutagdo e a
probabilidade de fixagdo (McMillan & Palumbi, 1997), sendo essa ultima diretamente
relacionada com a reprodu¢do, o que permite uma avaliacdo da caracteristica genética a
partir de uma geragdo para a seguinte (Alberts ef al. 1996).

Os parametros genéticos de diversidade haplotipica (Hd) e diversidade
nucleotidica (m) da regido controle do DNAmt podem ser uteis para saber o estado atual
da populacdo de uma determinada espécie. Isto ¢ demonstrado pelos estudos de variagao
genética em Siluriformes feitas com o DNAmt em Brachyplatystoma filamentosum e B.
capapretum (Huergo, 2009), que tém elevados valores de diversidade de haplotipos (Hd
= 0,9871 e 0,9509, respectivamente), mas diferentes valores de diversidade de
nucleotideos (maior em B. filamentosum do que B. capapretum, 0,0118 e 0,0041,
respectivamente). O autor sugeriu que esta diferenca poderia ser devido a pesca intensa
sobre B. capapretum, exigindo a ado¢do de medidas de gestdo da pesca. Outro estudo
em B. vaillantii (Rodriguez, 2009), realizado em quatro locais da Amazodnia brasileira, a
diversidade de haplotipos observada foi alta (superior a 99%) e baixa diversidade
nucleotidica. Ele sugeriu que esta espécie passa por um crescimento populacional
recente, por isso esta espécie tende a acumular mutagdes novas.

Considerando-se a relacdo entre os valores de diversidade haplotipica e
nucleotidica do DNA mitocondrial proposto por Grant & Bowen (1998). Classificamos
P. nattereri por apresentar valores baixos de diversidade haplotipica e nucleotidica
como aquela que tem ou teve um efeito de gargalo recente. Este efeito gargalo (Bignotto
et al., 2009, Cui et al., 2009), de acordo com as interpretagdes sugeridas para espécies
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de baixa variabilidade genética, sao aqueles que estdo em perigo de extingdo e assim a
sua adaptabilidade a mudangas e adversidades ambientais temperatura sdo baixas
(Bernatchez et al., 1989). P. latior por apresentar altos valores de diversidade
haplotipica e nucleotidica, foi classificada como uma espécie com populagdes estaveis,
com grandes tamanhos efetivos, fluxo génico e distribuicdo geografica ampla. Para
ambas as espécies no teste de neutralidade tanto D quanto Fs, ndo apresentam
diferencias significativas. Assim, ¢ possivel que as espécies, nos ultimos anos nao
apresentaram modificagdes nas suas estruturas populacionais. Mas, considerando
somente o teste Fs para a montante de P. latior com valor significante, esta populagdo
apresentaria uma expansdo (Fu, 1997) que poderia estar acontecendo na sub-bacia
boliviana, sendo a cachoeira de Teotdnio uma barreira que ndo permite que o mesmo
aconteca a jusante (bacia principal do rio Amazonas).

Padrdes similares na distribui¢do da variabilidade genética usando a regido
controle foram determinados para algumas espécies de peixes ndo-migradores 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). O numero de haplotipos
que apresenta uma espécie ou populagdo, também pode ser usado para determinar o
estado atual de variabilidade genética. Concorda com observacdes feitas por Higuchi &
Kato (2002) ao analisar 20 espécimes de Sebastes thompsoni (20 haplotipos) e 18 de S.
inermis (15 haplotipos) apontam para uma elevada diversidade haplotipica. Do mesmo
jeito, Santos et al. (2007) encontraram alta variabilidade haplotipica em C.
macropomum ao pesquisar 48 espécimes (47 haplotipos) em diferentes localidades na
Amazobnia brasileira. Também em outras espécies de peixes de agua doce, como
Carnegiella strigata (Schneider, 2007), Cichla monoculus (Renno et al., 2006) e peixes
marinhos Siganus spinus e S. guttatus (Iwamoto et al., 2009) e salmao (Weiss et al.,
2000, Weiss et al., 2001) essa alta diversidade tem sido relatada. Mas no caso de ambas
as espécies por apresentar poucos haplotipos compartilhados sugerem que o equilibrio
genético entre as duas localidades pode estar sendo alterado por fatores como redugao
ou auséncia de migracao (Frankham et al., 2008) .

Além da diversidade haplotipica e nucleotidica a analise de homogeneidade
genética, revelou diferengas significativas entre as duas localidades para P. nattereri
(st = 0,11448, P = 0,018) e para P. latior (Pst = 0,16408, P = 0,000). Os resultados
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sugerem que entre as duas localidades amostras existem uma possivel leve estruturagao
populacional. Mas, ambas as localidades apresentam haplétipos compartilhados
(Figuras 5 a 6), caracterizando assim a existéncia de fluxo génico. A estruturacio ¢ mais
notéria em P. latior do que em P. nattereri, observado também pela distancia genética
(Tabelas 6 e 7). Resultado similar foi encontrado por Farias et al. (2010) ao estudarem
amostras de C. macropomum da sub-bacia boliviana (montante) e bacia principal do
Amazonas (jusante) no rio Madeira, onde encontraram diferenca significativa entras as
duas bacias (@st = 0,0755, P <0,001), mas ndo dentro das bacias.

Nossos resultados indicam que a cachoeira Teotonio no rio Madeira nao ¢ uma
barreira absoluta, nem mesmo muito forte, ao intercambio genético para as populagdes
locais (montante e jusante) de P. nattereri e P. latior, mas tem papel importante na
diferenciagdo local de populagdes dessas espécies, o que nao foi observado em estudos
similares realizados com espécies de grandes bagres.

De acordo com esta informagao sugere-se que uma avaliagdo profunda do estado
da populagdo destas espécies ao longo da bacia do rio Madeira seja realizada, assim
como da efetividade do sistema de transposicdo de peixes construido pelas empresas
responsaveis do funcionamento das barragens agora construidas nesse rio, para garantir
a subsisténcia das populagdes do rio Madeira, além de dirigir esforcos na conservagao
das areas de alimentacdo na calha principal do rio Amazonas, devido a que esta
constitui o habitat preferencial ndo s6 da espécie de estudo, mas, provavelmente, de

incontaveis espécies de peixes.

6. CONCLUSOES

As corredeiras do rio Madeira ndo sdo uma forte barreira a troca genética entre
os espécimes da montante e jusante para P. nattereri e P. latior, mas exercem sim papel
no isolamento parcial de populagdes dessas espécies. Existe um fluxo de genes, sendo a
mais notavel em P. nattereri do que em P. latior. Pode ser que, com a destruicdo deste
habitat, as populagdes desta espécie sejam muito afetadas, causando uma modificacdo
deletéria na estrutura das populagdes e reducdo na variabilidade genética das espécies.
Por outro lado, as solugdes em execucdo, como a construcdo de 'escadas de peixes',
podem alterar o fluxo génico original entre as populacdes levando a uma

indiferenciagdo das mesmas.
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