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Resumo

A intensificac@o 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, o mau uso do solo na agricultura, o descarte
de esgoto sem tratamento prévio nos rios, a construgcdo de hidrovias e a introdugdo de
espécies exoticas. O futuro das populagdes selvagens depende grandemente da variacdo
genética das populagdes naturais. A variacdo genética dentro de uma espécie € um
conceito fundamental para a genética aplicada a ecologia e diversos autores sugerem
pelo menos trés razdes biologicas para a preservacdo da variabilidade genética das
populacdes naturais como objetivos da biologia da conservagdo: a perda da
variabilidade pode aumentar a probabilidade de extingdo através de um declinio na
fecundidade e viabilidade; populacdes com baixos niveis de variagdo genética, sobre as
quais a selecdo natural pode operar, podem ter oportunidades reduzidas para futuras
adaptacdes frente a mudancgas evolutivas; e a preservacdo da variabilidade genética pode
ter papel chave na identificagdo de unidades evolutivas significativas para a formulagdo
de programas de conservag@o. Assim, o estudo da variacdo genética é fundamental para
o desenvolvimento de projetos de manejo sustentavel. Um dos marcadores moleculares
mais eficazes para o estudo populacional sdo os microssatélites e a regido controladora
da DNA mitocondrial (D-loop), que tem revelado diferencas significativas mesmo entre
populacdes separadas por pequenas distancias geograficas. Neste contexto, o presente
estudo, teve como objetivo caracterizar a diversidade genética de populagdes de
curimbata coletados ao longo da Bacia do Prata (Prochilodus lineatus) e da Bacia
Amazonica (Prochilodus nigricans) utilizando esses marcadores moleculares. Com base

nos resultados obtidos, a espécie P. lineatus apresentou —se sem estruturacdo genética
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quando comparadas apenas amostras coletas na Bacia do Alto Parana, porém apresentou
indices de estruturacdo quando essas amostras foram comparadas aos grupos amostrais
pertencentes a Bacia do Paraguai. No caso da espécie P. nigricans, os diferentes
marcadores apresentaram indices diferentes de estruturagdo. No caso dos
microssatélites, este obteve indices de estruturagdo somente no grupo amostrado na
localidade purus (rio Purus), e nenhuma estruturacdo nos demais grupos, ja para o
marcador mitocondrial, o0 mesmo apresentou altos indices de estruturagdo entre os
grupos de diferentes rios, caracterizando cada rio como uma populagdo. Isso pode nos
levar a crer que a espécie P. nigricans, pode ter comportamento migratério diferente

entre os sexos, isso devido ao tipo de heranga tipica de cada marcador.
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1 INTRODUCAO

1.1. Importancia dos peixes

A intensifica¢do do uso de recursos aquaticos tem produzido um grande impacto
sobre as comunidades de peixes. Dentre as agdes antropicas mais impactantes destacam-
se a construcao de barragens, a sobrepesca, o mau uso do solo na agricultura, o descarte
de esgoto sem tratamento prévio nos rios, a construcdo de hidrovias e a introdugdo de
espécies exoticas.

Ormerod (2003) destaca que os peixes estdo entre os recursos naturais mundiais
mais importantes e que se a importancia economica ndo ¢ suficiente para enfatizar o
valor que estes organismos representam, deve-se considerar a importancia intrinseca de
sua conservagdo. Esta importincia estd na biodiversidade e ciclos de vida que
apresentam, na ecologia comportamental, nas interagcdes ecoldgicas e nas adaptagdes
fisiologicas desenvolvidas ao longo do processo evolutivo, além da potencial utilidade
que muitas espécies oferecem no manejo de ecossistemas, exercendo atividades de
controle de insetos vetores, manejo de vegetacao invasora e em biomanipulagdes usadas
para restauracdes de sistemas aquaticos. Além disso, os peixes sdo reconhecidos pelo
importante papel que cumprem nos processos que ocorrem no ecossistema, os quais

incluem principalmente a transferéncia de energia entre os niveis da cadeia trofica.

1.2. Estratégias de Conservaciao

Peixes e outros organismos marinhos sdo os Unicos animais selvagens

consumidos em grande escala pela espécie humana, principalmente em decorréncia da



exploragdo direta de populacdes naturais. Assim, os problemas e as solucdes
encontradas na sua exploragdo sdo completamente diferentes daqueles oriundos da
exploracdo das plantas e animais domésticos (Solé-Cava 2001).

Uma constatagdo crescente identificada pelos dados estatisticos é que os
estoques naturais de peixes t€m sofrido sensivel reducdo nos cursos d’agua, como
resultado da exploracdo desordenada dos recursos, pela captura de individuos jovens,
pela pesca predatoria, falta de fiscalizacdo e medidas protecionistas e, principalmente,
pela crescente fragmentacdo dos rios devido a construcdo de empreendimentos
hidrelétricos que modificam as areas de desova coletiva e interrompem o trajeto da
migracdo reprodutiva de algumas espécies. Desta maneira, o futuro das populagdes
selvagens depende grandemente do conhecimento da biologia e da dinamica
populacional destes animais, bem como da variacdo genética das populagdes naturais
para a tomada de medidas racionais na preservacao dos estoques e desenvolvimento de
projetos de manejo sustentavel. (Ryman, 1991, Hahn et al., 1998; Hilsdorf e Petrere,
2002; Agostinho et al., 2002, Marciano, 2005; Ribeiro Filho, 2006).

A variabilidade genética dentro e entre populagdes ¢ um pardmetro fundamental
na biologia evolutiva e conservagao. Altos niveis de variagdo genética podem aumentar
o potencial das populagdes em responder a selecdo, acentuar a adaptagdo dentro de um
habitat particular e também ampliar os limites de coloniza¢do e distribuicdo,
possibilitando a sobrevivéncia em uma grande variedade de ambientes (Carvalho, 1993;
Kalinowski, 2004). Além disso, as pesquisas em genética de populagdes podem elucidar
varias questdes relativas a estruturacdo de populacdes selvagens ou cultivadas de
diversas espécies, tais como origem, sucesso reprodutivo, taxas de divergéncias
genéticas, migracdo, tamanhos da populacdo, selecdo natural e eventos historicos

(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 & Lugon-Moulin,
2002; Laikre et al., 2005). Mecanismos que promovem o isolamento das populagdes
incluem capacidade de dispersdo restrita dos individuos e comportamento de homing
(tendéncia de retornar ao local de nascimento para reproducdo). Uma troca limitada de
individuos reprodutores entre os grupos resulta em uma diferenciagdo genética entre
eles.

Segundo Laikre et al. (2005), o padrio de distribuicdo da variagdo genética
dentro e entre populagdes ¢ referido como “estrutura genética populacional” de uma
espécie, ¢ a mesma poderia ser de trés tipos: (1) populagdes distintas (com baixo fluxo
génico ¢ manutengdo de isolados populacionais), (2) populagdes continuas (com fluxo
génico moderado e padrdo de isolamento por distincia) e (3) sem diferenciacdo
(homogeneidade genética entre todas as areas de distribui¢do geografica estudadas).
Deste modo, para o estabelecimento de estratégias de manejo deve-se considerar cada
um destes casos, pois o manejo incorreto pode levar a perda de alelos raros e
consequentemente a diminuicdo na variacdo genética da espécie, uma vez que cada
populacdo contribui com uma parcela da variagdo total (Laikre ef al., 2005).

A identificag@o desta estrutura e diversos outros pardmetros é possivel mediante

a utilizagdo de técnicas moleculares.

1.3. Marcadores Moleculares e estudos genéticos em peixes

Diversos estudos genético-populacionais tém sido conduzidos na tentativa de

identificar estruturacdo populacional em peixes neotropicais e a maioria desses estudos
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tém focado principalmente espécies pertencentes as ordens Characiformes e
Siluriformes (Oliveira et al, 2009). Andalises moleculares apresentam especial
relevancia para abordagem conservacionista, uma vez que permitem avaliar a estrutura e
dindmica de uma populagdo. A utilizagdo de diversas classes de marcadores
moleculares, como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), DNA mitocondrial,
minissatélites ou VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) e microssatélites ou
SSR (Simple Sequence Repeats), baseadas em PCR (Polymerase Chain Reaction), esta
possibilitando a caracterizagdo da estrutura genética de diversas popula¢des, incluindo a
identificacdo de individuos migrantes e analises de diversidade genética intra- e inter-
populacional (Haig, 1998; Wasko e Galetti, 2003; Matoso et al., 2004; Hatanaka ef al.,
2006; Oliveira et al., 2009).

A técnica de RAPD baseia-se na utilizagdo de apenas um primer com uma
sequéncia arbitraria em reacdes de PCR e, portanto, com sequéncia alvo desconhecida.
primers Unicos de sequéncias cernes universais de VNTRs também podem ser utilizados
para amplificar regides arbitrarias do genoma de diversas espécies, incluindo peixes
(Wasko e Galetti, 2002; Lopera-Barrero, N. et al, 2013) e camardes (Freitas e Galetti,
2002). Existem ainda outros métodos moleculares, como RFLP (Restriction Fragment
Polymorphism) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), que podem ser
utilizados para inferir sobre a estrutura genética das populacdes. A técnica de RFLP
baseia-se no uso de enzimas de restri¢do e hibridagao destes fragmentos com sequéncias
homologas de DNA marcadas com radioatividade ou compostos luminescentes para
detectar polimorfismos nos sitios de restrigdo (Imsland et al., 2004; Okimoto et al.,
2008). A AFLP utiliza um misto de digestdo de enzimas de restricdo e posterior PCR,
com analise dos fragmentos em géis de alta resolucao (Ferreira e Grattapaglia, 1995;

Mickett et al., 2003; Maldinia et al., 2006; Liu et al., 2006).



Entre as técnicas que tém sido mais utilizadas no estudo de genética de
populacdes, podemos destacar os marcadores microssatélites ¢ analise da regido
controladora do mtDNA (D-loop).

O termo microssatélite se refere a uma classe de marcadores de DNA
codominantes que possuem padrdo de heranca mendeliana. Sdo sequéncias de 1 a 6
bases repetidas in tandem e estdo presentes em organismos procariotos e eucariotos, em
menor ou maior abundancia, podendo ser encontrados em regides codificantes e ndo
codificantes do genoma da maioria dos organismos (Chambers e Macavoy, 2000; De
Woody e Avise, 2000, Christiakov et al. 2006).

Os microssatélites t€ém se mostrado uma ferramenta extremamente vantajosa
para o mapeamento do genoma de muitos organismos (Christiakov et al., 2006). Além
disso, suas aplicagdes se estendem por diferentes areas como em estudos filogenéticos,
forenses, de paternidade, na genética de populacdes e na conservagdo e manejo dos
recursos biologicos, entre outras (Jarne e Lagoda, 1996; Christiakov et al., 2006).

A grande aplicabilidade dos microssatélites em estudos com peixes pode ser
evidenciada primeiramente pela grande quantidade de artigos disponiveis na literatura
referentes ao isolamento e caracterizacao destes marcadores nesse grupo de organismos
(Lee e Kocher 1996; O’Connell ef al., 1998; Revaldaves et al. 2005; Christiakov et al.,
2006; Morelli et al. 2007; Barbosa et al., 2008; Gondim et. al., 2010; Rueda et al.
2011).

Os trabalhos utilizando microssatélites em peixes tém abrangido estudos
relacionados a variabilidade genética, estrutura de populagdes com inferéncias sobre
conservagdo e manejo de espécies, estudos de padrdes de migragdo, diferenciacdo de
estoques cultivados, evidéncias de introgressdo genética, sistemas reprodutivos, efeitos

de fragmentacdo de ambientes e relacdes filogenéticas entre tdxons relacionados, entre
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outros, pois revelam diferencas significativas mesmo entre populagdes separadas por
pequenas distancias geograficas (Lee e Kocher, 1996; Garcia de Leon et al., 1997; Jones
e Avise, 1997; Beacham e Wood, 1999; Hansen et al., 2000; Mezzera e Largiader,
2001; Koskinen et al., 2002; Shikano e Taniguchi, 2002; Hanfling et al., 2002; Melon
Barroso et al., 2005; Hatanaka et al,. 2006; Hrbek et al., 2007; Carvalho-Costa et al.,
2008; Abreu et al., 2009; Calcagnotto e DeSalle, 2009; Matsumoto e Hilsdorf, 2009;
Pereira et al., 2009; Hausdorf et al., 2011, Barroca et al., 2012, Sanches et al., 2012;
Mello et al., 2013).

No caso do DNA mitocondrial, este é provavelmente uma das moléculas mais
estudadas para uma vasta gama de projetos incluindo filogenia, filogeografia e genética
de populagoes (Tatarenkov & Avise, 2007). Esta escolha ¢ bem fundamentada, pois os
genes mitocondriais podem ser facilmente amplificados em uma grande variedade de
taxons e, por serem haploides, as sequéncias podem ser obtidas sem clonagem. Por ter
uma alta taxa de evolucdo e tamanho populacional efetivo de um quarto dos marcadores
nucleares, a chance de recuperar o padrdo e o tempo dos acontecimentos historicos
recentes, sem um extenso esfor¢o de sequenciamento ¢ maior. Ainda, por possuir baixa
taxa de recombinagdo, pode-se assumir que toda a molécula tem a mesma historia
genealogica (Hurst & Jiggins, 2005).

O tamanho do genoma mitocondrial (mtDNA) ¢ bastante variavel, apresentando
valores em torno de 16,5 kb (quilobases) nos vertebrados e até 570 kb em algumas
espécies de plantas (Lewin, 1994). Apresenta-se altamente conservado em animais,
variando de 14 a 26 kb (Billington & Hebert, 1991), sendo representado por dois genes
que codificam rRNA (12S e 16S), 22 genes que codificam tRNAs e 13 genes que
codificam proteinas envolvidas no transporte de elétrons e na sintese de ATP. A

molécula de mtDNA possui uma regido controle de cerca de 1 kb, que ¢ rica em
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sequéncias AT e desprovida de genes, embora exerca importante papel no inicio da
replicagdo do mtDNA e na transcricdo do RNA. Esta regido controle em vertebrados é
conhecida como “D-loop” - displacement loop (Lewin, 1994).

Haplotipos de DNA mitocondrial também vem sendo, nos ultimos anos,
utilizados intensamente nas pesquisas em genética de peixes para a resolugdo de
problemas populacionais (Perdices et al., 2004; Strecker et al., 2004; Wang et al., 2004;
Mendonga et al., 2009; Cardoso & Montoya-Burgos, 2009).

Independente do método empregado, analises moleculares realizadas estdo
permitindo investigar a estrutura genética de diversas espécies de peixes em diferentes
bacias hidrograficas do Brasil. No caso especifico dos peixes migradores, estes estudos
tém apontado para a presenca de populacdes panmiticas (Revaldaves et al., 1997;
Carvalho-Costa, 2008; Calcagnotto ¢ DeSalle, 2009, Iervolino et al., 2010; Mello et al
2013) e também de metapopulacdes, ou seja, conjunto de populagdes geneticamente
diferenciadas que mantém fluxo génico entre outras metapopulagdes (Hatanaka et al.,

2006, Morelli et al., 2007b).

1.4. Espécies estudadas

1.4.1. Prochilodus lineatus e P. nigricans

A ordem Characiformes contém cerca de 1.680 espécies (Nelson, 2006), sendo
exclusivamente restrita ao ambiente de dgua doce. As espécies pertencentes a esta
ordem, podem ser encontradas nos continentes africano e americano, atingindo maior
diversidade nas principais drenagens neotropicais (Buckup, 1998). No caso do género
Prochilodus, este se apresenta como o género mais especioso na familia

Prochilodontidae e esta amplamente distribuido em grande parte da América do Sul
7



com excec¢do nos rios da vertente norte da Venezuela, os rios Oriental do Uruguai, os
rios da Argentina ao sul da regido La Plata, e os rios que drenam para o Oceano Pacifico
do continente sul americano (Castro ¢ Vari, 2004).

A espécie Prochilodus lineatus esta amplamente distribuida na Bacia do Prata,
sendo uma das principais espécies comerciais da regido (Castro e Vari, 2004). Por ser
uma espécie de ampla distribuicdo, formas do corpo diferentes sdo encontradas em
diferentes habitats, sendo discutido por Sverlij et al. (1993), Cabrera e Candia (1964),
Vidal (1967) e Pignalberi-Cordiviola e Yuan (1973), que encontraram contornos do
corpo diferentes entre diferentes populagdes da espécie, com a variagdo aparentemente
relacionadas aos recursos bioticos e abioticos do habitat. Na Bacia do Prata, devido a
atividades pesqueiras sem nenhum tipo de manejo, populagdes selvagens vém sofrendo
uma redugdo drastica e a caracterizagdo genética dessas populagdes pode ter aplicacdes
praticas para a conservagao da diversidade genética dessas espécies.

Ja a espécie Prochilodus nigricans, possui area de ocorréncia ao longo do leito
principal do Rio Amazonas, bem como nos tributarios a oeste e sul do Rio Amazonas e
também na bacia do Rio Tocantins. Esta espécie é aparentemente ausente nas bacias do
Rio Negro e Rio Branco e outros afluentes do norte do Rio Amazonas (Castro e Vari
2004). E uma espécie de grande importancia comercial na regido, constituindo uma das
principais espécies exploradas para o consumo regional na Amazonia (Batista, 1998).

Na regido de Manaus, o curimbata tem sofrido grande esforco pesqueiro, sendo
capturado em grande quantidade (Petrere, 1978). Saint-Paul e Bayley (1979) estimaram
o desembarque de curimbatd, em Manaus, em torno de 11% da captura total para o ano
de 1976 e em 19%, em 1977, para Porto Velho. Na regido de Itacoatiara, o curimbata
esta entre as 27 espécies de peixes que sdo consideradas pelos amazonidas como sendo

“peixes reimosos” - peixe com alto teor de gordura que, segundo crencas existentes
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entre os amazdnidas, pode fazer mal a saide (Smith, 1979). No médio Tocantins,
Prochilodus nigricans é responsavel por 66% das 614 toneladas capturadas na regido de

Imperatriz (ELETRONORTE/THEMAG, 1989).

Fig. 1. Exemplar de curimbatd (Prochilodus lineatus Valenciennes, 1837);

(http://images.google.com.br).

Fig. 2. Exemplar de curimbatd (Prochilodus nigricans Spix & Agassiz, 1829);

(http://www fishbase.org/Summary/speciesSummary.php?1D=23445&genusname=Proc

hilodus&speciesname=nigricans&lang=Portuguese).



1.5. Areas de estudo

1.5.1. Bacia do rio da Prata

A Bacia do Rio da Prata tem uma area de 3,1 milhdes de Km?, equivalente a
17% da superficie da América do Sul, sendo a segunda maior bacia deste Continente
(CIC — Comité Intergubernamental Coordinador de Los Paises de La Cuenca Del Plata,

2004).

Este sistema hidrografico abrange os territorios de cinco paises: Argentina,
Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai, sendo que a maior parte da area da bacia se
encontra no Brasil, totalizando 1.415.000 km?, seguido por Argentina (920.000 km?),
Paraguai (410.000 km?), Bolivia (205.000 km?) e Uruguai (150.000 km?). O Paraguai ¢
o0 unico dos cinco paises que tem todo seu territorio inserido na Bacia. O principal rio da
Bacia do Prata ¢ o Parand, com 3.780 km, acompanhado de seus maiores afluentes: o
Paraguai, com 2.620 km e o Uruguai, com 1.600 km. O Rio Parand se torna Rio da
Prata ao receber o Rio Uruguai, pouco antes de desembocar no Oceano Atlantico. (ANA
— AGENCIA NACIONAL DE AGUAS, 2005, p. 5) Outros importantes rios da Bacia
do Prata sd3o o Bermejo, o Pilcomaio e o Salado, que, juntamente com o Rio Paraguai,

formam a vertente ocidental da Bacia (Fonseca, 1997).

E a bacia mais populosa da América do Sul, com cerca de 120 milhdes de
habitantes, grandes areas metropolitanas e uma grande concentragdo na sua porgdo

superior (capital de Sao Paulo e bacia do rio Tieté) (Tundisi et al., 1999).

O potencial hidrelétrico da Bacia ¢ de 60 a 70 milhdes de kW e seus principais

rios e afluentes proporcionam 15 mil quilometros de vias navegaveis, constituindo a
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unica saida natural para o mar para Bolivia e Paraguai pelo Oceano Atlantico, bem

como para importantes regides do Brasil e da Argentina (Schilling, 1981).

S6 no pantanal, uma parte consideravel da bacia do Prata, ocorrem mais de 260
espécies de peixes na Planicie do Pantanal (Britski et al. 1999), e apesar da sua riqueza,
apenas 5 foram responsaveis por mais de 71% de todo o desembarque pesqueiro
registrado pelo SCPESCA/MS entre 1994 e 1999 na BAP/MS: pacu Piaractus
mesopotamicus (30%), pintado Pseudoplatystoma corruscans (17%), piavugu Leporinus
elongatus (10%), dourado Salminus maxillosus (7%) e cachara Pseudoplatystoma

fasciatum (7%) (Catella , 2003).

1.5.2. Bacia do rio Amazonas

A bacia do rio Amazonas envolve todo o conjunto de recursos hidricos que
convergem para o rio Amazonas. Essa bacia hidrografica faz parte da regido

hidrografica do Amazonas, uma das doze regides hidrograficas do territorio brasileiro.

A bacia Amazodnica abrange uma area de 7 milhdes de km?, compreendendo terras de
varios paises da América do Sul (Peru, Colombia, Equador, Venezuela, Guiana, Bolivia
¢ Brasil). E a maior bacia fluvial do mundo. De sua area total, cerca de 3,8 milhdes de
km? encontram-se no Brasil, abrangendo os estados do Acre, Amazonas, Roraima,

Rondénia, Mato Grosso, Para ¢ Amapa (ANA — Agéncia Nacional de Aguas, 2010).

A populacdo na Regido Hidrografica Amazonica, em 2000, era de 7.609.424
habitantes (4,5% da populagdo do Pais) e a densidade demografica de apenas 2,01

hab/km? (ANA — Agéncia Nacional de Aguas, 2009).
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Os rios amazoOnicos, com suas praias, restingas, igarapés, matas inundadas, lagos
de varzea e matupas (ilhas de vegetagdo aquatica), assim como o estuario, sdo
colonizados por uma enorme diversidade de plantas e animais. A bacia amazdnica
possui a maior diversidade de peixes do mundo, cerca de 2.500 a 3.000 espécies

(IBAMA, 2009).

A pesca na regido amazonica se destaca em relagdo as demais regides brasileiras,
tanto costeiras quanto de aguas interiores, pela riqueza de espécies exploradas, pela
quantidade de pescado capturado e pela dependéncia da populacdo tradicional a esta

atividade (Barthem & Fabre, 2004).

Uma estimativa conservadora do total desembarcado nos nucleos urbanos e do
que ¢ consumido pela populacdo ribeirinha tem se aproximado de valores em torno de

400.000 toneladas anuais (Bayley & Petrere, 1989).

Pelo exposto, o manejo dos recursos pesqueiros se faz necessario tanto pela
conservagdo dos sistemas aquaticos Amazdnico quanto pela manutengdo de uma
atividade de destacada importancia socio-econOmica para a populagdo tradicional
Amazonica. O sucesso do manejo depende do conhecimento integrado da biologia das
espécies exploradas e das caracteristicas do ambiente onde vivem (Barthem & Fabre,

2004).
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2. OBJETIVOS

O conhecimento da estrutura genética das espécies selvagens de peixes ¢
extremamente valioso para a defini¢do de politicas de conservagdo, principalmente
considerando que muitas dessas espécies sdo de grande interesse econOmico e

comercial.

Tendo em vista o cenario de fragmentagdo dos rios nas bacias dos rio Parana-
Paraguai e Amazonas, o desmatamento de matas ciliares pela exploracdo agricola, a
crescente degradacdo dos ambientes, a pratica de pesca comercial e esportiva aliadas a
falta de fiscalizagdao e controle, torna-se necessario um estudo detalhado da estrutura
populacional das espécies de peixes nestas regides, para que medidas conservacionistas

possam ser tomadas com o intuito de preservar esta espécie.

Assim, o presente projeto tem como objetivo principal caracterizar a diversidade
genética de populacdes de curimbatd da Bacia do Prata (Prochilodus lineatus) e da
Bacia Amazonica (Prochilodus nigricans) através de marcadores do tipo microssatélite
e mtDNA (D-loop), procurando testar a hipdtese de que os exemplares dessas duas
espécies estdo em panmixia nessas bacias hidrograficas. A partir destas informacdes
tornar-se-a possivel estabelecer a ocorréncia de bancos genéticos selvagens para estas

espécies e avaliar a existéncia de diferengas entre populagdes de diferentes localidades.

De forma especifica, pretende-se:

a) Estudar, com uso de marcadores genéticos moleculares do tipo microssatélite
e mtDNA (D-loop), a variabilidade genética de curimbatd na Bacia do Prata e na Bacia

Amazonica;
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b) Identificar geneticamente as populacdes e caracterizar possiveis bancos

genéticos para estas espécies nessa bacia;

c) Comparar a estrutura genética de cada espécie para levantar hipoteses sobre a

evolugdo das mesmas;

d) Avaliar as implica¢des das condigdes ambientais na composi¢do genética das

populacdes de curimbata e seu significado bioldgico;

e) Propor programas de conservagdo e manejo para as espécies estudadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Material Amostrado

As coletas de exemplares de Prochilodus lineatus e Prochilodus nigricans foram
realizadas ao longo das Bacias do Prata e Amazdnica, nas localidades indicadas nas
Figuras 3 e 4, quando possivel, foram amostrados cerca de 30 individuos para cada
ponto de coleta (Tabela 1 e 2). Para obtengdo das amostras, de cada animal foi retirado
amostras de tecido muscular ou nadadeira, que é conservado em alcool para analises

genéticas em laboratorio.

Tabela 1. Relagao de localidades e quantidade de amostras de P. lineatus da Bacia do Prata:

Localidades amostradas Numero de individuos
Rio Uruguai (URU) 30
Rio Tieté (TE) 30
Rio Paranapanema (PA) 30
Rio Taquari (TQ) 14
Rio Cuiaba (CU) 12
Rio Miranda (MR) 30
Rio Parana (Lago Itaipu) (PRI) 30
Rio Parana (Foz Paranapanema) (PRII) 30
Rio Sucuriu (SU) 30
Rio Grande (RG) 30
Rio Paranaiba (PAR) 30
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Figura 03. Mapa identificando os locais de amostragem de Prochilodus lineatus. 1- Rio Uruguai; 2-

Rio Parana (Lago de Itaipu); 3- Parand (Foz do Rio Paranapanema); 4- Rio Sucurig; 5- Rio
Paranapanema; 6- Rio Tieté; 7- Rio Grande; 8- Rio Paranaiba; 9- Rio Miranda; 10- Rio Coxim; 11-

Rio Cuiaba.
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Tabela 2. Relagdo de localidades e quantidade de amostras de populagdes de P. nigricans da Bacia

Amazonica e Araguaia:

Localidades amostradas Numero de amostras

Rio Amazonas (Manaus) (MN) 30

Rio Solimdes (Iquitos) (IQ) 30

Rio Madeira (Montante cachoeira de 30
Teotonio) (MDI)

Rio Madeira (Jusante cachoeira de 30
Teotonio) (MDII)

Rio Purus (PU) 30

Rio Tapajos (TJ) 30

Rio Araguaia (AR) 20

Figura 04. Mapa identificando os locais de amostragem de Prochilodus nigricans. 1- Rio Solimdes

(Iquitos); 2- Rio Amazonas (Manaus); 3- Rio Purus; 4- Rio Madeira (Montante); 5- Rio Madeira
(Jusante); 6- Rio Tapajos; 7- Rio Araguaia.
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3.2. Extracao do DNA total
Para os estudos populacionais o0 DNA total foi obtido a partir de amostras de
musculo e fragmentos de nadadeiras conservados em alcool, utilizando o protocolo de

extracdo descrito abaixo, modificado de Aljanabi & Martinez (1997):

1. Prepara-se uma solugcdo MIX contendo:

Solucoes Volume
Tampdo de Extracdo (Tris-HCI + | 290,0 pl

EDTA + SDS 1%)

Proteinase K (10 mg/ml) 10,0 i

2. Em um cadinho, dissocia-se a amostra juntamente com a solu¢do MIX (sem a
Proteinase K) e transfere-se a solug¢do obtida para um tubo tipo eppendorf'1,5 ml.

3. Adiciona-se a Proteinase K e deixa-se em banho-maria (55°C) de 2 a 3 horas,
vertendo-os esporadicamente.

4. Coloca-se 100 pl de solugdo de NaCl 5M e mistura-se bem vertendo o tubo

vagarosamente.

5. Centrifuga-se a 10.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.

6. Remove-se 300 ul de sobrenadante e transfere-se para um novo tubo de 1,5 ml.

7. Adiciona-se 600 ul de etanol 100% gelado.

8. Deixa-se no ultrafreezer (-70°C) por 20 minutos.

9. Centrifuga-se a 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C.

10. Remove-se o sobrenadante.

11. Seca-se bem (pode deixar em estufa a 37°C por até 30 minutos ou entdo overnight
em temperatura ambiente).

12. Adiciona-se 200 pl de agua ultrapura autoclavada. Deixa-se na bancada ou na

geladeira por pelo menos 24 horas para hidratagao.
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13. Aliquota-se o DNA ¢ guarda-se cerca de 150 ul no freezer (-20°C) para solugdo

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

3.3 Microssatélites

Os loci microssatélites utilizados no presente trabalho foram os descritos para

espécie Prochilodus lineatus por Rueda et al. (2011) (Tabela 3).

Todos os primers foward do presente trabalho foram sintetizados com a adicao
de uma cauda de 18pb, conhecida como sequencia universal M13 (5" TGT AAA ACG
ACG GCC AGT), na extremidade 5" de um dos primers (forward ou reverse) e
testados em PCR. Esta adi¢do foi proposta por Schuelke (2000) com o objetivo de
baratear os custos de genotipagem em sequenciador automatico. Desse modo, sdo
utilizados na mesma reagdo trés primers, dois especificos, com um deles contendo a
adicdo da cauda M13, e um terceiro contendo o primer universal M13 com um
fluoréforo (FAM, TET, NED ou HEX), o responsavel pela possibilidade de leitura do

fragmento amplificado no sequenciador automatico.

Tabela 3. Sequéncias dos primers, numero de alelos, variagdes de tamanho e condigdes de amplificagdo
dos loci microssatélites de Prochilodus lineatus utilizados:

LOCUS Sequéncia do primer Variacao do tamanho dos Ta (C°)
alelos

PL3 F: 5-TCTGAGCTGTGAGGAATGGA-3" 185-203 50
R: 5-AGAGCGCTCAAGCACAAGAT-3

PL9 F: 5-CGAACATTCTGCTGGGTGTA-3' 196-248 55
R: 5-TCTCCAACCACTGGGAGAAC-3'

PL14 F: 5-TGCCCAACACTGAAACTGAG-3" 104—134 61
R: 5-CTCATCAACCTGCCTGGAAT-3'

PL23 F: 5-TTGGCTACTTCCCCAAACAC-3 244-252 59
R: 5-GGGGAACTAGTTTGACGATGC -3’

PL25 F: 5-GAAGCTTGGGCTCTTGACAT-3' 104—112 59
R: 5-CGTTTGCCTCTAGCCTTTTG-3'

PL28 F: 5-GAAGCTTGGGCTCTTGACAT-3’ 239249 59
R: 5-CGTTTGCCTCTAGCCTTTTG-3"

PL119 | F:5-GAAAAAGGCTAGGGGACTGG-3' 161-207 59
R: 5-GAGGAAAAT TGCCTT TTGTAGG-3

PL139 | F:5-CAGTGGCATGATGAT TAGATGG-3' 169-235 53
R: 5-CACCTTTTGTTTGGCTTTTAGG-3"

PL190 | F:5-GCTTGGGAGCCTATTCATCC-3' 197-227 62
R: 5-GGGTTTCTGCACCATACAGG-3-

PL216 | F:5-GGT ACC CGG GAA GCT TGG-3' 198268 52
R: 5-GGGAAGCTTGGGATCTACC-3
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Todas as reacdes de PCR (Polymerase Chain Reaction) foram realizadas
utilizando os aparelhos termocicladores Veriti 96 well (Applied Biosystems). As
amplificacdes foram realizadas em uma solugdo com um volume total de 10 pl com
6.95ul de H20, 1pl tampao (10X), 0,25ul MgCl12 (50mM), 0,25ul ANTP (2mM), 0,25 pl
de cada primer (10mM), 0,05 ul de Taq DNA polimerase ¢ 1,0 pul de DNA. As reagdes
consistiram de uma sequéncia de denaturacdo inicial a 95°C por 5 min, 32 ciclos com
denaturagdo da cadeia a 95°C por 30 seg, hibridizagdo dos primers em sua respectiva
temperatura de anelamento (TA) por 45 seg e extensao dos nucleotideos a 72°C por 45
seg, mais 12 ciclos para adicdo da cauda M13 com o fluoréforo, com denaturagdo de
95°C por 30 seg, hibridizacdo da cauda a 53°C por 45 seg e extensdo a 72°C por 45 seg,
seguido pela extensdo final a 72°C por 20 min.

Apo6s o término das reagdes, os produtos com amplificagdo satisfatoria foram
submetidos a analise em sequenciadores automaticos ABI 3100 e ABI 3130 (Applied
Biosystems), e genotipados utilizando-se o programa GENEMAPPER 3.1, tendo o
ROX350 como referéncia de tamanho (Applied Biosystems).

3.4 Amplificacao e sequenciamento da regiiao controle do DNA
mitocondrial

O segmento de DNA mitocondrial D-loop foi amplificado utilizando o primer
foward F-TTF: 5>GCCTAAGAGCATCGGTCTTGTAAS3’ descrito por Sivasundar et
al. (2001) e o primer reverse, nomeado provisoriamente de RCRI:
5’GTCAGGACCATGCCTTTGTG3’. Todas as reacdes foram realizadas utilizando os
aparelhos termocicladores Veriti 96 well (Applied Biosystems). As amplificagdes foram
realizadas em uma solu¢do com um volume total de 12,5 ul com 9,45ul de H20, 1,25ul
tampao (10X), 0,3ul MgCI2 (50mM), 0,25ul dNTP (2mM), 0,25 pl de cada primer
(10mM), 0,05 pl de Taq DNA polimerase e 1,0 ul de DNA. As reacgdes consistiram de

uma denaturagio inicial a 95 °C por 2 minutos, seguidos de 35 ciclos de denaturagio a
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94 °C por 30 segundos, anelamento a 54 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1
minuto, seguido de um passo final de extensdo a 72 °C por 10 minutos.

O sequenciamento da regido controle foi realizada em sequenciadores
automaticos ABI 3130 e ABI 3500 (Applied Biosystems) utilizando o protocolo de
reagdo do Kit “Big DyeTM Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction”
(Applied Biosystems). Foram sequenciados tanto os fragmentos forward quanto o
reverse, sendo que as sequéncias consenso foram obtidas pelo software ATGC versdo

4.0.

3.5 Analise dos dados

De forma geral, as analises estatisticas foram realizadas com o intuito de
averiguar tanto a variabilidade genética dentro dos grupos quanto sua distribui¢do
dentro de uma populagdo, visando identificar indicios de possivel estruturacdo
populacional entre os grupos analisados.

O software Genealex 6.5 (Peakall e Smouse 2006) foi utilizado para a
determinagdo do numero total de alelos (Na), alelos privados (Np) e para a exportacdo
das matrizes utilizadas em outros programas. Os valores de heterozigosidade esperada e
observada (He, Ho), os indices de fixacdo intra e interpopulacional (Wright 1978), a
analise de varidncia molecular (AMOVA), teste exato de desequilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) e o teste de neutralidade (FS de FU e D de Tajima) foram obtidas
com a aplicagdo do software Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005). Os niveis de
significancia para os testes de desequilibrio de HWE e FST foram ajustados usando as
corre¢des de Bonferroni (Rice, 1989; Guo e Thompson, 1992), sendo a corregdo padrio
para HWE (P < o/k, onde a representa o indice de significancia 0,05 e k o nimero de

loci) e sequencial para indices de fixagdo (P < a/k, onde a representa o indice de
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significancia 0,05 ¢ k o nimero de estimativas). Eventuais desvios do HWE podem ser
atribuidos a presenca de alelos nulos, resultantes da ndo amplificagdo de alguns alelos
devido a substitui¢des, insercdes ou delegdes no sitio de hibridizagdo dos primers;
stutters, representados por série de bandas causadas provavelmente pelo deslizamento
da Taq polimerase durante a PCR; ou dropouts, decorrentes da presenca de alelos
menores amplificados com mais frequéncia em relagdo aos alelos de maior tamanho,
explicados pela amplificagdo preferencial. Dessa forma, o software Microchecker 2.2.1
(van Oosterhout et al. 2004) foi utilizado para determinar a presenga destes fatores nos
loci analisados.

O programa Structure 2.3.1. (Pritchard et al., 2000) foi utilizado para a
verificagdo da estrutura populacional. Este programa utiliza a abordagem de andlise
Bayesiana para determinagdo de possiveis populagdes existentes (K) na amostragem,
considerando-se apenas os genotipos dos individuos amostrados. O namero de
populagdes (K) foi estimado utilizando o modelo de ancestralidade no admixture, com o
numero de (K) variando de 2 a 10. Cinco corridas independentes com 500.000 geracdes
de cadeias Markovianas (MCMC) e burn in de 100.000 foi utilizado para cada valor de
(K). A correcdo dos dados obtidos no STRUCTURE proposta por Evanno et al. (2005),
foram realizadas no programa STRUCTURE HARVESTER.

A correlagdo das distancias geograficas pelas distancias genéticas par a par (Fst)
foram testadas utilizando a permutagdo de Mantel (Mantel, 1967), utilizando o
programa ISOLDE, implementado no programa GENEPOP 3.3 (Raymond & Rousset
1995). As significancias foram testadas com 10000 permutagdes.

Para as andlises do marcador mitocondrial D-Loop, as sequéncias foram
alinhadas e editadas pelo software Bioedit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999),

para entdo serem utilizados os softwares DNAsp Sequence Polymorphism (Rozas et al.
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2003) e Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005), que resultaram na determinacdo do niimero
de haplotipos (Nh), niimero de sitios polimorficos (Nsp), diversidade génica e
nucleotidica, analise de variancia molecular (AMOVA), teste de neutralidade (FS de FU

e D de Tajima), indices de fixacdo interpopulacional (FST) e analise de Mismatch.
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4. RESULTADOS

4.1. Diversidade genética em Prochilodus lineatus

4.1.1. Microssatélites

Foram analisadas 275 amostras de Prochilodus lineatus, divididas em grupos,
sendo cada grupo correspondente a um local de coleta (Tabela 01). Todos os loci
analisados se mostraram polimorficos e em grande parte dos loci a heterozigosidade
esperada apresentou valores superiores ou proximos dos valores de heterozigosidade
observada. Somente para o locus PI09, o mesmo apresentou valores superiores de
heterozigosidade observada para seis grupos amostrais. Os valores maiores e menores
de heterozigosidade observada foram observados no locus P1190 da amostra Parana I
(0,897) e no locus P123 das amostras Tieté e Uruguai (0,000), respectivamente. Mas, de
uma forma geral, os valores de heterozigosidade observada mostraram-se satisfatorios,
apresentando valores acima de 0,2, sendo que o maior valor de heterozigosidade média
observada foi verificado nas amostras da localidade Grande (0,624) ¢ o menor na
localidade Coxim (0,366) (Tabela 04).

O numero de alelos (Na) e o nimero de alelos privados (Np), foram estimados
para cada locus e para cada ponto amostrado, sendo que as localidades que
apresentaram o maior numero de alelos foram Grande e Miranda com 26 alelos para o
locus P125, e o numero de alelos privados, quando presentes, ndo ultrapassaram a dois
dentro de uma amostra em um /ocus. Realizando-se um comparativo entre os grupos
amostrados, o maior valor médio de alelos foram encontrados nos grupos Grande,
Miranda e Paranaiba (12,222) e o menor no grupo Cuiaba (5,222), porém, o mesmo
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também possui 0 menor numero de amostras entre os grupos. Em relagdo aos alelos
privados o grupo Coxim apresentou o maior valor médio (0,778) e o grupo Cuiaba o
menor (0,222) (Tabela 03).

O indice de fixacdo populacional (Fjs), que avalia e fornece uma estimativa em
relacdo a endogamia nas amostras analisadas, foi estimado, de modo que o maior valor
absoluto obtido foi para os grupos Miranda, Tieté e Uruguai (1,000) para o locus P123 e
0 menor para o grupo Parana II (-0,568) para o /ocus PL09. Na comparagdo entre os
grupos (Tabela 03), o maior valor de Fjs foi obtido para o grupo Coxim (0,443) ¢ o
menor valor para o grupo Grande (0,062). Todos os grupos analisados apresentaram
valores positivos para o Fjs , ou seja, todos os grupos apresentaram deficiéncia de
heterozigotos, apresentando um valor médio final de 0,256 para todos os loci e grupos
analisados.

A hipotese nula (Hy) de equilibrio de Hardy-Weinberg foi aceita em 47 das 90
estimativas com valores significantes de P> 0,005 apos correcdo de Bonferroni. Assim,
foi verificada significincia de desvio em 43 estimativas. Em praticamente todas as
ocorréncias, os valores significantes de desequilibrio estdo associados & presenca de

alelos nulos (Tabela 03).
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Tabela 03. Dados de nove /oci microssatélites para cada grupo de P. lineatus. N = nimero de individuos; Na = niimero de alelos; Np = namero de alelos privados;
Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; Fi; = indice de fixag@o (endogamia); HWE = valores probabilisticos de concordancia com o
equilibrio de Hardy-Weinberg; * = P < 0,005 ajustados com a corre¢do de Bonferroni; R = frequéncia de alelos nulos por locus.

LOCI
P103 P109 Pl114 PI123 PI25 PI1119 P1139 P1190 PI1216
Cuiaba
N 06 05 05 06 04 06 06 06 05
Na/Np 07/01 03 04 01 05 10/01 07 07 03
Ne 06 2,62 3,333 1,000 4,571 9,000 6,545 6,000 2,632
I 1,864 1,03 1,280 0,000 1,560 2,254 1,907 1,864 1,030
Ho 0,333 0,600 0,600 0,000 0,250 0,833 0,333 0,667 0,800
He 0,833 0,620 0,700 0,000 0,781 0,889 0,847 0,833 0,620
Fis 0,600 0,032 0,143 N/D 0,680 0,062 0,607 0,200 -0,290
HWE 0,079 0,079 0,244 - 0,100 0,352 0,092 0,092 0,769
R 0,272 - - - 0,298 - 0,278 - -
Coxim
N 26 26 28 19 19 23 22 24 0
Na/Np 10 03/02 09/02 02 18/01 16/02 15/01 13/02 0
Ne 3,101 1,659 4,598 1,111 14,440 10,907 10,637 7,945 0,000
| 1,544 0,697 1,768 0,206 2,778 2,549 2,527 2,292 0,000
Ho 0,538 0,346 0,750 0,000 0,579 0,391 0,318 0,375 0,000
He 0,678 0,397 0,783 0,100 0,931 0,908 0,906 0,874 0,000
Fis 0,205 0,128 0,042 1,000 0,378 0,569 0,649 0,571 -
HWE 0,000* 0,012 0,004* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* -
R 0.290 - 0,270 0,277 0,285 0,281 0,289 0,294 -
Parana I

N 29 29 29 30 16 30 29 29 26
Na/Np 10/02 05/01 09/02 01 13 25/03 18 13 04
Ne 3,318 2,246 4,596 1,000 8,828 11,688 10,579 8,538 2,288
I 1,626 0,990 1,749 0,000 2,361 2,844 2,606 2,310 0,981
Ho 0,690 0,586 0,828 0,000 0,313 0,633 0,517 0,897 0,692
He 0,699 0,555 0,782 0,000 0,887 0,914 0,905 0,883 0,563
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Fis
HWE
R

Parana I1
N
Na/Np
Ne
|
Ho
He
Fis
HWE
R

Grande

Fis
HWE

Miranda

Na/Np
Ne

Ho
He
Fis

0,013
0,101

29
06
2,628
1,218
0,241
0,620
0,610
0,000*
0,233

32
10/01
4,796
1,827
0,531
0,792
0,329
0,011
0,145

21
08
4,691
1,790
0,619
0,797
0,213

-0,057
0,000*

29
02
1,859
0,655
0,724
0,462
-0,568
0,002*

29
03
2,064
0,767
0,690
0,515
-0,338
0,208

27
02
1,759
0,623
0,630
0,431
-0,459

-0,058
0,684

29
12/01
6,161
2,068
0,759
0,838
0,094
0,873

29
09
4,269
1,720
0,517
0,766
0,325
0,069
0,140

29
14
6,420
2,232
0,586
0,844
0,306

N/D

27
02
1,800
0,637
0,000
0,444
1,000
0,000*
0,307

26
03
2,195
0,925
0,769
0,544
-0,413
0,017

19
02
1,111
0,206
0,000
0,100
1,000

0,648
0,000%*
0,304

19
15
10,028
2,502
0,579
0,900
0,357
0,056
0,169

23
26/02
18,241
3,090
0,739
0,945
0,218
0,008
0,105

22
26/02
17,926
3,087
0,727
0,944
0,230

0,307
0,009
0,146

19
19/01
15,362
2,830
0,579
0,935
0,381
0,001*
0,184

30
25
18,182
3,047
0,800
0,945
0,153
0,000%*
0,074

29
23
16,653
2,956
0,655
0,940
0,303

0,429
0,001*
0,203

19
15
11,460
2,561
0,316
0,913
0,654
0,000*
0,312

30
20/01
12,000
2,700
0,533
0,917
0,418
0,000%*
0,200

27
15
11,571
2,561
0,444
0,914
0,514

-0,015
0,779

18
11
6,291
2,100
0,722
0,841
0,141
0,339

30
11
8,257
2,234
0,967
0,879
-0,100
0,241

27
15/03
6,688
2,262
0,889
0,850

-0,045

-0,230
0,184

25
06/03
1,471
0,746
0,280
0,320
0,125
0,751

32
03
1,099
0,219
0,094
0,090
-0,038
0,994

25
05
1,341
0,584
0,200
0,254
0,214
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HWE

R
Paranaiba

N

Na/Np

Ne

|

Ho

He

Fis

HWE

R

Sucuria

N

Na/Np

Ne

1

Ho

He

Fis

HWE

Tieté

Na/Np
Ne

Ho
He
Fis

0,062
0.093

28
09/02
4,296
1,706
0,357
0,767
0,534

0,000*
0,232

26
06
2,246
1,139
0,231
0,555
0,584
0,000%*
0,208

22
09
4,502
1,778
0,409
0,778
0,474

0,017

31
05
2,403
1,037
0,484
0,584
0,171
0,000*

25
03
1,994
0,792
0,600
0,498
20,204
0,128

21
05/03
2,321
1,082
0,476
0,569
0,163

0,000%*

0,139

29
12
6,347
2,084
0,759
0,842
0,100
0,373

26
13/01
5,541
2,055
0,846
0,820
-0,032
0,030

22
10/01
3,737
1,675
0,591
0,732
0,193

0,000*
0,111

28
04
2,190
0,968
0,643
0,543
-0,183
0,000*

26
03
2,667
1,035
0,385
0,625
0,385
0,001*
0,147

24
02
1,087
0,173
0,000
0,080
1,000

0,135

19
23/01
17,610
2,999
0,947
0,943
-0,004
0,103

21
14/02
8,563
2,380
0,619
0,883
0,299

0,000%*
0,140

18
17/02
10,125
2,577
0,444
0,901
0,507

0,001*
0,146

32
23/01
15,398
2,921
0,656
0,935
0,298
0,000*
0,144

25
22/01
11,905
2,786
0,520
0,916
0,432
0,000%*
0,206

26
21/03
12,636
2,800
0,615
0,921
0,332

0,000%*
0,245

30
16/02
11,321
2,593
0,433
0,912
0,525
0,000*
0,250

20
16/02
11,765
2,597
0,550
0,915
0,399
0,002*
0,190

21
16
11,025
2,569
0,524
0,909
0,424

0,334

32
12
6,966
2,130
0,781
0,856
0,088
0,795

21
13/03
7,538
2,249
0,762
0,867
0,122

0,001*

26
15
8,723
2,402
0,692
0,885
0,218

0,005*

31
06/01
1,265
0,519
0,161
0,210
0,231
0,580

25
05
1,341
0,584
0,280
0,254
-0,101
1,000

21
04
2,471
1,027
0,333
0,595
0,440
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HWE

Uruguai
N
Na/Np
Ne
I
Ho
He
Fis
HWE
R

0,087

26
10/01
4,646
1,806
0,462
0,785
0,412

0,001*
0,181

0,000*
0,207

26
03
2,143
0,826
0,577
0,533
-0,082
0,422

0,551

27
10
4,718
1,921
0,741
0,788
0,060
0,103

0,000*
0,102

22
02
1,095
0,185
0,000
0,087
1,000
0,000*
0,070

0,000%*
0,240

22
24/02
14,448
2,933
0,545
0,931
0,414
0,000*
0,199

0,023
0,159

24
24
9,521
2,767
0,667
0,895
0,255
0,000*
0,120

0,000%*
0,201

26
18
9,589
2,587
0,423
0,896
0,528
0,000*
0,249

0,690

26
12
6,563
2,140
0,846
0,848
0,002
0,748

0,001*
0,164

24
04
1,917
0,890
0,458
0,478
0,042
0,088
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Tabela 04. indices de diversidade genética intrapopulacional obtidos com marcadores
microssatélites para os grupos de P. lineatus. * = P < 0,005 ajustados com a corregdo de
namero de alelos efetivos; Hj
heterozigosidade observada; H, = heterozigosidade esperada; F;; = Indice de endogamia)

Bonferroni. (N, = numero de alelos; N,

GRUPOS N, N, Hy H. Fis
Cuiaba 5,222 4,635 0,491 0,680 0,254*
Coxim 9,556 6,044 0,366 0,620 0,443*
Parana I 10,889 5,898 0,573 0,688 0,130*
Parana I1 9,778 6,340 0,467 0,697 0,311*
Grande 12,222 7,900 0,627 0,710 0,062*
Miranda 12,222 7,573 0,528 0,674 0,253*
Paranaiba 12,222 7,533 0,580 0,733 0,195%
Sucuriu 10,556 5,951 0,532 0,704 0,209*
Tieté 11,000 6,292 0,454 0,708 0,417*
Uruguai 11,889 6,071 0,524 0,693 0,292*
Média Total 10,556 6,424 0,514 0,691 0,256*

O indice de diferenciacdo genética Fy (baseado no modelo de mutacdo IAM) entre

os grupos de P. lineatus para todos os loci, mesmo apresentando indices baixos,

mostraram uma possivel divergéncia entre os grupos analisados. Pela analise do Fy par a

par (Tabela 05), ¢ possivel verificar que os valores maior e menor de divergéncia entre os

grupos estdo na comparacdo entre os grupos Cuiaba ¢ Coxim (0,108) e Grande ¢

Paranaiba (0,014), respectivamente.
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Cuiaba
Coxim
Parana |
Grande
Miranda
Paranaiba
Parana II
Sucurit
Tieté
Uruguai

Tabela 05. Indices de Fixacdo Interpopulacional (FST) par a par entre os grupos de P. lineatus com marcadores microssatélites.
(*=P<0,05)

Cuiaba Coxim Parana I Grande Miranda Paranaiba Parand II  Sucurit Tieté Uruguai
0,000

0,108* 0,000

0,050* 0,110%* 0,000

0,085* 0,142%* 0,054* 0,000

0,065* 0,108* 0,035* 0,030 0,000

0,082* 0,130* 0,054* 0,014 0,027* 0,000

0,084* 0,121%* 0,061 0,031%* 0,026* 0,021%* 0,000

0,101* 0,139* 0,075 0,032%* 0,039 0,023* 0,019 0,000

0,034* 0,094 * 0,028* 0,051%* 0,029* 0,046* 0,047* 0,058* 0,000

0,048* 0,108* 0,029* 0,035* 0,019* 0,034* 0,039* 0,053* 0,023* 0,000
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Pela analise de variancia molecular (AMOVA) foi possivel identificar que a maior
fonte de variag@o estd presente dentro dos grupos (96,42%). O valor atribuido ao indice
de fixagdo interpopulacional (FST = 0,03) ¢ considerado baixo, indicando nenhuma ou
pouca estruturagdo genética entre os dez grupos amostrados (Tabela 06).

Tabela 06. Analise da variancia molecular (AMOVA) e FST, entre os grupos de P. lineatus, com marcadores
microssatélites. * P < 0,05

Populacio Fonte de variaciao Soma dos Componentes % da FST
quadrados da variacio variaciao

Entre os grupos 15.255 0.011 0.35 0.03*

Grupos Entre ind. 59.611 0.101 3.23

dentros de grupos
Dentro dos 137.804 3.049 96.42
grupos
Total 212.670 3.161

A analise bayesiana realizada por iteracdes de cadeias markovianas gerada pelo
programa STRUCTURE (Pritachard et al., 2000) sob o modelo Admixture, avaliando K
= 1 a 8 populagdes, mostrou a mais alta verossimilhanca (LnPD) em uma estrutura

populacional de K=3, resultado que foi corroborado pela estimativa de Delta K (Fig. 05).

a. X b. «
Fig.05. (a) Grafico dos valores médios de Ln das probabilidades de cada K. (b) Valores de delta (K),

segundo corre¢do de Evanno et al. (2005), mostrando o maior valor de delta (K) para K=3.

32



1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

Fig. 06. Grafico obtido com o programa STRUCTURE (K=3). Valor de (K) obtido segundo a correcdo de

Evanno et al (2005) para as amostras de P. lineatus.

Os resultados obtidos para o teste de Mantel (Fig. 07), mostram uma débil relacao

entre a distancia geografica e os valores para o indice de fixacdo (R*=0,0169) com valor

de P > 0,05, ndo significativo, indicando que isolamento por distancia ¢ improvavel de ter

gerado o padrdo de estrutura observado.

0,14
0,12

0,1
0,08
0,06

0,04

Distancia Genética

0,02

0,02

R?=0,0169
S
IS
Py IS
* L 2
he .
®e o .“’ .
e o %o
2.000 3.000 +4.000

Distancia Geografica (Km)

5.000

Fig.07. Grafico obtido apds teste de Mantel, relacionando distdncia genética e distincia

geografica.
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4.1.2. Regiao controladora do DNAmt (D-loop)

Nas analises com o marcador D-Loop, foram utilizados 276 espécimes, divididos em
onze grupos. O Apéndice 01 mostra a distribuicdo dos 141 haplétipos identificados nos
grupos amostrais, sendo que o haplotipo 29, foi o mais compartilhado, ocorrendo em 12
individuos distribuidos em cinco grupos. Pelos resultados apresentados na Tabela xx ¢é
possivel notar que, proporcionalmente ao niumero de individuos amostrados, o grupo
Uruguai apresentou o menor numero de haplétipos e sitios polimoérficos (17 e 38,
respectivamente), enquanto que o grupo Parana I revelou os maiores valores (25 e 57,
respectivamente). Os maiores valores de diversidade haplotipica e nucleotidica foram
detectados nos grupos Sucurit e Coxim (0,99265 e 0,02329, respectivamente), enquanto
que os menores valores de diversidade haplotipica e nucleotidica foram verificados no

grupo Uruguai (0,93103 e 0,0307, respectivamente).

Tabela 07. Numero amostral (N), Nimero de Haplotipos (Nh), Diversidade Haplotipica, Numero de Sitios
Polimérficos e Diversidade Nucleotidica dos grupos formados pelas amostras de P. lineatus.

Grupo N Nh Diversidade Nsp Diversidade

Haplotipica Nucleotidica
Cuiaba 11 10 0.98182 33 0.01818
Coxim 22 20 0.99134 54 0.02329
Parana I 28 25 0.99206 57 0.01901
Paranapanema 29 21 0.97537 50 0.01826
Grande 30 18 0.94253 37 0.1856
Miranda 26 19 0.97538 51 0.01976
Paranaiba 28 17 0.94444 40 0.01631
Parana II 30 23 0.97011 50 0.01588
Sucuria 17 16 0.99265 45 0.01631
Tieté 26 17 0.96308 55 0.01908
Uruguai 29 17 0.93103 38 0.01356
Total 276 141 0.99017 111 0.01841
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Segundo a analise de variancia molecular (AMOVA) (Tabela 08), foi identificado
que a maior fonte de variacdo estd contida dentro dos grupos amostrais (95,7%). Ainda
nesta analise, foi observado que a estimativa do indice de fixagdo interpopulacional F
para todos os grupos foi de 0,04, valor este baixo para indicar uma estruturacdo genética
populacional entre os grupos. Pela andlise do F par a par (Tabela 09) foi possivel
identificar quais grupos sdo mais proximos e mais distantes entre si, sendo que o maior
valor de Fy foi determinado na comparag@o entre os grupos Sucurit ¢ Uruguai (0,086) e o

menor valor significativo entre os grupos Paranaiba e Grande (0,018).

Tabela 08. Analise da varidncia molecular (AMOVA) e FST, entre os grupos de P. lineatus, utilizando
marcador mitocondrial D-loop. (* P < 0,05)

Populacio  Fonte de variacido Soma dos Componentes % da FST
quadrados da variacio variacio
Entre os grupos 24.443 0.16346 2.44 0.04*
Grupos Entre ind. dentros 85.938 0.12469 1.86
de grupos
Dentro dos grupos 1698.540 6.40959 95.7
Total 1808.920 6.69774

Para este marcador, também foram realizados os testes de neutralidade de D de
Tajima e Fs de Fu. Para o teste D de Tajima, nenhum dos valores obtidos foi significativo
e no teste Fs de Fu, apenas quatro valores apresentaram valores estatisticamente

significativos e negativos, indicativo de um estado de expansdo dos grupos (Tabela 10).
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Cuiaba
Coxim
Parana |
Paranapanema
Grande
Miranda
Paranaiba
Parana II
Sucurit
Tieté
Uruguai

Tabela 09. indices de Fixacio Interpopulacional (FST) par a par entre os grupos de P. lineatus, utilizando marcador mitocondrial D-loop.
(*=P<0,05)

Cuiaba Coxim Parand I Paranapanema Grande Miranda Paranaiba Parand Il Sucurit Tieté Uruguai
0,000

-0.026 0,000

-0.017 -0.001 0,000

0.020 0.034* 0.020* 0,000

0.037* 0.060* 0.025* 0.015 0,000

0.047 0.045%* 0.011 0.016 0.031%* 0,000

-0.021 -0.011 -0.007 -0.002 0.018* 0.005 0,000

0.056* 0.067* 0.028* 0.052* 0.027 0.062* 0.037* 0,000

0.028 0.027 -0.005 0.039* 0.058* 0.041* 0.021 0.068* 0,000

0.032* 0.043* 0.011 0.036* 0.010 0.067* 0.029* 0.044* 0.027 0,000

0.036* 0.049* 0.042* 0.036* 0.003 0.079* 0.025* 0.047* 0.086* 0.010 0,000
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Tabela 10. Valores dos testes de neutralidade (D de Tajima e FS de Fu) para os
grupos de P. lineatus, com marcadores mitocondriais D-Loop. (* P < 0,05.)

Grupo D de Tajima | Valorde P | Fs de Fu | Valor de P
Cuiaba -0.44815 0.36800 -1.03268 0.21900
Coxim -0.47183 0.35900 -2.94237 0.10800
Parana | -1.05052 0.14800 -8.51358* 0.00200
Paranapanema -0.73771 0.24800 -5.33432%* 0.03700
Grande 0.32959 0.72200 -1.90769 0.27600
Miranda -0.65945 0.29300 -1.26962 0.29900
Paranaiba -0.41593 0.39000 -2.26391 0.19400
Parana I1 -1.10130 0.12900 -8.43297* 0.00300
Sucuriu -1.39043 0.06600 -7.22577* 0.00400
Tieté -0.97319 0.16000 -2.04990 0.22700
Uruguai -0.79413 0.21500 -3.07598 0.14900

A caracterizacdo da expansdo populacional com a analise de distribuicdo Mismatch
(Fig. 08), mostra que os grupos apresentam uma distribui¢do unimodal, o que demosntra
que as populagdes passaram por uma expansio demografica recente ou ha elevados niveis

de migragdo entre grupos vizinhos (Excoftier, 2004).

0.08 - Exp
] ----g-- Obs

0.06 -

0.04

0.02 -

0, Boeptosttetisg

0 10 20 30 40 50

Pairwise Differences

Fig. 08. Distribuicdo Mismatch usando a informagao da regido controle (D-loop) de P. lineatus.
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4.2. Diversidade genética em Prochilodus nigricans

4.2.1. Microssatélites

Foram analisadas 199 amostras de Prochilodus nigricans, divididas em grupos,
sendo cada grupo correspondente a um local amostrado (Tabela 02). Todos os loci
analisados se mostraram polimorficos e em grande parte dos /oci a heterozigosidade
esperada apresentou valores superiores ou proximos dos valores de heterozigosidade
observada. Os maiores valores de heterozigosidade observada foram observados no locus
PI119 da amostra Iquitos (1,000) e os menores valores, nos locus PI09 e PI25 das
amostras Araguaia, P109 das amostras Madeira Montante, P1139 das amostras Purus e
PI23 das amostras Tapajos (0,000) (Tabela 11). Mas, de uma forma geral, os valores de
heterozigosidade observada mostraram-se satisfatorios, apresentando valores acima de
0,2, sendo que o maior valor de heterozigosidade média observada foi verificado nas
amostras da localidade Iquitos (0,568) e o menor na localidade Araguaia (0,371) (Tabela
12).

O numero de alelos (Na) e o nimero de alelos privados foram estimados para cada
locus e para cada ponto amostrado, sendo que as localidades que apresentaram o maior
numero de alelos foram Grande e Miranda com 26 alelos para o /ocus P125, e o numero
de alelos privados (Np), quando presentes, ndo ultrapassaram a dois dentro de uma
amostra em um Jocus. Realizando-se um comparativo entre os grupos amostrados, o
maior valor médio de alelos foram encontrados nos grupos Grande, Miranda e Paranaiba
(12,222) e o menor no grupo Cuiaba (5,222), porém, o mesmo também possui 0 menor
numero de amostras entre os grupos. Em relacdo aos alelos privados o grupo Coxim

apresentou o maior valor médio (0,778) e o grupo Cuiaba o menor (0,222) (Tabela 11).
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O indice de fixacdo populacional (Fj), que avalia e fornece uma estimativa em
relacdo a endogamia nas amostras analisadas, foi estimado, de modo que o maior valor
absoluto obtido, foram para os grupos Araguaia (loci 09 e 25), Madeira Montante (locus
P109), Tapajos (P123) e Purus (P1139) com o indice de 1,000 ¢ o menor para o grupo
Purus (locus P1216) com o indice de -0,571. Na comparagdo entre os grupos (Tabela 11),
o maior valor de Fjs foi obtido para o grupo Araguaia (0,513) e o menor valor para o
grupo Purus (0,264). Todos os grupos analisados apresentaram valores positivos para o
Fis, ou seja, todos os grupos apresentaram deficiéncia de heterozigotos, apresentando o
indice médio final de 0,352 para todos os loci e os grupos analisados.

A hipotese nula (Hp) de equilibrio de Hardy-Weinberg foi aceita em 27 das 63
estimativas com valores significantes de P> 0,005 apods correcdo de Bonferroni. Assim,
foi verificada significancia de desvio em 36 estimativas. Dessas, 28 estimativas estavam

associadas a possivel presenca de alelos nulos (Tabela 11).
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Tabela 11. Dados de nove loci microssatélites para cada grupo de P. nigricans. N = niimero de individuos; Na = niimero de alelos; Np = numero de alelos
privados; Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; FIS = indice de fixa¢do (endogamia); HWE = valores probabilisticos de concordancia
com o equilibrio de Hardy-Weinberg; * = P < 0,005 ajustados com a corre¢do de Bonferroni; R = frequéncia de alelos nulos por locus.

LocCI
P103 P109 Pl14 PI23 PI25 PI1119 P1139 P1190 Pl216

Araguaia
N 20 17 20 15 10 17 12 13 12
Na 09 02 13 03 09 14 06 13 02
Ne 4,734 1,125 8,889 2,228 8,333 8,141 4,881 8,895 1,385
I 1,826 0,224 2,343 0,882 2,164 2,369 1,690 2,378 0,451
Ho 0,500 0,000 0,700 0,133 0,000 0,824 0,250 0,769 0,167
He 0,789 0,111 0,888 0,551 0,880 0,877 0,795 0,888 0,278
Fis 0,366 1,000 0,211 0,758 1,000 0,061 0,686 0,133 0,400
HWE 0,001* 0,000* 0,034 0,000* 0,000%* 0,009 0,002* 0,347 0,166
R 0,161 0,090 0,090 0,269 0,468 - 0,303 - -

Iquitos

N 30 29 30 27 25 28 25 27 26
Na 16 04 16 05 27 22 20 21 04
Ne 8,696 2,219 7,171 3,269 19,531 15,680 15,625 12,150 2,106
I 2,427 0,928 2,306 1,384 3,131 2,905 2,859 2,744 0,844
Ho 0,367 0,414 0,800 0,074 0,520 1,000 0,320 0,926 0,692
He 0,885 0,549 0,861 0,694 0,949 0,936 0,936 0,918 0,525
Fis 0,586 0,247 0,070 0,893 0,452 -0,068 0,658 -0,009 -0,318
HWE 0,000* 0,000* 0,870 0,000* 0,000* 0,973 0,000* 0,564 0,479
R 0,275 - - 0,366 0,220 - 0,318 - -

Madeira

Montante
N 30 19 30 23 14 29 29 30 24

Na 11 05 12 04 11 18 16 15 06




Ne

1

Ho

He

Fis

HWE

R
Madeira
Jusante

N

Na

Ne

|

Ho

He

Fis

HWE

Manaus

Fis
HWE

Purus

Na

4,511
1,911
0,633
0,778
0,186
0,018
0,081

30
11
4,737
1,858
0,533
0,789
0,324
0,001*
0,142

38
12
7,386
2,164
0,553
0,865
0,361
0,004*
0,167

30
05

2,270
1,129
0,000
0,873
1,000

0,000*

0,358

24
09
3,945
1,688
0,292
0,747
0,609
0,000*
0,260

38
04
1,824
0,846
0,263
0,452
0,418
0,000*
0,130

24
04

7,895
2,228
0,600
0,873
0,313

0,000*

0,145

30
13
5,714
2,016
0,733
0,825
0,111
0,003*

38
14
6,732
2,185
0,868
0,851
-0,020
0,000*

30
04

2,200
0,951
0,130
0,545
0,761
0,000*
0,268

21
02
1,849
0,652
0,048
0,459
0,896
0,000*
0,282

34
07
4,498
1,678
0,294
0,778
0,622
0,000*
0,272

19
02

7,127
2,193
0,071
0,860
0,917
0,000*
0,423

25
21
9,766
2,703
0,520
0,898
0,421
0,000%*
0,199

24
19
7,529
2,501
0,375
0,867
0,568
0,000*
0,263

21
21

12,101
2,674
0,862
0,917
0,060

0,005*

29
21
11,681
2,743
0,897
0,914
0,020
0,358

38
22
13,248
2,771
0,816
0,925
0,118
0,000*
0,056

29
06

7,897
2,357
0,621
0,873
0,289
0,000*
0,134

29
20
8,087
2,551
0,552
0,876
0,370
0,000*
0,173

32
21
13,474
2,794
0,313
0,926
0,662
0,000*
0,318

9,231
2,448
0,800
0,892
0,103
0,048

30
12
7,143
2,152
0,800
0,860
0,070
0,066

37
21
10,178
2,648
0,892
0,902
0,011
1,000

19
07

1,641
0,862
0,292
0,391
0,253
0,438

26
04
1,218
0,408
0,192
0,179
-0,074
1,000

29
04
2,288
0,987
0,552
0,563
0,020
0,000*

27
04
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Ne

1

Ho

He

Fis

HWE

R
Tapajos

N

Na

Ne

|

Ho

He

Fis

HWE

1,321
0,554
0,233
0,243
0,039
0,150

18
10
3,224
1,668
0,389
0,690
0,436
0,014
0,178

2,992
1,154
0,542
0,666
0,186
0,000*

14
11
6,323
2,131
0,429
0,842
0,491
0,001*
0,224

1,357
0,525
0,300
0,263
-0,139
0,988

13
09
5,541
1,915
0,769
0,820
0,061
0,549

1,170
0,276
0,053

0,145

0,638
0,005*
0,081

1,324
0,410
0,000
0,245
1,000
0,008
0,196

16,036
2,902
0,810
0,938
0,137
0,161
0,066

11
12
8,643
2,323
0,818
0,884
0,075
0,377

2,744
1,291
0,517
0,636
0,186

0,000*

16
13
8,678
2,334
0,563
0,885
0,364
0,007
0,171

4,000
1,386
0,000
0,750
1,000
0,062
0,428

11
13
11,524
2,500
0,545
0,913
0,403
0,046
0,192

2,208
1,251
0,053
0,547
0,904

0,000*
0,319

14
14
9,333
2,434
0,643
0,893
0,280
0,138
0,132

2,303
0,954
0,889
0,566
-0,571
0,022

16
05
2,977
1,300
0,563
0,664
0,153
0,000*
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Tabela 12. Indices de diversidade genética intrapopulacional obtidos com marcadores
microssatélites para os grupos selvagens de P. nigricans. * = P < 0,005 ajustados com a
corregdo de Bonferroni. (N, = nimero de alelos; N, = numero de alelos efetivos; Hy =
heterozigosidade observada; H, = heterozigosidade esperada; F;; = indice de endogamia)

GRUPOS N, N, Hy H. Fis
Araguaia 7,889 5,401 0,371 0,673 0,513
Iquitos 15,000 9,605 0,568 0,806 0,279
Madeira M 10,889 6,097 0,446 0,743 0,431
Madeira J 12,556 6,015 0,507 0,727 0,305
Manaus 13,778 7,462 0,547 0,792 0,307
Purus 6,333 3,792 0,547 0,792 0,264
Tapajos 9,889 6,396 0,524 0,759 0,363
Média Total 10,905 6,396 0,477 0,718 0,352

O indice de diferenciagdo genética Fy (baseado no modelo de mutagdo IAM) entre
os grupos de P. nigricans para todos os /oci, mostrou uma possivel divergéncia entre os
grupos analisados. Pela analise do Fy par a par (Tabela 13), ¢ possivel verificar que os
valores maior e menor de divergéncia entre os grupos estdo na comparagdo entre os
grupos Araguaia e Purus (0,393) e Iquitos e Madeira Jusante (0,023), respectivamente.
O grupo Purus apresentou altos indices, quando comparado com todos os outros grupos
analisados, apresentando o indice de fixagdo interpulacional sempre acima de 0,25.

Tabela 13. indices de Fixacio Interpopulacional (FST) par a par entre os grupos de P. nigricans com marcadores
microssatélites. (* =P < 0,05)

Araguaia Iquitos Madeira M MadeiraJ  Manaus Purus Tapajos
Araguaia 0,000
Iquitos 0.044* 0,000
Madeira M 0.092* 0.031* 0,000
Madeira J 0.089* 0.023* 0.016 0,000
Manaus 0.038* 0.010 0.026* 0.014 0,000
Purus 0.393* 0.278* 0.369* 0.324* 0.321* 0,000
Tapajos 0.056* -0.012 0.041* 0.010 0.009 0.264* 0,000




Pela analise de varidncia molecular (AMOVA) foi possivel identificar que a maior
fonte de variagdo esta presente dentro dos grupos (87,60%). Apesar da maior parte desta
variagdo ser atribuida a variabilidade genética presente dentro de cada grupo, o valor
atribuido ao indice de fixagdo interpopulacional (Fy = 0,12) ¢ considerado médio,
indicando grupos com indicio de estruturacdo genética entre os sete grupos amostrados
(Tabela 14), porém ressaltando que o grupo Purus foi o principal responsavel por elevar

o indice para esse marcador.

Tabela 14. Analise da variancia molecular (AMOVA) e F, entre os grupos de P. nigricans, com
marcadores microssatélites. * P < 0,05

Populacio Fonte de variacao Soma dos Componentes % da Fit
quadrados da variacio variacio
Entre os grupos 5,244 0,00804 0,98 0,12%*

Grupos Entre ind. dentro 31,320 0,09359 11,42

de grupos

Dentro dos 280,680 0,71785 87,60

grupos
Total 317,244 0,81948 100

A andlise bayesiana realizada por iteracdes de cadeias markovianas gerada pelo
programa STRUCTURE sob o modelo Admixture, avaliando K = 1 a 9 populagdes,
mostrou a mais alta verossimilhanga (LnPD) em uma estrutura populacional de K=2,

resultado que foi corroborado pela estimagdo delta de K (Fig. 09)
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Fig.09. (a) Grafico dos valores médios de Ln das probabilidades de cada K. (b) Valores de delta (K),

segundo corre¢ao de Evanno et al. (2005), mostrando o maior valor de delta (K) para K=2.
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Fig. 10. Grafico obtido com o programa STRUCTURE (K=2). Valor de (K) obtido segundo a correcdo de

Evanno et al (2005) para as amostras de P. nigricans.

Os resultados obtidos para o teste de Mantel (Fig. 11), mostram uma débil relagdo
entre a distancia geografica e os valores para o indice de fixacdo (R’=0,0277) com valor
de P=0,05, ndo significativo, indicando que isolamento por distancia é improvavel de ter

gerado o padrdo de estrutura observado.
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Fig.11. Grafico obtido apds teste de Mantel, relacionando distincia genética e distancia

geografica.

4.2.2. Regiao controladora do DNAmt (D-loop)

Nas analises com o marcador D-Loop, foram utilizados 155 espécimes, divididos
em sete grupos. O Apéndice 02 mostra a distribuicdo dos 68 haplétipos identificados
nos grupos amostrais, sendo que o haplétipo 09, foi o mais compartilhado, ocorrendo
em 48 individuos distribuidos em quatro grupos. Pelos resultados apresentados na
Tabela 14 ¢ possivel notar que, proporcionalmente ao numero de individuos
amostrados, o grupo Purus apresentou o menor nimero de haplotipos e sitios
polimorficos (08 e 07, respectivamente), enquanto que o grupo Madeira Montante
revelou os maiores valores (17 e 43, respectivamente). Os maiores valores de
diversidade haplotipica e nucleotidica foram detectados no grupo Madeira Montante
(0,97403 e 0,02493, respectivamente), enquanto que os menores valores de diversidade
haplotipica e nucleotidica foram verificados no grupo Purus (0,79435 ¢ 0,00216,

respectivamente).
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Tabela 14. Numero amostral (N), Numero de Haplotipos (Nh), Diversidade Haplotipica,
Numero de Sitios Polimérficos e Diversidade Nucleotidica dos grupos formados pelas amostras

de P. nigricans.

Grupo N Nh Diversidade Nsp Diversidade

Haplotipica Nucleotidica
Araguaia 07 06 0.95238 11 0.00746
Iquitos 29 16 0.87931 27 0.00779
Madeira M 22 17 0.97403 43 0.02493
Madeira J 28 16 0.91270 41 0.02302
Manaus 30 12 0.82069 14 0.00422
Purus 32 08 0.79435 07 0.00216
Tapajos 07 05 0.90476 30 0.01900
Total 155 68 0.94160 75 0.02280

Segundo a analise de variancia molecular (AMOVA) (Tabela 15), foi identificado

uma divisdo bem evidente da fonte de variagdo, onde a maior percentagem de variagdo

foi encontrada dentro dos grupos amostrais (39,61%%), porém muito proximo dos

valores obtidos pelas outras fontes de variacdo. Ainda nesta analise, foi observado que a

estimativa do indice de fixagdo interpopulacional Fy para todos os grupos foi de 0,6,

valor extremamente alto, ¢ que indica uma alta estrutura¢do genética populacional entre

os grupos. Pela analise do F par a par (Tabela 16) foi possivel identificar quais grupos

sd0 mais proximos e mais distantes entre si, sendo que o maior valor de Fg foi

determinado na comparacdo entre os grupos Araguaia e Purus (0,882) e o menor valor

significativo entre os grupos Madeira Montante e Tapajos (0,149).
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Tabela 15. Analise da variancia molecular (AMOVA) e FST, entre os grupos de P. nigricans,

utilizando marcador mitocondrial D-loop. (* P < 0,05)

Populacio Fonte de variagao Soma dos Componentes % da FST
quadrados da variacao variacao

Entre os grupos 73.056 3.15410 29.25 0.60

Grupos Entre ind. 425.639 3.35728 31.13

dentros de grupos
Dentro dos 632.214 4.27172 39.61
grupos
Total 1130.910 10.78310

Tabela 16. indices de Fixagdo Interpopulacional (FST) par a par entre os grupos de P. nigricans, utilizando

marcador mitocondrial D-loop. (* =P < 0,05)

Madeira M
Madeira J
Manaus
Iquitos
Tapajos
Purus

Araguaia

MadeiraM Madeira J Manaus Iquitos Tapajos Purus  Araguaia
0,000
-0.012 0,000
0.187* 0.273* 0,000
0.173* 0.256* 0.004 0,000
0.149* 0.191* 0.651* 0.644* 0,000
0.523* 0.602* 0.780* 0.781* 0.813* 0,000
0.363* 0.463* 0.730* 0.731* 0.557* 0.882* 0,000

Para este marcador, também foram realizados os testes de neutralidade de D de

Tajima e¢ Fs de Fu. Para o teste D de Tajima, nenhum dos valores obtidos foi

significativo e no teste Fs de Fu, apenas um grupo apresentou valor estatisticamente

significativo e negativo, indicativo de um estado de expansédo do grupo (Tabela 17).
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Tabela 17. Valores dos testes de neutralidade (D de Tajima e FS de Fu) para os
grupos de P. nigricans, com marcadores mitocondriais D-Loop. (* P <0,05.)

Grupo D de Tajima | ValordeP | Fsde Fu | Valor de P
Araguaia -0.47530 0.33200 -1.54035 0.13600
Iquitos -1.36331 0.07600 -2.98689 0.12300
Madeira M 0.62875 0.79100 -1.10668 0.30900
Madeira J 0.74480 0.82800 -0.25511 0.51300
Manaus -1.15107 0.14900 0.26693 0.60200
Purus -0.92526 0.18900 -3.11008* 0.03000
Tapajos -0.84630 0.25400 1.75387 0.77700

Ao contrario dos testes de neutralidade, a caracterizacao da expansdo populacional
com a analise de distribuicdo Mismatch (Fig. 11), mostra que os grupos apresentam uma
distribuicdo multimodal, caracteristica de populagdes em equilibrio demografico
(Schneider et al., 2000). Essa diferenga pode indicar que a populagdo pode ter passado
por uma expansdo recente, porém passa por um momento de estabilidade em seu

tamanho populacional.

0.08 . ' P ----o-- Obs
0.06 -

0.04 -

Pairwise Differences

Fig. 11. Distribuicdo Mismatch usando a informagao da regido controle (D-loop) de P. nigricans.
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5. DISCUSSAO

Estudos da diversidade genética de diversas espécies de peixes tém sido
realizados com diferentes classes de marcadores moleculares e os resultados obtidos
indicando diferentes niveis de variabilidade entre as classes de marcadores refletem um
equilibrio entre as taxas de mutagdo e deriva genética. Neste sentido, as taxas de
mutacdo para marcadores microssatélites sio estimadas entre 10°e¢ 10™ por locus por
geracdo, enquanto para marcadores D-loop essas taxas tem valores de 10° a 107 por
geracdo (Lougheed ef al., 2000). Com base nisso, marcadores moleculares hiper-
variaveis como microssatélites e a regido controladora do DNAmt (D-loop) sdo uteis
nos estudos que visam estimar a variabilidade e a estrutura genética dos componentes
populacionais de uma espécie (Brown, 1986; Excoffier et al., 1992). Alguns fatores
devem ser considerados para a escolha dos marcadores moleculares utilizados em um
estudo genético populacional, sendo que para este estudo foram selecionados dois
marcadores com caracteristicas e alvos distintos (um nuclear ¢ outro mitocondrial). Por
se tratar de um marcador molecular co-dominante e apresentar alta taxa evolutiva, os
microssatélites foram escolhidos para a andlise da variabilidade e estrutura genética
populacional dos grupos de curimbata na Bacia do Prata e Amazonica. Segundo Selkoe
e Toonen (2006), cada /locus microssatélite pode ser considerado uma amostra do
genoma. Devido a recombinagao, selecdo e deriva genética, genes e regioes diferentes
do genoma tém historias genealdgicas ligeiramente diferentes, sendo que o uso de um
unico locus, ou poucos loci, pode determinar uma alta taxa de erro na estimativa das
caracteristicas populacionais. Assim, a analise de multiplas amostras do genoma, pela
combinagdo dos resultados de muitos /oci, pode fornecer uma maneira mais precisa e

estatisticamente mais poderosa de comparar populacdes e individuos.
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5.1. Caracterizacao da estrutura populacional de P. lineatus

5.1.1. Microssatélites

Em peixes, o numero de alelos por locus ¢é bastante variavel. Em truta,
Oncorhynchus mykiss, altos numeros de alelos para /oci microssatélites (média de 24,5
alelos por locus) ja foram relatados (Narum et al., 2004). Em espécies neotropicais,
como Brycon opalinus, Barroso et al. (2003) encontraram média de 23,1 alelos por
locus. Em Prochilodus argenteus o valor médio de alelos por /locus foi 12,4 (Hatanaka
et al., 2006), enquanto Sanches (2007) encontrou apenas 5,91 alelos por /locus na
espécie B. hilarii. Outro estudo realizado em Piaractus mesopotamicus, evidenciou uma

média de 8,5 alelos por locus (Calcagnotto e DeSalle, 2009).

No presente estudo, a espécie P. lineatus revelou uma média de numero de
alelos de 10,55 por locus, valor esse, proximos aos relatados por Rueda et al. (2013),
também analisando P. lineatus, que encontrou uma média de alelos de 13,1, utilizando

0s mesmos /oci microssatélites.

Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg foram encontrados em 8 dos 9 /oci
analisados em pelo menos um grupo amostral, e os indices de heterozigosidade
encontradas no presente estudo (0,491 —0,680) foram similares aqueles encontrados por
Rueda et al. (2011) no trabalho de caracterizacdo dos loci microssatélites e similares aos
encontrados por Barbosa et al. (2008) e Melo et al. (2013) no estudo de outras espécies
do género Prochilodus. Mesmo sendo valores similares a outros estudos, os valores de
heterozigosidade observados foram menores que o esperado (Fjs positivo) em todos os

grupos, sugerindo assim uma deficiéncia de heterozigotos.

51



Essa deficiéncia de heterozigotos ¢ bastante comum em peixes e tem sido
comumente relatados em estudos com populagdes naturais e diversos fatores podem
explicar estes déficits, incluindo o efeito de Wahlund, endogamia, a presenca de alelos
nulos e alelos drop-out, erros de genotipagem e erros amostrais, além de acasalamento
ndo aleatorio (Broughton et al., 2002; Narum et al., 2004; Barroso et al., 2005; Balding,
2006; Hatanaka et al., 2006; Chapuis e Estoup, 2007; Calcagnotto e DeSalle, 2009;

Morin et al. 2009).

O efeito de Wahlund diz respeito sobre a frequéncia de homozigotos em
populacdes subdivididas, ou seja, quando duas ou mais populacdes sdo fusionadas em
uma amostragem, o numero de homozigotos tende a ser maior que o numero de
heterozigotos nesta nova populacdo (uma amostragem ¢ tida como uma unica
populacdo, mas na verdade ela pode conter varias populagdes). Deste modo, desvios no
EHW com déficits de heterozigotos podem ser indicativos deste efeito e sugerirem uma

possivel subdivisao populacional na amostragem (Ridley, 2006).

No caso dos alelos nulos, o conceito foi primeiramente introduzido por Callen et
al. (1993), quando estes demonstraram que uma dele¢do de 8pb em um sitio de ligacdo
de primers microssatélites, era a responsavel pela ndo amplificagdo de marcadores com
repeticdes (AC)n, implicando em exclusdo de paternidade em humanos, uma vez que
ndo seria possivel a identificacdo de um dos alelos. Na genética de populagdes a
presenga de alelos nulos tem sido comumente relatada e pode interferir em estimativas
de variabilidade genética e distdncias genéticas, além de outras inferéncias sobre a

estrutura genética de populagdes (Falush ef al., 2003; Chapuis e Estoup, 2007).

No presente trabalho, o déficit de heterozigotos observado para maioria dos loci

analisados pode estar relacionado com alguns desses fatores, preferencialmente os
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alelos nulos, ja que os alguns loci analisados apresentaram valores de frequéncias para
presenga destes alelos relativamente altos e geralmente associados a indices
significantes de desequilibrio de Hardy-Weinberg. Como foi observado um possivel
indicio de estruturacdo genética nos grupos Coxim e Cuiabad pelos dados de
microssatélites, o efeito de Wahlund, pode ser também, um dos responsaveis pelo indice

de heterozigosidade obtida nesses grupos.

Estudos de diferenciagdo populacional em peixes vém sendo realizados para a
identificacdo e manejo de diferentes pools genéticos. Segundo Laikre et al. (2005), a
diferenciacdo populacional pode ocorrer sob diferentes formas (desde populagdes
geneticamente distintas até populacdes panmiticas) e deste modo, a unidade basica de
conservagdo seria representada por um grupo geneticamente homogéneo de individuos,

como por exemplo, a existéncia de diferentes populacdes locais.

No presente estudo, os valores de diferenciacdo gé€nica e genotipica, baseados
nas frequéncias alélicas e genotipicas observadas, indicaram uma possivel diferenciacdo
genética entre alguns grupos analisados. A partir dessa indicacdo de diferenciagdo, os
valores de Fsr encontrados entre pares de populacdes variaram de 0,014 (Grande x
Paranaiba) e 0,142 (Coxim x Grande), estes significantes apos a corre¢do de Bonferroni
(P < 0.005). Pode-se observar, que o grupo Coxim, ao ser comparado com todos os
outros grupos, apresentou indices nao inferiores a 0,094 e o grupo Cuiaba obteve
indices que variaram de 0,034 a 0,108. Todos os outros grupos quando comparados,

apresentaram indices inferiores a 0,054.

De acordo com Wright (1978), indices Fsr com valores abaixo de 0,05 indicam
pequena diferenciacdo genética; entre 0,05 e 0,15, moderada diferenciagdo; entre 0,15 ¢

0,25, grande diferenciacdo; e valores acima de 0,25, diferenciacdo muito elevada. Deste
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modo, parece existir uma diferenciagdo moderada nos grupos Coxim e Cuiaba, muito
mais evidente no grupo Coxim. Nos outros grupos amostrais, os valores de Fgr,

sugerem pouco ou nenhuma estruturagdo genética.

Apesar disso, as analises de AMOV A demonstram que entre os grupos (Coxim e
Cuiaba x todos os outros grupos) ha pouca variacdo (0,35%) e que a maior percentagem
de variacdo, estd mesmo dentro dos grupos (96,42%) sugerindo pouca ou nenhuma
diferenciag@o entre eles. Isto reforca a idéia de que os grupos amostrais formam na

realidade, um grupo ndo estruturado ou em inicio de estruturagao.

Na ultima década, muitos estudos genético-populacionais passaram a utilizar o
Structure (Pritchard et al., 2000) para realizar inferéncias sobre o grau de estruturagdo

ou diferenciagdo genética entre populagdes com base em dados moleculares.

No entanto, niveis claros de diferenciacdo genética, nem sempre sdo obtidos
através de analises realizadas neste programa. Martien et al. (2007), por exemplo, ao
estudar baleias nos mares do artico mostraram que o programa identificou apenas um
unico estoque para esta regido. Entretanto, segundo os pesquisadores, ha pelo menos
dois estoques notadamente diferentes, apresentados em estudos anteriores e
comprovados em analises baseadas em Fy. Latch et al. (2006), em seu estudo simulado,
demonstrou que a habilidade de inferir corretamente o niimero K de populagdes pelo
programa Structure estd diretamente associada aos valores de Fgsr, ou seja, quanto
maiores estes valores, melhores as inferéncias. Os autores apontam ainda que para
valores de Fst proximos de 0,01 o programa nao detecta nenhuma estruturagdo, e que

para valores maiores que 0,03 as estimativas de K e AK sdo mais precisas.
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Ap6s analises no STRUCTURE, e serem realizadas corre¢des de Evanno et al.

(2005), os indices sugeriram a existéncia de trés populagdes.

5.1.2. Regiao controladora do DNAmt (D-loop)

O marcador mitocondrial D-loop também foi utilizado para este estudo, tendo
em vista sua heranga materna e por apresentar maior taxa evolutiva que os demais genes
mitocondriais. O primer forward utilizado foi o descrito no trabalho de Sivasundar
(2001), desenvolvido para a espécie Prochilodus lineatus. A fim de se obter um
fragmento menor que aquele analisado por Sivasundar, foi desenvolvido outro primer
reverse, mais interno, cujo fragmento resultante da amplificacdo deste conjunto fosse
uma regido menor, mais facil de ser amplificada e que ainda contemplasse a porgao
inicial mais polimorfica da regido controladora do DNA mitocondrial (Brown, 1986;

DeWoody e Avise, 2000).

De forma geral, considerando todos os grupos analisados, foram encontrados
141 haplotipos em 276 amostras analisadas, e os indices de diversidade haplotipica
ficaram todos acima de 0,93. Valores esses, semelhantes aos encontrados em trabalhos
como os de Martins et al. (2003) que apresentou 32 haplotipos e diversidade haplotipica
variando de 0,848 a 1,00 para Leporinus elongatus do rio Parana; e de Garcez et al.
(2011) que estimou 46 haplotipos em 141 individuos amostrados e diversidade

haplétipica de 0,555 a 0,941 em Prochilodus lineatus do Alto Parana.

Quando considerada a analise inter-populacional entre amostras dos grupos de P.
lineatus, o valor global de Fg obtido foi de 0,04, muito proximo ao valor obtido pelos

microssatélites (0,03). Quando o indice (Fst) foi analisado par a par, o grupo Coxim que
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havia apresentado indices que representavam estruturacdo moderada quando comparado
com todos os outros grupos analisados, utilizando marcadores microssatélites, neste,
apresentou indices mais baixos em todas as comparagdes, sendo significativo e
representando uma estruturacdo moderada somente quando comparado com os grupos
Grande (0,060) e Parana II (0,067); o grupo Cuiab4a, que também havia apresentado
indices de estruturagdo moderada em muitas comparagdes, neste caso também
apresentou indices mais baixos e sO apresentou este tipo de estruturacdo quando
comparado ao grupo Parand II (0,056). Na analise de varidncia molecular (AMOVA), os
dados de D-loop corroboraram os resultados obtidos por Garcez et al. (2011), bem
como os de microssatélites do presente estudo determinando que a maior fonte de

variacdo da espécie € encontrada dentro dos grupos (95,7%).

5.1.3. Estrutura Populacional em P. /ineatus

Uma caracteristica muito importante de conectividade genética em populagdes
de peixes ¢ a mobilidade, na medida em que as espécies caracterizadas por uma grande
mobilidade tendem a apresentar niveis menos complexos de estrutura da populacional
(Ward et al., 1994). No entanto, outros fatores, além da mobilidade podem influenciar
as taxas de fluxo gé€nico e estrutura da populacdo, tais como a presenga de barreiras
fisicas ou ecoldgicas; tragos comportamentais (por exemplo, filopatria); histéria de vida;
fluxo génico ligado ao sexo e dispersdao (no caso de marcadores genéticos de
transmissdo uniparental); pressdes seletivas diferenciais entre DNA mitocondrial e
nuclear, eventos demograficos que perturbam o equilibrio entre fluxo génico, deriva

genética e distancia geografica entre sub-populagdes (Avise, 1994).
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Sivasundar et al. (2001), em estudos anteriores de P. lineatus utilizando
marcadores mitocondriais, detectaram altos niveis de variabilidade genética e fluxo
génico através da Bacia do Parana. Resultados semelhantes foram obtidos por Turner et
al. (2004), Moyer et al. (2005), Piorski (2010) e Aguirre-Pabon er al. (2013), em

espécies do mesmo género, P. mariae, P. robrotaeniatus, P.lacustris ¢ P. madaglenae.

Em contraste a isso, no presente estudo, evidenciado por dois tipos de
marcadores moleculares, um possivel indicio de estruturacdo genética foi detectado para
os grupos Cuiaba e Coxim. Considerando-se somente os grupos pertencentes a Bacia do
Alto Parand, os dados corroborariam os estudos ja realizados por Sivasundar et al
(2001) e Garcez et al. (2011), porém como a amplitude da amostragem do presente
estudo foi mais abrangente, englobando boa parte dos tributarios e rios que formam a
bacia em questdo, a possibilidade de um melhor compreendimento da estrutura

populacional de P. lineatus torna-se possivel.

Rueda et al. (2013), utilizando os mesmos loci microssatélites encontrou
evidéncias de estruturacdo populacional sazonal no baixo rio Uruguai em P. lineatus,
destacando a presenca de pelo menos trés estoques em trés épocas distintas,
evidenciando que essa regido funcionaria como éarea de alimentacdo e depois os

cardumes seguiriam para outras regioes.

Como essa espécie ¢ considerada migradora de grandes distincias, podendo
migrar por mais de 1000 Km, e ndo ha registros de diferencas no padrao de migracao
entre os sexos segundo Agostinho et al. (2003), e por viver em uma regido que sofre
grandes impactos antropicos tais como hidrelétricas e grandes plantagdes, além de ser
uma espécie que ¢ muito utilizada em peixamentos, poderia se pensar que a diversidade

genética das populagdes poderia estar fortemente afetada. No entanto, apesar do indice
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de heterozigosidade encontrada estar um pouco baixa, a riqueza alélica e diversidade
haplotipica se mostraram satisfatorios, assim como encontrado por Garcez et al. (2011)

e Lopera-Barrero et al. (2013).

Apos realizagdo do teste de Mantel, ndo foi encontrada relacdo significativa
entre distancia geografica e divergéncias genéticas estimadas pelo Fst. Essa relagdo nao
significativa, pode ocorrer por alguns motivos; um deles seria o fato de realmente essa
espécie, por ser uma grande migradora, poder transpor grandes distdncias e manter o
fluxo genético ao longo de toda a bacia; outro fator, seria 0 manejo incorreto por parte
de empresas que realizam programas de repovoamento ao longo da bacia nas ultimas
décadas, que poderiam estar misturando os estoques de diferentes localidades, e ndo
levando em consideracdo o pool génico que cada populagcdo poderia ter, fazendo com

que pudesse estar ocorrendo um fluxo genético por agao antrdpica.

Esta situacdo distorceria a historia evolutiva das populagdes naturais a ponto de
reduzir processos evolutivos de fixagdo de alelos de centenas de anos, ha poucas

décadas (Aguirre-Pabon, 2013).

5.2. Caracterizacio da estrutura populacional de P. nigricans

5.2.1. Microssatélites

Considerando a grande diversidade bioldgica registrada na regido amazdnica e a
importancia do recurso ictico nesta area, um aumento dos estudos da variabilidade
genética de diversas espécies de peixes amazdnicos tem acontecido nos ultimos anos,

principalmente aquelas que constituem uma unidade de exploragcdo comercial.
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Segundo DeWoody & Avise 2000 e Oliveira et al. 2009, a variabilidade genética
encontrada para peixes de agua doce tem uma média de 9,1 alelos por /ocus. No
presente estudo, em Prochilodus nigricans, a média de alelos encontrados foi de 10,905,

muito similar ao encontrado neste mesmo estudo em P. /ineatus (10,50).

Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg foram encontrados em todos os /oci
analisados em pelo menos um grupo amostral, e os indices de heterozigosidade
observada encontrados no presente estudo (0,000 — 1,000) foram similares aqueles
encontrados por Rueda et al. (2011) no trabalho de caracterizagdo dos loci
microssatélites e similares aos encontrados por Barbosa et al. (2008) e Melo et al.
(2013) no estudo de outras espécies do género Prochilodus. Mesmo sendo valores
similares a outros estudos, os valores de heterozigosidade observados foram menores
que o esperado (Fs positivo) em todos os grupos, principalmente no grupo Araguaia

sugerindo assim uma deficiéncia de heterozigotos.

Assim como encontrado em P. lineatus no presente estudo, essa deficiéncia pode
ter como causas provaveis a endogamia, o efeito Wahlund ou a presenca de alelos nulos.
Os alelos nulos também justificam as rejeicdes significantes de HWE (P > 0,005, apos

corre¢do de Bonferroni) encontradas no presente estudo.

No presente estudo, os valores de diferenciacdo gé€nica e genotipica, baseados
nas frequéncias alélicas e genotipicas observadas, indicaram diferenciagdo genética
entre alguns dos grupos analisados. A partir dessa indicacdo de diferenciacao, os valores
de Fst encontrados entre pares de populagdes variaram de 0,023 (Madeira J x Iquitos) e
0,393 (Araguaia x Purus), estes significantes apos a corre¢do de Bonferroni (P < 0.005).
Pode-se observar que o grupo Purus, ao ser comparado com todos os outros grupos,

apresentou indices ndo inferiores a 0,278 e o grupo Araguaia obteve indices que
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variaram de 0,038 a 0,393. Todos os outros grupos quando comparados, apresentaram

indices inferiores a 0,041.

De acordo com Wright (1978), pode se dizer que existe uma diferenciagdo muita
elevada na populacdo Purus e o grupo Araguaia com uma diferenciacdo que fica entre
moderada a grande. Nos outros grupos amostrais, os valores de Fgsr, sugerem pouco ou

nenhuma estruturagdo genética.

Apesar disso, as analises de AMOVA demonstram que entre os grupos (Purus x
Araguaia x todos os outros grupos) hd pouca variagdo (0,98%) e que a maior
percentagem de variagdo, estd mesmo dentro dos grupos (87,6%) sugerindo pouca

diferenciagdo entre eles.

A analise Bayesiana realizada no programa STRUCTURE, e as estimativas de
Ln (P)D e AK, indicaram a formagdo de dois grupos sustentando a estruturacdo

registrada para a localidade Purus.

5.2.2. Regiao controladora do DNAmt (D-loop)

A andlise diversidade indicou que P. nigricans possui uma alta diversidade
genética, tanto haplotipica quanto nucleotidica (0,9416 e 0,022 respectivamente),
nameros semelhantes ou superiores aos encontrados no presente estudo, com P.lineatus,
bem como em outros estudos (Batista ¢ Alves-Gomes, 2006; Da Acosta,2009; Batista,

2010; Piorski, 2010; Garcez et al.,2011).

Quando considerada a analise inter-populacional entre amostras dos grupos de P.

nigricans, o valor global de Fy obtido foi de 0,6, surpreendentemente um valor muito
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acima ao valor obtido pelos microssatélites (0,12), que ja havia apresentado um valor
diante de outros estudos para espécies do mesmo género. Quando o indice (Fst) foi
analisado par a par, praticamente todas as comparacdes entre 0os grupos apresentaram
algum tipo de estruturacdo, com excecdo dos grupos Madeira Montante x Madeira
Jusante, como também os grupos Manaus x Iquitos, que ndo apresentaram valores
significativos para esse indice, portanto sem diferenciacdo significativa entre eles. O
grupo Purus, para esse indice, apontou valores muito elevados, inclusive mais elevados
do que os valores que ja haviam sido apresentados pelos marcadores microssatélites,
variando o indice de 0,523 a 0,882, que indicariam uma estruturagdo extremamente
elevada. Na andlise de varidncia molecular (AMOVA), os dados de D-loop também nao
corroboraram os resultados pelos microssatélites do presente estudo, determinando que
a fonte de variacdo da espécie se encontra dividida, com uma pequena vantagem
percentual de variacdo dentro dos grupos (39.61%), o que também nos mostra um
elevado grau de diferenciacdo entre os grupos analisados. Mesmo quando comparado a
outros estudos que evidenciaram estruturacao populacional em outros grupos de peixes
como no caso de Pereira et a/.2009, os nimeros do presente estudo sdo extremamente

elevados.

5.2.3. Estrutura Populacional em P. nigricans

As diferengas encontradas entre os marcadores mitocondriais ¢ os marcadores
microssatélites, em relagdo a estrutura registrada para todos os grupos, pode estar
relacionado com os niveis de variabilidade, entre as diversas classes de marcadores

além do tipo de heranca destes. Estimativas realizadas das taxas de mutacdo de
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marcadores moleculares em peixes indicam que a taxa de mutagdo da regido controle
seja de 3,6+0,46% por milhdo de anos (Donaldson ¢ Wilson, 1999), no entanto os
microssatélites possuem uma taxa de mutacdo maior que os marcadores mitocondrias de
107 -10° por 16cus por geragdo (Ellegren, 2000) e se deve as alteragdes no niimero da
unidade de repeticdo. Soma-se a isso, o fato da regido controladora ter uma heranca

estritamente materna.

Devido a essa heranca estritamente materna das linhagens de mtDNA, e as
diferencgas significativas encontradas entre os dois marcadores utilizados no presente
estudo, surge a hipotese de que a espécie P. nigricans tenha comportamentos diferentes
em ambos os sexos quando relacionados a padrdes migratoérios, onde a fémea poderia
ter um comportamento de ndo migrar por longas das distdncias (seriam residentes), ao
contrario do comportamento dos machos que migrariam por distdncias maiores e seriam
responsaveis pela variabilidade encontrada nos microssatélites e ndo nas linhagens de

mtDNA.

Padrdes de estrutura genética foram identificados para algumas espécies de
peixes amazonicos como o jaraqui (Semaprochilodus insignis), foi observada
estruturacdo entre a bacia amazdnica ¢ do Orinoco, no entanto ainda as espécies
compreendem um unico estoque na regido amazonica (Batalha, 2009). Olivares et al.
(2013) evidenciou estruturagao genética em Osteoglossum ferreirai. Em outros estudos,
Hurgo (2009) identificou que B. filamentosum  apresenta estruturagdo genética
associada principalmente ao tipo de agua (branca, clara e preta), posteriormente foi
observada uma baixa estruturacdo para B. rousseauxii entre o rio Madeira e rio Japura

(Batista, 2010).

62



A estrutura populacional ¢ o resultado de eventos do passado e da influéncia
ambiental que tem modelado o fluxo génico contemporaneo (Templenton ef al., 1995).
Os padroes de diversificacdo das populacdes e espécies na regido tropical t€ém sido
associados principalmente a influéncia das incursdes marinhas (Fjeldsa 1994; Roy et al.,
1997; Nores 1999; Hubert e Renno 2006) e dos processos paleogeograficos
relacionados com os surgimento dos Andes (Résénen et al., 1990, 1992; Patton et
al.,1994; Hoorn et al., 1995; Patton e Da Silva 1998;), que datam principalmente do
Mioceno, entretanto a influéncia das flutuagdes climaticas do Pleistoceno, na
demografia e variabilidade genética entre populagdes é pouco explorada (Hubert et al.,

2007).

Segundo Rice et al. (2008), tributarios desempenham importantes fungdes dentro
de uma bacia hidrografica, fornecendo habitats nicos e suporte a fungdes ecologicas
importantes. Este fato poderia explicar os valores encontrados de estruturacdo genética
estimada para os diferentes afluentes do Rio Solimdes/Amazonas, visto que seus
tributarios apresentam fatores bidticos e abiodticos proprios, dando condi¢oes e gerando

pressoes seletivas distintas para cada grupo.

O comportamento migratorio do género Prochilodus ndo ¢é suficientemente
claro. Estudos utilizando técnicas de marcacdo e recaptura e de detecgdo por radio em P.
lineatus e P. argenteus reportaram fidelidade aos locais de desova em anos consecutivos
(Godoy, 1959, 1975; Godinho e Kynard, 2006), de alimentacdo e de reproducdo e
preferéncia por zonas alagadas (Pesoa e Schulz, 2010), migragdes anuais que envolvem
longas distancias (460-600 km), sem qualquer razdo conhecida (Bayley, 1973;
Agostinho et al, 1997;. Espinach-Ros e Delfino, 1993) e as migragdes diarias (10-16

km) durante os periodos de desova (Godoy, 1975).
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No caso do grupo Purus, é provavel que ocorra acasalamento preferencial entre
os individuos da populagdo residente no rio Purus possa explicar a forte estrutura
genética observada, esta hipotese também ¢ fundamentada na evidencia do ndo
isolamento por distdncia entre as populacdes. Neste sentido provavelmente individuos
distribuidos em outras localidades, até possam entrar no rio Purus, mas tenham uma
reproducdo pequena com a populacdo residente, mantendo assim a estrutura
populacional observada, no entanto ndo pode ser descartada a presenca de barreiras
quimicas na area da jusante do rio Purus, que dificulte a entrada de individuos na bacia
do rio Purus, o que corroboraria os dados de diversidade genética obtidos que

apresentam as menores taxas de diversidade entre todos os grupos analisados.

Embora nio se tenham estudos especificos dos padrdes reprodutivos para P.
nigricans, € provavel que a populagdo residente desta espécie no rio Purus, siga o
padrio de migragdo reprodutiva descrito por Barthem e Goulding (1997), onde
individuos dos tributarios migram rio abaixo para desovar nas aguas do canal principal
do rio Purus, e posteriormente as larvas e ovos seriam levados a areas de varzea
dispersando-se na floresta inundada onde permaneceriam alimentando se por alguns
meses. A populacdo do rio Purus teria uma area de alimentacdo propria, onde individuos
provavelmente realizariam curtas migragdes reprodutivas dentro desta bacia, enquanto
que outros rios disporiam de diferentes areas de alimentagdo ao longo da bacia

amazonica (Barthem e Goulding, 1997; Barthem e Goulding, 2007; Leite et al., 2007).

Padrdes de estrutura genética e divergéncia populacional, associados a eventos
climaticos no Pleistoceno ja foram identificados para Serrasalmus rhombeus, onde
populacdes desta espécie se estabeleceram recentemente (1 Ma) no alto rio Madeira,

sugerindo que modernas linhagens de mtDNA provieram da darea do refugio de
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Aripuana aproximadamente durante o Ultimo milhdo de anos (Hubert et al. 2007),
padroes similares foram observados para tucunaré (Cichla) (Renno et al., 2006) e
Leporinus na Guiana Francesa (Renno ef al, 1990, 1991). Segundo Aleixo 2004, a
divergéncia de espécies ou populacdes em areas de refiigio esta correlacionada com
processos de expansdo populacional posteriores a ultima grande glaciacao (10,000-

80,000 anos).

Outra hipotese, que pode contribuir no entendimento da divergéncia de peixes
neotropicais e provavelmente na divergéncia populacional alopatrica, corresponde a
hipotese hidrogeologica relacionada com a estruturagdo atual da bacia amazodnica.
Segundo Montoya-Burgos (2003) a divis@o das drenagens, a mudanga no curso dos rios
e as repetidas incursdes e regressdes marinhas podem ter produzido muitos eventos
vicariantes, promovendo a riqueza bidtica atual. Segundo Lundberg (1997) a
diversidade de peixes de agua doce pode ser o resultado de mudangas paleohidrolégicas,

que promoveram dispersdo seguida por divergéncia vicariante.

A estrutura genética e divergéncia populacional de P. nigricans, na area de
estudo, pode ter sido modelada por diversos eventos e¢ mantida por processos
adaptativos das populagdes a ambientes particulares, que tem influenciado o fluxo

génico entre as populagdes identificadas.

5.3.Implicacoes para conservacio de P. lineatus e P. nigricans.

A diversidade genética ¢ a responsavel pelas adaptagdes e evolucdo de uma
espécie frente as continuas mudancas ambientais e uma perda desta diversidade implica

na reducdo geral do valor adaptativo (Frankham et al., 2008). Para o planejamento e
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conservagdo de uma espécie ¢ importante a identificacdo das linhagens com significado
evolutivo para manter ao maximo a diversidade genética e incorporar informagao

relacionada com os processos historicos populacionais (Moritz, 1998).

Andlises filogeograficas constituem uma ferramenta importante na biologia da
conservagdo; a idéia de propor politicas de conservagdo em nivel intraespecifico
constitui uma forma de identificar unidades de manejo que refletem a importancia
evolutiva das linhagens dentro das espécies, e com esta informagdo elaborar programas

efetivos para a conservacao de espécies em risco (Avise e Hamrick, 1996).

Estudos revelam que espécies sob influéncias antropicas, ou que sofreram algum
gargalo populacional, em geral, tem sua variabilidade genética diminuida quando
comparadas com as espécies ndo ameagadas e/ou com grande tamanho populacional.
Uma vez que esta variabilidade é também responsavel pelo potencial evolutivo de uma
espécie, quando perdida ou reduzida, seu potencial evolutivo também ¢ alterado

(Frankham et al., 2008).

No caso dos grupos de P. lineatus analisados no presente estudo, estes
demonstraram grande variabilidade genética e um cendrio com provavel auséncia de
estruturacdo genética para os grupos do Alto Parana e uma leve estruturacdo quando
comparados com os grupos pertencentes a bacia do Paraguai, essa auséncia de
diferenciacdo entre os grupos do Alto Parana deve ser considerada com cautela. Laikre
et al. (2005) advertem que a hipotese de auséncia de estruturacdo deve ser aceita
somente quando realizado um estudo ao longo de varios anos, com grandes amostragens
e numero de /loci analisados, pois somente assim teremos uma visdo mais ampla da

diversidade genética da espécie como um todo.
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Outro ponto importante, ¢ o fato da espécie P. lineatus, fazer parte de varios
programas de reintroducdo na bacia do Prata, agdes que visem investigar a estrutura e
diversidade genética de populacdes naturais, como no presente estudo, bem como
analise dos estoques que estdo sendo usados para reprodugdo e posterior soltura, sdo
essenciais para determinacdo de estratégias conservacionistas, evitando assim com que

haja um perda de variabilidade genética para a espécie.

A identificagdo de unidades geneticamente estruturadas em peixes brasileiros ¢é
necessaria para a conservagdo, dado que varias espécies demonstram diferencas
significativas entre diversas populagdes analisadas (Wasko e Galetti, 2003; Hatanaka e
Galetti, 2003; Hatanaka et al., 2006; Sanches e Galetti, 2007). Até mesmo pequenos
valores de Fst merecem aten¢do, como valores encontrados nos estudos para P.
argenteus (Fst=0,008;p<0,0001) (Hatanaka et al, 2006) e B. hilarii (Fst=0,0091;

p<0,048) (Sanches, 2007).

Definir uma area de conservagdo para P.nigricans ¢ uma tarefa dificil. Ainda
que a informagdo obtida neste estudo constitua um ponto de partida, ainda se requer
informagdes adicionais em nivel bioldgico, ecologico e comportamental; aspetos que
ndo sdo completamente conhecidos até o momento, principalmente pela diferenga nos
resultados encontrados entre os marcadores moleculares utilizados, diferencas essas que
podem ser explicadas quando se obter mais dados sobre o comportamento reprodutivo
dessa espécie. No entanto, considerando a estrutura genética identificada para P.
nigricans na area de estudo, em ambos os marcadores, ¢ a redugdo da variabilidade
genética na regido do rio Purus, se considera de grande importancia a implementagédo de

medidas de conservagdo e manejo.
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Neste contexto deve ser ressaltada a importancia dos estudos populacionais, com
a utilizagdo de ferramentas apropriadas e resolutivas. Os marcadores genéticos
moleculares tém se mostrado apropriados para tais estudos e considera-se que sua
aplicagdo podera resultar em informacgdes decisivas para a melhor compreensdo da
estrutura das populagdes e para a formulacdo de programas adequados de manejo e

conservagdo das espécies de peixes.
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6. CONCLUSOES

E fato que o crescimento populacional humano tem gerado inimeros problemas
para o meio ambiente e para a manutencdo de sua biodiversidade. Pelos fatores
anteriormente considerados, populagdes nativas intactas de peixes de agua doce sdo
atualmente raras, sendo que na maioria dos casos sdo submetidas a intensos impactos
antropicos. Com base nos resultados apresentados, pode-se concluir que:

e Para a espécie P. lineatus, nenhum indice de estruturagdo populacional foi
encontrado quando comparou-se somente os grupos amostrados na Bacia
do Alto Parana, porém quando comparou-se todos os grupos amostrados
para esta espécie, incluindo os amostrados na Bacia do Paraguai, a
populacdo do rio Coxim apresentou-se estruturada em relag@o as outras em
ambos os marcadores, ja a populacdo Cuiaba, apresentou evidéncias de
estruturacdo somente para os marcadores microssatélites.

e A espécie P. nigricans, apresentou resultados bem distintos entre os
marcadores utilizados. No caso dos marcadores microssatélites, estes
evidenciaram a existéncia de estruturacdo populacional somente o grupo
amostrado no rio Purus. Quando analisou-se o marcador mitocondrial, este
evidenciou indices de estruturagdo populacional entre todos rios
amostrados, sendo os indices da populagdo Purus os mais altos,
apresentando alta estruturacdo quando comparado com todos os outros
grupos.

e Na Bacia do Prata, por sofrer grande impacto de agdes antropicas, como
construcdo de barragens, poluicdo, entre outros, a espécie P.lineatus ¢
muito utilizada em programas de reintroducdo ao longo da Bacia. Um
estudo e acompanhamento desses programas seria necessario para garantir
um correto manejo para a espécie.

e Os indices de estruturacdo distintos, obtidos entre os diferentes marcadores
moleculares para a espécie P. nigricans, sugerem que talvez a espécie
possua comportamentos migratorios diferentes entre os sexos, isso devido
ao tipo de heranca tipica de cada marcador, porém mais estudos, entre eles
ecoldgicos para a espécie sdo necessarios para comprovar tal hipotese.
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8. APENDICES

Apéndice 01: Numero de individuos por haplétipo e sua distribuicdo dentro dos grupos de P. lineatus.

Haplétipo: | Cuiaba Coxim Paranal Paranapanema Paranall Tieté Miranda Uruguai

Hap_1 1 1 0 0 0 0 2

Hap 3 1 0 0 0 0 0 0

Hap_5 1 0 0 0 0 0 0

Hap_7 1 0 0 0 0 0 0

Hap_9 1 1 0 0 0 0 0

Hap_11 0 1 0 0 0 0 0

Paranaiba Sucuriu
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Hap_13

Hap_15

Hap 17

Hap 19

Hap 21

Hap 23

Hap_25

Hap_27

Hap 29
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Hap 31

Hap 33

Hap_35

Hap_37

Hap_39

Hap 41

Hap 43

Hap_45
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Hap_47

Hap_49

Hap 51

Hap 53

Hap 55

Hap 57

Hap_59

Hap_61

Hap_ 63
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Hap_ 65

Hap 67

Hap_69

Hap_71

Hap_73

Hap_ 75

Hap 77

Hap_79
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Hap_81

Hap_83

Hap 85

Hap 87

Hap 89

Hap 91

Hap_93

Hap_ 95

Hap 97
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Hap 99

Hap 101

Hap_103

Hap_105

Hap_107

Hap_ 109

Hap 111

Hap_113
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Hap_115

Hap_117

Hap 119

Hap 121

Hap 123

Hap_ 125

Hap_127

Hap_129

Hap 131
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Hap 133
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Apéndice 02: Numero de individuos por haplétipo e sua distribui¢do dentro dos grupos de P.
nigricans.

Haplotipo: | Araguaia Iquitos MadeiraM  MadeiraJ Manaus Purus Tapajos

0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
1 0 0 1 0 0
1 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0
1 1 0 1 0 0
0 1 0 0 0 0
0 1 0 0 0 0
0 1 0 0 0 0
0 1 0 2 0 0
0 1 0 0 0 0
0 2 0 0 0 0
0 1 0 0 0 0
0 1 1 0 0 0
0 0 1 0 0 0
0 0 1 0 0 0
0 0 2 0 0 0
0 0 1 0 0 1
0 0 1 0 0 0
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50
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