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RESUMO

O rio Madeira é o segundo maior rio da bacia amazonica, com 3.200 km desde a nascente até
a sua desembocadura no rio Amazonas. Cobre cerca de 1.380.000 km? em territérios do
Brasil, Bolivia e Peru. No sistema continham 18 corredeiras, das quais Jirau e Teoténio eram
as principais devido a sua extensdo que delimitava ambientes e navegacdo. Com a construgéo
dos reservatdrios das hidrelétricas de Jirau na ilha do Padre, e de Santo Antdnio na Cachoeira
de Santo Antonio essas foram extintas e a dindmica do rio foi alterada incluindo o potencial
de distribuicdo das espécies. O rio Madeira é considerado bercario para algumas espécies de
bagres migradores, como Brachyplatystoma vaillantii, espécie capaz de migrar cerca de 4.500
km em busca de areas distintas para alimentacdo, criacdo e reproducdo sendo altamente
explorada e atualmente encontra-se em sobrepesca de crescimento. A variabilidade genética é
um componente fundamental para a sobrevivéncia e adaptacdo de uma espécie e como a
piramutaba é um dos peixes mais capturados e explorados na Amazonia, 0 conhecimento de
sua variabilidade genética € de grande importancia para a conservacao de seu estoque. Nesse
contexto, esse trabalho desenvolveu marcadores moleculares microssatélites para a
Brachyplatystoma vaillantii, aplicando-os no estudo da variabilidade genética ao longo do rio
Madeira, avaliando se as cachoeiras de Santo Antonio e Teotonio eram barreiras ao fluxo
génico da espécie. Esta dissertacdo divide-se em dois capitulos no formato de artigos
cientificos. No capitulo | foram desenvolvidos 22 locos microssatélites polimorficos e testada
sua amplificacdo nas demais espécies do género Brachyplatystoma. O namero de alelos por
loco variou de 2 a 14 e valores na heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) variaram
de 0,111 a 0,966, e 0,106 a 0,929, respectivamente. Trés locos mostraram desvio significativo
para o equilibrio de Hardy-Weinberg e o desequilibrio de ligacdo foi detectado entre os locos
Bva05 e Bva06. A amplificacdo heteréloga destes marcadores moleculares foi feita com
sucesso para outras espécies de Brachyplatystoma e em um individuo de Phractocephalus
hemiliopterus e de Pseudoplatystoma punctifer. No capitulo Il foi estimada a variabilidade
genética espacial em sete localidades do rio Madeira com o uso de 10 locos polimorficos, dos
quais foram obtidos 121 alelos com média de 12,10 por loco, variacdo de 4 a 18 alelos por
loco e tamanho entre 164 a 356 pares de bases (pb). A média da Ho e a He foi de 0,768 a
0,833, respectivamente. Foi estimada a variabilidade genética temporal entre 4 periodos
anuais utilizando 10 locos microssatélites, dos quais foram obtidos 118 alelos, com média de
11,80, variacdo de 4 a 17 alelos por loco e tamanho entre 191 a 346 pb. A Ho foi de 0,829 e a
He foi 0,769, mostrando alta variabilidade na espécie. As estatisticas F de Wright ndo
indicaram estruturacdo genética entre as localidades (Fst = 0,013 para analise espacial e 0,007
para analise temporal). A distancia genética entre as sete localidades variou de 0 a 0,032, e na
analise da variabilidade genética temporal de 0 a 0,014 indicando distribuicdo bastante
homogénea. A analise Bayesiana por meio do programa STRUCTURE, apresentou 1 cluster
(K = 1), indicando auséncia de estruturacdo e que a especie compdem uma Unica populacéo
panmitica no rio Madeira e que as cachoeiras de Teotdnio e Santo Antdnio ndo eram barreiras
ao fluxo génico da espécie. Estes dados podem estar mostrando um status histérico da espécie
no rio Madeira que poderdo auxiliar nas medidas de conservacdo e manejo de
Brachyplatystoma vaillantii.

Palavras-chave: Marcadores microssatélites. Brachyplatystoma vaillantii. Variabilidade
genética. Cachoeira de Santo Anténio. Cachoeira de Teotonio.



ABSTRACT

The Madeira River is the second longest river in the Amazon basin, with 3.200km from its
source to its mouth in the Amazon river. The system contained 19 rapids, which Jirau,
Teotonio and Santo Antonio were the main due to its length demarcating environments and
navigation. With the construction of hydroelectric dams in Jirau on ilha do Padre and of Santo
Antonio on Santo Antonio Waterfalls, these were extinguished and the river dynamics has
changed including the potential distribution of the species. The Madeira River is considered
nursery for some species of migratory catfish, as Brachyplatystoma vaillantii, which is able to
migrate about 4500 kilometers in search of distinct areas for reproduction, feeding and
breeding being highly exploited and currently is in growth overfishing. The genetic variability
is an essential component for the survival and adaptation of a species. As piramutaba is one of
the most captured fish and exploited in the Amazon, the knowledge of their genetic variability
is of great importance for the conservation of its stock. In this context, this work developed
microsatellite molecular markers for Brachyplatystoma vaillantii, applying them in the study
of genetic variability along the Madeira River, considering the waterfalls of Santo Antonio
and Teotonio as barriers to gene flow of this species. This dissertation is divided into two
chapters in scientific articles format. In Chapter I 22 microsatellite loci were developed and
tested its amplification in the other species of the genus Brachyplatystoma. There were no
monomorphic loci among 37 individuals B.vaillantii. The number of alleles per locus ranged
from 2 to 14 and the values in the observed and expected heterozygosity ranged from 0.111 to
0.966 and 0.106 to 0.929 respectively. Three loci showed a significant deviation from Hardy-
Weinberg equilibrium and linkage disequilibrium was detected between Bva05 and Bva06
loci. A successful cross-amplification was made of these molecular markers for other species
of Brachyplatystoma, an individual Phractocephalus hemiliopterus and Pseudoplatystoma
punctifer. In the chapter Il the spatial genetic variability was estimated in 7 localities of the
Madeira River applying in 10 polymorphic loci, of which 121 alleles were obtained with an
average of 12.10, range 4-18 alleles per locus and size between 164-356 base pairs. The
average observed heterozygosity and expected heterozygosity was from 0.768 to 0.833,
respectively. The temporal genetic variability was estimated among four annual periods using
10 polymaorphic loci, which were obtained 118 alleles, with an average of 11.80, range 4-17
alleles per locus and size between 191-346 base pairs. The observed heterozygosity was 0.829
and the expected heterozygosity was 0.769, showing high variability in both analyzes.
Wright's F statistics did not indicate genetic structure between localities (Fst = 0.013 to 0.007
for spatial analysis and spatial analysis). The genetic distance between the seven localities
ranged from 0 to 0.032, and the analysis of temporal genetic variability from 0 to 0.014
indicating highly homogeneous distribution. The Bayesian analysis using the program
STRUCTURE presented one cluster (K = 1), indicating lack of structuring. This data may be
showing a historical status of the species on the Madeira River that may help in the
conservation and management of Brachyplatystoma vaillantii.

Keywords: Microsatellite Markers. Brachyplatystoma vaillantii. Genetic Variability. Santo
Antbnio Waterfall. TeotobnioWaterfall.
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1 INTRODUCAO

O rio Madeira é o segundo maior rio da bacia Amazénica com cerca de 3.200 km de
extensdo da nascente até a foz no rio Amazonas. Sua bacia cobre cerca de um quarto da
Amazonia brasileira (125 milhGes de hectares). A rica biodiversidade do rio Madeira chama
atencdo por abrigar mais de 700 espécies de peixes e outros organismos (TORRENTE-
VILARA et. al. 2013). Além da importancia ambiental, o rio Madeira também é importante
economicamente para varias regides no que diz respeito ao transporte hidroviario, agricultura
e pesca (ANTAQ, 2011). O transporte hidroviario no rio Madeira limita-se a cidade de Porto
Velho em Ronddnia, préximo a extinta Cachoeira de Teotdnio, uma das cachoeiras de grande
porte de um conjunto 18 cachoeiras que um dia fizeram parte da exuberante paisagem do rio
Madeira (ANTAQ, 2011; CELLA-RIBEIRO et. al. 2013).

A construcdo da Hidrelétrica de Santo Ant6nio na Cachoeira de Santo Antonio e a
construcdo da Hidrelétrica de Jirau na llha do Padre substituiram as barreiras naturais que
existiam na area do reservatério e alteraram a dinamica do rio e pode ainda ter comprometido
a dispersdo das espécies no rio Madeira, incluindo as de habito migratdrio, como a dos
grandes bagres migradores da Ordem de peixes Siluriformes, como a piramutaba
(Brachyplatystoma vaillantii).

Brachyplatystoma vaillantii € um bagre comercialmente importante na regido
amazonica, explorado tanto pela pesca artesanal quanto pela industrial. A pesca da piramutaba
foi fortemente impulsionada a partir de 1971, através de incentivos fiscais do governo federal,
porém, o aumento da exploracdo promoveu a reducdo do estoque pesqueiro, 0 que nos tltimos
anos, vem se traduzindo em sobrepesca de crescimento, na qual individuos jovens sdo
capturados e impedidos de reproduzir (DIAS-NETO, MESQUITA, 1988; CHAVES et. al.
2003; MINISTERIO DE PESCA E AQUICULTURA, 2010).

A piramutaba nasce e reproduz no alto das cabeceiras dos afluentes dos rios
Solimdes-Amazonas, alimenta-se no estuario (Belém-PA) até dois anos, cresce ao longo da
Amazonia Central, e seguem em direcdo dos afluentes para a reproducdo e desova. Os
afluentes sdo extremamente importantes para o ciclo de vida dos grandes bagres migradores,
pois sdo verdadeiros bercarios e contribuem com uma parcela significativa da dindmica de
reproducdo (BARTHEM, GOLDING, 1997; FORMIGA-AQUINO, 2004; BATISTA et. al.
2005). A piramutaba pode ser capturada em ampla extensdo do rio Madeira e por esta razéo,
supde-se que as cachoeiras ndo sejam barreiras geograficas para o fluxo da espécie
(BARTHEM, 1990; SIQUEIRA, 2003).
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No entanto, a constru¢do de barragens promove o bloqueio de rotas migratorias,
podendo provocar alguns efeitos de ordem genética mesmo que em longo prazo, como a
reducdo do fluxo génico, isolamento das populacdes e decrescimento da variabilidade
genética, resultando em erosdo populacional e diminuicdo da capacidade de adaptacdo da
espécie ao habitat. Altos niveis de variabilidade genética contribuem para maiores chances de
sobrevivéncia, resisténcia a doencas e sucesso reprodutivo da espécie. Determinar o nivel de
variabilidade dentro e entre as populacGes pode subsidiar decisdes acertadas referente ao
manejo e conservacdo de espécies expostas a alteracbes ambientais ou estruturadas
geograficamente (SLATKIN, 1985).

O acesso a variabilidade genética é possivel mediante a utilizacdo de marcadores
moleculares, entre o0s quais, 0s microssatélites cuja utilizacdo se destaca em estudos
ecologicos e genéticos populacionais pelas vantagens de co-dominancia, altos niveis de
polimorfismo, ampla distribuicdo no genoma de eucariotos. Os marcadores microssatélites
sdo pequenas sequéncias de nucleotideos repetidas em tandem (fila), capazes de acessar a
variabilidade genética dentro e entre as populag6es, estimar fluxo génico e verificar estrutura
genética populacional de uma espécie. A estruturacdo populacional das espécies pode ser
condicionada por separacdo geografica, capacidade de dispersao restrita dos individuos e por
filopatria (FRANKHAM, 1995; AVISE, 2004).

Formiga-Aquino (2004) a partir do estudo com 942 pares de bases (pb) da regido
controle do DNA mitocondrial de individuos de piramutaba coletados no eixo do sistema
estuario-Amazonas-Solimdes (Belém, Santarém, Manaus, Tefé e Tabatinga) observou que a
espécie compBe um Unico estoque pesqueiro com alta variabilidade genética. No rio Madeira
em Porto Velho (RO), localizado a jusante da antiga Cachoeira de Santo Antonio, o resultado
foi similar, porém outras localidades necessitam ser estudas para confirmar homogeneidade
de especie no rio Madeira (RODRIGUES, 2009). Considerando que a distribuicdo da
piramutaba no trecho das corredeiras do rio Madeira é desconhecida, fez-se necessario o
desenvolvimento de marcadores microssatélites para realizar estudos populacionais e estimar
a variabilidade genética da piramutaba no rio Madeira, no contexto da construcdo das
hidrelétricas, a fim de disponibilizar informacdes que contribuam para uma melhor avaliacdo

da influéncia e impactos das uninas sobre a piramutaba no futuro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CONSIDERACOES GERAIS

A Amazonia Legal possui a superficie de 5.217.423 km? e representa 61,2% do
territério nacional (SERRA, FERNANDEZ, 2004) e de acordo com a Agéncia Nacional de
Aguas (ANA, 2011), a Bacia Amazonica é a mais extensa rede hidrografica do planeta, com
25.000 quilémetros de rios navegaveis e uma area de 6,1 milhdes de quildometros quadrados
distribuidos por seis paises, além do Brasil. A grande pluviosidade da regido torna os rios
permanentemente caudalosos, escoando cerca de um quinto do volume de &gua doce do
mundo, sendo que os rios Jurud, Madeira, Purus e 0 Amazonas, encontram-se entre 0s mais
extensos do mundo (COSTA, 1998). A Regido Neotropical é considerada como a mais rica
em numero de espécies de peixes de agua doce do mundo, no entanto o conhecimento de sua
ictiofauna é bastante limitado devido a fragmentacdo dos estudos (MONTOYA-BURGOS,
2003). A biodiversidade aquatica tem grande importancia sécio-economica, ainda assim, ela
vem sofrendo alteracdo e perdas significativas, havendo o risco do equilibrio fragilizado ser

rompido.

2.2 RIO MADEIRA

O rio Madeira é o maior afluente na margem direita do rio Amazonas, englobando
uma érea de aproximadamente 1,5 milhdes de km? distribuido entre o Peru, Bolivia e Brasil,
cobrindo cerca de 20% de toda bacia amazonica. Este rio é formado pelos rios Mamoré
(Andes bolivianos) e Madre de Dios e Beni (Andes peruanos), distando 3.300 km da nascente
até a desembocadura no rio Amazonas. O rio Madeira é responsavel por 15% do volume de
agua e 50% de todo o sedimento que o rio Amazonas recebe. Seus principais afluentes séo os
rios Abung, Ji-Parana (RO) e Aripuand (AM) (AGRA, 2012).

O sistema do rio Madeira é complexo, caracterizado pela presencga de aguas barrentas
(brancas), alta carga de sedimento, cachoeiras, corredeiras, vegetacdo e solo proximo as
margens adaptados a ciclos alternados de enchentes e vazante, presen¢a de mais de 700
especies de peixes e varias espécies de outros organismos (GOULDING et. al. 2003; AGRA,
2012; CELLA-RIBEIRO et. al. 2013).

No sentido leste oeste, entre 0s municipios de Porto Velho e Guajard-Mirim haviam

18 barreiras naturais (corredeiras e cachoeiras) que se estendem por cerca de 300 km. As
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cachoeiras de Teotonio (900 m de largura e 30 m de queda) e Jirau (730 m de largura)
destacavam-se por suas diferencas acentuadas em elevacdo média de superficie da agua. As
demais cachoeiras foram concideradas como corredeiras devido a elevacdo média de
superficie da 4gua seram mais baixas como a Cachoeira de Santo Antonio (CELLA-RIBEIRO
et. al. 2013).

As regides de corredeiras no rio Madeira estavam localizadas em &reas com altitude
entre 80 e 170 metros acima do nivel do mar. A profundidade no rio Madeira desde a
confluéncia com o rio Beni até as mediacfes proximas a Cachoeira de Teotonio é bastante
complexa, com profundidades variando entre oito e 33 metros. A partir da Cachoeira de Santo
Antonio o substrato pedregoso é substituido pelo arenoso lamacento com profundidade entre
10 a 20 metros. O Trecho entre as corredeiras atuavam como um marco divisor entre as
comunidades de peixes que apresentam substituicdo entre os periodos de cheia e seca,
indicando a existéncia de uma zonagdo ecoldgica (TORRENTE-VILARA, 2011). Atuamente
as cachoeiras de Jirau, Teotbnio e Santo Antbnio estdo sobmersas, juntamente com outras sete
corredeiras dentro da &rea dos reservatorios das Usinas hidrelétricas de Jirau e Santo Antonio
(CELLA-RIBEIRO et. al. 2013).

O rio Madeira estd entre as trés sub-bacias amazOnicas com maior potencial
hidroelétrico a ser explorado, estimado 12.127,49 MW (ELETROBRAS, 2003). O
aproveitamento hidrelétrico da bacia Amazénica iniciou-se na década de 70 quando grandes
investimentos no setor resultaram na construcdo das hidrelétricas de Tucurui e Samuel, como
parte do projeto estrutural da regido e principalmente, da elevacdo da oferta de energia do
Pais. Na regido do rio Madeira o aproveitamento energético foi fortemente influenciado pelas
perspectivas de expansdo das hidrovias na regido que facilitaria 0 acesso dos paises da bacia

Amazonica ao Oceano Atlantico e posteriormente ao mercado europeu (CONAB, 2006).

2.3 0 CONTEXTO DO COMPLEXO HIDRELETRICO DO RIO MADEIRA

O Complexo hidrelétrico do rio Madeira é composto até 0 momento por duas Usinas:
Santo Antonio e Jirau (Figura 1). Juntas somaréo ao final de sua implantacdo o equivalente a
6.450 MW de energia que sera agregado ao Sistema Integrado Nacional (SIN), no Estado de
Sao Paulo. O projeto prevé ainda a construcdo de eclusas para ampliar a navegagdo e a
construcdo de mais duas usinas, uma binacional na fronteira Brasil/Bolivia e a outra na
Bolivia ampliando a ligacao inter-regional em aproximadamente 4.400 km entre a fronteira
Brasil/Bolivia até o Peru (MORET, GUERRA, 2009; LAATS, 2010).
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O complexo é financiado por Instituicdes Financeiras Multilaterais como (IFMs), o
Banco Interamericano de Desenvolvimento (BID), a Corporagdo Andina de Fomento (CAF) e
o Fundo Financeiro para Desenvolvimento da Bacia do Prata (Fonplata) que além de
financiar, coordenam a IIRSA (Iniciativa para a Integracdo da Infraestrutura Regional Sul-

Amaricana), detentora do projeto. As hidrelétricas fazem parte do Programa de Aceleracdo do

Crescimento (PAC) do governo federal brasileiro, que prevé um investimento inicial de US$
146,5 bilhdes para a infraestrutura energética de 2007 a 2010 (AIDA, 2009).

5

Figura 1. Contexto do Complexo Hidrelétrico do rio Madeira. 1a Usina Hidreletrica de Santo Antdnio. 1b Usina

Hidralétrica de Jirau.

Fonte: www.pac.gov.br

As obras da primeira usina tiveram inicio em 2008. O empreendimento foi instalado
na Cachoeira de Santo Antonio, local que deu nome a usina, localizado a 7 km da cidade de
Porto Velho a 1.063 km da foz do rio Amazonas. O potencial energético gerado sera de 3.150
MW e a energia média de 2.140 MW, ao custo inicial de R$ 15,1 bilhdes (AGRA, 2012). A
segunda usina, hidrelétrica de Jirau, foi construida a 120 quilémetros do centro da cidade de
Porto Velho em Ronddnia, na regido conhecida como Ilha do Padre. A obra teve investimento
de inicial de R$ 10 bilhdes para geracdo de 3.750 MW de energia e garantia fisica média de
2.184,6 MW (ENERGIA SUSTENTAVEL DO BRASIL, 2013).

Empreendimentos desse porte comprometem a dindmica do rio, alteram a qualidade
da 4gua a montante e a jusante da barragem e afetam a biodiversidade local. A interrup¢do do
fluxo normal do curso do rio provoca mudangas na temperatura € na composi¢do quimica da
agua. A temperatura da agua no fundo do reservatério é diferente do restante do rio, tornam-se
geralmente mais fria e possuem baixa taxa de oxigénio dissolvido. A agua da superficie do
reservatorio € mais quente do que a do rio, praticamente em todas as estacGes alterando o
ciclo de vida da fauna aquética local (SANTQOS, 1995; SOUSA, 2000).
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Segundo o relatério de Estudo do Impacto Ambiental do rio Madeira (EIA), a
construcdo de barragens terdo impacto negativo sobre o pescado em 50% nos cinco primeiros
anos apos a construcdo. Fatos historicos revelam que esse tempo pode se estender como
aconteceu nas usinas Hidrelétricas de Balbina e Samuel que depois de 10 anos em operacéo,
ainda nédo tinham a recomposicdo da massa pesqueira no local barrado (FEARNSIDE, 1990;
FEARNSIDE, 2001; SANTQOS, 1995).

Do ponto de vista genético, a construcdo de barragem pode reduzir o fluxo génico
com a interrupcdo da migracdo dos peixes, induzir o isolamento das populacGes e o
decréscimo da diversidade genética através de deriva genética e endocruzamento, elevando o
risco de extingdo da espécie (SLATKIN, 1985).

Na literatura podemos encontrar exemplos desses eventos em algumas espécies de
peixes como no estudo com estoques de salmdo no Pacifico, que demonstrou que a espécie foi
impedida de alcancar o sitio de reproducdo, em razdo da construcdo de barragem (NEHLSEN
et. al. 1991). Outros estudos apontam reducdo da variabilidade genética das populacbes de
salmao a montante de hidrelétrica (COSTELLO et. al. 2003; TAYLOR et. al. 2003).

No estudo de Neraas e Spruell (2001), foram encontradas duas populagdes de trutas
(Salvelinus confluentus) geneticamente diferenciadas a montante e a jusante da hidrelétrica de
Cabinet Gorge no rio Clark Fork, em Montana (finalizada em 1908). Efeito esse evidenciado
quando ha quebra nos padrdes de migracao. Historicamente as trutas do rio Clark Fork faziam
parte de uma Unica populacao.

De modo geral, barreiras podem promover o isolamento parcial ou total entre as
populacbes da mesma espécie, porém para se obter o registro genético dessas alteracfes sdo
necessarios muitos anos e sucessivas geracfes além do conhecimento do status genético da
espécie antes da construcdo dos empreendimentos em uma escala de tempo. O rio Madeira se
encontra nesse contexto, dois novos empreendimentos alterando a dinamica local e barreiras
que necessitam de avaliacdo quanto a sua importancia ecologica para as espécies que habitam

nas aguas desse rio, principalmente as espécies de importancia comercial.

2.4 GRANDES BAGRES MIGRADORES DA AMAZONIA

Os grandes bagres migradores da Amazoénia pertencem a Ordem Siluriformes,
familia Pimelodidae. Em toda a regido Amazodnica os bagres sdo conhecidos como peixes de
couro ou ainda peixes lisos, por deterem a pele do corpo sem a cobertura de escamas. Os

peixes dessa familia apresentam caracteristicas morfolégicas comuns, como nadadeiras
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adiposas bem desenvolvidas, corpo sem placas, aclileos nas nadadeiras peitorais e dorsal,
presenca de um par de barbilhdes longos na maxila superior e dois pares na maxila inferior
(NELSON, 1994). A familia Pimelodidae compde aproximadamente 300 espécies que se
distribuem ao longo dos rios da América do Sul, América Central, Ilhas do Caribe e Sul do
México (NELSON, 2006).

Além de numerosos, os bagres dessa familia sdo economicamente importantes tanto
para a pesca artesanal como para a industrial. Algumas espécies de bagres sdo valorizadas na
pesca industrial por ndo possuirem espinhas, originando produtos secundarios e de maior
valor econémico como filés e postas (IBAMA, 2007). Economicamente os peixes lisos da
familia Pimelodidae representam aproximadamente 85% da pescaria de bagres na regido e
quase 80% deste total é obtido somente pela captura de piramutaba (Brachyplatystoma
vaillantii, dourada (B. rousseauxii), filhote capapreta (B. capapretum) e piraiba (B.
filamentosum), capturados por frotas pesqueiras ao longo do sistema de rios
Solimbes/Amazonas desde Belém, no estuario do rio Amazonas até Pucallpa, no Peru a 5.500
km a oeste proximo aos Andes (BARTHEM, GOULDING, 1997; BARTHEM, GOULDING,
2007).

2.5 A PIRAMUTABA (Brachyplatystoma vaillantii)

A piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii) recebe algumas denominag6es conforme
as regides geograficas onde ocorre, tais como pira-botdo, mulher ingrata, piramutaba no
Brasil, pirabuton ou blanco-pobre na Colémbia, bagre no Equador e manitoa no Peru
(FABRE, BARTHEM, 2005) (figura 2). A piramutaba ¢ um peixe demensal, geralmente
capturado em profundidades de até 40m, em aguas doces e salobras de baixa salinidade, mais
distribuida em periodo chuvoso (PAIVA, 1997).

A espécie foi descrita pela primeira vez por Valenciennes (1840). A classificacdo
taxonémica dada por Cervigon et. al. (1992) juntamente com Szpilman (2000) e ap0s reviséo
taxonémica do género (LUNDBERG, AKAMA, 2005) sistematizaram a espécie da seguinte
forma.

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Actinopterygii
Ordem: Siluriformes

Familia: Pimelodidae
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Tribo: Brachyplatystomatini
Género: Brachyplatystoma

Espécie: Brachyplatystoma vaillantii

Morfologicamente a piramutaba distingui-se dos demais bagres porque apresenta
cabeca chata recoberta por uma fina camada de pele, focinho fortemente deprimido, olhos
pequenos localizados na parte dorsolateral, os barbilhGes sdo longos depositados no maxilar
superior, a nadadeira caudal possui forma de furca com raios longos e filamentosos, a base da
nadadeira adiposa é mais longa que a base da nadadeira anal, a regido dorsal apresenta
coloracdo cinza-escuro e a regido ventral a coloracdo € clara, os dentes sdo deprimidos
dispostos em bandas distribuidos tanto no maxilar superior quanto no inferior. A estimativa de
vida da piramutaba é de 22 anos, podendo atingir 105m (Sseu maior tamanho ja registrado) e
chegar ao peso de 10 kg. A idade de recutamento ocorre por valta de 2 anos de idade e a
maturacdo sexual em torno de 3 anos (BARTHEM, 1990; BARTHEM, GOULDING, 1997,
FABRE, BARTHEM, 2005).

Figura 2: Exemplér de BAr'éi:Hyplé‘tystoma vaillantii

A piramutaba juntamente com outras espécies do género Brachyplatystoma, possui
uma ampla distribuicdo geogréafica, compreendendo as bacias do rio Amazonas, Tocantins,
Orinoco, Parnaiba e pequenos rios que desaguam entre a costa destes rios. Na Amazonia
encontram-se principalmente nos tributarios do sistema Solimdes-Amazonas (MEES, 1974;
BARTHEM, GOULDING, 1997). Quanto ao ciclo de vida, a piramutaba é capaz de realizar
longa migracédo, aproximadamente 4.500 Km para completar seu ciclo de vida (BARTHEM,
GOULGING, 1997).

Godoy (1979) foi o primeiro a realizar um trabalho sobre 0 modelo de migragédo da
piramutaba utilizando o método de marcacdo e captura, mas seu resultado foi inconclusivo
devido a baixa porcentagem (0,67%) de individuos recuperados em relacdo ao total de

marcados (9.296). Posteriormente Barthem e Goulding (1997) apresentaram um modelo de
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migracdo para a piramutaba a partir de levantamento de captura e de dados meristicos e
morfométricos. O postulado descreve que a migracdo da piramutaba inicia-se em junho e
segue até novembro, antes da subida do rio. Os adultos juntamente com 0s jovens deixam a
regido do estuario e nadam em direcdo oeste da Amazénia, a fim de realizar a desova na
cabeceira dos tributéarios dos rios Solimdes e Amazonas. Ap0s a desova, as larvas sao levadas
pela correnteza passivamente com eventuais paradas e reducdo da velocidade para
alimentacdo (fitoplancton, zooplancton e larvas de insetos) até a regido do estuario do rio
Amazonas, onde passam 0s dois primeiros anos de vida. Depois migram para Amazonia

Central onde crescem e quando adultos retornam aos afluentes iniciando novo ciclo (figura 3).

ma
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Figura 3. Hipdtese migratoria da piramutaba ao longo do sistema Solimdes-Amazonas
(Fonte: Barthem e Goulding, 2007)

A hipdtese migratoria da piramutaba descrita por Barthem e Goulding (1997) foi
fortalecida por Formiga-Aquino (2004) no qual em um estudo com 942 pb da regido controle
do DNA mitocondrial de 100 individuos coletados em cinco pontos ao longo do eixo estuario-
Amazonas-Solimdes (Belém, Santarém, Manaus, Tefé e Tabatinga), confirmou a existéncia
de um Unico estoque pesqueiro na regido amostrada e, também revelou a presenca de alta
variabilidade genética.

Batista et. al. (2005), observaram os cardumes de piramutabas migrando no sentido
Oeste do estuario (Belém-PA) com gradativa diminui¢do dos individuos do grupo ao longo do

percurso e concluiram que os individuos do grupo se dispersavam da calha principal em
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direcdo aos afluentes como os rios Madeira, I¢a, Japura provavelmente para a reproducédo e
desova. Os afluentes funcionando como verdadeiros ber¢érios, contribuindo com uma boa
parcela da diversidade genética populacional e na manutencao de todo o sistema dinamico de

migracao dessa e de outras espécies.

2.6 IMPORTANCIA COMERCIAL DA PIRAMUTABA

Os peixes se destacam como um grupo de elevado numero de espécies e pela
contribuicdo como uma das principais fontes de alimento, trabalho, lazer e renda para a
populacdo ao longo da bacia Amazbdnica. A pesca na regido Amazoénica constitui um dos
maiores sustentaculos da economia amazénica e brasileira, gerando mais de 100 mil empregos
diretos e 16 mil somente no rio Madeira (CABRAL JR, ALMEIDA, 2006).

A atividade pesqueira no Amazonas recai sobre varias espécies de peixes incluindo
algumas espécies de bagres como a dourada e a piramutaba. Brachyplatystoma vaillantii é
uma das especies mais importantes comercialmente na regido Amazonica, principalmente
para o mercado de exportagdo. E uma das principais espécies de bagres em volume de captura
em varias regides na amazonia brasileira. Sua exportacdo ja atingiu US$ 13 milhdes somente
no estuario, onde ocorre a pesca industrial em 1980, no estado do Para. A pesca da piramutaba
foi praticada artesanalmente até o final da década de 60. Ja na década seguinte, 0 Governo
Federal disponibilizou recursos financeiros para incentivar a pesca no pais, o0 que possibilitou
a organizacdo de frotas pesqueiras sofisticadas que impulsionou a atividade pesqueira
principalmente na regido do estuario Amazénico (CASTILLO, 1978).

A pesca intensiva da piramutaba teve inicio em 1971 e os desembarques atingiram o
apice em 1977 com 28.829 t do pescado. Sua menor marca ocorreu em 1992 quando o total do
desembarque atingiu apenas 6.299t (GOULDING, BARTHEM, 2003). Castillo (1978)
acredita que os dados fornecidos pelas indudstrias pesqueiras sdo tendenciosos, uma vez que o
numero relatado ndo corresponde ao total de pescado e sim ao total desembarcado.

No ano de 1980, a piramutaba alcangcou o nono lugar na lista de produtos de
exportacdo do estado do Pard e em 1986 e 1987 foi o terceiro principal pescado exportado
pelo Brasil. No ano de 2000, a piramutaba ocupou o 2° lugar na captura da pesca industrial
com 18.642 t (ALMEIDA, 2006). Desde o maior pico de pesca até os dias atuais, a
piramutaba ndo recuperou o total histérico de 28.829 t desembarcado em 1977 e a producao
anual tem se mantido em torno de 24.000t ano (MINISTERIO DE PESCA E
AQUICULTURA, 2010).
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Dias-Neto e Mesquita (1988) observaram que a piramutaba poderia estar sofrendo
sobrepesca, baseados no declinio no nimero de capturas apresentados pelo desembarque a
partir de 1977, apesar de que, em 1982 e 1983 0s peixes pequenos passaram a Ser
aproveitados e aparentemente ocorreu um aumento do desembarque da piramutaba.

Estudo sobre o monitoramento do tamanho médio predominante de B. vaillantii foi
realizado por Oliveira e Camargo (2009) nos meses de julho de 2008 a julho de 2009. Foi
observada a reducdo de pelo menos cinco centimetros entre o tamanho médio dos individuos
de B. vaillantii de um ano para o outro. Estes dados fortalecem a questdo da sobrepesca de
crescimento da piramutaba, logo seu estoque pesqueiro necessita de monitoramento quanto as
questBes relacionadas a sobrepesca e a introdugdo de barragens, a fim de promover estratégias
para 0 manejo e conservagdo desse estoque.

Segundo Jimenez et. al. (2013) a alta exploracdo pesqueira associada ao sistema de
pesca industrial com rede de arrasto aumentam os indicios de sobrepesca. Apontam também
que a composicdo sazonal da ictiofauna amazénica no Estuario amazo6nico em 2009, indicou
que a pressao pesqueira com rede de arrasto atua sensivelmente sobre os individuos de
pequeno (20-30 cm) e médio porte (30-50 cm) e que a captura de B. rousseauxii e B.
vaillantii, foi composta predominantemente por juvenis nos periodos de seca e cheia, 0 que

fortalece a questdo da sobrepesca.

2.7 VARIABILIDADE GENETICA E OS MARCADORES MOLECULARES

O aumento da exploracdo dos recursos naturais brasileiros tem produzido graves
impactos sobre a ictiofauna nacional. Entre as agdes humanas mais impactantes estdo a
construcdo de usinas Hidrelétricas, a sobrepesca, a pressdo pesqueira e outros. A implantacdo
de barragens afeta diretamente a rota migratoria dos peixes, podendo levar a fragmentacéao e
reducdo da variabilidade genética das populagdes através dos processos de deriva genética e
endocruzamento, erosdao genética em razdo da reducao do fluxo génico, levando ao isolando
das populacdes (SLATKIN, 1985).

Segundo Knaepkens et. al. (2004) o risco de extingdo deve ser considerado no
processo de implantacdo de usinas, uma vez que o isolamento populacional pode levar a
endogamia, diminuir a adaptabilidade da populacdo, levando também a reducdo da
diversidade genética dentro das populacfes e aumento da diferenciacdo genética populacional.

O estudo da estimativa da variagdo genética é fundamental para subsidiar politicas
de conservacdo e manejo sustentavel. A sobrevivéncia das populacBes naturais depende
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grandemente da variabilidade genética, e sua reducao entre as populacdes reduz a habilidade
de sobrevivéncia a mudancgas climaticas e ambientais durante o seu processo evolutivo
(RYMAN, 1991; FRANKHAM, 1995). Em contrapartida, indices elevados de variacéo
aumentam potencialmente a capacidade das populacdes em responder positivamente as
mudancas ambientais, possibilitando a sobrevivéncia em uma grande variedade de ambientes
(CARVALHO, 1993).

Sob o ponto da vista genético populacional, as pesquisas nesse campo podem
responder a muitas especulacdes relacionadas a estruturacdo de populacGes selvagens ou
cultivadas de diversas espécies, tais como origem, sucesso reprodutivo, taxas de divergéncias
genéticas, migracdo, tamanhos da populacdo, selecdo natural e eventos histdricos
(SUNNUCKS, 2000).

A avaliacdo do padrdo de distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre
populacbes, a identificacdo estrutural assim como outros pardmetros de uma espécie é
possivel ser acessado através marcadores moleculares (THUESEN et. al. 2008; ESGUICERO,
ARCIFA, 2010).

A partir da década de 80 os marcadores moleculares tornaram-se mais Uteis para
estudos relacionados a variabilidade genética populacional. Os marcadores desenvolvidos
para estas finalidades podem ser divididos em trés grupos: em variantes de proteinas
(alozimas), os de polimorfismo de sequéncia de DNA e os baseados em variacdo do DNA
repetitivo. Os marcadores moleculares baseados no polimorfismo do DNA destacam-se por
promoverem acesso as diversas mutacdes contidas em diferentes regides analisadas do
genoma (FERREIRA, GRATTAPAGLIA, 1996).

Os marcadores moleculares séo locos génicos que apresentam variabilidade e podem
ser utilizados para detectar diferencas entre individuos e diferencas intra e entre as
populacbes. Podem ser definidos como todo e qualquer fendtipo derivado de um gene

expresso ou locos presentes na molécula de DNA (AVISE, 2004).

2.8 MARCADORES MOLECULARES MICROSSATELITES

Os marcadores moleculares microssatélites, também conhecidos como Simple
senquence repeats (SSR), Variable Number of Tandem Repeats (VNTR), Sequence Tagged
Microsatellites (STMS) ou ainda Single Sequence Length Polymorphisms (SSLP), séo
pequenas sequéncias repetidas em tandem (em fila) contendo de um a seis nucleotideos,

frequentemente encontradas nos genomas de eucariotos (SCHLOTTERER, 2004). Dentre os
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diversos marcadores moleculares existentes, os microssatélites destacam-se nos estudos de
identificacdo individual, investigacdo de vinculo familiar, mapeamento genético em seres
vivos, estudos genético-populacionais e outros (FERREIRA, GRATTAPAGLIA, 1996).

Os microssatélites podem ser classificados por motivos de repeticdes em
mononucleotideo, dinucleotideo, tetranucleotideo, pentanucleotideo e hexanucleotidico.
Goldstein e Schlotterer (1999) estabelecem uma classificagdo quanto a composicao
nucleotidica em microssatélites perfeitos, aqueles sem interrupcdo na sequéncia de
nucleotideos (ex.. GTGTGTGTGTGTGT), os imperfeitos, a sequéncia apresenta uma
pequena interrupcdo (ex.. GTGTGTGTcGTGT), os interrompidos, aqueles que outra
sequéncia interrompe o motivo de repeticdo (ex.. GTGTGTatcgGTGTGT) e 0s compostos,
guando ha dois microssatélites com motivos de repeticdes distintos e adjacentes (ex.:
GTGTGTGTACACACACACAC).

Os microssatélites possuem altas taxas mutacionais, variando entre 102 a 10°
nucleotideos/loco/por geragdo (SHOTTERER, 2000). Lanzaro et al. (1995) apontam  os
escorregdes da DNA polimerase (slippage) ou crossing over desigual, como hipoteses para 0s
processos mutacionais que adicionam ou eliminam sequéncias adjacentes de nucleotideos. Os
escorregdes da DNA polimerase sdo apontados como 0s principais responsaveis pelas
mutacdes dos microssatélites, porém outro mecanismo ainda ndo muito bem esclarecido tem
sua parcela de contribuicdo, sdo os relacionados aos retrotransposons, no qual os
microssatélites ricos em adenina sdo gerados pela extensdo terminal 3° dos retrotranscritos
(ARCOT et. al. 1995).

Os mecanismos de evolucdo dos microssatélites sdao pouco conhecidos, em particular
0s modelos do alelo infinito, de mutacéo gradual em passos e 0 modelo de duas fases. Modelo
IAM (Infinite Allele Model) ou modelo do alelo infinito consiste na mutacdo que ganha ou
perde um ou mais motivo de repeticdo de forma aleatéria, resultando em um novo alelo
(KIMURA, CROW, 1964). O Modelo SMM (stepwise Mutation Model) ou modelo de
mutacdo gradual em passos é 0 modelo mais aceito onde a mutagdo em determinado alelo se
da pela repeticdo de um motivo de cada vez (SLATKIN, 1985). O modelo TPM (Two Phase
model) ou modelo de duas fases é uma extensdo do modelo de SMM, pode atingir maiores
proporcdes mutacionais de processos diferentes e estd ligado ao modelo da coalescéncia e
historicos demogréaficos para estimar o nimero de repeti¢cdes nos microssatélites (DI RIENZO
et. al. 1994).

Muitas sdo as vantagens dos microssatélites nos estudos ecoldgicos e populacionais.

Segundo Goldstein e Pollock (1997) os marcadores microssatelites sdo altamente
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polimorficos, co-dominantes, multialélicos, amplamente distribuido no genoma de eucariotos
e os locos desenvolvidos podem ser compartilhados entre laboratorios podendo ser usados em
estudos heter6logos. Esses marcadores também apresentam desvantagens como a
complexidade das técnicas, a demanda de tempo, alto custo que limita muitas vezes o0 seu uso,
modelos evolutivos ndo esclarecidos, erro de genotipagem pela presenca de artefatos,
dropout, alelos nulos e stutters (MCCOUCH, et. al. 1997; FERREIRA, GRATTAPAGLIA,
1996).

Apesar das desvantagens, o0 uso desse marcador tem sido importante na deteccdo de
locos polimorficos, na caracterizagcdo de um individuo em uma populagdo, no monitoramento
da transmissdo de genes através de geracOes, possibilitando acelerar a estimativa de
parametros genéticos que sdo de consideravel interesse em estudos de diversidade, padrdes de
estrutura genética e conservacdo de populacdes (CHASE et. al. 1996; GOLDSTEIN,
SCHLOTTERER, 1999). Marcadores microssatélites ja foram desenvolvidos para a
caracterizacdo e estudos ecoldgicos e genéticos populacionais visando o monitoramento e
conservacao de peixes de importancia econdmica, entre 0s quais estdo: o pirarucu (Arapaima
gigas) (FARIAS et al. 2003), o aruand (Osteoglossum bicirrhosum) (SILVA et al. 2009), o
cardinal (Paracherodon axelrodi) (BEHEREGARAY et. al. 2004) e o tambaqui (Colossoma
macropomum) (SANTOS et al. 2009). Entre os peixes Siluriformes podemos citar algumas
espécies: o pintado (Pseudoplatystoma corruscans) (REVALDAVES et al. 2005),
Pimelodella chagrasi (MOESER, BERMINGHAM, 2005), o grande bagre do Mekong
(Pangasianodon gigas) (NGAMSIRI et. al. 2006), o jau (Zungaro jahu) (CARRILLO-
AVILA et. al. 2009), o surubim (Pseudoplatystoma punctifer (SAULO-MACHADO et. al.
2010), a dourada (Brachyplatystoma rousseauxii) (BATISTA et. al. 2010) e o filhote
capapreta (B. capapretum) (LIRA-CORDEIRO, et. al. 2014). Foram desenvolvidos 15 locos
microssatélites para piramutaba (B. vaillantii) (RODRIGUES et al. 2009), dos quais foi
possivel somente 0 uso de seis locos para estimar a variabilidade genética da espécie no
sentido norte-sul da bacia amazonica (RODRIGUES et. al. 2009). O desenvolvimento de
novos locos microssatélites pode ampliar e favorecer a melhor escolha desses marcadores no
estudo da variabilidade genética da piramutaba.

Marcadores moleculares também foram utilizados para avaliar a variabilidade
genética de tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) (MOREIRA et. al. 2007); peixe flecha de
prata (Odontesthes bonariensis) (TAVARES et. al. 2011), Piabanha (Brycon insignis)
(MATSUMOTO, HILSDORF, 2011), Bab&o (Brachyplatystoma platynemum) (OCHOA et.
al. 2015) e surubim (Pseudoplatystoma reticulatum) (ABREU et. al. 2009).
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3 OBJETIVO GERAL

e Isolar e caracterizar marcadores microssatélites do genoma da espécie
Brachyplatystoma vaillantii a fim de utiliz&-los para estudos em genética populacional
e na estimativa da variabilidade genética espaco temporal da espécie ao longo do rio

Madeira.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar e caracterizar marcadores microssatélites para Brachyplatystoma vaillantii;

e Verificar o alcance da amplificacdo heterdloga dos locos desenvolvidos para

piramutaba nas demais espécies de Brachyplatystoma;

e Estimar a variabilidade genética espacial de Brachyplatystoma vaillantii ao longo do

Rio Madeira;

e Estimar e comparar a variabilidade genética temporal, da piramutaba em intervalos de

trés e quatro anos no rio Madeira;

e Avaliar se a Cachoeira de Santo Anténio, atual Usina Hidrelétrica Santo Antonio, e a
Cachoeira de Teotonio constituiam barreiras para fluxo génico para Brachyplatystoma

vaillantii.
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CAPITULO |

Isolamento, caracterizacdo e amplificacdo interespecifica de
marcadores microssatélites para Brachyplatystoma vaillantii
(Siruliformes: Pimelodidae).
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Isolamento, caracterizagdo e amplificacdo interespecifica de marcadores
microssatélites para Brachyplatystoma vaillantii (Siruliformes: Pimelodidae).

CARVALHO, K. C. G BATISTA, J. S2; GUIMARAES-MARQUES, G.M?;
FORMIGA, K. M 2,
1-Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazénia, Univ.
do Estado do Amazonas, Brasil, Manaus.
2-Laboratorio Tematico de Biologia Molecular (LTBM), Instituto Nacional de Pesquisas da

Amazbnia, Brasil, Manaus.

RESUMO

A piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii) € um bagre comercialmente importante na regido
amazonica, explorado tanto pela pesca artesanal quanto pela industrial. Vinte e dois
marcadores microssatélites foram isolados e caracterizados em 29-37 individuos da espécie.
Foi obtido um total de 230 alelos. O numero de alelos por loco variou entre 2 a 14, com média
de 10,45. A heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) variou entre 0,111 a 0,966
(média de 0,669) e 0,106 a 0,917 (média de 0,747), respectivamente. Trés locos ndo se
mostraram em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e desequilibrio de ligacdo foi detectado
entre 0s locos Bva05/Bva06. A amplificacdo interespecifica resultou entre 5 a 22 locos
polimérficos entre as seis espécies do género Brachyplatystoma, 16 locos para
Phractocephalus hemiliopterus e 19 Pseudoplatystoma punctifer. Os marcadores obtidos
poderdo ser utilizados em estudos genéticos que poderdo contribuir para subsidiar politicas de
conservacdo e manejo da Piramutaba e as demais espécies do género Brachyplatystoma e
espécies P. hemiliopterus e P. punctifer.

Palavras-Chave: Piramutaba.  Microssatélites.  Brachyplatystoma  vaillantii.
Amplificacdo interespecifica.

1 INTRODUCAO

Brachyplatystoma vaillantii (VALENCIENNES, 1840) é um bagre migrador
pertencente a familia Pimelodidae, popularmente conhecido como piramutaba (NELSON,
2006). Realiza longas migracOes, cerca de 4.500 Km, em busca de areas distintas para a
reproducdo, alimentagdo e criacdo para completar seu ciclo de vida (BARTHEM,
GOULGING, 1997). Na Amazonia, a espécie encontra-se principalmente nos tributarios do
sistema Solimfes-Amazonas, mas distribui-se por toda bacia do rio Amazonas, Tocantins,
Orinoco e Parnaiba (MEES, 1974; BARTHEM, GOULDING, 1997), onde é fortemente
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explorado comercialmente desde a década de 70, tanto pela pesca artesanal quanto a
industrial.

A espécie compreende uma Unica populacdo geneticamente homogénea que se
distribui no sistema Estuario-Amazonas-Solimdes de acordo com dados genéticos, obtidos a
partir dos estudos com individuos de cinco localidades da Amazbnia brasileira: Belém,
Santarém, Manaus, Tefé e Tabatinga (FORMIGA-AQUINO, 2004).

Segundo relatérios do Ministério de Pesca e Aquicultura (MINISTERIO DE PESCA
E AQUICULTURA, 2010), a piramutaba é uma das especies dentro da Ordem dos
Siluriformes de maior importancia econdémica na regido amazolnica, mais a excessiva
exploracdo, remete a espécie para um status de sobrepesca de crescimento, representada pela
captura de um grande numero de individuos antes da maturacdo sexual, podendo
comprometer a variabilidade da espécie (DIAS-NETO, MESQUITA, 1988; RUFFINO, 2001;
BARTHEM, FABRE, 2003; CHAVES et. al. 2003). A construcdo de hidrelétricas em rios
que fazem parte do sistema migratério da espécie, também pode ser agravante para
variabilidade da piramutaba no futuro. Neste cenario fez-se necessario o desenvolvimento de
marcadores capazes de obter informacfes sobre a variabilidade genética das populacbes
naturais de piramutaba do rio Madeira, a fim de gerar dados para utilizagdo no manejo
sustentavel e planejamento de conservagdo. Foram desenvolvidos 15 locos microssatélites
para piramutaba (B. vaillantii) (RODRIGUES et. al., 2009). No entanto, o desenvolvimento
de novos locos microssatélites pode promover estudo da variabilidade genética da espécie no
intuito de disponibilizar e melhor favorecer a escolha desses marcadores.

Nesse contexto foram isolados e caracterizados mais 22 marcadores microssatélites
polimorficos para piramutaba e também foram testados em seis espécies do
género Brachyplatystoma, em Phractocephalus hemiliopterus e em Pseudoplatystoma

punctifer.

2 MATERIAL E METODOS

Os marcadores microssatélites foram desenvolvidos a partir da construcdo de uma
biblioteca segundo o protocolo proposto por Billotte et. al. (1999), utilizando o DNA total de
um individuo coletado do municipio de Tabatinga (Amazonas, Brasil) (SAMBROOK et. al.
1989). O DNA foi digerido com a enzima Rsal (Invitrogen) (10 u/ul) e ligado aos adaptadores
Rsa 21 10U/ul (5 - CTCTTGCTTACGCGTGGACTA - 3) e Rsa25 10U/ul (5'-
TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA - 3). Os Fragmentos contendo regides
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microssatélites foram hibridizados com sondas (CT)s e (GT)s, amplificados via Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), ligados ao vetor de clonagem pGEM-T (Promega) e
eletrotransformados em células competentes XL1-Blue de Escherichia coli. As células
competentes foram incubadas em placa contendo X-Gal/IPTG, meio sélido Luria-Bertani
(LB) e ampicilina (100 mg/ml) por 22 horas a 37°C. Os clones positivos foram selecionados e
cultivados em placas ELISA contendo meio de cultura 2YT-HMFM e ampicilina (100
mg/ml). O DNA recombinante de 240 clones foi extraido (SAMBROOK et. al. 1989),
amplificado com os iniciadores de T7 (forward) e SP6 (reverse), Kit Big Dye Terminator v3.1
kit (Life techonologies) e eletroinjetado em analizador automatizado ABI 3130xl (Life
techonologies). As sequéncias foram alinhadas e editadas com os programas CHROMAS 2.24
(Technelisyum Pty Ltd) e BIOEDIT 7.0.9.0 (Hall, 1999). O desenho de 40 iniciadores foi
realizado no WEBSAT (MARTINS et. al. 2009) e PRIMER3 (ROZEN, SKALETSKY, 2000),
e no inicio da extremidade 5' de cada Primer forward foi adicionado uma cauda M13, a fim
de permitir a marcacao por fluorescéncia segundo o protocolo econémico de Schuelke (2000).

Os fragmentos contendo microssatélites foram amplificados via PCR seguindo o
parametro descrito por Batista et. al. (2010). Para um volume final de 10l do amplificado foi
utilizado 10 ng de DNA gendmico, 0,4 uM de cada primer forward com cauda M13 marcado
com a fluorescéncia (FAM, HEX ou NED), 0,4 uM do primer reverso, dNTPs (1nM), 25mM
de MgCly, 10X de tampédo (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, pH 8,4) e 0,5 U de goTaq DNA
Polymerase (Promega). A reacdo ocorreu em duas etapas: a primeira consistiu em
desnaturacdo (68°C, 1 min; 92°C, 30s) seguida por 30 ciclos de 30s a 92°C, 35s na
temperatura de anelamento do primer especifico (Tabela 1), 35s a 72°C de extensdo; a
segunda consistiu no anelamento do primer M13F marcado com fluorescencia e é composto
por 20 ciclos com o seguinte tempo e perfil de temperatura: 20s a 92°C, 30s a 53°C ¢ 30s a
72°C, e uma extensao final a 72°C 15 min e 68°C 15 min. O produto amplificado foi analisado
por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com GelRed (Biotium) e visualizado em
fotodocumentador UVP Biodoc (Imaging System).

O produto de PCR dos locos amplificados foi submetido a eletroforese capilar em
Analisador automatico ABI 3130xI (Life techonologies). Foi adicionado marcador de bandas
conhecido size ROX-labeled (DEWOODY et. al. 2004) em cada amostra para estimativa do
tamanho e padrdo dos alelos dos individuos genotipados. As genotipagens foram analisadas
com o auxilio do programa GeneMarker 1.97 (SoftGenetics). Vinte e dois locos

microssatélites foram caracterizados em 29-37 individuos de B. vaillantii de trés localidades
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do rio Madeira: Porto Velho-RO (N = 23), Cachoeira de Santo Antonio-RO (N = 8) e
Humaita-AM (N = 6).

Os parametros genéticos foram checados com auxilio dos programas: MSTOOLS 3
(PARK, 2001) para calcular o contetdo de polimorfismo informativo (PIC), heterozigosidade
esperada (He) e observada (Ho); GENEPOP 4 (RAYMOND, ROUSSET, 1995) para testar o
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e o programa FSTAT 2. 9.3.2 (GOUDET, 2002) para as
estatisticas descritivas (Fis) e desequilibrio de ligagdo. A presenca de alelos nulos, dropout e
stutters foram checadas no MICRO-CHECKER (VAN OOSTERHOUT et. al. 2004).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 240 clones obtidos na construcéo da biblioteca gendmica, 231 amplificaram via
PCR e 211 apresentaram insertos. Apos o0 sequienciamento as sequencias foram conduzidas
para a formacdo dos contigs, resultando em 139 contigs de tamanho médio de 653 pb. Foi
observado redundancia em 65,88% dos contigs. Foram desenhados 57 iniciadores dos 186
microssatélites observados, com uma media de 1,34 microssatélites por clone. Quarenta pares
de primers foram sintetizados.

Os 40 locos microssatélites apresentaram a seguinte classificacdo quanto a
composicao nucleotidica: 25 perfeitos (62,5%), 1 imperfeito (2,5%), 4 interrompido (10,0%) e
10 composto (25,0%), e quanto ao motivo de repeticdo: 33 dinucleotideos, 2 trinucleotideos, 2
tetranucleotideos e 3 pentenucleotideos. Esses resultados coincidem com relatos de Brodani
et. al. (2007), que relata grande quantidade de microssatélites perfeitos e dinucleotideos em
vertebrados em geral.

Foram otimizados e caracterizados 22 locos microssatélites polimorficos para B.
vaillantii (Tabela 1). O nimero de alelos por locos variou de 2 a 14, com média de 10,45 por
loco. As heterozigosidades observada e esperada variaram de 0,111 a 0,966 (média de 0,669)
e 0,106 a 0,929 (média de 0,747) respectivamente. O PIC (BOTSTEIN et. al. 1980) variou
entre 0,170 a 0,908, com a média de 0,763. Trés locos (Bva2l, Bva32 e Bva33) mostraram
significativos desvios no equilibrio de HWE apos correcdo de Bonferroni (P: (5%) < 0,0022)
(Rice, 1989). O desequilibrio de ligacao foi observado entre os locos Bva05 e Bva06 (P: (5%)
< 0,00021). Quatro locos microssatélites (BvaO7, Bva2l, Bva32 e Bva33) foram
estatisticamente significativos quanto a presenca alelo nulo apds a checagem no programa
MICRO-CHECKER 2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et. al. 2004).
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Todos os locos foram testados na amplificacdo heter6loga para as demais espécies do
género Brachyplatystoma, uma espécie do género Phractocephalus e de Pseudoplatystoma
(Tabela 2). Os vinte e dois locos amplificaram em todos os individuos de B. platynemum
enquanto que para B. rousseauxii, um menor numero foi observado (5 locos). Os locos Bva04,
Bva09, Bvall e Bva24 amplificaram para cinco espécies de Brachyplatystoma e 11 locos
amplificaram para pelo menos 4 espécies desse género. Dezesseis locos amplificaram para
Phractocephalus hemiliopterus e 19 para Pseudoplatystoma punctifer. O numero de alelos
variou entre 1 a 7 por loco entre os trés géneros. Batista et. al. (2010) e Saulo-Machado et al.
(2011) em trabalhos de amplificacdo cruzadas com SSR em espécies dos géneros
Brachyplatystoma e Pseudoplatystoma respectivamente, mostraram eficiéncia nos ensaios
realizados, demonstrando que ha uma elevada taxa de amplificacdo cruzada para esse tipo de
marcador entre tdxons filogeneticamente relacionados, o que possibilita em uma alternativa na
reducdo de custos no desenvolvimento de microssatelites para as especies.

Os 22 locos microssatélites desenvolvidos neste estudo, samados aos 15 locos
desenvolvidos por Rodrigues et. al. (2009), resultam em 37 locos espécie-especifico e 50
locos heterdlogos somados aos 18 locos desenvolvidos por Batista et. al. (2010) e 20 por Lira-
Cordeiro, (2013) disponiveis para estudos populacionas de B. vaillantii e, também mais 36
locos heter6logos para estudos com B. platynemum, 18 para B. rousseauxii e 20 para B.
capapretum.

Os locos desenvolvidos podem ser usados como importante ferramenta para estudos

genéticos do género Brachyplatystoma.
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Tabela 1. Caracteristicas dos 22 microssatélites desenvolvidos para Brachyplatystoma vaillantii amostrada no rio

Madeira
Loco Repeticdo ToC Ta?;‘;r)‘ho N/A Ho He P-HWE PIC  Fis(f)
Bva0l (TC)g(TC)s 60 285209  35/8 0686 0763 01898 0,723 0,103
Bva02 (TC)stgtgtgtctg(TC); 62  288-322 36/11 0778 0866 01242 0840 0,103
Bva04 (TC)uatgtetc(TG)1 58 172202 3312 0909 0903 04040 0,880  -0,006
Bva05 (AG)ss 58  155-183 3510 0857 0858 06471 0827 0,001
Bva06 (CT)z 57 319351  29/14 0,966 0,917  0,9464 0,893  -0,054
Bva07 (TC)zo 61 316346 37/11* 0703 0867 01474 0841 0,192
Bva09 (CT)is 60  317-349 3113 0903 0929 02932 0908 0,028
Bval0 (CT)$tt(TC); 60 213263 3714 0757 0877 00460 0852 0,139
Bvall (AG)z 60 191221 37710 0757 0877 01312 0852 0,139
Bvals  (GA)aa(GA)a(AGGGT); 60  276-320 34/13 0824 0885 00468 0,860 0,070
Bval6 (CT)zs 56 266200 36/11 0806 0879 00261 0853 0,084
Bvals (TC)ss 62  307-339 3211 0813 0895 06892 0869 0,093
Bval9 (TG)1(AG)w 60 131179 3314 0879 0907 07641 0884 0,032
Bva2l (CT)16(GT)7 50  302-342 35/14° 0657 0904 0000+ 0882 0276
Bva24 (TC)ao 60 196236 3714 0811 0900 04860 0877 0,100
Bva29 (AG):gg(AG)s 50 315347 3414 0941 0921 08195 0900  -0,022
Bva32 (TG)ss 60  314-338  35/8° 0543 0825 00008% 0788 0,345
Bva33 (TC)6c(CAs 60  353-373 37/10° 0568 0855  00006* 0826 0,339
Bva3s (AGTTT); 60  183-213  37/4 0162 0179 00568 0170 0,094
Bva36 (TTTAT); 60 243263 362 0111 0106 1000 0,099  -0,045
Bva37 (GT)e(GA)w 64 235263 36/10 0889 0865 07152 0838  -0,028
Bva3s (AAGG); 60 124132 372 0378 0373 1000 0300  -0,014

ToC = temperatura anelamento; N = nimero de individuos genotipados; A = nimero de alelos; # = presenca de
alelo nulo; Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; P-HWE* locos que ndo se
mostraram em equilibrio Hardy-Weinberg ap6s correcdo de Bonferroni, PIC = Conteldo Informativo de

Polimorfismo e indice de endogamia = Fis (f).
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Tabela 2. Amplificacdo Heter6loga de 22 marcadores microssatélites desenvolvidos para Brachyplatystoma vaillantii, em seis espécies do género Brachyplatystoma (N = 4
para cada espécie), Phractocephalus hemiliopterus (N = 1) e Pseudoplatystoma punctifer (N = 1)

B. capapretum A B. juruense A B. filamentosum A  B.platynemum A B. rousseauxii A B. tigrinum A P. hemiliopterus A P.punctifer A
Locos SSR Tamanho Tamanho Tamanho Tamanho Tamanho Tamanho Tamanho Tamanho
(pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb)

BVAl - - 294-300 2 287-300 2 285 1 - - 290-296 3 299-301 2 296-298 2
BVA2 - - - - - - 300-336 4 300-306 4 - - 298-300 2 296-298 2
BVA4 215-241 3 150-170 4 186-200 4 218-260 4 - - 163-173 3 - - 240-258 2
BVAS - - 171-183 191-195 2 183-201 5 - - 177-179 154-166 2 164-182 2
BVA6 319 1 - - - - 341-351 4 346 1 - - 348-358 2 - -
BVA7 - - - - - - 358-368 2 - - 308 1 - - 338-342 2
BVA9 347 1 348-350 2 343-351 4 339-357 4 - - 322-336 2 361-363 2 331 -
BVA10 247-253 2 - - 241-269 5 239-259 6 239-253 4 - - 209-223 2 251-253 2
BVA1ll 201-215 3 - - 195-209 2 199-201 3 209-211 2 195-209 2 203-211 2 246 1
BVAl5 - 257-285 3 255 1 300-314 5 - - 276-298 290 1 286-298 2
BVAL16 - - - - - - 282-284 2 - - - - 286 1 272-284 2
BVA18 306 1 - - - - 309-319 2 - - - - 341-349 2 324 1
BVA19 - - 142-160 3 - - 137-155 3 - - 159 1 160 1 - -
BVA21 - - - - - - 334-344 2 - - - - - - 330 1
BVA24 230-232 2 226-252 3 228-246 2 234-306 9 - - 194-268 2 226-234 2 222-258 2
BVA29 342-344 2 - - - - 352-338 4 - - 333 1 360-362 2 329 1
BVA32 364 1 - - 347-351 4 346-372 7 - - 354 1 - - - -
BVA33 - - 283 1 - - 183 1 - - 277 1 - - 230-258 2
BVA35 180-198 2 147 1 - - 180-208 3 208-224 2 - - 207 1 207 1
BVA36 - - - - 273 1 271-289 3 - - - - 278 1 269 1
BVA37 - - - - - - 253-281 3 - - - - - - 263 1
BVA38 - - 152-166 3 152-164 4 154-164 3 - - 155-165 2 170-182 2 156 1

A = namero de alelos. N = nimero de individuos genotipados. pb = pares de bases.
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RESUMO

A piramutaba € um dos peixes mais capturados e explorados na Amazoénia, sendo a
variabilidade genética um componente fundamental para a sobrevivéncia e adaptacdo desta
espécie. No presente estudo a variabilidade genética da espécie foi estimada, com 10 locos
microssatélites, em escala espacial (AE), amostrada em sete localidades ao longo do rio
Madeira, e temporal (AT) em quatro anos intercalados em um intervalo de 3-4 anos entre
2003 a 2013 e avaliando se as cachoeiras de Santo Antonio e Teotonio foram barreira ao fluxo
génico da piramutaba. Os locos mostraram-se altamente polimarficos, com diversidade génica
média de 0,825 AE e 0,828 AT). Os valores de Fst (0,013 AE e 0,077 AT) indicaram baixa
diferenciacdo genética. As analises Bayesianas para estrutura populacional corroboraram com
a hipétese de panmixia de B. vaillantii, sendo observadas fortes tendéncias ao fluxo génico
entre as localidades. Os resultados obtidos no presente estudo apresentam evidéncia de

panmixia e baixa influéncia das cachoeiras de Teotdnio e Santo Antdnio para dispersdo da
espécie.

1 INTRODUCAO

Brachyplatystoma vaillantii (VALENCIENNES, 1840) também conhecida como
piramutaba, é uma espécie de bagre de agua doce pertencente a familia Pimelodidae
(NELSON, 2006). Amplamente distribuida nas bacias do Amazonas, Tocantins, Orinoco e
Parnaiba (MEES, 1974; BARTHEM, GOULDING, 1997). A piramutaba realiza longas
migragOes, cerca de 4.500 Km, em busca de areas distintas de alimentacdo, crescimento e
reproducdo. Esses peixes nascem e se reproduzem no alto das cabeceiras de varios afluentes
do sistema Solimdes-Amazonas, se alimentam até a fase jovem na regido do estuario (Belém-
PA,) crescem na Amazonia central até atingir a maturidade sexual por volta de trés anos e
seguem para o alto das cabeceiras iniciando um novo ciclo (BARTHEM, 1990; BARTHEM,
GOULDING, 1997; FABRE e BARTHEM, 2005). A piramutaba esté entre as duas espécies

de bagres de maior importancia para a pesca na Amazonia e principalmente para 0 mercado
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exportador no Brasil. A exploracdo comercial da piramutaba foi impulsionada na década de
60 pelo Governo Federal que disponibilizou recursos financeiros para incentivar a pesca no
pais, através de frotas pesqueiras sofisticadas, impulsionando a atividade pesqueira na regido
do estuario Amazonico (CASTILLO, 1978), porém o aumento da exploracdo resultou em
desequilibrio no volume do pescado, levando a espécie a condi¢do de sobrepesca de
crescimento, com um grande numero de individuos jovens capturados e impedidos de
reproduzir (DIAS-NETO, MESQUITA, 1988; CHAVES et. al. 2003; MINISTERIO DA
PESCA E AQUICULTURA, 2010). Esse desequilibrio chama atenc¢éo para a necessidade da
conservacdo da diversidade biologica dessa espécie (ARIAS et. al.,, 1995; AVISE,
HAMRICK, 1996), porém antes de qualquer medida, é necessario verificar se a pesca €
realizada em cima de um Unico estoque genético. Segundo alguns estudos, a piramutaba
compde um Unico estoque pesqueiro com alta variabilidade genética no Sistema Solimdes-
Amazonas (BARTHEM, GOULDING, 1997; FORMIGA-AQUINO, 2004), mas pouco se
sabe sobre sua area de distribui¢do no rio Madeira e dentro dos demais tributarios.

O rio Madeira é um dos tributarios da bacia amazénica com grande importancia para
o ciclo de vida da piramutaba e para outras espécies de Pimelodidae. Somente no rio Madeira
sdo conhecidas 49 espécies de Pimelodidae, representando mais de 80% das espécies da
familia conhecidas na Amazbnia (ALBERT et. al.,, 2011). Antes da contrucdo dos
reservatorios Jirau e Santo Antonio, o rio Madeira possuia 18 cachoeiras/corredeiras, sendo as
Cachoeiras de Jirau e Teotdnio as de maior importancia em queda d’agua (GOULDING et. al.
2003; CELLA-RIBEIRO et. al. 2013). Ha indicios de que as cachoeiras de Teotbnio e Jirau
atuaram como barreira seletiva para as espécies a montante e a jusante dessas cachoeiras
(TORRENTE-VILARA et. al. 2011; MACHADO, 2013; GRAVENA et. al. 2014; OCHOA
et. al. 2015).

Os estudos sobre a piramutaba no rio Madeira, limitaram-se a cidade de Porto Velho,
sete km antes da Cachoeira de Santo Antonio, sugerindo que a piramutaba faca parte do
estoque pesqueiro do sistema Amazonas - Solimbes (RODRIGUES, 2009), mas dada a
complexidade do rio Madeira, ndo se pode afirmar que existe apenas um estoque para a
piramutaba.

Os marcadores moleculares microssatélites sdo ferramentas capazes de elucidar
questdes sobre distribuicdo populacional e tém sido amplamente utilizados em estudos de
genética de populacdo de peixes (MOREIRA et. al. 2007; ABREU et. al. 2009; OCHOA et.
al. 2015), pois exibem vantagens como co-dominancia, altos niveis de polimorfismo, ampla

distribuicdo no genoma de eucariotos, entre outras caracteristicas e sdo capazes de acessar a
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variabilidade genética dentro e entre as populac@es, estimar o fluxo génico e verificar a
estrutura genética de uma espécie (FRANKHAM et. al. 1995; AVISE, 2004). As informacdes
prestadas por esses marcadores podem contribuir para direcionar a tomada de decisGes no que
diz respeito ao manejo e conservacdo das espécies (SLATKIN, 1985).

Nesse contexto, considerando que a distribuigdo populacional da piramutaba no rio
Madeira é pouco conhecida, fez-se necessario um estudo para estimar a variabilidade genética
temporal e espacial em amostras coletadas ao longo de dez anos em sete localidades ao longo
do rio Madeira e avaliar se as extintas cachoeiras de Santo Antonio e Teotbnio foram
potenciais barreiras ao fluxo génico de Brachyplatystoma vaillantii, utilizando 10 locos
microssatélites desenvolvidos para a espécie.

2 MATERIAL E METODOS

Nesse estudo foram utilizadas 96 amostras de piramutaba preservadas em alcool 95%
de tecido muscular, nadadeira ou barbilhdo de piramutaba, coletados entre os anos de 2003 a
2013, pelo grupo de pesquisa em Biologia Evolutiva de Peixes Instituto Nacional de Pesquisa
da Amazonia (INPA), em feiras, mercados e desembarques pesqueiros, oriundas da pesca
artesanal no rio Madeira e Amazonas (Figura 1, Tabela 1), sob licencas de coleta IBAMA n°.
14.278-1 e 40844-2.

Para a andlise espacial foram coletadas entre seis e vinte e trés amostras de
piramutaba em sete localidades entre a Cachoeira de Jirau (rio Madeira) e a cidade de
Itacoatiara (rio Amazonas). Para a analise temporal foram utilizados entre 13 a 25 exemplares
em quatro tempos (anos) intercalados entre trés a quatro anos em um intervalo total de 10

anos distribuidos nas localidades (Tabela 1).
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Figura 1. Localidades ao longo do rio Madeira onde amostras de piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii) foram
coletadas: 1. Cachoeira de Jirau, 2. Cachoeira de Teotbnio, 3. Cachoeira do Macaco, 4. Cachoeira de Santo
Antonio, 5. Porto Velho 6. Humaita, 7. Itacoatiara. De 1 a 5 no Estado de Rond6nia e 6 e 7 no Estado do

Amazonas

Tabela 1. Locais de coleta, rios e nimeros de individuos coletados (N) de Brachyplatystoma vaillantii em sete

localidades e tamanho amostral o longo de 10 anos variando entre 3 e 4 anos.

Localidade Sigla Rio Coordenadas N Anos N
Cachoeira de Jirau-RO C. Jirau Madeira 9°19'46.25"S 07 2003 23
64°43'54.33"0
Cachoeira de Teot6nio-RO C.Teotbnio Madeira 8°51'27,36"S 21 2006 13
64°3'50,16"0
Cachoeira do Macaco-RO C. Macaco Madeira 8°50'55.73"S 21 2009 25
64°01'03.17"0
Cachoeira de Santo Antonio-RO C. Santo Antdnio Madeira 8°48'08.58"S 09 2013 17
63°57'01.65"0
Porto Velho-RO Porto Velho Madeira 8°45'33.83"S 23
63°54'02.50"0
Humaita-AM Humaita Madeira 7°32'01.00"S 06
63°03'02.00"0
Itacoatiara-AM Itacoatiara Amazonas  3°08'06.08'SO 09

58°26'18.76"0

O DNA total foi extraido de acordo com o protocolo Fenol-cloroférmio
(SAMBROOK et. al., 1989). A integridade do DNA foi verificada em eletroforese em gel de
agarose a 0,8%, conduzida em 90 V, 30 min., com tampdo TAE 0,5X (Tris-acetato 0,04M e

EDTA 1mM). O DNA foi quantificado por comparacdo de concentracbes com DNA

conhecido do bacteri6fago fago Lambda.

Os 10 locos utilizados foram selecionados a partir da tabela de marcadores

desenvolvidos para B. vaillantii (Capitulo I, Tabela 1). Os locos foram amplificados de acordo

com Batista et al. (2010). O produto amplificado foi verificado por eletroforese em gel de

agarose a 1,5%. De acordo com a intensidade das bandas de produtos amplificados foram

feitas dilui¢bes 1:10 e 1:20 v/v.
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Os produtos amplificados foram organizados em trés sistemas multiplex para a
checagem do tamanho dos alelos por genotipagem, considerando o tipo de fluorescéncia
usada na marcacéo dos locos e tamanho dos fragmentos em pares de bases (pb) (Tabela 2). A
genotipagem foi eletroinjetada em Analisador ABI 3130xI automatizado (LIFE
TECHONOLOGIES) no LTBM/INPA (Laboratério Tematico de Biologia Molecular/Instituto
Nacional de Pesquisa da Amazonia), usando 1,0 pL do produto da PCR diluido e 7,0 pL
Tween20 0,1%. O tamanho dos fragmentos foram estimados por compraracdo com o padrao
size ROX-labeled (DEWOODY et. al., 2004) com auxilio do software GeneMarker 1.97
(SOFTGENETICS).

Tabela 2. Organizacdo do sistema multiplex contendo 10 locos microssatélites para a genotipagem de 96
amostras de piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii) do rio Madeira.

Multiplex Loco T°C  Motivo de repeticdo Tamanho (pb) Fluorescéncia

Bva0l 60 (TC)209(TC)s 303-317 FAM
Bva07 61 (TC)as 334-364 FAM
1 Bva37 64 (GT)s(GA)1 253-281 HEX
Bva38 60 (AAGG), 142-150 NED
Bva02 62 (TC)autgtgtgtctg(TC)y 306-340 FAM
2 Bvall 60 (AG)20 209-239 HEX
Bva04 58 (TC)uatgtctc(TG)sy 190-220 FAM
Bva32 60 (TG)1s 332-356 FAM
3 Bva33 60 (TC)sc(CA)1s 271-308 FAM
Bval6 56 (CT)2s 284-308 HEX

Fonte: Capitulo I, Tabela 01.

Os dados foram organizados em duas matrizes de dados. A checagem quanto a
presenca de alelo nulos, Stutters e large dropout foi inferida com o auxilio do software
MICRO-CHECKER 2.2.4 (VAN OOSTERHOUT et. al., 2004) para as analises. Os dados
checados foram inseridos no programa MSTOOLS (PARK, 2001), para exclusdo do tamanho
em pb correspondente a cauda M13 (SCHUELKE, 2000) e a exclusdo de individuos idénticos.
Foram estimados parametros de diversidade genética (NEI, 1973) para a espécie. O nimero
de alelos por loco (A), nimero de alelos exclusivos, heterozigosidade esperada (He),
heterozigosidade observada (Ho) e coeficiente de endogamia (Fis), foram calculados no
programa GENALEX 6.41 (PEAKALL, SMOUSE, 2006). O desvio do equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) e o desequilibrio de ligacdo (DL) foram calculados nos programas FSTAT
(GOUDET, 2001) e ARLEQUIN 3.5.2.1 (EXCOFFIER, LISCHER, 2010) respectivamente.

Os niveis de significancia estatisticos foram ajustados através correcdo seqiencial de
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Bonferroni (RICE, 1989). O Contetdo de Polimorfismo Informativo (PIC) (BOTSTEIN et.
al.,, 1980) e a riqueza alélica (Ar) também foram calculados com programa FSTAT
(GOUDET, 2002).

A analise da estrutura genética foi testada usando a analise hierarquica de variancia
molecular (AMOVA) inferida no progama ARLEQUIN 3.5.2.1 (EXCOFFIER, LISCHER
2010), a partir da matriz dos valores do indice de fixagdo (Fst) (MICHALAKIS,
EXCOFFIER, 1996) par a par. A anélise foi conduzida com 10.000 permutaces e intervalo
de confianca de 95%. Os valores de probabilidade foram ajustados com a correcdo de
Bonferroni (P = 0,05/nimero de combinagdes) (RICE, 1989). A AMOVA foi realizada de
quatro formas e em niveis hierarquicos diferentes: (1) analises em dois niveis hierarquicos,
sendo dois grupos: um com localidades a jusante e outro com as situadas a montante da
Cachoeira de Teotbnio; (2) dois niveis hierarquicos, com a mesma conformacéo da analise 1,
porém considerando as localidades a jusante em um grupo e a montante da Cachoeira de
Santo Antbénio o outro grupo; (3) as sete localidades foram agrupadas em um Unico nivel
hierarquico (&nalise espacial); (4) os quatro anos (2003, 2006, 2009 e 2013) também
agrupados em um Unico nivel hierarquico (analise temporal).

A andlise Bayesiana realizada no programa STRUCTURE 2.3.1 (PRITCHARD et. al.
2000) foi feita para estimar o possivel nimero de populacdes (K) e a existéncia de
estruturacdo, utilizando o modelo ancestral de mistura com alelos relacionados. O modelo
assume que cada individuo pode ter ancestrais oriundos de mais de uma populacdo e as
frequéncias alélicas correlacionadas favorecendo uma melhor identificacdo de sub-estruturas.
Foram realizadas 10 corridas independentes para cada valor K variando entre um 1 a 10 com
valores de corte (burn in) de 100.000 permutacdes e 1.000.000 de simulagdes em cadeias de
Monte Carlo (MCMC). O nimero de populacbes esperado é o valor de K maximo estimado
pelo modelo log-likelihood (log (P(X/K)) (FALUSH et. al. 2003) realizado com o auxilio do
programa STRUCTURE HARVESTER (EARL, JONHOLDT, 2012).

O fluxo génico (taxa de migracdes) foi estimado a partir dos valores de Fst, em
namero de fémeas migrantes reprodutivamente ativas por geracdo (Nm) onde Nm =Y = (1-
Fst)/(2Fst), implementado no programa ARLEQUIN 3.5.2.1 (EXCOFFIER, LISCHER 2010).

A estimativa da variabilidade, da estrutura populacional e fluxo génico foram
utilizados nas analises para checar a variabilidade genética espacial e temporal.
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3 RESULTADOS

Foram geradas duas matrizes, uma contendo os genotipos de 96 individuos utilizados
para a andlise espacial e outra contendo os dados de 73 amostras para a analise temporal. As
matrizes foram checadas no programa MICRO-CHECKER 2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et.
al. 2004) observando a presenca de alelo nulos em cinco dos 10 locos utilizados entre
localidades de 1 a 7. A presenca de alelos nulos pode ser explicada pela baixa eficiéncia de
hibridacdo do primer e também pela possivel amplificacdo de fragmentos preferenciais
(WATTIER et. al., 1998; DARKIN, AVISE, 2004).

No estudo da diversidade genética espacial foi observado um total de 121 alelos (A),
variando entre 9 a 18 (média de 12,10 alelos/loco), e na temporal 118 alelos (média de 11,80
alelos/loco), variando entre 4 a 18 alelos/loco distribuidos em 10 locos microssatélites. Os
valores da heterozigosidade observada (Ho) na analise espacial variaram de 0,622 (Bva32) a
0,901 (Bval6) com média = 0,768 e heterozigosidade esperada (He) variou de 0,540 (Bva38)
a 0,919 (Bva04) com média = 0,833. Na analise temporal a Ho variou de 0,531 (Bva38) a
0,917 (Bva04) com média = 0,829 e a He de 0,605 (Bva32) a 0,892 (Bval6) com média =
0,769. O Conteudo Polimorfico Informativo (PIC) apresentou média de 0,807 (analise
espacial) e 0,806 (analise temporal). As estimativas do coeficiente de endogamia (Fis) para
analise espacial variou de -0,374 a 0,214 e para analise temporal variou de - 0,295 a 0,256
(Tabela 3).

Tabela 3. indices de diversidade genética para Brachyplatystoma vallantii amostrada em seis localidades ao

longo do rio Madeira e uma no rio Amazonas, bem como em 4 anos intercalos ao longo de 10 anos (entre 2003 e
2013).

Sete localidades (N=96) Quatro anos intercalodados (N=76)

Loco A Tamanho (bp) He Ho PIC Fis A Tamanho (bp) He Ho PIC Fis
BVAOL 9 277-299 0,754 0,660 0,723 0,063 9 277-299 0,765 0,632 0,734 0,146
BVA02 14 288-322 0,865 0,890 0,848 -0,070 | 14 288-322 0,859 0,888 0,843  -0,063
BVA04 16 164-202 0,919 0,830 0,908 0,038 | 15 164-202 0,917 0,846 0,901 0,047
BVAO7 18 308-356 0,876 0,866 0,859 0,025 | 17 308-346 0,868 0,860 0,848 -0,032
BVAll 12 191-225 0,880 0,759 0,862 0,045 12 191-225 0,887 0,776 0,868 0,091

BVAl6 11 266-290 0,895 0,901 0880 -0,025 | 11 266-290 0,897 0,892 0,881 -0,024
BVA32 13 314-338 0854 0,622 0833 0,200 | 12 314-338 0,845 0,605 0,829 0,256
BVA33 12 253-275 0,885 0,640 0869 0,214 | 12 253-275 0,890 0,637 0,864 0,255
BVA37 12 235-263 0,860 0,849 0,841 -0,088 | 12 235-263 0,839 0,879 0,840 -0,076
BVA38 4 124-152 0,540 0,660 0445 -0,374 | 4 124-152 0,531 0,673 0,456  -0,295

Total 121 124-356 0,833 0,768 0,807 0,003 | 118 124-346 0,829 0,769 0,806  0,0305

A = nimero de alelos; He = Heterozigosidade esperada; Ho = Heterozigosidade observada; PIC = Contetido Polimorfico
Informativo e Fis = Coeficiente de endogamia. Os valores maximos e minimos estéo destacados.

Foi observada a presenca de 10 alelos privados nas localidades de C.Teotonio, C.

Macaco, C. Santo Antdnio, Porto Velho, Humaita e Itacoatiara, sendo que o alelo 344
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(BvaO7) presente na localidade de C. Santo Antonio apresentou maior frequéncia (0,125).
Entre os anos estudados foi observada a presenca de 13 alelos privados, tendo como alelo
mais frequente o 320 (0,114). O ano de 2009 apresentou 0 maior nimero de alelos privados
(6) (Tabela 4).

Tabela 4. Alelos privados (pb) e suas frequiéncias (entre parénteses) observados em 10 locos microssatélites de
Brachyplatystoma vaillantii em 6 localidades e em 4 anos amostrados. Os valores maximos e minimos estdo
destacados.

Localidades Anos
Loco . C. Santo s .
C. Jirau C. Macaco Antbnio Porto Velho Humaita Itacoatiara 2003 2006 2009 2013
BVAO1 277 (0,071) 277 (0,077)
BVA02 288 (0,083) 312(0,071) 288 (0,029)
BVA04
BVAO07 356 (0,028) 344 (0,125) 346 (0,100) 308 (0,024) 344 (0,067)
340 (0,024) 346 (0,033)
BVAI1l 215 (0,065) 251 (0,065)
BVAL6
BVA32 334 (0,053) 322 (0,111) 320 (0,114)
334 (0,045)
BVA33 261 (0,42)
BVA37 259 (0,050) 263 (0,045) 281 (0,045) 259 (0,042)
BVA38
Total 2 2 1 2 2 1 2 2 6 3

O numero de alelos, as heterozigosidade observada (Ho) e esperada (Hg), a
probabilidade de (P) para o teste de Hardy-Weinberg (HWE) e o coeficiente de endogamia
(Fis) por loco em todas as localidades e a cada 3-4 anos foram estimados conforme dados na
tabela 5.

A heterozigosidade observada (Ho) por localidades variou de 0,111 a 1,000 (média =
0,763) e a heterozigosidade esperada (He) de 0,0278 a 0,903 (média = 0,779). Entre 0s anos a
Ho variou de 0,500 a 1,000 (média = 0,767) e a He de 0,430 a 0,905 (média = 0,803). Os
valores do coeficiente de endogamia (Fis) variaram de -1,000 (Bva38/CJI) a 0,714
(Bva07/HU) entre as localidades e de -0,625 (Bva38/2006) a 0,383 (Bva33/2003) entre os
anos estudados. Apos a correcdo do Bonferroni (Rice, 1989) (P = 0,005) foi observado o
desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg em quatro localizadas (C. Teoténio/Bva38, C.
Macaco/Bva0l, C. Santo Antdnio/Bva33 e Porto Velho/Bva33) e nos quatro anos em quatro
locos (Bva01/2009; Bva32/2003/2009; Bva33/2003/2013; Bva38/2006). Esses resultados

podem ser justificados pelo execesso de homozigotos observados entre as localidades e 0s
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anos estudados ou também pela presenca de alelo nulos observada em seis locos em 3 anos e
06 localidades na analise espacial. N&o foi observado desequilibrio de ligacéo entre todas as

combinacg6es par a par dos 10 locos nas duas analises.

Tabela 5. indices de diversidade genética obtidos com 10 locos microssatélites em Brachyplatystoma vaillantii
em sete localidades ao longo do rio Madeira e quatro anos entre 2003 e 2013.

Localidades Anos
C.
Loco C. ¢ C. santo JOMO umaita Itacoatiara| 2003 2006 2009 2013
Jirau Teotbnio Macaco . Velho
Antonio
Bva0l N 7 21 21 8 22 6 9 22 13 25 16
A 6 8 7 6 8 6 6 8 8 7 7

Ho 0,857 0,667 0,524 0,500 0,727 0,667 0,778 | 0,727 0,615 05560 0,625
He 0,735 0,684 0,773 0,641 0,747 0,778 0,679 | 0,747 0,707 0,786 0,721
Fis -0,091 0,049 0,440 0,282 0,050 0,231 -0,087| 0,026 0,130 0,287 0,133
EHW 0,239 0,436 0,0004* 0,047 0,387 0,442 0427 | 0347 0,242 0,000* 0,030

Bva02 N 7 21 17 9 22 6 9 22 13 21 17
A 7 10 9 10 10 9 8 10 10 12 12
Ho 0,857 0,952 1,000 0,778 0,727 1,000 1,000 0,727 1,000 1,000 0,824

He 0,837 0,833 0,830 0,870 0,799 0,875 0858 | 0,799 0822 0,848 0,872
Fis 0,053 -0,119  -0,175 0,164 0,112  -0,053 -0,108 | 0,089 -0,216 -0,179 0,056
EHW 0,722 0,514 0,053 0,056 0,101 1,000 0,820 | 0,070 0,667 0,032 0,104
Bva04 N 7 20 18 6 22 6 9 22 13 19 17
A 9 13 10 8 12 6 10 12 11 11 14
Ho 0,857 0,800 0,667 0,833 0,955 0,833 0,889 0955 0923 0,684 0,824
He 0,867 0,903 0,877 0,847 0,885 0,806 0883| 088 0882 0,880 0,905
Fis 0,089 0,139 0,266 0,107 -0,055 0,057 0,052 | -0,078 -0,047 0,222 0,090
EHW 0,075 0,006 0,047 0,514 0,880 0,336 0615| 0,878 0,145 0,026 0,049
Bva07 N 6 18 17 8 23 5 5 23 12 21 15
A 6 15 13 9 11 4 6 11 9 14 11
Ho 0,833 1,000 1,000 0,750 0,870 0,200 0,800| 0870 1,000 0,905 0,667
He 0,778 0,869 0,882 0,859 0,847 0,580 0,780 | 00847 0,781 0,881 0,827
Fis 0,020 -0,123  -0,103 0,192 -0,005 0,714 0,086 | -0,027 -0,280 -0,027 0,194
EHW 0,910 0,033 0,386 0,271 0,938 0,017 0,790 | 0,950 0,129 0,127 0,042
Bvall N 4 18 14 9 23 6 9 23 10 18 14
A 5 10 10 6 10 7 6 10 8 11 10
Ho 0,750 0,722 0,857 0,778 0,696 1,000 0,667 | 069 0,700 0,778 0,929
He 0,750 0,853 0,847 0,784 0,884 0,819 0,790| 0884 0845 0,847 0,837
Fis 0,143 0,181 0,025 0,067 0,234 -0,132 0,213 | 0,213 0,172 0,082 -0,110
EHW 0,658 0,121 0,547 0,692 0,115 0,710 0,302| 0,133 0,331 0,180 0,100

Bvalé N 7 19 20 8 23 6 8 23 12 23 17
A 9 11 11 7 11 8 8 1 11 11 11
Ho 1,000 0,947 1,000 0,750 0,870 0,667 0875 0870 0917 0,957 0824
He 0,857 0,873 0,876 0,789 0,877 0,819 0.867| 0877 0872 0875 0,860
Fis -0,091 -0,059  -0,116 0,116 0,031 0,273 0,058 | 0,009 -0,052 -0,093 0,042
EHW 0,596 0,610 0,635 0,350 0,062 0,028 0,046 | 0071 0575 0479 0,505
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Bva32 N 7 19 19 8 22 6 9 22 11 22 17
6 7 10 5 8 7 8 8 7 10 8

Ho 0,857 0,684 0,632 0,625 0,500 0,500 0,667 | 0,500 0,636 0,636 0,647

He 0,796 0,785 0,853 0,742 0,753 0,833 0821| 0,753 0,789 0,858 0,849

Fis 0,000 0,155 0,285 0,222 0,357 0,474 0,244| 0,33 0,194 0,259 0,238

EHW 0,929 0,504  0,002* 0,448 0,010 0,026 0,024 0,011* 0,394 0,002* 0,055

Bva33 N 6 19 17 9 23 6 9 23 12 21 16
A 8 10 10 6 11 7 9 11 9 10 10

Ho 0,667 0,632 0,765 0,444 0,522 0,667 0,889 | 0,522 0,750 0,714 0,563

He 0,778 0,864 0874 0809 0,845 0,806 0858 | 0845 0,858 0,873 0,848
Fis 0,231 0,294 0,154 0,496 0,401 0,259 0023| 0383 0,126 0182 0,336
EHW 0,112 0,018 0,344 0,004* 0,000* 0,208 0,102 | 0,000* 0,165 0,113 0,000*

Bva37 N 7 20 20 9 22 6 9 22 13 24 17
A 5 9 10 7 10 7 8 10 7 10 9
Ho 0,857 0,800 0,800 1,000 0,818 1,000 0889 0818 0923 0833 0,941
He 0,724 0,775 0,850 0,790 0,852 0,833 0840 0852 0,757 0,859 0,798
Fis -0,108 -0,007 0,084 -0,210 0,063 -0,111 0,000 | 0,040 -0,219 0,030 -0,180
EHW 0,934 0,100 0,200 0,930 0,315 1,000 0917| 0,273 0,044 0,360 0,806

Bva38 N 6 21 21 9 22 6 9 22 13 25 16
A 2 4 4 2 2 2 2 2 4 4 2
Ho 1,000 0,857 0,762 0,111 0,591 0,333 0,667| 0591 0923 0,680 0,500
He 0,500 0,535 0,661 0,278 0,449 0,278 0444 | 0449 0568 0,633 0,430
Fis -1,000 -0,586  -0,129 0636 -0,294 -0,111 -0,455| -0,315 -0,625 -0,075 -0,164
EHW 0,930  0,000* 0,113 0,176 0,340 1,000 0,457 | 0,340 0,000* 0,402 1,000

N = Nolmero de individuos; A = nimero de alelos; Ho = Heterozigosidade observada, He -
Heterozigosidade esperada; Fis = Coeficiente de endogamia; EHW = Probabilidade do teste de
Equilibrio de Hardy-Wienberg. Valores maximos e minimos destacados. * resultados significativos. p

= 0,005

A maior riqueza alélica foi observada na C. Macaco (Ar =5,183) com o nimero total
de 94 alelos (A1) e menor na C. Santo Antonio (Ar =4,732) com 66 alelos. Entre os anos, 0
maior indice foi 8,144 (At = 100) em 2009 e o menor 7,515 (At = 93) em 2003. Os indices
com maior riqueza alélica possuiram o maior N amostral (21 e 25 respectivamente) e
provavelmente por esse motivo apresentaram maior riqueza alélica. A C. Macaco também
apresentou a maior diversidade genética (0,858) e média das diferencas par a par (6,570 +
3,167) e a C. Santo Antbnio apresentou as menores estimativas (0,799 e 0,667 + 0,369,
respectivamente). Na localidade da C. Santo Antonio foi observada a menor heterozigosidade
média observada e esperada (0,657- 0,741) e a maior em C. Jirau (0,854 - 0,836). No ano de
2003 foi observada a menor Ho = 0,727 e a maior em 2006 Ho = 0,839 e a menor
heterozigosidade média esperada foi observada em 2003 (0,794) e maior foi em 2009 (0,834).
O Fis variou entre -0,032 a 0,168 entre C. Jirau e Humaita e de -0,020 a 0,108 em 2003 e
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2013, respectivamente. Foi observado um baixo coeficiente de endogamia (Fis) tanto nas
localidades quantos nos anos estudados (Tabela 6).

Tabela 6. Indices da diversidade genética obtidos com 10 locos microssatélites de Brachyplatystoma vaillantii
em sete localidades e quatro anos distribuidos no rio Madeira e Amazonas

Localidades Média da Média das Média
Anos N Ar Ar Diversidade Diferencas Ho - He Fis
Genética par a par

C. Jirau 07 63 4,909 0,827 7,077 + 3,535 0,854 - 0,836 -0,032
C. Teotbnio 21 97 4,893 0,819 7,072 + 3,387 0,806 - 0,876 0,016
C. Macaco 21 94 5,183 0,858 6,570 + 3,167 0,801 - 0,832 0,066
C. Santo Antonio 09 66 4,732 0,799 6,673 + 3,303 0,657 - 0,741 0,178
Porto Velho 23 93 4,853 0,814 7,725 + 3,665 0,728 - 0,794 0,106
Humaita 06 63 5,057 0,825 7,909 + 3,958 0,687 - 0,743 0,168
Itacoatiara 09 71 5,041 0,835 7,261 + 3,567 0,812 - 0,782 0,027
2003 23 93 7,515 0,814 7,725 + 3,659 0,727 - 0,794 0,106
2006 13 84 7,797 0,822 7,218 +3.484 0,839 -0,788 -0,020
2009 25 100 8,144 0,856 6.082 +2.940 0,755 -0,834 0,095
2013 17 94 7,868 0,823 7.485 + 3.576 0,734 - 0,795 0,108

Média da riqueza alélica = Ag, diversidade genética média, nimero total de alelos = Ar, média da
heterozigosidade observada e esperada = He - Ho e coeficiente de endogamia = Fis. Os valores mais altos e mais
baixos foram marcados em negrito

Com base nos valores de Fst, ndo foi abservada estrutura genética em nenhuma das
quatro analises da AMOVA. O resultado da analise 1 (localidades a jusante e a montante da
C. Teotbnio), foi observado 0,01% de variacdo genética (Fct = 0,00013, P = 0,568) entre os
grupos, 0,73% entre as localidades dentro de cada grupo (Fst = 0,00453, P = 0,0663) e
99,55% da variacdo dentro das localidades dos grupos. Na analise 2, considerando dois niveis
hierarquicos (localidades a jusante e a monte da C. Santo Antbnio), a variagao genética foi de
0,01% (Fct = 0,00013, P = 0,462) entre os grupos, 0,58% (Fst = 0,0056; P= 0,0600) entre as
localidades dentro dos grupos e 99,44% dentro das localidades. Esses dados ndo indicam
diferenciacdo genética e nem que uma das duas cachoeiras eram barreiras ao fluxo génico da
especie.

O resultado da analise 3, considerando as sete localidades em um Unico grupo
hierarquico, revelou variacdo genética ndo significativa (Fst = 0,013; P = 0,010). O resultado
mostrou 1,29% de variabilidade genética entre as localidades, dentro das localidades 14,32%
e entre os individuos 84,39% dentro das localidades. Os valores par a par de Fst também néo

indicaram diferenciacdo genética significativa, os valores variaram entre de 0,000
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(Humaita/C. Teotbnio) e 0,032 (C. Santo Antbnio/C. Macaco) (Tabela 7). O resultado da
analise 4, considerando 0s quatro anos em um Unico grupo hierarquico, ndo indica
diferenciagdo genetica significativa (Fst = 0,007, P = 0,013). A variabilidade genética entre
os anos foi de 0,08% (Fst = 0,00079; P = 0,369) e dentro dos anos 99,92%. Os valores par a
par de Fst variaram entre 0,000 (2006/2013) e 0,014 (2003/2009) (Tabela 7). De acordo com
os resultados obtidos com os 10 locos microssatélites, ndo houve segregacdo genética entre as
sete localidades e entre os anos amostrados.

Tabela 7. Valores de Fsr (diagonal inferior) estimados entre individuos de Brachyplatystoma vaillantii em cada

duas (par a par) das sete localidades e nos quatro anos amostrados. Valores maximos e minimos estdo em
destaque. Os valores de P estdo na diagonal superior

Localidades Ji(r:éu Teoct:énio Ma(ééco Sefr:jtq \P/ZIrP:?) Humaita Itacoatiara | Anos 2003 2006 2009 2013
Antobnio

C.Jirau - 0,210 0,284 0,026 0,011 0,157 0,038

C. Teotbnio 0,007 - 0,056 0,147 0,041 0,468 0,090

C. Macaco 0,004 0,007 - 0,000 0,031 0,029 0,000

in?@ar?it(;) 0,026 0,008 0,032 - 0,205 0,480 0,007 2003 - 0,130 0,002 0,310
Porto Velho 0,024 0,008 0,020 0,006 - 0,468 0,004 2006 0,006 - 0,310 0,458
Humaita 0,015 0,000 0,019 0,000 0,000 - 0,133 2009 0,014 0,002 - 0,021
Itacoatiara 0,023 0,011 0,015 0,033 0,025 0,015 - 2013 0,002 0,000 0,010

A analise Bayesiana implementada no programa STRUCTURE 2.3.1 (PRITCHARD
et. al.,, 2000) foi realizada para verificar estruturacdo genética utilizando 10 locos
microssatélites em todos os individuos amostrados nas sete localidades. A distribuicdo de
estimativas de probabilidades L (K) (-3776.8) resultou em K = 1 (Figura 2a). A figura 2b
gerada pelo programa STRUCTURE 2.3.1 (PRITCHARD et al., 2000), mostrou o
agrupamento dos individuos sobrepostos dentro do triangulo.

As taxas de fluxo génico, em valores de Nm, estimadas a partir dos valores de Fst par a
par pelo programa ARLEQUIN 3.5.2.1 (EXCOFFIER, LISCHER 2010), e confirmado pela
formula (1- Fst)/(2Fst), variaram entre 7,215 (entre os individuos de Itacoatiara e C. Santo
Antbnio) a 6107,111 entre Humaitd/C. Teotbnio. Na analise temporal os valores tiveram
variacdo de 17,549 (2009/2013) e 2499,750 (2006/2013) (Tabela 8).
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Figura 2. Unica populagio (K = 1) estimada para Brachyplatystoma vaillantii, amostrada em sete localidades a
partir de inferéncia Bayesiana implementado no programa STRUCTURE 2.3.1, para K variando entre 1 a 10. 2a
— Valores da probabilidade a posteriori na vertical e na horizontal dos nimeros de agrupamento (K) possiveis. 2b
— Triangulo indicando que os individuos se encontram sobrepostos.

Tabela 8. Fluxo génico (par a par) estimado entre as sete localidades e os quatro anos amostrados para
Brachyplatystoma vaillantii, a partir dos valores de Nm (nGimero de migrantes por geracdo baseado nos valores
de Fsr), utilizando 10 microssatélites. Valores maximos e minimos estdo em destaque.

C C. C. C.Santo Porto

Jirau Teotonio Macaco Anténio  Velho Humaita Itacoatiara | Anos 2003 2006 2009 2013

Locais

C. Jirau
C. Teotbnio 37,334
C. Macaco 61,734 34,673

inf;:‘lt; 0316 31819 7577 - 2003

PortoVelho 10181 30208 12319 43509 - 2006 40,737

Humaitd 16386 6107111 12871 2499750 2499750 - 2000 17,549 102352 -
ltacoatiara 10,548 22,920 16158 7215 9760 16,879 - 2013 124,846 2499750 24,384
4 DISCUSSAO

A conservacdo dos recursos genéticos das espécies € uma pauta de grande
relevancia na atualidade e razdo do grande nimero de estudos que tem sido realizado em
busca da quantificacdo da diversidade genética e no entendimento de sua amplitude, natureza
e distribuicdo entre e dentro de populagdes. Pois 0 sucesso de qualquer programa que vise a
conservacao de espécies, depende do conhecimento da variabilidade genética presente na
espécie de interesse (CRUZ et. al. 2011).

As espécies do género Brachyplatystoma sdo comumente exploradas na regido
Amazonica para fins comerciais, podendo acarretar uma consideravel queda na diversidade

genética dessas espécies e também reducdo de seus estoques naturais. A reducdo no estoque ja
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¢ observada para Brachyplatystoma vaillantii (MINISTERIO DA PASCA E
AQUICULTURA, 2010).

Diversidade genética da piramutaba

Os niveis de variacdo genética de uma populagdo natural podem ser mensurados ndo
somente pela heterozigosidade observada (Ho), mas também pela sua diversidade alélica
(MOREIRA et. al. 2007) e conforme mostrado na tabela 3, foi observada alta variabilidade
nas duas analise em todos os locos, com a menor variacdo observada no loco Bva38 que
obteve 4 alelos nas duas analises e valores de PIC iguais a 0,445 e 0,456, respectivamente
sugerindo portanto, que essas diferencas podem ser resultantes da amplitude nas variacdes do
nimero das sequéncias repetidas em tandem nos locos. O nimero total de alelos foi igual a
118 (andlise temporal) e 121 (andlise espacial) com média por loco de 12,10 e 11,80,
respectivamente. As He com a média por loco variando de 0,605 a 0,892 e Ho com a média
variando de 0,531 a 0,917, mostraram-se proximo aos indicies observados por Rodrigues
(2009), em estudo com piramutaba na calha do rio solimdes com 161 individuos (colocar aqui
os valores encontrados por ela) e também com outras especies como Brachyplatystoma
rousseauxii (BATISTA, 2010). Esses resultados de certa forma sdo esperados em fun¢do do
ciclo de vida da espécie e seu comportamento migratério. Peixes migradores geralmente tém
taxas de metabolismo altas, fertilidade mais elevada, maiores nimeros de descendentes, maior
producdo de gametas e, consequientemente, alta variabilidade genética (WINEMILLER, 1989;
VAZZOLER, 1996; RUFFINO, ISAAC, 2000). As diferencas na variabilidade genética de B.
rousseauxii e B. vaillantii pode representar o resultado de seus ciclos migratérios distintos e
mecanismos metabdlicos que também podem ter diferentes padrdes.

Foi registrada a presenca de alelos privados nas duas analises. A média variou de
1,42 por localidade e 3,25 por ano. O maior nimero de alelos privados foi observado no ano
de 2009, seis alelos em 25 individuos (maior N amostral). O nimero desses alelos aumenta
em funcdo do tamanho da amostra, desta forma, quanto maior amostragem, maior s&o as
chances de se detectar alelos privados (AVISE, 1994; WEIR, 1996). O numero de alelos
privados é uma estimativa indireta do fluxo génico que quanto mais baixo, maior € presenca
desses alelos na populacdo por meio de mutagcbes (ALLENDORF, LUIKART, 2007), mas
como a média entre as populagdes foi relativamente baixa e as taxas de fluxo génico

mostraram-se elevadas, refor¢a um intenso fluxo genético da piramutaba no rio Madeira.
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Os desvios de valores de equilibrio de Hardy-Weinberg foram observados de forma
pontual em apenas quatro locos (Bval/Bva32/Bva33/Bva38) nas duas analises (Tabela 5). O
desvio de equilibrio de Hardy-Weinberg é muito comum dentro de microssatélites
(CHEVOLOT et. al., 2006). Pereira et. al. (2009) lista causas potenciais que induzem a esse
fendbmeno em uma dada populagdo: alto nimero de alelos por loco, artefatos técnicos tal como
a ocorréncia de alelos nulos que podem surgir devido a baixa eficiéncia do primer na
hibridizacdo para amplificar alguns locos, stutters (também conhecidas como bandas
inespecificas) ou presenca de large dropout (favorecimento de um dos alelos em um
heterozigoto em uma reacdo de PCR, geralmente ocorrendo quando o tamanho de pares de
bases entre estes sdo significativos), efeito Wahlund, selecdo especifica de alelos e
endogamia. Desta forma os valores significativos do teste de EHW podem esta relacionados a
presenca de alelos nulos, uma vez que estes foram observados nos locos com desvio.

Os indices da diversidade genética se mostraram altos e relativamente homogéneos
tanto entre andlises por localidades quanto nas analises por anos. Os valores de Ar, He € Ho
mostram-se proximos aos valores encontrados em Colossoma. Altos niveis de diversidade
genética parecem ser comuns em peixes de habito migratério e com grandes populacdes
panmiticas (SANTOS, 2010). Em contra partida os valores da diversidade alélica para B.
capapretum exibem uma baixa variabilidade (Ar = 4,91), ainda que tenha ampla distribuicéo
e possua habito migratério como as demais espécies do género Brachyplatystoma (LIRA-
CORDEIRO, 2013). Este pode ser um reflexo da ampla exploracdo comercial que esta espécie
vem sofrendo ao logo dos anos.

Do modo geral os resultados da variabilidade genética obtidos para
Brachyplatystoma vaillantii, observados tanto nas analises espaciais como nas analises
temporais com os 10 locos microssatelites, refletem ndo somente a importancia do rio
Madeira para manutencdo da variabilidade genética da piramutaba, mas também do seu ciclo

de vida.

Analise de estrutura populacional de Brachyplatystoma vaillantii no rio Madeira

A estrutura genética das populacdes foi verificada em termos da composi¢cdo da
diversidade genética total em seus componentes inter e intrapopulacionais em analises
espaciais e temporais conforme Nei (1987), e seus resultados mostraram-se significativos em
estudos de diversidade genética nas popula¢fes naturais de Brachyplatystoma vaillantii. O

teste AMOVA foi realizado para estimar a variacdo genética dentro e entre as amostras
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populacionais. Com o0s 10 locos microssatélites foi detectada a auséncia de diferenciacdo
genética entre as localidades e entre os anos estudados. A analise espacial mostrou variagao
entre populacdes de 1,29%, dentro das populacbes de 14,32% e entre os individuos 84,39%.
Nas analises temporais apresentou variacao entre populacdes de 0,68%, dentro das populagdes
de 15,49% e entre os individuos 83,83%.

A andlise Bayesiana inferida pelo programa STRUCTURE 2.3.1 (PRITCHARD et.
al. 2000) foi realizada somente para a analise espacial, a fim de compor as analises de
diferenciacéo genética da AMOVA. A anélise usando In(P)D corroborou o padréo observado
na AMOVA, indicando que B. vaillantii ndo apresentar estrutura genética entre as localidades
no rio, sugerindo um padrdo de panmixia, que também é observado para outras espécies de
peixes amazonicos (GALLETII, 2009; SANTOS et. al. 2007; MACHADO, 2013).

O resultado da AMOVA mostrou baixa variacdo genética entre as cachoeiras de
Teotdnio e Santo Antonio indicando que as cachoeiras ndo impediam o fluxo génico de B.
vaillantii na regido. As corredeiras do rio Madeira foram alvo de estudos para véarias espécies
para avaliar a diferenciacdo populacional, mas as corredeiras do rio Madeira paracem atuar de
forma ndo seletivas sobre as algumas espécies aquaticas (TORRENTE-VILARA et al. 2011).
O fato pode ser observado em vérios estudos: como no estudo de Lira-Cordeiro (2013) com a
espécie B. capapretum cujos dados também ndo evidénciaram deferenciacdo genética entre as
cachoeiras; para B. platynemum, Ochoa et. al. (2015) verificaram que a Cachoeira de Teotonio
apresentara-se como barreira ao fluxo génico, delimitando as popula¢bes a montante e a
jusante. A migracao de B. rousseauxii no rio Madeira ocorre normalmente sem interrupcées
do fluxo génico desde sua desembocadura, proximo da cidade de Itacoatiara (AM) até a
cabeceira, préximo da cidade de Pucalpa (Peru) (BATISTA, 2010). Para B. filamentosum
(HUERGO, 2009) as cachoeiras parecem nao atuar como barreira, mas 0 que prevalece é a
tendéncia da espécie pela segregacdo genética associada ao tipo de &gua dos rios na

Amazonia.

Fluxo génico

As taxas de fluxo génico, baseado nos valores de Nm apresentaram-seacima de 4,0.
Segundo Kimura, Mauama (1971) resultados acima desse valor indicam a formacdo de uma
unidade panmitica quando estimadas em valores de Nm. Os valores de Nm nesse estudo por
ser maior de que 4,0 indica forte evento de mistura resultando em fluxo génico intenso. O

estudo par a par entre as localidades mostrou o fluxo de génico entre Itacoatiara e C. Santo
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Antoénio (Nm = 2499,750) menor que o entre Humaitd e C. Teotdnio (Nm = 6107,111)
(Tabela 8).

Na andlise temporal os valores de Nm tiveram variacdo entre 17,549 (2009/2013) a
2499,750 (2006/2013). Os valores de Nm se mostraram elevados em todos os anos, porém
entre os anos de 2009/2013, ainda que tenha indicado um valor elevado para fluxo génico,
mostrou-se relativamente menor se comparado com as demais analises anuais. Entre 0s anos
de 2008 e 2009 teve inicio da construcdo da encecadeira e desvio do rio Madeira para
construcdo da Usina Hidrelétrica de Santo Ant6nio. As obras tiveram grande impacto sobre o
pescado, levando a morte de varias espécies de peixes, incluindo os Siluriformes, fato
observado também durante a construcdo da hidrelétrica de Samuel (SANTQOS, 1995). A morte
de varios individuos pode refletir na reducdo da diversidade génica da espécie. Em
populacdes com ampla distribuicdo panmitica como a da piramutaba, a variabilidade genética
pode ser equilibrada em uma préxima geracdo, mas em populagdes pequenas, 0 risco de
extin¢do deve ser considerado (FRANKHAM, 1995).

Neste estudo, foi observado que a piramutaba possui alta variabilidade genética e alto
fluxo génico sem diferenciacdo genética entre sete localidades amostradas entre Itacoatiara
(na boca do rio Madeira) até Jirau (o ponto distante da boca do rio). Também ndo foi
observada diferenciacdo genética significativa entre localidades a jusante e a montante das
cachoeiras de Teotonio e Santo Antdnio. Em vista dos resultados, recomenda-se que seja
realizado um monitoramento da espécie ao longo do tempo para se estabelecer medidas
mitigatoras visando garantir o ciclo de migracdo ao longo do rio Madeira, a fim de evitar o

isolamento populaconal e declinio da diversidade da espécie.
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4 DISCUSSAO GERAL

Os vinte e dois locos microssatélites desenvolvidos para piramutaba apresentaram
amplificacdo satisfatoria e alto grau de polimorfismo para a espécie. A transferibilidade foi
eficiente para as demais espécies do género Brachyplatystoma e também para as espécies de
Phractocephalus hemiliopterus e Pseudoplatystoma punctifer, monstrando-se boas
ferramentas para estudos genéticos populacionais. Dez locos foram selecionados e aplicados
no estudo para avaliar a variabilidade genética populacional da piramutaba no rio Madeira. Os
locos mostraram-se altamente polimdrficos em duas andlises (espacial e temporal), indicando
um alto grau de polimorfismo, auséncia de estruturacdo genética e alto fluxo génico entre as
Localidades estudadas. Os resultados obtidos indicam que a piramutaba possui distribuicéo
homogenéa entre as localidades das cachoeiras de Teotdnio e Santo Ant6nio, ndo indicando
estruturacdo genética na regido das corredeiras. De modo geral, ha evidéncia de panmixia para
a piramutaba. Considerando a estrutura genética identificada para Brachyplatystoma vaillantii
e a sua alta variabilidade genética na regido do rio Madeira, a realizacdo do monitoramento da
espécie serd de grande importancia, uma vez que se trata de uma area altamente modificada,
sendo possivel promover medidas de manejo para fins de conservacdo desse recurso visando

garantir o ciclo de migracéo da espécie ao longo do rio Madeira.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho disponibilizou como produto biotecnologico, 22 locos microssatélites

espécie-especificos altamente polimdrficos para Brachyplatystoma vaillantii.

A transferibilidade dos locos foi eficiente para outras espécies do género
Brachyplatystoma além das espécies Phractocephalus hemiliopterus e
Pseudoplatystoma punctifer, relacionadas filogeneticamente com B. vaillantii, também

se mostrando polimorficos.

Ndo foi observada diferenciacdo genética siginificativa espacial, entre as sete

localidades amostradas.

Também nédo houve diferenciacdo genética temporal significativa, ao comparar quatro

anos entre 2003 a 2013 no intervalo entre 3-4 anos.

Alto fluxo génico foi observado entre as sete localidades amostradas inclusive entre
as cachoeiras de Teotbnio e de Santo Anténio, que ndo representam barreiras ao fluxo

génico.

A piramutaba compde uma Unica populacdo panmitica entre Itacoatiara e a Cachoeira
de Jirau no rio Madeira, podendo ser considerada com um Gnico estoque genético para

fins de conservacdo e manejo.
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