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Resumo

A dourada (Brachyplatystoma rousseauxii) € um bagre migrador de longa distancia e
provavelmente a espécie de bagre de maior importancia comercial para a pesca na regiao
Amazobnica. Em fungcdo da intensa captura realizada em cima desse recurso pesqueiro,
dados recentes apontam que esta espécie encontra-se em sobrepesca de crescimento.
Essa espécie realiza extensas migra¢des incluindo areas distintas de criacdo, alimentacao e
reproducdo a fim de realizar o seu ciclo de vida. Dada a distribuicdo geografica, abrangendo
o territério politico de mais de cinco paises amazénicos, a dourada é capturada ao longo do
sistema Estuario-Solimées-Amazonas (EAS) e seus tributarios, pela frota comercial e
artesanal desde Belém, no estuario do rio Amazonas, até Pucallpa, no Peru, a
aproximadamente 5000 Km a Oeste, préximo aos sopé dos Andes peruanos. Considerando
a importancia sdcio-econdmica e ecoldgica na Amazobnia, foi estimada a variabilidade
genética de B. rousseauxii em 15 localidades distribuidas na Amazodnia brasileira e peruana,
a fim de verificar, por intermédio de marcadores moleculares de sequéncias de DNA
mitocondrial (regido controle) e nucleares (microssatélites), se esta espécie constitui um
Unico estoque, de larga distribuicdo e geneticamente homogéneo, ou se a pescaria é
exercida sobre varios estoques, geneticamente diferenciaveis. Trinta e seis marcadores
microssatélites foram isolados e caracterizados em 35 individuos da espécie amostrados em
10 cidades do Para, Brasil. Foram obtidos um total de 349 alelos, variando entre 2 a 22
alelos por loco, com uma média de 9,70. A heterozigosidade observada (H,) e esperada (He)
variou entre 0,143 a 0,914 (média de 0,614) e 0,215 a 0,929 (média de 0,712),
respectivamente. A amplificacdo heteréloga resultou entre 15 a 27 locos polimérficos entre
seis espécies do género Brachyplatystoma [B. capapretum (filhote capapreta), B. vaillantii
(piramutaba), B. filamentosum (piraiba), B. platynemum (bab&o), B. tigrinum (dourada zebra)
e B. juruense (flamengo)]. Os marcadores microssatélites obtidos podem ser utilizados em
estudos genéticos que poderdo nao sé subsidiar politicas de conservacdo e manejo da
dourada, mas também das demais espécies comerciais do género Brachyplatystoma. A
regido controle (DNAmt) foi obtida para 652 individuos amostrados em 15 localidades e
compreendeu 911 pb, 301 haplétipos, 240 haplétipos anicos, diversidade génica (HD) de
0,979 + 0,002, diversidade nucleotidica (Pi) de 0,0089 + 0,005, a média nucleotidica par a
par (K) igual a 8,079 + 3,760, média da distancia genética variando entre 0,1 a 3,6% com
uma média de 1,0 % (x0,07). Oito locos microssatélites foram utilizados nas analises de
genética populacional envolvendo 483 individuos amostrados em 13 localidades, mostrando
um numero total de 98 alelos, com uma média de 12,3 alelos, média das heterozigosidades
observada de 0,607 + 0,178 e esperada de 0,588 + 0,008 por loco. Os resultados obtidos
ndo permitem a confirmagdo do comportamento de homing em dourada. Porém, algumas
tendéncias de estruturacdo genética encontradas ndo permitem o descarte completo da
hipétese. Com o resultado dos dois marcadores moleculares, corrobora-se a hipétese
migratoria da espécie desde o estuario no Brasil a Pucallpa no Peru, incluindo os tributarios
do rio SolimBes/Amazonas, e que essa espécie é composta por um Unico estoque genético
de ampla distribuicdo na Amazénia.
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Abstract

The dourada (Brachyplatystoma rousseauxii) is a long distance migratory catfish and
probably a catfish species of greatest importance to commercial fishing in the Amazon
region. Because of the intense catch made up of fishery resource, recent data indicate that
this species is in growth overfishing. This species perform extensive migrations and has
differentiated breeding, feeding and reproduction areas in order to carry out its life cycle.
Given the geographical distribution, covering the political territory of more than five
Amazonian countries, the dourada is captured along the Estuary-Amazonas-Solimdes (EAS)
and its tributaries, by fleet and commercial craft from Belem at the mouth of the Amazon
River to Pucallpa, Peru, about 5000 km to the west, near the the Peruvian Andes.
Considering the socio-economic and ecological effects of this fish resources in the Amazon,
the genetic variability of B. rousseauxii was estimated from samples collected in 15 locations
around the Brazilian and Peruvian Amazon, to verify, through molecular markers of
mitochondrial DNA sequences (control region) and nuclear (microsatellites), if this species is
a single stock, widely distributed and genetically homogeneous or if the fishery is carried on
various stocks, genetically distinguishable. Thirty-six microsatellite markers were isolated
and characterized in 35 individuals of the species sampled in Belém-PA. The total number of
alleles were 349, ranging from 2 to 22 per locus with an average of 9,70. The observed (H,)
and expected (H.) heterozygosity ranged from 0,143 to 0,914 (average 0,614) and from
0,215 to 0,929 (average 0,712), respectively. Cross-amplification in six con-generic species
resulted between 15 and 27 polymorphic loci, depending upon the species ((B. capapretum,
B. vaillantii, B. filamentosum, B. platynemum. B. tigrinum e B. juruense). These polymorphic
microsatellites should be useful for management policies of B. rousseauxii in the Amazon as
well as for the others Brachyplatystoma species of commercial value. The control region
(mtDNA) was obtained for 652 individuals sampled in 15 locations and comprised 911 bp,
301 haplotypes, 240 singletons, gene diversity (HD) of 0,979 + 0,002, nucleotide diversity
(Pi) of 0,0089 + 0,005, the pairwise average nucleotide (K) equal to 8,079 + 3,760, average
genetic distance ranging from 0,1 to 3,6% with an average of 1,0% (+ 0,07). Eight loci were
used in the analyses of population genetics involving 483 individuals sampled in 13 localities,
showing a total of 98 alleles, with an average of 12,3 alleles, average observed
heterozygosity of 0,607 + 0,178 and expected 0,588 + 0,008 per locus. The results do not
allow the confirmation of the behavior of homing in dourada. However, some trends of
genetic structure found not allow the complete discarted of the hypothesis. The results of the
two molecular markers support the migratory hypothesis of the dourada from the estuary in
Brazil to Pucallpa in Peru, including the tributaries of the Solimdes /Amazonas river, and that
the dourada is composed by a single genetic stock with a range distribuition in the Amazon.
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1. INTRODUCAO

Com uma bacia de drenagem em torno de 7.000.000 km? de extensdo geogréfica e
incluindo o rio Amazonas/Solimdes como o maior rio de agua doce do planeta (IBGE, 1992;
Araujo-Lima e Ruffino, 2003), a Amazbnia, congrega a mais rica ictiofauna do planeta.
Estima-se que 2416 espécies (2072 endémicas) de peixes estdo descritas, sendo que as
estimativas indicam que este nimero pode ultrapassar a 5000 espécies (Lévéque et al.,
2008). Em razao desta diversidade e a variedade de espécies apropriadas para 0 consumo
humano, a pesca € uma das atividades economicamente mais importantes para a regiao,
como fonte de renda e de proteina de facil acesso para as populacdes locais. As espécies
de peixes comercialmente explotadas na Amazoénia, podem ser divididas em dois grandes
grupos: peixes de escamas, 0s representantes dos Characiformes, Osteoglossiformes,
Perciformes e Clupeiformes, e peixes lisos, os bagres da ordem Siluriformes (Barbosa,
1962; Roberts, 1972; Salati et al., 1983; Barthem e Goulding, 1997; Lowe-Mcconnel, 1999).
Diferengas culturais e regionais determinam maior ou menor valor destas espécies nos

diferentes mercados locais, ao longo da Amazonia.

1.1. Os grandes bagres migradores (Siluriformes: Pimelodidae) da bacia

Amazonica

Considerados como os mais abundantes entre os grandes predadores, presentes
nos canais do rio Solimées/Amazonas e seus afluentes, os bagres em geral (Siluriformes),
também conhecidos como peixes ‘lisos” ou de “couro” representam cerca de 55% da
captura total de peixes na regido. Dentro deste percentual, 95% da captura é feita em cima
de cinco espécies da Familia Pimelodidae, sendo que quase 80% deste total € obtido
somente pela captura de Brachyplatystoma rousseauxii (dourada) B. vaillantii (piramutaba),
B. filamentosum (Piraiba clara) e B. capapretum (piraiba escura ou filhote capapreta).
Estima-se que a captura total dos grandes bagres migradores, compartilhada entre o Brasil,
Colémbia, Peru e Bolivia, seja de 30.000 t/ano. No entanto, a estimativa mais préxima do
real pode chegar a ser trés vezes maior, visto que boa parte do que é capturado nao
consegue ser registrado pela sistematica de monitoramento pesqueiro atualmente disponivel
na regiao (FAO-COPESCAL, 2000).

Dada a distribuicdo geogréfica, abrangendo o territorio politico de mais de que cinco
paises amazbnicos, estas quatro espécies de bagres ultrapassam essas barreiras e sao
capturadas, ao longo do sistema Estuario-Solimées-Amazonas (EAS), pela frota comercial e
artesanal desde Belém, no estuario do rio Amazonas, até Pucallpa, no Peru,
aproximadamente 4500 Km a Oeste, proximo aos Andes peruanos. Desta forma, estas

espécies estdo entre as mais importantes para a pesca comercial na Amazénia brasileira,



colombiana, peruana, boliviana e venezuelana com milhares de familias na regiéo
dependendo direta e/ou indiretamente da atividade pesqueira sobre estes bagres (Bayley,
1981; Barthem e Goulding, 1997; Ruffino et al., 2000; Barthem e Goulding, 2007).

Em todos os locais onde € pescada, e para onde existe estatistica de desembarque,
a dourada estd entre as duas espécies mais capturadas pela pesca regional e para
exportacdo. No entanto, pela combinacdo das informacdes disponiveis na literatura,
entrevistas em desembarques pesqueiros e reconhecendo que diversos pontos de pescaria
e comercializacdo ndo sdo amostrados, estima-se que cerca de 30.000 t de dourada séo
capturadas e comercializadas a cada ano na Amazdnia (Barthem e Goulding, 1997; SANYO,
1998; IBAMA, 2008).

1.2. A pesca e aimportancia comercial da dourada na Amazonia

A atividade pesqueira movimenta anualmente cerca de US$ 100 bilhdes em todo
mundo, produzindo aproximadamente 85.000.000 t/ano. Destes 13.000.000 t/ano séo
provenientes da pesca em aguas doces de todo o0 mundo (Bone et al., 1995). A maior parte
da pesca continental é realizada na Asia, seguida pela Africa. Em terceiro lugar, encontra-se
a América Latina, produzindo anualmente em torno de 800.000 t de pescado, sendo que
cerca de 10% deste total € produzido em aguas doces da Bacia Amazdnica (Welcomme,
1992).

A dourada é a espécie mais pescada entre as 14 espécies de bagres migradores
mais explotadas na Amazénia. Por ser um peixe de meia agua (regido intermediaria entre a
superficie e o fundo do rio), € menos vulneravel as redes de arrasto da pesca industrial. A
maior parte da captura de dourada se da por meio de espinhel ou redes de emalhar. Os
barcos artesanais representam a principal frota que explora a dourada, capturando-a desde
0 estuario até o alto Solimdes (Barthem e Goulding, 1997; Fabré et al.,, 2000; FAO-
COPESCAL, 2000).

Com uma importancia destacada na atividade pesqueira na Amazodnia, a dourada
estd entre as 10 espécies mais comercializadas na Amazébnia Brasileira (IBAMA, 1999).
sendo que o Estado do Para estd entre os locais onde é mais comercializada. Dados de
estatistica pesqueira referentes ao periodo entre os anos de 1993 e 1997 do Par4 mostram
gue os bagres representaram quase a metade do desembarque total sendo a dourada a
mais importante com 27,5% (9483,9 t) de captura (Barthem, 2004).

Em 1998, a dourada atingiu mais de que 5.000 t no Estado. Entre 1994 e 1996, a
dourada estava listada como terceira colocada entre as 10 espécies mais exploradas pela
pesca em Santarém-PA (Isaac et al., 2000) e a segunda colocada, superada pelo mapara

(Hypophthalmus spp.), a partir de dados de desembarque obtidos entre 1992 a 2003 na



regido do baixo Amazonas (Barthem e Goulding, 2007). Em 1998, em Manaus, atingiu 1800
t (SUDEPE, 1986; Barthem, 1999). Ainda no estado do Amazonas, foi registrada uma
producdo pesqueira de 798, 929 e 1155 t em 1995, 1996 e 1997, respectivamente
(Rezende, 1998). A Captura Por Unidade de Esfor¢co (CPUE) da dourada varia entre 9 a 64
Kg/peixe/dia (dados ndo publicados no Projeto lara/IBAMA). Em 2001, a dourada foi a 22. e
42, espécie mais capturada em Santarém e Obidos respectivamente (IBAMA, 2002).

No médio Amazonas, em virtude da rejeicdo cultural pela carne de peixe liso, a
dourada é principalmente aproveitada pela pesca de subsisténcia, principalmente nos
periodos de entre-safra das espécies preferidas (Zuanon, 1990). Este tabu vem se perdendo
ao longo dos anos recentes (Braga e Fabré, 2001).

Na Colébmbia, a dourada é um dos bagres de maior comercializacdo nos mercados
locais durante o ano todo, sendo capturadas as maiores classes de tamanho da espécie
(Barthem e Goulding, 1997; Alonso, 1998; Barthem e Goulding, 2007). Na cidade de
Tabatinga fronteira com Leticia, em 2001 a dourada foi a primeira entre as sete espécies de
peixes mais pescadas com 412,45 t perfazendo 34,45 % da producgdo pesqueira (IBAMA,
2002).

Dados de desembarque da pesca comercial na regido de Loreto e Iquitos no Peru
indicam declinio significativo da captura da dourada (Figura la), ao lado do pirarucu
(Arapaima gigas) e do tambaqui (Colossoma macropomum), entre 1984 e 2006. Essas trés
espécies eram responsaveis por mais de que 10% da captura total na década de 80 e
representam 2% atualmente. O declinio da captura da dourada e da piraiba (B.
filamentosum) favoreceu o aumento da captura de outras espécies de bagres tais como: B.
juruense (flamengo) e Hypophthalmus spp. (maparas) (Garcia et al., 2009). Entretanto,
dados de desembarqgue obtidos entre 2002 e 2008 na regido de Loreto indicam um aumento
significativo da captura da dourada no ano de 2008 (Figura 1b) (Tello e Garcia, 2009).

O rio Madeira, o maior tributario do rio Solimdes/Amazonas (3352 Km), é um dos
afluentes onde a dourada é mais capturada (Hijazi e Doria, 2005; Barthem e Goulding,
2007). Dados da producéo pesqueira do periodo entre 1997 a 2002, fornecidos pela colénia
de pescadores de Tenente Santana da cidade de Porto Velho — RO, refletem esse quadro
(Figura 2). A partir desses dados, verifica-se que a dourada apresentou o maior indice de
captura entre o0s anos analisados, sendo superada somente pelo surubim

(Pseudoplatystoma fasciatum) no ano de 1999.
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Figura 2. Produgéo pesqueira de bagres do rio Madeira, (em valores absolutos e acumulados) no
periodo de 1997 a 2002. Fonte: Mar&o-Siqueira (2003).

Face ao historico de explotacdo pesqueira da dourada na Amazbnia, a dourada se
encontra em sobrepesca de crescimento (Alonso, 2002). Esse tipo de sobrepesca é
caracterizada pela diminuicdo continua dos tamanhos dos peixes nas capturas (Barthem e
Petrere Jr, 1995). A pesca comercial explora todas as classes de comprimento conhecidas
para a espécie, com excec¢do dos individuos menores de que 20 cm (localizados no estuéario
amazonico, a priori). Dentro deste cenario, a pesca também explora o grupo de douradas
com dois anos de idade, antes destas poderem fazer a primeira desova e inviabilizando a

contribuicdo destes individuos (Alonso, 2002).



1.3. A biologia de Brachyplatystoma rousseauxii

B. rousseauxii (Figura 3) € conhecida como dourada no Brasil, zingaro dourado no
Peru e plateado ou dourado na Coldbmbia. Possui como caracteristicas morfologicas
principais: grande porte (maior tamanho conhecido: 192 cm) cabecga prateada e achatada,
corpo dourado e presenca de barbilhbes maxilares curtos (Eigenmann e Eigenmann, 1890;
Barthem e Goulding, 1997). E diferente das outras espécies do género Brachyplatystoma
ndo sO pela cor, mas também pelo tamanho dos barbilhdes e pela maxila e mandibula
serem de iguais dimensdes (Ferreira et al., 1998).

Figura 3. Individuo jovem de dourada — Brachyplatystoma rousseauxii. Escala = 20 cm.

1.3.1. Classificacado taxonémica da dourada

A dourada foi originalmente classificada em 1855 por Castelnau e taxonomicamente
revisada por Lundberg e Littmann (2003) em fung¢éo de dados morfolégicos, quando seu
nome especifico foi modificado de Brachyplatystoma flavicans para Brachyplatystoma
rousseausxii.

Apos revisdo de Lundberg e Akama (2005), a dourada tem a seguinte classificagéo
taxonémica:

Ordem: Siluriformes
Familia: Pimelodidae
Tribo: Brachyplatystomatini
Género: Brachyplatystoma
Sub-género: Malacobagrus

Espécie: Brachyplatystoma rousseauxii



1.3.2. Distribuicdo geogréafica da dourada

Possuindo ampla distribuicdo na bacia Amazbnica (Figura 4), a dourada é
encontrada desde as aguas de baixa salinidade na regido estuarina até as cabeceiras dos
tributarios do Ucayali/ Amazonas/Solimbes, especialmente os de aguas brancas como 0s
rios Madeira, Purus e Jurua ambos da margem direita e os rios Napo, Japura/Caqueta,
Ica/Putumayo e Branco da margem esquerda (Barthem e Goulding, 1997; Fabré et al., 2000;
Goulding et al., 2003; Barthem e Goulding, 2007). E encontrada também em tributarios do
rio Negro, rio Tocantins e na Bacia do Orinoco (Leite, 1993; Garcia, 1995) e rios da Guiana
Francesa. Sua distribuicdo envolve o territério de pelo menos sete paises amazbnicos

(Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Peru e Venezuela) (Reis et al., 2003).
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Figura 4. Distribuicdo da Dourada — Brachyplatystoma rousseauxii ha Amazénia. Fonte: (Goulding et
al., 2003).

1.3.3. Ciclo de vida da dourada

Os movimentos migratorios de uma espécie justificam-se em fungcéo das areas de
reproducdo e criagdo ndo se sobreporem (Fonteles Filho, 1989; King, 1995). Com dados
biolégicos e de pesca experimental Barthem e Goulding, (1997) sugerem que um Unico
estoque de dourada realiza grandes migracfes, com areas geograficamente distintas de
criagdo, alimentacéo e reproducdo. Os adultos migram para as cabeceiras dos afluentes do
rio Solimdes/Amazonas para reproduzir. Apds a desova, larvas e juvenis sdo carregados
pela corrente, concentrando-se na regido do estuario amazonico (area de criacdo). Apos 2 a
4 anos neste ambiente, incluindo a Amazoénia Central (area de alimentagdo dos adultos e
pré-adultos), os individuos iniciam uma migracdo de mais de 4500 km para voltar as
cabeceiras e desovar, completando o ciclo de vida. Durante esta migragédo, da-se o pico da
captura, desde Belém no Brasil, até Pucallpa no Peru, incluindo localidades na Colémbia,
Bolivia e Guianas (Figura 5). Realizando uma das mais longas migracdes conhecidas para

peixes de dgua doce do mundo.
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Figura 5. Modelo de migracdo proposto para a dourada (Brachyplatystoma rousseauxii) na
Amazonia. Cabeceiras (em azul) - area hipotética de desova; Estuéario (em amarelo) - Area de criagio
e de alimentagdo dos pré-adultos; Amazonia central (em verde) - Area de alimentacdo dos pré-
adultos e adultos. Fonte: Barthem e Goulding (2007).

A referida hip6tese de migracao, foi pioneiramente abordada, sob o ponto de vista
genético a partir de 911 pb (pares de bases) da regido controle do DNA mitocondrial
(DNAmt) de 45 individuos de dourada, coletados em trés localidades no eixo EAS: Belém
(referenciando a area de criagdo), Manaus (a area de alimentacdo) e Tabatinga, no alto
Solimdes (proximidades da area de reproducado). Dois resultados valem a pena serem
mencionados: 1) N&o foi encontrada segregacgéo geogréfica entre os haplétipos observados
nos trés locais (Figura 6). Este resultado corrobora, a principio, a hipétese que postula um
Gnico estoque na Amazdnia que migra desde o estuario amazodnico até as cabeceiras para
desovar (Barthem e Goulding, 1997); 2) Interessantemente, a variabilidade genética diminui
no sentido Leste — Oeste (do estuario para as cabeceiras). Este cenario sugere que a
menor variabilidade genética encontrada em Tabatinga/Leticia pode ser o resultado da
migracdo seletiva de populagbes para afluentes especificos do rio Solimbes (Figura 7).
(Batista, 2001; Batista e Alves-Gomes, 2006).

Pela hipotese de Batista e Alves-Gomes (2006), os individuos de dourada adultos, na
sua migracdo para reproducdo, ndo escolheriam o afluente de forma aleatéria, mas sim
tenderiam a voltar aos afluentes onde nasceram. Com isso, na medida em que os cardumes

de deslocam no sentido Oeste, parte da variabilidade genética vai sendo “capturada” pelos



afluentes e, desta forma, somente uma fragdo da variabilidade genética total da espécie
chegaria até Tabatinga, Iquitos ou Pucallpa. Diante desta possibilidade levantada
preliminarmente, é importante investigar se a dourada de fato apresenta filopatria (do tipo
homing), ou seja, se os individuos sexualmente maduros retornam para 0s rios onde
nasceram para reproduzir, a fim de completar seu ciclo de vida, como ocorre, por exemplo,
com espécies da familia Salmonidae, ou se os individuos escolhem os afluentes
completamente ao acaso. Estratégias de conservacdo bastante divergentes deveriam ser
adotas em cada um destes cenarios e, por isso, a elucidacao do ciclo de vida da dourada é
de importancia fundamental para a continuidade da explotacdo deste recurso pesqueiro.
Alguns estudos sobre a dourada, abordando aspectos bioldgicos e pesqueiros em
alguns setores da Amazénia estdo disponiveis (Ruffino e Isaac, 1995; Mufioz-Sosa, 1996;
Barthem e Goulding, 1997; Régo et al., 1998; Rezende, 1998; Alonso, 2002; Alonso e Pirker,
2005). Um dos trabalhos que envolveram dados morfométricos, meristicos e de pesca mais
elucidativos sobre a dourada (Alonso, 2002), proveniente dos principais centros de
desembarque localizados nas cidades de Belém, Santarém, Manaus e Tefé no Brasil,
Leticia na Colébmbia e Iquitos no Peru, corrobora a hipétese da existéncia de um unico
estoque de dourada que migra no Sistema EAS. Esta condicdo também é postulada por
Barthem e Goulding (1997) e corroborada por evidéncias moleculares (Batista, 2001; Batista
e Alves-Gomes, 2006). Alonso (2002) sugere ainda que a dourada, em sua dinamica
migratoria, otimiza os recursos disponiveis ao longo da area de migracao, sincronizando os
movimentos com o regime hidrico de forma seqiencial, na qual peixes maiores se deslocam
primeiro, e de forma ciclica, utilizando sazonalmente as areas de crescimento, alimentacao
e reproducado. Entre os demais dados biolégicos obtidos pelo autor, destacam-se: a idade
estimada de 1,90 anos para a primeira maturacao sexual, a de 1,51 para o recrutamento, de
1,97 anos a de primeira captura e a expectativa de vida, entre machos e fémeas, estimada

em 9,46 anos.
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Figura 6. Arvore de Consenso pela regra da maioria de 50% entre todas as arvores obtidas por
méxima parcimbnia, méxima verossimilhanca e distancia, com os individuos amostrados de
Brachyplatystoma rousseauxii. Os valores acima dos bracos foram obtidos pelo mesmo consenso. Os
taxons em azul foram coletados em Belém, em verde em Manaus e em vermelho em
Leticia/Tabatinga. Em preto, o taxon Brachyplatystoma vaillantii utilizado como grupo externo. Fonte:
Batista e Alves-Gomes (2006).
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Figura 7. Histograma representativo da variabilidade nucleotidica observada nas amostras de
Brachyplatystoma rousseauxii provenientes de Belém (azul), Manaus (verde) e Leticia/Tabatinga
(vermelho). H, nimero de haplétipos; S, nimero de sitios polimoérficos; ETA, ndmero total de
mutaces; K, média da variabilidade nuclectidica par a par. Fonte: Batista e Alves-Gomes (2006).

1.4. A filopatria (Homing)

z

A filopatria ou homing € o retorno dos individuos de uma espécie ao rio onde
nasceram para desovar. Esse comportamento ocorre em Varios organismos e vem sendo 0
foco de muitas pesquisas (Stabell, 1984; Quinn et al., 1991; Papi, 1992; Quinn, 1993;
Dittman et al., 1996b; Wehner et al., 1996; Narum et al., 2007; Lin et al., 2008; Lohmann et
al., 2008; Munday et al., 2009). Sua ocorréncia depende da escala espacial e temporal
considerada. O comportamento filopatrico, ainda que bem mais conhecido entre a maior
parte dos peixes da familia Salmonidae, necessita ainda de estudos para melhor elucida-lo,
especialmente nos salmbes do oceano pacifico, pois o fenbmeno é melhor conhecido nos
salmbes do atlantico. As informacdes hoje disponiveis sobre este comportamento, sdo em
maior nimero nesse grupo de peixes devido a sua destacada importancia comercial,
recreativa e de pesca de subsisténcia, a diversidade de locais que ocupa e demais aspectos
ecolégicos (Council, 1996).

O reconhecimento do rio de nascimento tem sido atribuido, a priori, por meio de
pesquisas com o sistema sensorial. Durante a fase embrionaria até a de juvenil, os salmbes
“‘memorizam” o odor do ambiente em que nasceu e o0 “reconhece” ao escolher o rio para
desovar sendo esta memorizagdo e reconhecimento influenciado por fatores hormonais.
Assim, o comportamento filopéatrico estd associado a adaptagfes intrinsecas ao ambiente
aquético (Hasler e Scholz, 1983; Dittman et al., 1996a). No entanto, o referido

comportamento parece ndo ser total, ou seja, uma parcela da populacdo pode n&o retornar
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ao rio onde nasceu (straying). Estima-se que 90% + 10% dos salmdes sao filopatricos e a
propor¢do dos individuos que podem nao ser, varia anualmente. A partir de um estudo
utilizando marcacdo com etiquetas codificadas, foi verificado que a proporgdo do homing
variou entre 72,5% (rio Cowlitz) a 90,1% (rio Lewis) em populacbes do Salméo
Oncorhynchus tshawytscha, ao analisar cinco pontos de desova no baixo rio Columbia
(Quinn, 1991). Em situacBes nao filopatricas, o peixe tende a entrar em um rio com
caracteristicas fisico-quimicas (captadas sensorialmente) parecidas com as do rio onde
nasceu (Pascual e Quinn, 1994), e possui a probabilidade de escolher o local de desova
mais a montante do rio de origem (Quinn, 1991).

Fatores de desequilibrio ou mudancas ambientais, ainda que em pequena escala,
como alteracbes no fluxo da agua, variacdes de temperatura e o tamanho da populacao,
podem contribuir na variagdo temporal da ndo escolha do rio de origem para desovar. No
tltimo caso, a dindmica de uma populacdo menor pode ser diferente da dinamica de uma
maior (Quinn e Fresh, 1984). O comportamento filopatrico dos salmonideos, bem como a
escolha aleat6ria do rio para reproduzir, além de serem influenciados pela temperatura e
fluxo da agua, também os podem ser pela presenca de outros salmdes, qualidade do
ambiente e outros fatores (Nicholas e Downey, 1983).

Utilizando marcadores isoenzimaticos, foi observado comportamento filopatrico em
Oncorhynchus nerka (salmao sockeye) amostrado em 68 locais de desova, localizados em
nove sistemas de lagos no Canada, Russia e Estados Unidos. Estrutura genética em
subpopulactes foi detectada dentro de cada sistema lacustre sugerindo que medidas de
conservacdo sejam aplicadas aos locais de desova dessa espécie (Varnavskaya et al.,
1994). Utilizando 13 locos microssatélites, em exemplares do salmdo Chinook
Oncorhynchus tshawytscha provenientes de 25 localidades da bacia do rio Snake (tributario
do rio Columbia), distribuidas em dois sistemas (0 de rios e o oceanico), foi observado
estrutura genética associada ao isolamento reprodutivo entre os dois sistemas. Estrutura
genética foi detectada somente dentro do sistema de rios, sugerindo comportamento
filopatrico dessa espécie nesse sistema (Narum et al., 2007).

Diante do cenario exposto, é importante definir se a filopatria ocorre ou ndo em
espécies de importancia comercial, como a dourada, por exemplo, pela enorme necessidade
gue se tem em manejar este recurso pesqueiro de forma racional, uma vez que é fonte de

renda e proteina para as popula¢des humanas.
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1.5. Variabilidade genética e aimportancia dos marcadores moleculares

Para a conservagdo de uma espécie é necessario entender sua biologia e ciclo de
vida incluindo movimentos de dispersdo, o comportamento reprodutivo, e 0S processos
histéricos aliados a fatores como barreiras ambientais. O conjunto desses fatores sédo o0s
maiores responsaveis pela manutencdo da variabilidade genética em populagfes (Frankham
et al., 2002). Sendo assim, é necessario estimar e conhecer a distribuicdo da variabilidade
genética dentro e entre suas populacbes (Spruell et al., 2003). Niveis altos de variabilidade
genética geralmente sao encontrados em populacdes naturais. Variagdes surgem em forma
de mutacdes que sao introduzidas na populacéo por migracao/fluxo génico de individuos de
outras populac@es e é perdida por endogamia, deriva genética e selecédo natural (Nei, 1987).
A variabilidade genética permite comparar individuos, populacdes e espécies diferentes
(Ferguson et al.,, 1995), permitindo a elaboracdo e execucdo mais adequada, e com
alicerces do rigor cientifico, de programas de conservacdo e manejo. Esta variabilidade pode
ser estimada por intermédio de diferentes indices de polimorfismo (Rosel e Reeves, 2000).
Niveis altos de heterozigosidade em uma populacdo permitem maior chance de
sobrevivéncia, resisténcia a doencas, taxa de crescimento e sucesso reprodutivo aos
individuos (Frankham et al., 2002).

A partir da década de 80, o acesso mais preciso as estimativas da variabilidade
genética foi proporcionado pelo uso de marcadores genéticos de DNA. Com eles foi possivel
conhecer melhor a historia evolutiva de populacdes incluindo o grau de variacdo e a
estrutura genética e vincular estas informacdes as respectivas distribuicdes geograficas.

Em menos de meio século, os marcadores moleculares permitiram um
aprofundamento da visdo dos geneticistas sobre a natureza. Todos os métodos moleculares
desenvolvidos ao longo dos anos para acessar a variabilidade genética, baseiam-se em trés
diferentes classes de marcadores: os variantes de proteinas (alozimas), os de polimorfismo
de sequéncias de DNA e os baseados em variagdo do DNA repetitivo. Entre os principais
marcadores utilizados, destacam-se o0s marcadores de sequéncia de DNA e os
microssatélites (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Schlotterer, 2004). Esse destaque é refletido
no namero crescente de trabalhos publicados a partir da década de 80 abordando o uso
desses marcadores (Figura 8).

A utilizacdo de marcadores moleculares permite acessar desde o genoma em
diferentes regides, codificadoras ou repetitivas, conservadas ou altamente mutaveis, até
estimar parametros genéticos Uteis para um amplo espectro de estudos que incluem desde
a identidade genética e construgdo de mapas genéticos até andlises filogenéticas e

evolutivas (Ferreira e Grattapaglia, 1998, Ferreira, 2001).
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Figura 8. Visdo da mudanca e importancia do uso de diferentes marcadores moleculares entre os
anos de 1966 a 2003. Destaque a utilizacdo dos marcadores de sequéncia de DNA (em verde) e os
microssatélites (em azul) em expansao. Fonte: Schiotterer (2004).

O uso de marcadores moleculares em estudos ecologicos, filogenéticos,
filogeograficos e de genética populacional podem gerar subsidios essenciais para
conservacdo e manejo dos mais variados organismos. Atualmente uma série de diferentes
marcadores moleculares esta disponivel. Para a escolha do melhor marcador, alguns fatores
sdo considerados, tais como: o conteudo informativo, acessibilidade, que inclui outros
fatores como custo, o trabalho exigido, a rapidez dos ensaios e, sobretudo a questdo
biologica a ser respondida (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Ferreira, 2001). Por contemplar
em grande parte essas premissas, € que os fragmentos de DNA do genoma mitocondrial e
0os marcadores moleculares microssatélites tém sido utilizados como marcadores
preferenciais (Goldstein e Schlotterer, 1999; Avise, 2004).

1.5.1. O DNA mitocondrial e a Regido Controle na genética de peixes

Ainda que os marcadores de sequéncias de DNA inicialmente demandem maior
custo monetario, avangos recentes na tecnologia de sequenciamento nucleotidico permitem
a analise da sequéncia nucleotidica de varios fragmentos de DNA de varios individuos ao
mesmo tempo (McVean et al., 2002). Além disso, fornecem a informa¢&@o completa sobre a
regido nucleotidica analisada e sdo amplamente utilizados para inferir padrdes de selegéo e
de historia demografica em genética de populacdes. Razbes como essas sdo também
atribuidas para que os marcadores, baseados em sequéncias de DNA, sejam uma das
escolhas preferenciais para a maioria das aplicacbes que visam acessar a variabilidade
genética existente em populag¢des naturais (Schlotterer, 2004). Desses, os fragmentos do

DNA mitocondrial sdo os mais utilizados (Avise, 2004). Uma das razbes em se usar o



14

DNAmMt em estudos populacionais deve-se a sua alta taxa de mutacgdo, estimada entre 5 a
10 vezes maior (5,7 X 10® substituicdo/sitio/ano) do que a de genes codificadores de
proteinas do DNA nuclear (Brown et al., 1982).

A organizacdo do genoma mitocondrial (DNAmt) (Figura 9) inclui 13 genes
codificadores de proteinas representando 90% do genoma, 22 RNA transferidor (tRNAs), 2
de RNAs ribossémicos (12S e 16S rRNA) e uma regido nao codificadora chamada de regido
controle (Avise, 1986; Meyer, 1993). Este genoma é geneticamente mais eficiente do que o
DNA nuclear (Gray, 1989), por ndo conter sequéncias duplicadas e introns (Wolstenholme e
Clary, 1985).
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Figura 9. Esquema grafico do DNA mitocondrial de peixes com a localizagdo da regido controle (com
preenchimento). Fonte: modificado de Meyer (1993).

Um dos fragmentos de DNA mais utilizados desse genoma em estudos
populacionais é a regido controle (referenciado com uma seta na Figura 9). Este fragmento
€ a regido nao codificadora do genoma mitocondrial, possuindo em torno de 1100 pares de
bases (pb) em peixes e localiza-se entre as regides codificadoras de dois RNAs
transportadores (RNAt), o RNAt da prolina e o RNAt da fenilalanina. Estima-se que a sua
taxa de evolucéo esta entre 2 a 5 vezes maior comparada aos demais genes mitocondriais
codificadores de proteinas (Aquadro e Greenberg, 1983).

Além dos dados obtidos por Batista e Alves-Gomes (2006) sobre a dourada na
Amazobnia Brasileira a partir de sequéncias nucleotidicas da regido controle do DNAmt,
Coronel et al (2004) estudaram esta espécie, juntamente com o surubim -
Pseudoplatystoma fasciatum, provenientes dos rios Ichilo e Beni (Bolivia), utilizando

marcadores moleculares isoenzimaticos e de PCR-RFLP dos fragmentos mitocondriais
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ND5/6, Citocromo B e regido controle. Os autores encontraram uma maior variabilidade
genética para a dourada em relacdo ao surubim, e sugerem que as duas espécies
provavelmente ja sofrerem reducdo em suas populacbes em escalas de tempo diferentes.
Estudos sobre algumas espécies de bagres do género Brachyplatystoma, utilizando a regiao
controle como marcador molecular, ja foram realizados e os principais resultados sao os
seguintes: A dourada (B. rousseauxii) compreende uma Unica populagdo geneticamente
homogénea, em fungéo de resultados oriundos de individuos coletados em trés localidades
da Amazbnia Brasileira (estuario - proximo a Belém, Manaus e Tabatinga). Porém, um
decréscimo significativo nos niveis de variabilidade genética foi verificado ao se comparar 0s
individuos capturados no estremo Leste (estuario) com individuos coletado no Oeste
(Tabatinga/Alto Solimdes) da Amazbnia. Sob este cenario, a hipétese proposta para o
declinio da variabilidade genética no sentido Leste-Oeste foi a de um possivel
comportamento filopatrico (Batista e Alves-Gomes, 2006). A mesma espécie apresentou
altos niveis de variabilidade genética na bacia do rio Branco na Amazonia, um tributario do
rio Negro. A partir da amostragem em duas localidades ao longo do rio (Boa Vista e
Caracarai) a dourada compde uma Unica populagcéo nessa bacia (Briglia-Ferreira, 2007).

A piramutaba (B. vaillantii) apresenta altos niveis de variabilidade genética e
compdem uma Unica populagdo no eixo estuario-Amazonas-Solimdes, a partir de um estudo
envolvendo espécimes amostrados em cinco localidades ao longo desse eixo (Belém,
Santarém, Manaus, Tefé e Tabatinga). Diferentemente da dourada, ndo foi encontrada
diferencas significativas na variabilidade genética no sentido Leste — Oeste (Formiga-
Aquino, 2004). O mesmo cenario foi encontrado para a esta espécie no sentido Norte — Sul,
guando se comparou quatro localidades da Amazonia brasileira, incluindo-se dois tributarios
de agua branca, sendo um da margem esquerda (rio Japura) e um da margem direita (rio
Madeira), e em duas localidades do rio Solimbées (Manaus e Tefé) (Rodrigues, 2009). Além
de corroborar os dados obtidos por Formiga-Aquino (2004), sobre a presenca de um unico
estoque panmitico, 0 mesmo estudo n&o obteve diferencas significativas na variabilidade
genética da espécie no sentido Norte-Sul. Estes resultados foram obtidos utilizando-se tanto
a regido controle (DNAmt), como também marcadores microssatélites como marcadores
moleculares, discutidos mais a diante.

A piraiba (B. filamentosum) aparenta apresentar trés estoques pesqueiros (clados),
sendo cada estoque relacionado a um tipo agua (branca, preta e clara). Os clados
relacionados as aguas claras e escuras revelaram baixos valores de diversidade haplotipica
(Huergo, 2009). Nesse mesmo estudo também foi estimada a variabilidade genética da
piraiba negra (B. capapretum) amostradas em localidades da calha e de tributérios do rio
Solim@es/Amazonas, sendo que esta espécie apresentou baixos niveis de variabilidade

genética comparado aos de B. filamentosum.
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Nessa perspectiva, a regido controle vem sendo amplamente utilizada com o
proposito de estimar a variabilidade e estrutura genética em populagbes naturais de
diferentes espécies de peixes amazobnicos. A maior parte desses estudos visa a
caracterizacdo genética da espécie alvo ao longo de um raio de distribuicdo geografica e
tém uma ampla abrangéncia taxonomica, incluindo o pacu - Mylesinus paraschomburgkii
(Porto, 1999), as curimatas - Prochilodus lineatus (Sivasundar et al., 2001) e Prochilodus
nigricans (Machado, 2009), o tambaqui - Colossoma macropomum (Santos et al., 2007), o
jaraqui-escama-grossa - Semaprochilodus insignis (Batalha, 2009), o peixe lapis -
Nannostomus eques (Teréncio, 2009), o acara disco - Symphysodon spp. (Farias e Hrbek,
2008), a pescada — Plagioscion squamosissimus (Galetti, 2009), o sarap6 - Hypopygus
lepturus (Schmitt, 2005), a piramutaba - Brachyplatystoma vaillantii (Formiga-Aquino, 2004;
Rodrigues, 2009), - as piraibas - Brachyplatystoma filamentosum e piraiba negra - B.
capapretum (Huergo, 2009), a dourada - Brachyplatystoma rousseauxii (Batista e Alves-

Gomes, 2006) entre outros.

1.5.2. Marcadores Moleculares Microssatélites

Outra classe de marcador molecular intensamente utilizada atualmente em
estudos populacionais sdo os marcadores microssatélites. Deste a década de 90 € o
marcador molecular mais utilizado em estudos ecolégicos e genéticos (Goldstein e
Schlotterer, 1999; Schlotterer, 2004) (Figura 8).

Os microssatélites sdo sequéncias nucleotidicas de tamanho curto, contendo entre
um a seis pares de bases (bp), repetidos em tandem (“em fila”). Sdo encontrados em alta
frequéncia no genoma nuclear da maioria dos organismos (Avise, 2004). Sdo também
conhecidos como Short Tandem Repeats (STR), Variable Number of Tandem Repeats
(VNTR), Sequence Tagged Microsatellites (STMS), Single Sequence Length Polymorphisms
(SSLP) e Simple Sequence Repeats (SSR), como sera referenciado nesse estudo.

Os microssatélites sdo regides do genoma que estdo submetidas a taxas de mutacao
elevadas, variando entre 102 a 10° nucleotideos/loco/por geracdo (Hoelzel, 1998;
Schlétterer, 2000). Algumas hipéteses sobre 0s processos mutacionais foram sugeridas
para explicar os mecanismos que levam a altas taxas de mutagdo: o Crossing over desigual
gue ocorre durante o pareamento meibtico devido a natureza repetida das sequéncias
nucleotidicas (Jefreys et al., 1994) e os escorregdes ou deslizamento da DNA polimerase
(slippage) durante o processo de replicagdo (Levinson e Gutman, 1987). Neste processo,
surgem repeticdes de DNA atraves de mutagBes do tipo insercdes e delegbes (indels), que
duplicam ou eliminam sequéncias adjacentes (Rose e Falush, 1998; Zhu et al., 2000).

Estudos indicam que o mecanismo de slippage seja o principal responsavel pelas taxas
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elevadas de mutacdo e pelo grande numero de polimorfismos dos microssatélites
(Schlotterer e Tautz, 1992; Eisen, 1999; Zhu et al., 2000). Um terceiro mecanismo ainda nao
esclarecido,estd associado aos retrotransposons, no qual os microssatélites ricos em
adenina sao gerados pela extensdo terminal 3’ dos retrotranscritos, semelhante ao
mecanismo de poliadenilagdo dos RNAm (Arcot et al., 1995).

De uma forma geral assume-se que 0S microssatélites sdo marcadores de
seletividade neutra permitindo que alguns modelos de evolugdo sejam aplicaveis. Muito
pouco se sabe sobre 0os mecanismos de evolucdo desses marcadores. Trés modelos sdo
discutidos: o modelo IAM (Infinite Allele Model) ou modelo do alelo infinito que considera que
mutacdes nas sequéncias de microssatélites resulta em perda ou ganho de uma ou mais
unidades de repeticdo de forma que cada mutacdo resulta em novo alelo de forma aleatéria
(Kimura e Crow, 1964); as estatisticas F (Wright, 1931) sdo baseadas nesse modelo; O
modelo SMM (Stepwise Mutation Model) ou modelo de mutacdo gradual em passos, em que
a mutacdo em um determinado alelo dar-se pelo ganho ou perda de uma unidade de
repeticdo de cada vez. Os alelos de igual ou de tamanhos préximos sdo geneticamente mais
proximos entre si. E 0 modelo mais aceito para os microssatélites. O indice de diferenciacio
genética Rst (Slatkin, 1995) é baseado nesse modelo. Finalmente, o modelo TPM (Two
Phase Model), ou modelo de duas fases, é baseado na teoria da coalescéncia e assume
diferentes processos mutacionais e historia demogréafica na estimativa da variancia no
numero de repeticdes de um microssatélite. Esse modelo é uma extensdo do modelo SMM,
porém assume ndo sé que mutacdes de maiores magnitudes podem ocorrer como também
podem ser originadas a partir de um ou de muitos passos mutacionais (Di Rienzo et al.,
1994).

O nivel de polimorfismo em um loco microssatélite é resultante do namero de
repeticbes do motivo (unidade repetitiva) que o caracteriza que geralmente varia entre 5 a
40 repeti¢cBes, ainda que seja possivel encontrar sequéncias de tamanho maior (Li et al.,
2002). Podem ser classificados em relagdo ao motivo, como mono, di, tri, tetra, penta e
hexanucleotidico ordenados em tandem (em fila) em um determinado loco de um
cromossomo (Hamada et al., 1984; Queller e Goodnight, 1989).

Quanto a natureza da repeticdo, os microssatélites podem ser classificados em:
perfeitos, quando a sequéncia de DNA repetida ndo é interrompida por qualquer base
nucleotidica que ndo pertenca ao motivo de repeticdo (ex: TATATATATATATATA);
imperfeitos, quando existe na sequéncia de DNA do microssatélite, nucleotideo (s) que nao
corresponde (em) ao motivo de repeticdo (ex: TATATATATGcTATATAATA); compostos,
guando a sequéncia nucleotidica do microssatélite € formado por dois ou mais motivos de
repeticdo distintos e adjacentes (ex, TATATATATATATCTCTCTC) e interrompidos se

ocorre uma inser¢cdo de um pequeno numero de bases que ndo se encaixam na estrutura
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repetitiva do microssatélite (ex: TATATATATgcagtcATATATAATA) (Weber, 1990; Goldstein
e Schlotterer, 1999). Destes, os microssatélites do tipo dinucleotideo sdo os mais
abundantes no genoma da maioria dos tédxons (Li et al., 2002).

Varios sdo os motivos e vantagens do uso e aplicacdo dos microssatélites como
marcador molecular em estudos ecoldgicos e de genética populacional (Goldstein e Pollock,
1997): i) altos niveis de polimorfismo; ii) sdo co-dominantes, ou seja, ambos alelos de um
individuo heterozigoto podem ser visualizados e detectados; iii) estdo amplamente
distribuidos no genoma dos eucariotos; iv) sao multialélicos; v) sdo amplificados por PCR, o
gue facilita sua detecc¢éo ainda que se utilize poucas quantidades de DNA, vi) os locos, uma
vez que os primers tenham sido validados, podem ser compartilhados entre laboratérios
bem como também utilizados em estudos de outras espécies relacionadas (amplificacéo
heter6loga), ainda que esses marcadores sejam de natureza espécie-especifica e vii)
permitem ser analisados em sistema multiplex (amplificacdo e/ou genotipagem de mais de
um loco simutaneamente).

Ainda que os microssatélites tenham todas as vantagens mencionadas, ha
desvantagens: a demanda de tempo e a complexidade metodol6gica, necessario para o
desenvolvimento prévio dos marcadores microssatélites, o alto custo para a sintese de
primers especificos (principalmente marcados com fluorescéncia) para a amplificacdo dos
locos por PCR, o modelo de evolugédo nao é totalmente esclarecido, a possivel presenca de
homoplasia (alelos idénticos por estado e ndo por descendéncia), artefatos de PCR podem
causar erros de genotipagem, a possibilidade de ocorréncia de alelos nulos, sttuters (bandas
“fantasmas”) e dropout (quando a PCR favorece a amplificacdo do alelo maior em um
heterozigoto, podendo ocorrer quando a diferenca de tamanho (pb) entre os dois alelos é
alta) (McCouch et al., 1997; Ferreira e Grattapaglia, 1998; Selkoe e Toonen, 2006). Apesar
dessas desvantagens, 0s resultados advindos com o uso dos microssatélites tém sido
importantes no esclarecimento sobre a estrutura genética de populacdes e,
consequentemente, usados frequentemente em questdes relacionadas ao manejo e
conservacgao de populagdes sob explotacdo econémica.

Locos microssatélites ja foram isolados e caracterizados para varias espécies de
peixes amazébnicos de interesse econdmico, a fim de serem utilizados em estudos de
genética de populagbes direcionados a conservacao tais como: o pirarucu (Arapaima gigas)
(Farias et al., 2003), o aruana (Osteoglossum bicirrhosum) (Silva et al., 2009), o cardinal
(Paracheirodon axelrodi) (Beheregaray et al., 2004), o peixe borboleta (Carnegiella marthae)
(Beheregaray et al., 2006), o tambaqui (Colossoma macropomum) (Santos et al., 2009), a
pescada amarela (Cynoscion acoupa) (Farias et al., 2006); o acara-disco (Symphysodon

discus) (Amado et al., 2008) e o0 acara-acu (Astronotus crassipinis) (Sousa et al., 2009).
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Marcadores microssatélites também ja foram desenvolvidos para algumas espécies
de peixes da Ordem Siluriformes. Entre as quais estdo: o pintado (Pseudoplatystoma
corruscans (Revaldaves et al., 2005), Pimelodella chagresi (Moeser e Bermingham, 2005), o
grande bagre do Mekong (Pangasianodon gigas) (Ngamsiri et al., 2006), o Jau (Zungaro
jahu) (Carrillo-Avila et al., 2009) e a piramutaba (Rodrigues et al., 2009).

A utilizagdo conjunta de sequéncias de DNA e microssatélites em peixes tras a
possibilidade de se comparar a eficiéncia relativa de cada marcador, bem como permite que
hip6teses sejam testadas de forma complementar, reforcando aquelas que sejam validadas
ou falsificadas pelos dois marcadores simultaneamente. Entre trabalhos que utilizaram estes
dois marcadores em peixes, pode-se citar: o de Bentzen et al. (2001), que utilizaram
marcadores microssatélites para inferir relacdes de parentesco em duas espécies de
salmbes do pacifico, Oncorhynchus tshawytscha e O. mykiss, provenientes de trés
populacdes de locais de desova distintos do Rio Dungeness no estado de Washington. Os
autores detectaram fortes evidéncias de filopatria na primeira espécie mencionada. O estudo
realizado por Hrbek et al. (2007) em populagbes de pirarucu (Arapaima gigas), a fim de
delimitar areas para a conservacdo da diversidade genética desta espécie de alto valor
econdmico na Amazonia.

Como |justificativa tedrica, o presente estudo visa reavaliar 0s resultados
preliminares, provenientes da regido controle do DNA mitocondrial (Batista e Alves-Gomes
2006), com uma base de dados inédita para um peixe migrador da Amazbnia. Foram
amostradas 33 locais na bacia Amazbnica, envolvendo 15 regifes (chamadas de
localidades nesse estudo) em dois paises (Brasil e Peru) e amostras foram obtidas de 700
individuos. Neste sentido, busca-se n&o somente uma visdo diagnostica geral da
variabilidade genética desta espécie envolvendo grande parte da Amazbénia, mas também
busca-se testar a possivel filopatria da dourada, sugerida previamente por Batista e Alves-
Gomes (2006). Este trabalho também desenvolve marcadores moleculares do tipo
microsatélites para B. rousseauxii, que por ter natureza espécie-especifica, foram
desenvolvidos, em todos seus passos, especificamente para esta espécie.

Ainda que informagfes sobre o ciclo de vida da dourada na Amazénia tenham sido
propostas até o momento (Barthem e Goulding, 1997; Alonso, 2002; Batista e Alves-Gomes,
2006; Barthem e Goulding, 2007) varias informacdes cruciais ainda precisam ser
levantadas. Com esta abordagem complementar de uso de dois marcadores moleculares
(Regido controle do DNA mitocondrial e microssatélites), busca-se melhor caracterizar a
dourada como “estoque pesqueiro” na sua area de ocorréncia e contribuir para sua
conservacgao e manejo, com subsidios cientificos solidos.

Diante deste cenario as hipbteses testadas no presente estudo séo:



20

Ho= N&o existe estrutura de populacdo em B. rousseauxii, tanto no eixo
Estuario/Amazonas/Solimdes como em seus tributarios, contribuindo para a auséncia de
comportamento filopatrico (homing) nessa espécie.

H;= Os parametros genéticos mostram a existéncia de estrutura genética
populacional em B. rousseauxii, seja no eixo Estuario/Amazonas/Solimdes ou em seus
tributarios, e a distribuicdo da variabilidade genética em funcdo da geografia pode ser

caracterizada como um comportamento de filopatria (homing).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizar geneticamente a dourada (B. rousseauxii) na Amazobnia, a fim de
verificar, por intermédio de marcadores moleculares de sequéncias de DNA mitocondrial
(regido controle) e nucleares (microssatélites), se esta espécie constitui um Unico estoque,
de larga distribuicdo e geneticamente homogéneo, ou se a pescaria é exercida sobre varios
estoques, geneticamente diferenciaveis. Dentro desta segunda possibilidade, também vai-se
testar a hipétese de homing na dourada.

2.2. Objetivos especificos

¢ |solar e caracterizar marcadores microssatélites para B. rousseauxii e verificar o

alcance da trans-especificidade em seis espécies do mesmo género (Capitulo I);

o Utilizar a regido controle (DNAmMt) e marcadores moleculares microssatélites para
estimar e comparar a variabilidade genética da dourada na Amazbnia, em
amostras oriundas de 15 localidades da Amazodnia distribuidas no Sistema
Estuario-Amazonas-Solimbes (SEAS), sendo sete no eixo principal do sistema,
cinco em tributarios da margem direita e trés em tributarios da margem esquerda

do rio Solimdes/Amazonas (Capitulo I1);

¢ Verificar se existe alguma segregacédo na diversidade molecular que possa indicar

a existéncia de estoques distintos relacionados a distribuicdo geogréfica (Capitulo

In);

e Verificar se Brachyplatystoma rousseauxii possui comportamento filopéatrico
(Capitulo 11).
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CAPITULO | : Marcadores de DNA microssatélites para a dourada
(Brachyplatystoma rousseauxii, Siluriformes: Pimelodidae), o
bagre de maior importancia para a pesca na Amazobnia:

desenvolvimento, caracterizacao e amplificacéo interespecifica

A maioria dos resultados que constam no presente capitulo (obtidos com a segunda biblioteca
gendmica) foi publicado na revista Conservation Genetics Resources durante o desenvolvimento da
presente Tese (APENDICE A).

Batista, J. S.; Farias, |. P.; Formiga-Aquino, K.; Sousa, A. C. B.; Alves-Gomes, J. A. 2009. DNA
microsatellite markers for “dourada” (Brachyplatystoma rousseauxii, Siluriformes: Pimelodidae), a
migratory catfish of utmost importance for fisheries in the Amazon: development, characterization and
inter-specific amplification. Conservation Genet Resour. DOI 10.1007/s12686-009-9117-5.

O presente capitulo seguiu as regras de formatacao e estilo da referida revista.
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Resumo A dourada (Brachyplatystoma rousseauxii) estd entre as duas espécies de bagre
de maior importancia comercial na regido Amazonica. Dados recentes apontam que esta
espécie encontra-se em sobrepesca de crescimento. Trinta e seis marcadores
microssatélites foram isolados e caracterizados em 35 individuos da espécie, com os quais
foram obtidos um total de 349 alelos. O numero de alelos por loco variou entre 2 a 22, com
uma média de 9,70. A heterozigosidade observada (H,) e esperada (He) variou entre 0,143 a
0,914 (média de 0.614) e 0,215 a 0,929 (média de 0,712), respectivamente. Nove locos néo
se mostraram em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e desequilibrio de ligacdo foi
detectado entre os locos BR2/BR38, BR2/BR61, BR3/BR68, BR68/BR44, BR68/BR48 e
BR68/BR61. A amplificacdo heterbéloga resultou entre 15 a 27 locos polimérficos entre as
seis espécies do género Brachyplatystoma. Os marcadores microssatélites obtidos poderéo
ser utilizados em estudos genéticos que poderdo ndo s6 subsidiar politicas de conservacéo
e manejo para a dourada, mas também para as demais espécies comerciais do género
Brachyplatystoma.

Palavras chaves: Brachyplatystoma rousseauxii, bagre migrador, marcadores

microssatélites, Amazo6nia, dourada, Siluriformes.

De acordo com levantamentos socioecondmicos e estatisticos, B. rousseauxii
(Siluriformes: Pimelodidae), popularmente conhecida como dourada em portugués e dorado
em espanhol, é provavelmente a espécie do género Brachyplatystoma mais importante para
a pesca na Amazobnia (Petrere et al., 2004; Barthem e Goulding, 2007; IBAMA, 2008). Essa
espécie vem sendo capturada ha décadas ao longo da bacia Amazodnica, desde pequenos
vilarejos, em regifes proximas ao sopé dos Andes no Peru, Colbmbia, Bolivia, Equador e
Venezuela, passando por centros urbanos maiores ao longo do Sistema Amazonas-

SolimBes (SAS), até o estuario amaz6nico, onde o esse Sistema se encontra com o Oceano
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Atlantico, no nordeste do Brasil (Barthem e Goulding, 1997; 2007). Estudos recentes
apontam que essa espécie se encontra em sobrepesca de crescimento (Alonso, 2002).

B. rousseauxii possui um ciclo de vida complexo e pouco compreendido que inclui a
maior migracao reprodutiva conhecida para peixes de agua doce. Este ciclo compreende
areas de criacao, alimentacao e reproducdo geograficamente diferenciadas, distantes cerca
de 4500 km (Barthem e Goulding, 1997; Batista e Alves-Gomes, 2006; Barthem e Goulding,
2007). Os adultos desovam preferencialmente nas cabeceiras dos tributarios de agua
branca do EAS. Ap6s a desova, as larvas e juvenis sdo carreados com auxilio da
correnteza, até o canal principal do rio Solimées/Amazonas, e dai até a regido do estuario
do rio Amazonas, onde eles se alimentam e crescem até atingirem entre 2 e 5 anos de
idade, quando a jornada migratéria recomecaria em direcdo as regides da Amazbnia
ocidental para desovar.

Essa espécie compreende uma Unica populacdo geneticamente homogénea que
habita o canal principal do EAS de acordo com dados genéticos, obtidos a partir de
individuos oriundos de trés localidades da Amazbnia brasileira (estuario, Manaus e
Tabatinga). Todavia, um decréscimo significativo nos niveis de variabilidade genética foi
verificado ao comparar os individuos capturados do Leste (Belém/estuario) aos do Oeste
(Tabatinga/Alto Solimdes) da Amazobnia. Este cendrio sugere que esta espécie possua um
comportamento filopatrico em que ha uma escolha nao aleatéria do tributario, ou seja, uma
porcdo consideravel da populacdo de B. rousseauxii estd retornando para o tributario que
nasceu, para desovar (Batista e Alves-Gomes, 2006). De acordo com essa hipétese, cada
tributario de 4gua branca do EAS recebe uma parcela da diversidade genética dessa
espécie. No intuito de ndo s6é melhor compreender esse cenario, mas também de gerar
informacgbes para subsidiar planos de conservacdo e manejo pesqueiro, foram isolados e
caracterizados 36 marcadores moleculares microssatélites para B. rousseauxii.

Foram construidas duas bibliotecas gendmicas enriquecidas em regides
microssatélites. A biblioteca 01, seguindo a metodologia descrita por Tenzer et al. (1999)

com modificacbes de Farias et al. (2003), e a biblioteca 02 segundo descrito por Billotte et
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al. (1999). O DNA genémico foi extraido, utilizando o método fenol-cloroférmio (Sambrook et
al., 1989) a partir do tecido muscular de um pool de sete individuos amostrados em
marco/1999 na cidade de Belém-PA, Brasil (Biblioteca 01) e 10 individuos amostrados no
municipio de Iranduba-AM, Brasil em outubro/1999 (Biblioteca 02). O DNA extraido (5 pg) foi
digerido com a enzima SAU3AI (Biblioteca 01) e RSAI (Biblioteca 02). Fragmentos de DNA
contendo microssatélites foram selecionados por hibridizagdo com sondas CT,3 (Biblioteca
01) e (CT)s e (GT)s (Biblioteca 02) biotiniladas e recuperadas por esferas magnéticas
contendo estreptavidina (Streptavidin MagneSphere® Paramagnetic Particles, Promega).
Os fragmentos selecionados foram ligados aos vetores de clonagem pCR II-TOPO
(Biblioteca 01) e pGEM-T easy vector (Promega), e transformados em células competentes
da linhagem TOPO TA (Biblioteca 01) e XL1-blue de Escherichia coli (Biblioteca 02).
Posteriormente foram inoculados em placas contendo X-Gal/lPTG e meio sélido Luria—
Bertani (LB) com ampicilina (100 mg/mL) e incubados entre 18 a 22 horas a 37 °C. Colbnias
brancas individuais foram transferidas e incubadas a 37 °C em placas (96 pocos) contendo
meio de cultura liquido circle grow (Bio101,INC) (Biblioteca 01) e 2YT-HMFM (Biblioteca 02)
com ampicilina (100 pg/mL).

Trezentos e quarenta e seis clones recombinantes oriundos da biblioteca 01 foram
amplificados por PCR diretamente da coldnia de bactérias, utilizando os primers T7 e M13R,
e purificados com o kit GFX (GE Healthcare) seguindo as recomendacdes do fabricante.
Posteriormente foram sequienciados com os referidos primers utilizando-se o kit DYEnamic
ET dye terminator (GE Healthcare) e eletroinjetados em MegaBACE 1000 (GE Healthcare).
O DNA plasmidial dos 133 clones recombinantes da biblioteca 02 foi extraido por lise
alcalina (Sambrook e Russell, 2001) e posteriormente sequienciado utilizando-se os primers
T7 e SP6, juntamente com o kit Big Dye terminator v3.1, e eletroinjetado no ABI PRISM®
3130 automated Genetic Analyzer (Perkin Elmer, Applied Biosystems).

Cento e sessenta clones com microssatélites (46,24%) foram identificados na
biblioteca 01 e destes, noventa e oito clones (61,25%) nédo redundantes foram selecionados,

editados e caracterizados utilizando o programa BIOEDIT 7.0.9.0 (Hall, 1999) e CHROMAS
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2.33 (Technelysium Pty Ltd). Foram desenhados 36 pares de primers (IDT) com o auxilio do
programa PRIMER 3 (Rozen e Skaletsky, 2000).

Sequéncias nucleotidicas de 120 clones (85%) da biblioteca 02 foram editadas e
compiladas com o auxilio do programa STADEN package (Staden, 1996). O programa
WEBSAT (Martins et al.,, 2009) foi utilizado na identificagdo de 140 regides com
microssatélites, presentes em 83 clones (contigs) (81,37%) n&o redundantes. A partir
destes, foram selecionados 51 contigs (61,45%) que com o referido programa, juntamente
com o programa PRIMER 3 (Rozen e Skaletsky, 2000) implementado em sua plataforma, foi
desenhado 40 pares de primers (IDT).

Nas duas bibliotecas genbémicas foram considerados microssatélites do tipo
dinucleotideo aqueles com mais de seis repeticdes do motivo, trinucleotideo que tivessem
um minimo de cinco repeticdes e pentanucleotideo com trés ou mais repeticbes do motivo.
A maioria dos motivos de repeticdo encontrados nas duas bibliotecas foi classificada como
dinucleotideos (89,29%), seguidos de 4,29% de trinucleotideos e tetranucleotideos cada,
1,43% de pentanucleotideos e 0,71% de hexanocleotideos.

Foi adicionada uma cauda M13 na extremidade 5" de cada primer forward dos 76
pares de primers (36 pares da biblioteca 01 e 40 da biblioteca 02) desenhados no intuito de
permitir a marcacéo por fluorescéncia de acordo com o protocolo econdmico descrito por
Schuelke (2000).

Os fragmentos contendo microssatélites foram amplificados em um volume final de
10 uL contendo: 10-50 ng de DNA genémico, 0,4 uM de cada primer forward e do primer
M13 marcado (com a fluorescéncia FAM ou HEX), 0,8 uM do primer reverso, 200 uM de
cada dNTP (GE Healthcare), 1,5 MgCl,, 1X de tampé&o (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, pH 8,4)
e 0,5 U de goTagq DNA polimerase (Promega). O PCR foi conduzido utilizando dois
programas: o primeiro consiste na desnaturacdo (68 °C, 1 min; 94 °C, 30 s) seguida de 30
ciclos de 30 s a 92 °C, 35 s na temperatura de anelamento especifica de cada par de primer
(Tabela 1 e 2), 40 s a 68 °C; o segundo programa consiste em 15 ciclos com as seguintes

condicbes de temperatura e tempo: 25 sa 92 °C, 35sa 53 °C, 30 s a 72 °C e uma extensao
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final a 68 °C for 15 min e a 72 °C 15 min. Cada produto de PCR foi verificado em
eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo (0.1 mg/mL) e
fotodocumentado em sistema de fotodocumentagdo Eagle Eye Il (Stratagene).
Posteriormente os produtos de PCR foram eletroinjetados no analisador de DNA
MegaBACE 1000 (GE Healthcare) e o tamanho dos alelos foi estimado com o programa
FRAGMENT PROFILER v1.2 (GE Healthcare) usando o padrédo de genotipagem ET-400
ROX (GE Healthcare).

Foram obtidos 36 locos microssatélites polimérficos. Sendo seis locos na biblioteca
01 (BR1 ao BR24) (Tabela 1) e 30 locos na biblioteca 02 (BR37 ao BR76) (Tabela 2). Estes
foram utilizados em 33-35 individuos de B. rousseauxii amostrados em 10 cidades do
Estado do Parda, Brasil (Belém N=4; Almerim N=16; Soure N=6; Gurupa N=4; Breves N=1;
Guajara N=2; Paracauary N=2). A estatistica descritiva, o teste de Equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) e de Desequilibrio de Ligacdo (LD) foram inferidos com o auxilio do
programa ARLEQUIN v3.11 (Excoffier et al., 2005).

O numero de alelos por loco variou entre 2 (BR55) a 22 (BR57), com uma média de
9,70. A heterozigosidade observada (H,) variou entre 0,143 a 0,914 (BR74-BR38,
respectivamente) com uma média de 0,614, enquanto que a heterozigosidade esperada (He)
variou entre 0,215 a 0,929 (BR64 e BR50, respectivamente) com uma média de 0,712. Nove
locos (BR1, BR3, BR5, BR24, BR52, BR61, BR63, BR67 e BR74) ndo apresentaram
equilibrio de Hardy-Weinberg apos correcdo de Bonferroni (Rice, 1989). Desequilibrio de
ligacdo foi verificado entre os locos BR2/BR38, BR2/BR61, BR3/BR68, BR68/BR44,
BR68/BR48 e BR68/BR61. A presenca de alelo nulo foi testada usando o programa MICRO-
CHECKER v2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004) e detectada nos locos BR1, BR3, BR5,
BR24, BR52, BR55, BR61, BR67 e BR74.

O contetdo de polimorfismo informativo (PIC) (Botstein et al.,, 1980) variou entre
0,207 (BR64) a 0,910 (BR50) com uma média de 0,669. O poder discriminante (Jones, 1972)
foi estimado para cada loco variando entre 0,403 (BR64) a 0,995 (BR38), apresentando

média de 0,847.
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Todos os 36 locos polimorficos foram testados na amplificacdo trans-especifica em
seis espécies do género Brachyplatystoma (Tabela 3). Trinta e cinco locos amplificaram em
pelo menos uma espécie e 17 locos amplificaram em todas as seis espécies. O nimero de
locos amplificados variou entre 22 em B. tigrinum e 35 em B. capapretum, o nidmero de
locos polimérficos variou entre 15 em B. tigrinum a 27 em B. filamentosum e o numero de
alelos variou entre um a sete alelos por loco.

Em funcdo destes resultados os locos microssatélites polimorficos desenvolvidos
podem ser usados como marcadores moleculares ndo s6 para acessar a estrutura e a
diversidade genética de B. rousseauxii, mas também das demais seis espécies do género
Brachyplatystoma. Considerando que esse género engloba as espécies de bagre
comercialmente mais importantes na Amazoénia, o isolamento, caracterizacdo e aplicacdo
desses marcadores podem contribuir significativamente no subsidio de politicas de

conservacdo e manejo dessas espécies na regido Amazonica.
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Tabela 1. Caracterizacao de seis locos microssatélites polimorficos, desenvolvidos a partir da biblioteca gendmica 01, em 35 individuos de Brachyplatystoma
rousseauxii amostrados em 10 cidades do Estado do Para, Brasil.

Locos N°de Motivo o _ Ta Tamanho
acesso s Sequénciado primer (5’ - 3’) PIC D HO HE P-HWE
SSR  Genbank de repeticéo (°C) (pb)
BR1 GU945277 (GT)1s F:F"CAGCCATGAAAAGATACTGAAAG 60 35 16° 254-292 0,900 0,988 0,743 0,921 0,000*
R:TACAAGTCCGAGTCCCAGTG
BR2 GU945274 (GA)2 F:"GAGAAAGAGTGAGTGAGTGAGTGA 63 35 8 148-163 0,675 0,894 0,714 0,728 0,616
R:AAATACCCTACCCAGACCCAC
BR3 GU945278 (GA)10 CA (GA)s F:A"CGCTGTCAGTCAGCAAGCTA 62 35 4* 232-240 0,530 0,703 0,143 0,605 0,000*
R:CTTATCTGCGAGGGCAGCTT
BR5 GU945275 (CT)7 TTCTCC ...(CT)13 TT.... F*GACGAGCTACCCAAAAACCA 65 35 14° 323-349 0,907 0,987 0,543 0,927 0,000*
(CT)g ... (CA)11 R:AGGAGCTGAAAGCACAGAGC
BR7 GU945279 F"GCTCAGCGCTCACCAATTTA 60 35 4 106-126 0,366 0,640 0,423 0,405 0,796
(TCCA)s TCTA (TCCA)3
R:.TGGATTGTTTGATTGCTTGA
BR24 GU945276 (GT)1s F:**CAGCCCTTCTCTACACCGTTA 64 35 7° 262-276 0,674 0,861 0,371 0,729 0,000*

R:GGCCGGAGTCTTACAGACAG

Ta= Temperatura de anelamento; N= ndmero de individuos analisados; A= niUmero de alelos; a= presenca de alelo nulo; pb = pares de bases; PIC=Contetdo de Polimorfismo
Informativo; D= Poder descriminante; H,= Heterosigozidade observada; He=Heterosigozidade esperada, P-HWE*= locos que ndo se mostraram em equilibrio Hardy-Weinberg
apés correcéo de Bonferroni.
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Tabela 2. Caracterizacdo de 30 locos microssatélites polimorficos, desenvolvidos a partir da biblioteca genémica 02, em 33-35 individuos de
Brachyplatystoma rousseauxii amostrados em 10 cidades do Estado do Para, Brasil.

(continua)
o

nggs Ncgeen%(;?‘skso Motivo de repetigcéo Sequéncia do primer (5’ - 3’) (Ig) N A Tazgegr)who PIC D Ho He P-HWE

BR37 GQ903732 (TG)1s F:"CTGTGGCTGTGCGTAATGTT 60 35 8 305-333 0,664 0,871 0,657 0,711 0,077
R:GCTGACAAACCATCAGGTGTAG

BR38 GQ903737 (TC)ss F:**AGTTCCTTCTCGTTCCCCTTC 62 35 16 214-248 0,903 0,995 0,914 0,923 0,928
R:ATCTCCCACTCTCTCTGGCTC

BR40 GQ903733 (AC)13 F:**ACTCAGGGGCACTAACATGG 58 35 11 146-170 0,817 0,958 0,686 0,848 0,020
R:CTTTTGCTTTGACAGGCG

BR41 GQ903734 (TG)12 F:""CCTCAAGAACAACTGAAGAAC 58 35 5  216-224 0,293 0,524 0,286 0,353 0,052
R:GTGTGCTGAAAACCCTCA

BR43 GQ903735 (AC)zs F:"*CCCAGAAAAGAATCCAGCAG 62 35 8 164-180 0,742 0,933 0,686 0,788 0,206
R:CGCCAAATGAACAACACC

BR44 GQ903736 (AC)13 F:"GTTGTGGGGTAGAAAGAAGGC 62 34 8  185-201 0,766 0,948 0,765 0,805 0,519
R:AGACGGGATCAGAGAGAGGAC

BR45 GQ903760 (CT1s F.:"TCTGTGGAGATTGAAGCCTG 62 35 9 203-223 0,789 0,950 0,829 0,822 0,583
R:GGTGCTGAAGATGGAGTGAAC

BR46 GQ903738 (GNu F:"**CCAAGAGCAAAGGCACTGA 60 35 3 127-129 0,476 0,834 0,543 0,568 0,257
R:CGGCTGTCTGAGGGTATCAA

BR47 GQ903739 (TG)1a F:**TCAGTGTGTGTGTGACTGTTG 59 35 5  102-116 0,374 0,644 0,371 0,423 0,204
R:GCTCCTCTTGTTTCACTTTC

BR48 GQ903740 (GACA), F:""TGCACACACACAGAGGCTAA 60 35 4  326-342 0,405 0,672 0,371 0,504 0,504
R:CTTCACTTGTTGTCTCCTCGG

BR49 GQ903741 (TC)17 F:**GAGTGGTTTGACTCTCCAGCA 60 35 9 296-312 0,750 0,919 0,800 0,788 0,053
R:GGACTGCATAGGGTTGTTGTC

BR50 GQ903742 (AC)21 F:"**CACAAGAGCTGAAACCTGCC 60 35 16 218-250 0,910 0,992 0,857 0,929 0,225
R:TATGCGCTAACCCAACCTGT

BR51 GQ903743 (AC)1s F:"**GTTACACATGGTCGCTGGTG 60 34 8 263-285 0,627 0,854 0,618 0,651 0,485
R:GTTCATTCTCTTCGGCTTCG

BR52 GQ903744 (GM)17 F:"TGCATAGGCTTGTGTGAACC 64 34 17° 310-354 0,899 0,985 0,735 0,919 0,001*
R:GCACTGAGGAATCTGACCTTG

BR53 GQ903746 (AC)1s F: " TTTATGAGTGTGTTATCCGGCA 60 34 8 160-162 0,766 0,931 0,853 0,806 0,321

R:TGAGAGTGCTGTTCACTTCCA
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Tabela 2. Caracterizagdo de 30 locos microssatélites polimorficos, desenvolvidos a partir da biblioteca genémica 02, em 33-35 individuos de

Brachyplatystoma rousseauxii amostrados em 10 cidades do Estado do Para, Brasil.

N° de

Locos acesso Motivo de repeticdo Sequénciado primer (5’ - 3’) Ta(®C) N A Tamanho PIC D Ho He P-HWE

SSR Genbank (pb)

BR54 GQ903731 (CA)25 F:**AAACCAACCAACACACCCTC 60 34 19 223-269 0,880 0,985 0,794 0,902 0,067
R:GTCTGGATGCCAAGTCGTTT

BR55 GQ903745 (GT)s F"TGGGCAAGTATGTTCACTTCAC 60 35 2° 185-189 0,373 0,679 0,286 0,504 0,016
R:TCACATTCATTAGCTTTAGCCG

BR56 GQ903747 (CA);,TA(CA),TA F*™GGCCTACCTCCATCGCAC 60 35 5 140-150 0,227 0,479 0,229 0,239 0,261

(CA)sC(CA)s R:AGGACACACACTGGGAGAGAA

BR57 GQ903748 (GT)ys F:**CTAGAGCATCTGCGGGTAGTG 58 34 22 217-261 0,899 0,988 0,882 0,918 0,162
R:GCTGTCTCATTTACATTC

BR61 GQ903749 (TG),s F:A"CTGTCGAAAACATGAGGCAG 65 35 13" 246-286 0,786 0,928 0,543 0,812 0,000*
R:GACATCAGAGCGAAGCACAC

BR63 GQ903750 (AG)22 F"MCATTCAAGTCTGCTCACCCAC 65 35 11 219-249 0,844 0,946 0,743 0,871 0,000*
R:TGGAGTGCATAGGAAGAGAGG

BR64 GQ903751 (AC)11 F:***CAGGTGACAGGAAGCTACAGG 60 35 6 153-171 0,207 0,403 0,229 0,215 1,000
R:GCATCAGCCGAGATCAGAAT

BR67 GQ903752 (GT)1s F**AAATGCTCTTAGTGATCCGAGG 60 34 13* 224-252 0,828 0,943 0,618 0,855 0,000*
R:ATCAGACTCAAAGGTTTATGGG

BR68 GQ903753  (GA)sTTTA(GT)1, F."™*GCCACAGAGAATGTCAGGC 65 35 7 234-246 0,669 0,877 0,829 0,727 0,830
R:GGTGGAGATGATAAGGGGAGA

BR70 GQ903754 (GA)sA(AG)s F**ACTGGGTCCGGTGTCATAAA 60 35 8 191-209 0,647 0,884 0,743 0,697 0,938
R:AACGTGCAGTCATGGTGTAGC

BR72 GQ903755 (AC)g F:**AGTCCAGTCCTTTCAGCCAG 64 33 8 240-256 0,684 0,896 0,697 0,733 0,159
R:GCACTGAGCATATCGTGGTT

BR73 GQ903756 (CA)15 F"GAGGGGAAATATGAACTGCG 60 35 11 103-125 0,868 0,973 0,857 0,892 0,173
R:CAAGCGTATAGGTGGGGTTTG

BR74 GQ903757 (AC)s F:"GGACCCTCACATCCAGAC 60 35 4° 126-140 0,390 0,529 0,143 0,364 0,000*
R:CAGTAAGGTGCAGTTATGCC

BR75 GQ903758 (GT)1s F"GACAGTGAGTTGGAGTCGATGA 64 35 14 226-260 0,878 0,980 0,800 0,900 0,043
R:CAGGACTTTGGTGAAGGGAA

BR76 GQ903759 (GT)AT(GT), F:***GGGAATGACAAAACCTCAAACT 64 33 18 102-182 0,679 0,928 0,727 0,698 0,626

R:CCACTCTATCAGGCTATCAGTATTT

(concluséo)

Ta= Temperatura de anelamento; N= nimero de individuos analisados; A= nimero de alelos; a= presenca de alelo nulo; pb = pares de bases; PIC=Contetudo de
Polimorfismo Informativo; D= Poder descriminante; H,= Heterosigozidade observada; H.=Heterosigozidade esperada, P-HWE*= locos que ndo se mostraram em equilibrio
Hardy-Weinberg apés correcéo de Bonferroni.



Tabela 3. Amplificacdo interespecifica de 36 locos microssatélites desenvolvidos para a
Brachyplatystoma rousseauxii.

B. tigrinum*  B. juruense*  B.vaillantii*  B. platynemum* B. filamentosum* B. capapretum*

ng;s Tar(r;) ir)]ho A Tar(r;) e;)r)]ho A Tar(?)%?ho A Tar(r;)etl)r)mo A Tar(r;)et;?ho A Targ)el\)?ho A
BR1 266-270 2 266-320 3 320 1 276-284 4 268-276 3 268 1
BR2 X X X 176-180 2 126-134 2 160-178 3 156-168 2
BR3 246-254 2 252-258 4  252-256 3 252-254 2 246-252 3 246 1
BR5 X 286 1 287 1 301 1 281-303 7 315-317 2
BR7 120-144 3 132 1 128-144 4 136-144 3 136-148 3 136-144 2
BR24 X X 279 1 X 271-283 4 303 1
BR37 315-325 2 311-321 3 325 1 307-339 4 317-319 2 311-313 2
BR38 238-240 2 234-240 3 242-250 6 226-238 5 234-248 2 218-224 3
BR40 152-158 4  152-240 2 140-152 2 152-160 3 156-166 2 138-140 2
BR41 X X 204-220 2 208-220 2 X 216 1
BR43 167-183 6 143 1 201-205 3 143 1 151-153 2 151-153 2
BR44 168 1 X 172-186 5 X 188-192 3 192-194 2
BR45 188-206 4 184-200 6 214-230 3 218-234 6 188 1 186 1
BR46 125 1 127-129 2 X 127-129 2 129 1 125 1
BR47 127-129 2 105-107 2 137-151 4  105-109 2 129-151 6 111-113 2
BR48 326 1 338 1 X X 338 1 330 1
BR49 X X 293-297 2 289-291 2 295-301 4 287 1
BR50 222-224 2 X X X 206-212 4 212-214 2
BR51 285-295 2 275-277 2 267-269 2  269-285 2 287-289 2 287-289 2
BR52 X X 317-329 2 309-349 2 X 317 1
BR53 X 171-179 2 159-167 3  159-169 4 157-193 4 165-181 4
BR54 196 2 260 1 X 192-202 3 192-200 2 210-228 3
BR55 X 172-174 2 196-200 3  176-186 2 188 1 186-188 2
BR56 136 1 148-150 2 124-126 2  114-140 3 120-130 2 142-144 2
BR57 X X X 235 1 241-245 3 245 1
BR61 259-261 2 247-269 6 239-279 3  235-251 3 239-241 2 235-251 2
BR63 X 190 1 X 190 1 228-236 3 224 1
BR64 160 1 204-206 2 160-172 3 172-174 2 172-184 5 192-196 2
BR67 X X X X X X X
BR68 234-240 3 240-242 2 236-238 3  254-264 2 240-252 4 226-238 2
BR70 223 1 209 1 221 1 159-209 4 146 1 173 1
BR72 249 1 X X X 261-267 2 257-259 2
BR73 106-114 5 104-128 6 104-116 5 112-122 4 108-112 4 112-116 2
BR74 118 1 118-146 2 178 1 134-146 3 140-142 2 142 1
BR75 X X 239-255 3 237 1 231 1 233-237 3
BR76 X 89-121 3 91 1 77-121 4 99-113 2 75-93 2

*= Temperatura de anelamento usada na PCR conforme descrito na Tabela 1 e 2; N=4 para todas as espécies;
A= Numero de alelos; x=nao amplificou.
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CAPITULO Il : Estimativa da variabilidade genética populacional
da dourada - Brachyplatystoma rousseauxii (Siluriformes:
Pimelodidae) na Amazodnia utilizando marcadores mitocondriais e

microssatélites
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1. INTRODUCAO

A dourada (Brachyplatystoma rousseauxii) (Siluriformes: Pimelodidae), também
conhecida como dourado ou dourada (Brasil), dorado (Peru e Colémbia), zingaro-dorado
(Peru) e plateado (Colémbia), € um bagre (ou peixe) migrador de longa distancia que possui
como caracteristicas morfolégicas principais: grande porte (maior tamanho conhecido: 192
cm) cabecga prateada e achatada, corpo dourado e presenca de barbilhdes maxilares curtos
(Eigenmann e Eigenmann, 1890; Barthem e Goulding, 1997; Barthem e Goulding, 2007). E
diferente das outras espécies do género Brachyplatystoma ndo s6 pela cor, mas também
por apresentar a maxila e mandibula de iguais dimensdes (Ferreira et al., 1998; Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

De acordo com levantamentos socioeconémicos e estatisticos disponiveis, a dourada
esta sempre entre as espécies de peixe liso mais importante para a pesca comercial nos
paises onde ela ocorre, com milhares de familias na regido dependendo direta e/ou
indiretamente da atividade pesqueira sobre estes bagres (Ruffino et al., 2000; Petrere et al.,
2004; Barthem e Goulding, 2007; IBAMA, 2008). Estima-se que, pelo menos, cerca de
30.000 t de dourada é capturada e comercializada a cada ano na Amazoénia (SANYO, 1998;
Barthem e Goulding, 2007).

B. rousseauxii realiza grandes migracGes a fim de completar o seu ciclo de vida.
Essa migracéo é conhecida como a maior para peixes de agua doce (Barthem e Goulding,
1997; SANYO, 1998; Barthem e Goulding, 2007). Os autores sugerem que essa espécie
compde um UGnico estoque pesqueiro com areas distintas de criacdo, alimentacdo e
reproducéo.

Dados genéticos obtidos para a dourada em trés pontos da Amazdnia
(Belém/Estuario, Manaus e Tabatinga) corroboram partes desse modelo e apresentam
novas informagfes que demonstram um ciclo de vida mais complexo do que o inicialmente
proposto. A diminuicdo significativa da variabilidade genética entre Belém e Tabatinga &
passivel de ser explicada pela escolha ndo aleat6ria dos individuos de dourada pelo
tributario onde a desova ir4 ocorrer. Em outras palavras, os cardumes de dourada na
Amazbnia, a exemplo do salmdo na América do Norte, estariam, preferencialmente,
voltando para desovar nos mesmos afluentes onde teriam nascido (homing ou filopatria)
(Batista e Alves-Gomes, 2006).

Dada a distribuicdo geogréafica, que abrange o territorio de mais de cinco paises
amazobnicos, e a importancia comercial, esta espécie é alvo da pesca e é capturada ha
décadas ao longo do sistema Estuério- Amazonas-Solimbes (EAS), pela frota comercial e
artesanal desde Belém, no estuario do rio Amazonas, até Pucallpa, no Peru, a

aproximadamente 4500 km a Oeste, proximo ao sopé dos Andes peruanos. Estudos
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recentes apontam que essa espécie se encontra em sobrepesca de crescimento (Alonso,
2002).

Diante deste cenario, torna-se necessario obter informacBes concretas a fim de
balizar politicas de manejo que assegurem a sustentabilidade da atividade econémica e a
conservacgédo deste recurso. Embora seja destacada a grande importancia de B. rousseauxii
para a economia local como fonte direta de renda e de proteina, inclusive para as
populagcdes humanas mais carentes, e dos indicios de sobrepesca, ndo existem dados
suficientes que nos permitam determinar o status dos estoques na regido, incluindo os
tributarios do Amazonas/Solimdes, ou ao menos se a pescaria, desde Belém até Pucallpa e
afluentes, estd sendo realizada sobre um ou varios estoques pesqueiros.

Entre as varias definicdes disponiveis referentes ao termo estoque, a definicdo desse
termo a ser considerada no presente estudo € resultante de uma compilacdo de algumas
definicdes disponiveis (Larkin, 1972; Jamielson, 1974; Shaklee e Salini, 1985; Sparre e
Venema, 1995). Assim, estoque ¢é “uma populacdo intercruzante, geneticamente
homogénea (pool de genes comum) cujos individuos possuem 0os mesmos parametros de
crescimento e mortalidade, habitam uma area geogréfica particular, € geneticamente
distinguivel de outros estoques contemporaneos e passivel de ser manejado”.

Dada a complexidade do ciclo de vida desse recurso pesqueiro, heterogeneidade
geomorfologica e tamanho da area geogréfica envolvida, métodos tradicionais de biologia
pesqueira (morfolégicos e meristicos) para identificacdo de estoques precisam ser
complementados com outros métodos alternativos que perpassam a genética populacional
desse recurso, considerando individuos amostrados tanto na calha como nos tributarios
onde eles ocorrem.

Embora o cenério geral proposto por Barthem e Goulding (1997), e posteriormente
corroborado por Alonso (2002) e Batista e Alves-Gomes (2006), represente um avancgo
importantissimo para o conhecimento da histéria natural da dourada, véarias informacdes
cruciais para 0 seu manejo e conservagdo ainda precisam ser levantadas ou melhor
esclarecidas. Ainda é necessario saber se a espécie é realmente composta por um Unico
estoque, largamente distribuido e geneticamente homogéneo, ou se existe algum tipo de
segregacao genética e/ou espacial (entre os tributérios) e/ou temporal (entre coortes). Qual
a importancia relativa de cada tributario para a migracdo da dourada? Cada tributario
contém populacdes monofiléticas, ou a escolha do tributario para a desova é feita ao acaso?
Existem populacdes residentes na calha do Solimfes-Amazonas? Quantas vezes cada
individuo se reproduz durante a vida? Dependendo da resposta, unidades de conservagéo
distintas podem ser definidas e politicas diferentes adotadas. Quanto a questbes mais

praticas, pode-se indagar. Quais as medidas cabiveis e necessarias para manter a
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sustentabilidade da atividade econGmica se somente um estoque existir? E quais as mais
recomendadas se varios estoques estiverem sendo explotados?

Com a estimativa da variabilidade genética da dourada pela utilizacéo de dois tipos
de marcadores moleculares, a regidao controle (DNAmt) e microssatélites (DNA nuclear),
este trabalho visa abordar algumas destas questdes relacionadas ao ciclo de vida dessa
espécie, a fim de gerar subsidios essenciais para conservacdo e manejo da dourada na
Amazonia. Os marcadores utilizados tém sido extensamente utilizados como marcadores
preferenciais em estudos ecolédgicos, filogenéticos, filogeograficos e de genética
populacional de peixes (Goldstein e Schlotterer, 1999; Avise, 2004; Schlotterer, 2004) e
este trabalho se fundamenta na maior base de dados montada até o momento para um
peixe amazonico. Amostras de tecidos de dourada foram obtidas em quinze localidades na
Amazobnia, abrangendo uma grande parte da sua area geografica, e de onde cerca de 700
individuos foram amostrados.

Neste contexto, o presente estudo tem dois objetivos principais: 1) estimar a
variabilidade genética da dourada (B. rousseauxii) na Amazonia, e verificar se esta espécie
constitui um Unico estoque, de larga distribuicdo e geneticamente homogéneo, ou se a
pescaria é exercida sobre varios estoques, geneticamente diferenciaveis; e 2) testar a
hipétese de filopatria (homing) para a dourada, inicialmente sugerida por Batista e Alves-
Gomes (2006).



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Locais de coleta, obtencéo e preservacdo do material biolégico

Amostras de tecido muscular ou de nadadeira peitoral de 700 individuos de dourada
(B. rousseauxii) foram coletadas entre 1999 e 2008 (excetuando os anos de 2001 e 2006) e
preservadas em alcool etilico 98%, mediante licenca de coleta e transporte de material
biolégico N°s. 017, 130 e 14278-1 expedidas pelo IBAMA. Entre 40 a 54 individuos foram
amostrados em 15 localidades da Amazonia brasileira e peruana (com excegdo do rio
Tapajos, N=5), junto a frota artesanal e desembarque pesqueiro em cidades situadas ao
longo do eixo Estuario-Amazonas-Solimdes (sete principais centros de pesca), € em oito
localidades distribuidas em sete tributarios, sendo quatro da margem direita e dois da
margem esquerda do rio Solimdes/Amazonas e um da margem esquerda do rio Negro
(Figura 1 e Tabela 1). O cuidado na coleta das amostras dos tecidos junto a frota artesanal é
importante porque estes barcos pequenos ndo tém muita autonomia e sempre pescam
préximo (<70 km) aos locais de desembargue, garantindo que as amostras obtidas foram de
individuos capturados nas proximidades dos respectivos locais de desembarque. A medida
de comprimento furcal foi medida, sempre que possivel, dos individuos amostrados e se
encontram entre 24 a 180 cm. Registros fotogréaficos foram feitos para alguns individuos e
armazenados como registros individuais.

A calha principal considerada nesse estudo relune as localidades do Estuéario (1),
Santarém (2), Manaus (6), Tefé (9), Tabatinga (13), lquitos (14) e Pucallpa (15).

O rio Tapajos e o rio Branco nao tinham sido inclusos entre as localidades no plano
inicial desse trabalho. Todavia, foram adicionadas as sequéncias de DNA de B. rousseauxii
obtidas do rio Branco por Briglia-Ferreira (2007). Mesmo com a amostragem reduzida (N=5),
o rio Tapajos foi incluso durante o desenvolvimento desse trabalho por razées que inclui o
tipo da agua e por conter uma ictiofauna peculiar. As duas localidades foram consideradas

nas analises envolvendo a regido controle (DNAmt).
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Figura 1. Localizacdo dos pontos de coleta de amostras de tecido de individuos de Brachyplatystoma
rousseauxii. Os mesmos numeros representam locais (Tabela 1), em que amostras foram coletadas e
compiladas, representando uma determinada regido/localidade.
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Tabela 1. Regides/localidades, rios, locais de coleta e nimero de individuos coletados de
Brachyplatystoma rousseauxii na Amazénia brasileira e peruana.

N° Sigla L(I)?cefgilggéle Rio Local de Pesca NC RNC SgR
1 ES Estuario* Amazonas Belém (PA, Brasil) 14 14 10
Almeirim (PA, Brasil) 25 24 20

Soure (PA, Brasil) 17 16 16

Gurupa (PA, Brasil) 4 4 4

Breves (PA, Brasil) 2 2 2

Total 56 54 47

2 SA Santarém Amazonas Santarém (PA, Brasil) 39 38 31

Obidos (PA, Brasil) 2 2 1

Total 41 40 32

3 TP rio Tapajos Tapajos baixo rio Tapajos 5 5 0

4 MD rio Madeira Mamoré Guajara Mirim (RO, Brasil) 5 5 0

Madeira Humaita (AM, Brasil) 3 3 3

Manicoré (AM, Brasil) 6 5 5

Porto Velho (RO, Brasil) 46 41 32

Total 60 54 40

5 PM  Porto Maldonado  Madre de Dios Puerto Maldonado, Peru 43 43 22

6 MA Manaus* Solimdes Careiro da Varzea (AM, Brasil) 9 7 8
Iranduba (AM, Brasil) 18 18 17

Manacapuru (AM, Brasil) 9 8 7

Itacoatiara (AM, Brasil) 11 10 6

Total 47 43 38

7 RB rio Branco** Anaud Caracarai (RR, Brasil) 16 16 0

Branco Boa Vista (RR, Brasil) 38 38 0

Total 54 54 0

8 PU rio Purus Purus Labrea (AM, Brasil) 41 41 35

Séo Francisco Rio Branco (AC, Brasil) 1 1 0

Total 42 42 35

9 TE Tefé rio Japuré (baixo) Alvarées (AM, Brasil) 2 1 1
Solimdes Tefé (AM, Brasil) 50 44 41

Total 52 45 42

10 JA rio Japura Japura Japura (AM, Brasil) 30 24 26
Vila Bitencourt (AM) 17 17 17

Total 47 41 43

11 JU rio Jurua Jurua Carauari (AM, Brasil) 5 3 4

Eirunepé (AM, Brasil) 27 27 8

Cruzeiro do Sul (AC, Brasil) 12 10 06

Total 44 40 18

12 IC rio Ica Ica Ipiranga (AM, Brasil) 48 43 36
13 TA Tabatinga* Solimdes Tabatinga (AM, Brasil) 60 54 45
14  1Q Iquitos Amazonas Iquitos (Peru) 44 43 35
Nauta (Peru) 11 11 11

Total 55 54 46

15 PC Pucallpa Ucayali Pucallpa (Peru) 46 40 39
Total 700 652 483

N°- nimero da localidade referenciado na Figura 1; NC — nimero total de individuos coletados; N RC — Numero
de individuos com a regido controle (DNAmt) sequenciada; N SSR - Numero de individuos genotipados para os
marcadores microssatélites; * Amostras (N=15) geradas por Batista e Alves-Gomes (2006); ** Amostras (N=54)
geradas por Briglia-Ferreira (2007).
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2.2. Extracdo de DNA dos exemplares de Brachyplatystoma rousseauxii

O DNA total (nuclear + mitocondrial), utilizado para amplificar a regido controle
(DNAmt) e os locos microssatélites, foi extraido de cada amostra de nadadeira ou tecido
muscular seguindo-se o protocolo basico de SDS - fenol/cloroférmio/alcool isoamilico,
conforme descrito em (Sambrook et al., 1989) e com as modifica¢cbes implementadas por
(Alves-Gomes, 1998). Andlise quali-quantitativa do DNA extraido foi realizada por
comparacao com o DNA do fago lambda, ambos visualizados em gel de agarose a 1,0 %
com brometo de etidio (0,1 mg/mL) e fotodocumentado em sistema de fotodocumentacao
Eagle Eye Il (Stratagene).

2.3. Regido Controle (DNAmt)

2.3.1. Amplificagdo e sequenciamento da Regido controle (DNAmt) de

Brachyplatystoma rousseauxii

A reacdo de amplificacdo (Mullis e Faloona, 1987) dos fragmentos de DNA
mitocondrial foi realizado conforme descrito em Batista e Alves-Gomes (2006) com
modificacBes. Nessa fase foram utilizados o primer forward CytbP-L (5° CAC CTG AAT
CGG AGG CAT GCC CGT 3°) e o primer reverso DLR1 (5 - GGA TAC TTG CAT GTA TAA
ATT GG -3) (dados ndo publicados) para obter um fragmento em torno de 1200 pb,
contendo toda a regido controle. A amplificacdo do fragmento foi realizada em 25 uL de
volume final, com 0s seguintes reagentes e respectivas concentracdes finais: Tampao 1X,
0,2 mM de DNTp (GE healthcare), 0,2 uM de cada primer (IDT), 0,04 U/uL da enzima Taq
DNA polimerase (Biotools) e de 0,4 a 4,0 ng/uL do DNA gendmico. A reacéo foi realizada
em termociclador (Mastercycle thermocycler Eppendorf), programado para realizar 30 ciclos.
Foi utilizado o seguinte perfil de temperatura : um ciclo de desnaturacéo do DNA a 94 °C por
2 min seguidos de 30 ciclos constituidos de um minuto a 94 °C para desnatura¢do, um min a
57 °C para anelamento e um min e meio a 72 °C para extensdo, e um ciclo com extensao
final por 5 min a 72 °C. O tamanho e a qualidade dos produtos amplificados foram
verificados em géis de agarose a 1 % e com marcador molecular de tamanho (em pb)
conhecido. O produto de PCR foi purificado com o kit comercial GFX (GE Healthcare) de
acordo com protocolo estabelecido pelo fabricante e usados como substrato para o
sequenciamento de DNA.

O sequenciamento nucleotidico (Sanger et al., 1977) seguiu o0 protocolo

acompanhante do kit de sequenciamento DYEnamic ET dye terminator para MEGABACE
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1000 (GE HealthCare). Duas reacdes de sequenciamento foram realizadas com o produto
de PCR purificado de cada individuo de B. rousseauxii, sendo cada uma no sentido 5'- 3’
das fitas L e H. Uma utilizando o primer foward interno FTTP — L (5" - CCA AGC GCC GGT
CTT GTA A - 3") (desenhados durante o presente estudo, dados ndo publicados) e a outra
reacdo com o primer reverso F12-R (5'-GTC AGG ACC ATG CCT TTG TG -3"), (Sivasundar
et al., 2001). A reacéo foi realizada em um volume final de 10 uL, utilizando entre 100 a
150 ng do produto de PCR purificado, o pre-mix do kit de sequenciamento (4 uL) e um dos
primers (F ou R). Apés a reacdo em termociclador (em 30 ciclos, sendo cada um 95 °C, por
15 s, 50 °C por 30 s e 60 °C por 1 min e 20 s) o produto da reacéo foi submetido a uma
precipitacdo com acetato de aménio 7,5 M e Isopropanol para a eliminacdo dos primers,
dNTPs e ddNTPs nao incorporados durante a reacdo de sequenciamento. A eletroinjecdo e
leitura dos fragmentos foram realizadas em analisador automatico de DNA MEGABACE
1000 (GE — HealthCare) nas condicdes de injecdo e corrida recomendadas pelo fabricante.
A sequéncia de DNA final foi obtida pela compilacdo das duas sequéncias obtidas com as
fitas L e H.

2.3.2. Andlise da diversidade molecular das sequéncias nucleotidicas da

Regido Controle do DNA mitocondrial de Brachyplatystoma rousseauxii

As sequéncias nucleotidicas foram conferidas, editadas e compiladas com auxilio
dos programas CHROMAS 2.13 (Technelysium Pty Ltd) e BIOEDIT 7.0.5 (Hall, 1999) e
alinhadas com o programa CLUSTAL W 1.4 (Thompson et al., 1994) implementado no
programa BIOEDIT 7.0.5 (Hall, 1999). A matriz final, com 911 pb (pares de bases) para cada
um dos 652 individuos de B. rousseauxii (Tabela 1), foi construida e convertida para
diferentes tipos de arquivos de entrada, para uso posterior em diferentes programas
computacionais, com o auxilio do programa PGDSPIDER 1.0.1.5 (Anbnimos, 2009). Foram
computados os seguintes indices de diversidade molecular: nimero de haplétipos (H),
numero de haplétipos Unicos (Hu, haplétipo que ocorre somente em um individuo), nimero
total de mutagbes [(ETA, equacdo 10.3 — Nei (1987)], numero de sitios polimérficos (S),
diversidade haplotipica [(HD, probabilidade de cada duas sequéncias serem diferentes em
uma populacdo (equacdo 8.4 Nei,1987)], média das diferencas nucleotidicas par a par (K) e
diversidade nucleotidica [(Pi, indica o niumero médio de diferengas nucleotidicas por sitio
entre duas sequéncias de DNA (Li e Graur, 1991)]. Foi estimada a razdo entre o niumero de
haplotipos e o tamanho amostral (H/N) e o percentual dos haplotipos Unicos para cada
localidade [(Hu/H)*100]. Essas duas estimativas foram realizadas para melhor analisar a

distribuicdo dos haplotipos em funcdo do tamanho amostral e o percentual de haplétipos
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Unicos obtidos a partir do namero de haplétipos encontrados para cada uma das 15
localidades amostradas, respectivamente.

Estimativas de expansdo demografica, como a representacao grafica da distribuicdo
da frequéncia das diferencas genéticas par a par (mismatch distribution) e o indice de
Raggedness (Hri) (Slatkin e Hudson, 1991; Roger e Harpending, 1992), foram estimados
com o auxilio dos programas ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005) e DNASP 5.10
(Librado e Rozas, 2009). Diferentes tipos de histéria demografica podem ser revelados a
partir de diferentes padrées graficos da distribuicdo Mismatch. Um padrdo multimodal é
caracteristico de populacées em equilibrio demografico longo e estavel, enquanto que
populacbes que experimentaram uma expansdo populacional recente geralmente
apresentam uma distribuicdo unimodal (Slatkin e Hudson, 1991; Roger e Harpending, 1992).
Gargalos populacionais sdo representados por distribuicbes préximas a zero ou bimodais
(dependendo se o gargalo apenas reduziu ou se removeu completamente a diversidade
genética) (Frankham et al.,, 2002). Enquanto que a distribuicio mismatch descreve as
diferencas par a par (em formas de curvas) entre os haplotipos os indices de Raggedness
(Hri e r) estimam a variancia da curva dessa distribuicdo (Harpending, 1994).

Os testes de neutralidade seletiva D de Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997)
foram realizados com o auxilio do programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005). Com
esses testes € possivel averiguar se a amostragem total e de cada localidade estdo em
equilibrio genético com relacdo ao DNA mitocondrial. Valores significativos para estes testes
podem ser explicados se as sequéncias nucleotidicas da regido controle do DNAmt néo
estiverem evoluindo de acordo com a hipo6tese de neutralidade seletiva ou se as populacdes
foram anteriormente subdivididas e/ou experimentaram flutuacdbes em seu tamanho

populacional no passado (Hartl e Clark, 1997).

2.3.3. Estrutura populacional, correlacdo entre distancia geogréfica, fluxo

génico e distancia genética

Para verificar a particdo da variagdo molecular entre os grupos naturais de
populacdes, a existéncia de populacdes geneticamente diferenciadas de B. rousseauxii
entre os tributarios e locais da calha amostrados, e avaliar o grau de significAncia da
variabilidade genética entre e dentro das localidades, foi utilizada a analise de variancia
molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992), implementada no programa ARLEQUIN 3.11
(Excoffier et al., 2005). Este modelo estatistico (AMOVA) baseia-se nas analises de
diferentes niveis hierarquicos, onde a diversidade genética (Vt) é dividida em componentes
variantes dentro das populagfes (Va) e entre as populagdes (Vb). A estimativa do indice de

fixacdo ®sr, andlogo ao Fsr (Weir e Cockerham, 1984) foi obtida pela razdo entre os
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componentes variantes. Como uma forma de verificar se as diferentes localidades estavam
contribuindo de forma diferenciada para a variabilidade total observada, fez-se um exercicio
de se agrupar os locais de coleta de diferentes formas, testando-se a significAncia dos
resultados sob cada combinacdo. Neste processo, 1) inicialmente as 15 localidades foram
agrupadas e analisadas em um unico nivel hierarquico; 2) retirou-se os tributarios e
analizou-se um unico grupo formado pelos sete locais da calha principal [Estuario (ES),
Santarém (SA), Manaus (MA), Tefé (TE), Tabatinga (TA), lquitos (IQ) e Pucallpa (PC)].
Nessa andlise, buscou-se verificar a existéncia de alguma diferenciacdo entre essas
localidades que pudessem explicar uma possivel parcela da variabilidade genética, situada
em alguns dos tributarios localizados entre esses pontos; 3) Retirou-se da matriz de dados
os individuos dos locais que apresentaram valores de probabilidade de Fsr entre 0,005 a
0,017 e que estivessem contribuindo para a diferenciagéo significativa encontrada na andlise
1. A analise foi feita com amostras de 11 localidades: Estuario (ES), Santarém (AS), Manaus
(MA), Tefé (TE), Tabatinga (TA), Iquitos (IQ), rio Ica (IC), rio Branco (RB), rio Purus (PU), rio
Jurua (JU) e Pucallpa (PC); 4) Retirou-se as amostras da calha e de quatro tributarios e as
analises foram feitas em um grupo de localidades associadas a trés tributarios, sendo trés
na margem direita [rio Tapajos (TP), rio Madeira (MD) e Porto Maldonado (PM) e uma na
margem esquerda (rio Japura (JP)]; 5) Andlise feita nos grupos 3 e 4 acima, conjuntamente,
sendo o primeiro grupo formado por 11 localidades: [Estuario (ES), Santarém (AS), Manaus
(MA), Tefé (TE), Tabatinga (TA), Iquitos (IQ), rio I¢a (IC), rio Branco (RB), rio Purus (PU), rio
Jurué (JU) e Pucallpa (PC)], e o segundo grupo formado por quatro localidades [rio Tapajés
(TP), rio Madeira (MD), Porto Maldonado (PM) e rio Japura (JA)]; e 6) Um grupo formado
por trés localidades da calha principal: Estuario (ES), Manaus (MA) e tabatinga (TA). Esta
Gltima analise especificamente buscou verificar se o nivel de diferenciacao genética entre o
Estuario, Manaus e Tabatinga, encontrado por Batista (2001) e Batista e Alves-Gomes
(2006), se mantém com um maior nimero de amostras.

As analises desses varios agrupamentos foram realizadas a fim de verificar se ha
algum nivel de diferenciacdo genética significativa, e a quais locais essa diferenciagédo esta
associada, em uma escala geral da AMOVA global.

Uma matriz de distancia genética, baseada nos valores de comparacéo par-a-par de
Fst (Wright, 1969) foi construida entre as 15 localidades amostradas. O nivel de significancia
da associacd@o entre essa distancia genética e a distancia geogréafica foi estimado com o
teste de Mantel (Mantel, 1967) implementado no programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al.,
2005). A matriz de distancia geogréafica entre os pontos de coleta foi estimada seguindo o
curso do rio com o auxilio do programa GOOGLE EARTH 4.3.7.3 beta 2008 (Google). A
AMOVA e o teste de Mantel foram simulados com 10.000 permutacdes. A correcao de

Bonferroni (Rice, 1989) foi aplicada para a correcéo do valor da probabilidade (P) nos testes
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de comparacdo mudltipla, a fim de evitar o erro do tipo | (de rejeitar a hipotese nula, sendo
verdadeira). O valor de P, com a referida correcéo, foi estimado a partir da raz&o entre o
valor de P=0,05 e o nimero de combinacdes.

Estimativas de fluxo génico (taxas de migracao), no que se refere ao nimero de
migrantes por geragédo (Nm), foi estimada entre as localidades de forma linear, a partir dos
valores de Fsr, com o auxilio do programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005), onde
onde Nm= Y=(1- Fs7)/(2 Fsr).

O modelo de evolugdo molecular Hasegawa-Kishino-Yano (HKY 85) (Hasegawa et
al., 1985) foi obtido com o auxilio do programa MODELTEST 3.7 (Posada e Crandall, 1998)
como o melhor modelo para o banco de dados de sequéncia nucleotidica da regido controle
(DNAmt) obtida para os 652 individuos de dourada. Os parédmetros definidos a partir da
matriz de dados para este modelo foram: proporcdo de sitios invariaveis (I= 0,7905),
freqiéncia empirica das bases nucleotidicas, razdo transigcdo/transversdo e parametro
gamma (G=0,7463). A distancia genética de B. rousseauxii, entre e dentro das localidades,
foi estimada e corrigida para substituicbes mdultiplas com o referido modelo de evolucao

molecular, com o auxilio do programa PAUP 4.0 para Macintosh (Swofford, 2003).

2.3.4. Andlise de simulacdo do comportamento filopatrico (homing)

O comportamento filopatrico foi testado a partir de uma analise de simulacao
considerando como premissa que, caso haja filopatria, individuos de dourada de uma
determinada area de reproducéo (tributarios) sejam geneticamente mais relacionados entre
si de que com individuos de outra area reprodutiva. Assim sendo, a divergéncia genética
deve ser menor do que a esperada por mero acaso, se 0s individuos estiverem
aleatoriamente adentrando aos diferentes tributarios.

A partir da distancia genética, corrigida com o modelo HKY 85 (Hasegawa et al.,
1985), foram estimadas as distancias média e maxima iniciais entre os individuos dentro de
cada localidade. A distancia média foi estimada para verificar se esse comportamento é
recente (ainda que fraco e quando os rios ndo sdo monofiléticos) e é a distdncia maxima
para verificar se o homing é existente a longo prazo (sendo forte, quando os rios ja sdo
monofiléticos). ApOs serem realizadas 1000 re-amostragens (simulagdes) com o auxilio do
programa R 2.9.0 (http://www.r-project.org/), foram novamente estimadas as duas distancias
(média e maxima) considerando também esses valores ao nivel de 95% e com correcao de
Bonferroni. Se o comportamento filopatrico existe, espera-se de um modo geral, que as
localidades (especialmente os tributarios) ndo tenham uma amostragem aleatoria e que 0s

valores das distancias genéticas de cada localidade sejam menores do que o calculado
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apés a simulacdo. Tendéncia ao comportamento filopéatrico foi testada a partir do teste-t
pareado no mesmo programa computacional (P<0,05).

2.3.5. Andlise de estoque relacionado (Mixstock analyses)

A analise de estoque relacionado (Mixstock analyses) foi realizada para estimar se
as localidades, e quais delas, estdo contribuindo para a area de criagdo, bem como a
relativa contribuicdo proporcional de cada localidade. Estuario e Santarém foram
consideradas na analise como area de criacdo. Santarém foi incluida ao considerar que os
individuos presentes nessa regido ainda ndo ingressaram em areas reprodutivas
(tributarios). A andlise foi realizada com o auxilio do programa MIXSTOCK PACKAGE do
pacote computacional R (Bolker, 2009), utilizando a matriz de distribuicdo dos 301
haplétipos de B. rousseauxii encontrados em 14 localidades. A localidade do rio Tapajos néo
foi incluida em razéo do baixo nimero de individuos. A andlise utiliza o algoritmo da cadeia
de Markov Monte Carlo (MCMC), juntamente com uma abordagem hierarquica bayesiana

(do tipo many to many) (Bolker et al., 2007).

2.4. Marcadores Moleculares Microssatélites

2.4.1. Amplificacdo e genotipagem das amostras de DNA de Brachyplatystoma

rousseauxii

Foram incialmente selecionados 14 locos microssatélites entre os 36 locos isolados e
caracterizados para B. rousseauxii [Capitulo | Tabela 1 e 2; (Batista et al., 2009)]. O padrdo
eletroforético dos alelos, a sugestdo de ocorréncia de alelos nulos nos individuos da
populacdo na qual foram caracterizados (Belém/estuario) e o tempo disponivel para a
conclusdo do presente estudo incluiram os critérios de selecdo para o numero de locos
utilizados nas analises de genética populacional. Desta forma, foram utilizados oito locos
microssatélites no estudo de B. rousseauxii amostrada em 13 localidades. A Tabela 2
sumariza as principais caracteristicas desses locos.

Foi adicionada uma cauda M13 na extremidade 5" de cada primer forward dos oito
locos microssatélites (Tabela 2) no intuito de permitir a marcagdo por fluorescéncia de

acordo com o protocolo econdmico descrito por Schuelke (2000).
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Tabela 2. Locos microssatélites utilizados nas analises populacionais de Brachyplatystoma
rousseauxii amostrada em 13 localidades da Amazdnia brasileira e peruana.

Locos Motivo de repeticao Sequéncia do primer (5’ - 3’) Ta Tamanho Referéncia
SSR (°C) (ob)
BR7 (TCCA)s TCTA (TCCA); F:"""GCTCAGCGCTCACCAATTTA 60 106-126 Capitulo I,
R:TGGATTGTTTGATTGCTTGA Tabela 1
BR37 (TG)1s F: "MCTGTGGCTGTGCGTAATGTT 60 305-333 Capitulo |, Tabela 2
R:GCTGACAAACCATCAGGTGTAG Batista et al., 2009
BR41 (TG)12 F: MCCTCAAGAACAACTGAAGAAC 58 216-224
R:GTGTGCTGAAAACCCTCA
BR45 (CT)1s F: " TCTGTGGAGATTGAAGCCTG 62 203-223
R:GGTGCTGAAGATGGAGTGAAC
BR46 (GMu F: "™*CCAAGAGCAAAGGCACTGA 60 127-129
R:CGGCTGTCTGAGGGTATCAA
BR47 (TG F: "™ TCAGTGTGTGTGTGACTGTTG 59 102-116
R:GCTCCTCTTGTTTCACTTTC
BR49 (TC)17 F: "“*GAGTGGTTTGACTCTCCAGCA 60 296-312
R:GGACTGCATAGGGTTGTTGTC
BR51 (AC)1s F: "*GTTACACATGGTCGCTGGTG 60 263-285

R:GTTCATTCTCTTCGGCTTCG

Ta - Temperatura de anelamento; pb — estimativa da variacdo do tamanho dos alelos; FAM e HEX -
fluorescéncia utilizada em cada loco microssatélite.

Os fragmentos contendo microssatélites foram amplificados conforme descrito em
(Batista et al., 2009). Cada reacdo foi feita em um volume final de 10 pL contendo: 10-50 ng
de DNA genbmico, 0,4 uM de cada primer forward e do primer M13 marcado (com a
fluorescéncia FAM ou HEX, dependendo do loco), 0,8 uM do primer reverso, 200 uM de
cada dNTP (GE Healthcare), 1,5 MgCl,, 1X de tampé&o (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, pH 8.4)
e 0,5 U de goTaq DNA polimerase (Promega). O PCR foi conduzido utilizando dois
programas: o primeiro consistindo na desnaturacdo do DNA (68 °C, 1 min; 94 °C, 30 s)
seguida de 30 ciclos de 30 s a 92 °C, 35 s na temperatura de anelamento especifica de cada
par de primer (Tabela 2), e 40 s a 68 °C; 0 segundo programa consistiu em 15 ciclos com as
seguintes condicdes de temperatura e tempo: 25 sa 92 °C,35sa 53 °C,30sa72°Ce
uma extensao final a 68 °C for 15 min e a 72 °C 15 min. O produto de PCR foi verificado em
eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio (0,1 mg/mL) e
fotodocumentado em sistema Eagle Eye Il (Stratagene). Os produtos de PCR foram
diluidos (1:3) e 1 uL dessa diluigédo, juntamente com 9,0 uL da solugdo contendo Tween 20
0,1% e 0,25 uL do padréao de tamanho de alelos (ET Rox 400 ou ET 500R), foi eletroinjetado
em MegaBACE1000 (GE Healthcare).

Dois sistemas multiplex (1 e 2, Tabela 3) foram desenvolvidos para a genotipagem
das amostras de DNA a partir da combinagdo de duas fluorescéncias (FAM ou HEX) e do

tamanho dos alelos de cada loco. Esses sistemas permitiram que em cada poco (de uma
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placa com 96 amostras de DNA) fossem genotipados e analisados, simultaneamente, quatro
locos, em cada sistema, para a mesma amostra de DNA.
Tabela 3. Sistemas Multiplex utilizado para a genotipagem dos individuos de Brachyplatystoma

rousseauxii amostrados nas 13 localidades da Amazobnia, desenvolvidos a partir da combinacéo do
tamanho dos alelos (pb) e das fluorescéncias FAM e HEX.

Multiplex Locos Tamanho (pb) Fluoréscencia

1 BR45 222 - 242 FAM
BR37 323 - 353 FAM
BR47 129 - 135 HEX
BR51 287- 303 HEX
2 BR7 106 -126 FAM
BR41 237- 243 FAM
BR46 145 - 149 HEX
BR49 311- 329 HEX

pb = variagdo do tamanho dos alelos em pares de bases.

2.4.2. Estimativa do tamanho dos alelos, tratamento e montagem do banco de

dados de genotipagem

O tamanho dos alelos (em pb) foi estimado e editado com o auxilio do programa
FRAGMENT PROFILER 1.2 (GE Healthcare) usando o padrdo de genotipagem ET-400
ROX (GE Healthcare). A partir da matriz de dados final, contendo o gendtipo de todos os
individuos amostrados nas 13 localidades, Individuos idénticos e diferencas de tamanhos
entre os alelos em cada gendtipo foram checados com o auxilio do programa MSTOOLS
(Park, 2001). Foram excluidos 18 pb do tamanho de cada alelo (correspondente ao tamanho
do primer/cauda de M13 fluorescente usado na PCR) conforme sugerido por Schuelke
(2000). A ocorréncia de artefatos técnicos como alelos nulos, stutters (“picos/bandas de
gaguejos”) e large dropout nos alelos foram checados com o auxilio do programa MICRO-
CHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004) em cada populacdo e em cada loco. Os
programas COVERT 1.31 (Glaubitz, 2004), FORMATOMATIC 0.8.1 (Manoukis, 2007) e
PGDSPIDER 1.0.1.5 (Anbnimos, 2009) foram utilizados na geracdo e conversdo dos
diferentes arquivos de entrada, utilizados nos diferentes programas e andlises descritas a

seguir.
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2.4.3. Analises estatisticas de genética intrapopulacional

Foram calculados o numero de alelos (A), a heterozigosidade observada (H.) e
esperada (He), o coeficiente de endogamia (Fis) (probabilidade de dois alelos serem
diferentes por descendéncia em um individuo) para cada loco em cada localidade, com o
programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005). O nimero de alelos exclusivos (presente
em apenas um local) em cada localidade e o Contetdo de Polimorfismo Informativo (PIC)
(Botstein et al., 1980) para cada loco foi estimado com o programa GENALEX 6.2 (Peakall e
Smouse, 2006). A riqueza alélica (Ar), 0 nimero total de alelos (Ar), a média da diversidade
génica e das diferencas par a par e o teste de desvio do Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) (100000 interagdes) foram calculados entre os individuos de B. rousseauxii de cada
localidade, com o programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005). O desequilibrio de
ligacdo (DL) foi calculado com o auxilio do programa FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2001). Os
niveis de significAncia estatisticos foram ajustados através da correcdo segiencial de
Bonferroni para os testes de EHW e DL (Rice, 1989).

A homogeneidade nos valores de heterozigosidade observada (Ho) estimada, para
as 13 localidades com os oito locos, foi verificada por intermédio de uma Analise de

Variancia (ANOVA) realizada com o auxilio do programa PAST 1.82b (Hammer et al.,
2001).

2.4.4. Estrutura populacional, correlacdo entre distancia geogréfica, fluxo

génico e distancia genética

A fim de verificar a existéncia de estrutura genética entre as localidades amostradas
foi obtida uma matriz com os valores de Fst (Wright, 1951) par a par (entre cada duas
localidades) com o auxilio do programa GENEPOP 4.0 (Raymond e Rousset, 1995).

A analise de variancia molecular (AMOVA) (Michalakis e Excoffier, 1996) foi
realizada para verificar o grau de diferenciacdo genética entre as localidades amostradas a
partir de distancia genética euclideana estimada a partir dos valores de Fsr. que assume o
modelo de alelos infinitos (IAM). Esse modelo, ao invés do modelo de mutacdo gradual em
passos (Stepwise Mutation Model, SMM) Rsr, (Slatkin, 1995), é preferencialmente utilizado
na AMOVA quando menos de que 20 locos sdo analisados (Gaggiotti et al., 1999). A
significancia estatistica das andlises foi testada, utilizando intervalos de confianca de 95% e
10000 replicacdes, e os valores de probabilidade, estimados entre cada duas localidades,
ajustados com a corre¢éo de Bonferroni (P = 0,05/nimero de combinacgdes) (Rice, 1989).

A correlacdo entre a distancia genética, inferida a partir da distancia euclidiana

(baseada nos valores de Fsr) e a distancia geogréafica foi verificada a partir do teste de
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Mantel (Mantel, 1967) com 10000 permutacdes. A AMOVA e o teste de Mantel foram
realizados com o auxilio do programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005).

O numero de possiveis populagbes (K) geneticamente homogéneas (estoques
genéticos diferentes) foi estimado a partir de uma analise bayesiana implementada no
programa STRUCTURE 2.3.1 (Pritchard et al., 2000). Esse programa atribui individuos a um
namero K de populagbes assumindo equilibrio de Hardy Weinberg e auséncia de
desequilibrio de Ligacado entre os locos analisados dentro de cada populacdo. Foi usado o
modelo de mistura (admixture model), que assume que cada individuo pode ter ancestrais
oriundos de mais de uma populacédo, e frequéncia alélicas correlacionadas, favorecendo a
melhor identificacdo de popula¢gbes sub-estruturadas (Falush et al., 2003). Foram realizadas
10 corridas (réplicas) independentes para cada valor de K variando entre um a 13 com
valores de corte (burnin) de 100.000 permutacdes e 1.000.000 simulacdes em cadeias de
Monte Carlo (MCMC). O numero de populacdes esperado é o valor de K maximo estimado
pelo modelo log-likelihood (log (P(X/K)) (Falush et al., 2003) e pelo método proposto por
Evanno et al. (2005) realizado com com o auxilio da programa STRUCTURE HARVESTER
0.56.3 (Earl, 2009) disponivel no sitio http://taylorO.biology.ucla.edu/struct_harvest/. Foi
analisada também a propor¢cdo média de atribuicdo (Q) das localidades dentro de cada
cluster (K) inferido pelo programa. A analise envolvendo o programa STRUCTURE foi
realizada utilizando os recursos do sitio BioHPC na internet da unidade de servico de
biologia computacional da Universidade de Cornell (http://cbsuapps.tc.cornell.edu/index.
aspx).

As taxas de migracao (fluxo génico) foram estimadas de forma linear a partir dos
valores de Fst, em nimero de migrantes por geracdo (Nm) onde Nm= Y=(1- Fs7)/(2Fst), cOm
0 auxilio do programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005).

2.4.5. Analise de simula¢cdo do comportamento filopatrico (homing)

O comportamento filopatrico (homing) foi testado utilizando os oito locos
microssatélites considerando a mesma premissa descrita para o marcador de sequéncia
nucleotidica (regido controle). Sendo assim, o homing existe se individuos de dourada de
uma determinada &rea de reproducédo (tributéarios) forem geneticamente mais relacionados
entre si de que com individuos de outra area (s) reprodutiva (s). Nesse caso a divergéncia
genética deve ser menor do que a esperada por mero acaso, se os individuos estiverem
aleatoriamente adentrando aos diferentes tributarios do Solimées/Amazonas.

Foi calculado Fis, Ris € A, (equivalente a variagdo de tamanho dos alelos em pb) para
cada uma das 13 localidades e realizada 10000 re-amostragens sem substituicdo, no intuito

de gerar 13 novas populacdes com o mesmo tamanho da populagéo original, para as quais


http://cbsuapps.tc.cornell.edu/index.%20aspx
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foram novamente calculados os mesmos parametros inicias (Fis, Ris € A,). Valores médios
desses parametros foram calculados e sua significancia corrigida por Bonferroni (Rice,
1989). A tendéncia desses valores serem menor foi testada com o teste t pareado (P<0,05).
Em filopatria, espera-se de um modo geral, que as localidades (especialmente dos
tributarios) ndo tenham uma amostragem aleatdria e que os valores de Fis, Ris € A, dessas
localidades sejam menores, apds a simulacao das 1000 re-amostragens, comparado com 0
calculado inicialmente. Por estarem localizadas no mesmo tributario, as localidades do rio
Madeira e Porto Maldonado foram consideradas como um Unico local. Essa analise foi

realizada com o auxilio do programa R 2.9.0 (http://www.r-project.org/).

2.4.6. Analise de estoque relacionado (Mixstock analyses)

A analise de estoque relacionado (Mixstock analyses) também foi realizada com os
dados de microssatélites, envolvendo os genétipos encontrados entre os 483 individuos,
com 0s mesmos propoésitos descritos na mesma analise utilizando a regido controle no item
2.3.4. Na andlise, foi utilizado o algoritmo da cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC),
juntamente com uma abordagem hierarquica bayesiana (do tipo many to many) (Bolker et
al., 2007) e realizada com o auxilio do programa MIXSTOCK PACKAGE do programa R
(Bolker, 2009).
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3. RESULTADOS
3.1. Regi&o controle do DNA mitocondrial

3.1.1. Analise geral da diversidade molecular em Brachyplatystoma rousseauxii

A regido controle dos 652 individuos de B. rousseauxii totalizou 911 bp, sendo que
ndo foi necessario introduzir nenhum evento de inser¢éo ou delecdo (indels) na matriz de
dados para o alinhamento das sequéncias de DNA. Foram observados 301 hapl6tipos (H)
(2,17 individuos/H) (alinhamento no APENDICE B) e 240 hapl6tipos Unicos (Hu) entre os
652 individuos de dourada amostrados. Foram obtidos 777 sitios constantes, 134 sitios
polimérficos (S), 96 sitios informativos e um numero total de 150 mutagdes (ETA) (1,12
mutacao/sitio polimorfico) sendo 127 transicdes e 23 transversoes.

A diversidade haplotipica (HD) média foi igual a 0,979 + 0,002, diversidade
nucleotidica (Pi) de 0,0089 + 0,005 e a distancia média nucleotidica par a par (K) igual a
8,079 + 3,760. A média da composicao de bases nucleotidicas foi calculada e corrigida com
0 modelo de evolucdo HKY+I+G (Hasegawa et al., 1985), indicado pelo programa
MODELTEST 3.7 (Posada e Crandall, 1998). Foi estimada a proporcao de 31,53% para
Adenina, 20,33% para Citosina, 15,29% para Guanina e 32,84% para Timina e a taxa de
transicao/transversao (ts/tv) foi de 11,93.

Considerando-se o pequeno tamanho amostral do rio Tapajés (n=5), a menos que
seja explicitamente indicado, esta localidade foi excluida da maioria dos relatos dos

resultados a seguir.

3.1.2. Analise e distribuicdo de haplétipos de Brachyplatystoma rousseauxii

Foram encontrados 301 hapl6tipos entre os 652 individuos analisados. Dentre estes,
foram observados 240 haplétipos Unicos e 53 haplétipos (entre os 61 com freqiiéncia igual
ou maior de que 2) compartilhados em mais de que duas localidades. A freqUéncia absoluta
dos 301 haplétipos variou entre um (nos 240 haplétipos Unicos) a 60 (H24). O haplétipo mais
fregiente (H24) foi compartilhado entre a maioria das localidades, exceto rio Tapajos e
Porto Maldonado. Em Manaus e Pucallpa esse haplétipo ocorreu em maior freqiiéncia (N=8
nas duas localidades) e em menor frequéncia em Santarém e no rio I¢4 (N=1). O segundo
haplétipo mais frequente (H27, N= 41) foi encontrado em 11 das 15 localidades amostradas,
nao sendo encontrado em Pucallpa e nos rios Tapajos, Jurua e Japura. A maior freqiéncia
desse haplétipo ocorreu em Tabatinga (N=9) e a menor em Porto Maldonado ( N=1). O
estuario € a localidade que congrega o maior numero de haplétipos compartilhados (20 dos

53 haplotipos) em relacdo as demais localidades (APENDICE C).
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O percentual dos haplétipos compartihados de B. rousseauxii entre as 15
localidades variou entre 4,11% (entre os rios Japurd e Jurud) a 15,79% (Entre o Manaus e
Pucallpa) (Tabela 4). Os tributarios da margem direita (rios Branco, Ica e Japurd)
apresentaram os menores valores percentuais de compartilhamento. De uma forma geral,
essa distribuicéo € relativamente homogénea na bacia Amazonica.

Haplétipos unicos (Hu) foram encontrados em 14 das 15 localidades amostradas. O
rio Jurua e Porto Maldonado apresentaram os menores valores (Hu=11) e o rio Branco os
maiores (Hu=27). Nao foi encontrado nenhum haplétipo Unico no rio Tapajos, provavelmente
em funcdo do tamanho amostral reduzido (N=5) (Tabela 5). O maior percentual de
haplétipos unicos (55,83%) foi observado nos tributérios (N = 322) enquanto as localidades
situadas na calha (eixo EAS) reuniram 44,17% (N=330). O percentual dos haplétipos Unicos
encontrados em cada local da calha variou entre 8,33% no estuéario e 5% em Pucallpa. Entre
os tributarios, os da margem esquerda (rios Branco, Japurd e I¢4) reuniram o maior
percentual (31,25%), encontrados em 138 individuos, enquanto que os tributarios da
margem direita (Porto Maldonado com rio Madeira e rios Purus e Jurua) os menores 24,58%
em 184 exemplares amostrados (Tabela 5 e APENDICE C).

Tabela 4. Percentual (%) de haplétipos da regido controle (DNAmt) de Brachyplatystoma rousseauxii
compartilhados entre as 15 localidades amostradas e distribuidas ha Amazénia brasileira e peruana.
Em destaque, os menores e maiores valores de compartilhamento encontrados.

Localidades
ES SA TP MD PM MA RB PU TE JA JU IC TA 1Q
AS 12,86

TP 2,22 3,03

MD 12,35 10,14 2,27

PM 7,69 11,32 0,00 10,94

MA 12,86 12,07 0,00 11,59 9,43

RB 8,54 11,43 4,44 6,17 7,69 10,00

PU 14,08 13,56 2,94 10,00 9,26 13,56 11,27

TE 12,16 12,90 2,70 8,22 8,77 11,29 10,81 11,11

JA 7,79 923 250 526 667 6,15 7,79 10,61 10,14

JUu 11,11 11,67 286 845 545 833 8,33 9,84 9,38 4,48

IC 10,26 10,61 4,88 6,49 492 9,09 641 7,46 11,43 4,11 7,35

TA 13,33 14,29 2,63 9,46 12,07 12,70 9,33 12,50 8,96 7,14 10,77 9,86

IQ 14,29 13,85 2,50 11,84 8,33 13,85 9,09 12,12 10,14 556 11,94 10,96 14,29
PC 14,49 12,28 0,00 5,88 7,69 1579 8,70 8,62 8,20 6,25 847 6,15 8,06 7,81

ES - Estuério, SA - Santarém, TP - ri'o Tapajos, MD - rio Madeira, PM - Porto Maldonado; MA: Manaus, RB — rio
Branco, PU —rio Purus, TE — Tefé, JA —rio Japura, JU - rio Jurud, IC —rio Ica, TA — Tabatinga e IQ — Iquitos.
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3.1.3. Anélise da diversidade genética de Brachyplatystoma rousseauxii

Entre as localidades da calha principal, a dourada amostrada no estuario apresentou
as maiores estimativas para todos os indices de diversidade molecular, com excecao do
percentual de haplétipos Unicos compartilhados, enquanto a de Iquitos apresentou as
menores estimativas de K (7,272 + 3,459) e Pi (0,0080 + 0,004). Entre as 15 localidades, foi
observado no estuario o maior nimero de sitios polimérficos (S=59), niumero total de
mutacdes (ETA=61) e numero de mutacgdes restritas (Mr=9). A maior razdo entre o nUmero
de haplétipos e o tamanho amostral foi observado nos rios Japuréa e Ica (H/N=0,9) e a menor
em Porto Maldonado e Tabatinga (H/N=0,6). No rio Japura também foi observado o maior
percentual de haploétipos Unicos em relagdo ao numero de haplétipos (%Hu=69,4) e no rio
Jurua o menor (%Hu=35,5) (Tabela 5).

B. rousseauxii do rio Purus e de Porto Maldonado, apresentaram o menor nimero
total de mutacbes (ETA=43). Niveis altos e relativamente homogéneos de diversidade
haplotipica (HD), (acima de 0,945) foram obtidos para a dourada nas diferentes localidades
amostradas, sendo que a maior diversidade haplotipica (HD=0,990 + 0,009) foi obtida no rio
IcA (margem esquerda), onde também foram encontrados 0s maiores niveis da média das
diferencas par a par (K= 9,210 £ 4,318) e de diversidade nucleotidica (Pi=0,0101 £ 0,005).

A menor diversidade haplotipica foi observada em Manaus (HD=0,945 + 0,024) e 0
rio Branco (também margem esquerda) apresentou a menor média das diferencas par a par
(K= 7,176 £ 3,417) e os menores niveis de diversidade nucleotidica (Pi = 0,0079 + 0,004 )
(Tabela 5).

3.1.1. Andlise da distribuicdo da diversidade genética (AMOVA) em

Brachyplatystoma rousseauxii

A analise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada para verificar como a
diversidade genética esta distribuida a partir da estimativa da variagdo genética dentro e
entre as localidades. Em um primeiro momento (analise 1, Tabela 6) foi realizada a analise
entre as 15 localidades, em um Unico grupo hierarquico, no intuito de verificar os niveis de
diferenciagdo genética entre todos os locais amostrados. Considerando-se que valores de
Fst (andlogo ao ¢st) para diferenciacdo genética entre as populagbes (chamadas de
localidades nesse estudo) entre 0,00 e 0,05 indicam baixa diferenciacdo genética, valores
entre 0,05 e 0,15 indicam diferenciacdo intermediaria, valores entre 0,15 a 0,20 indicam alta
diferenciacdo genética e valores acima de 0,25 indicam forte diferenciagdo (Wright, 1978),
foi observada uma baixa diferenciagdo genética (¢sr = 0,011; P=0,001) nesse nivel

hierarquico, sendo que 1,06% da variabilidade genética foi encontrada entre as localidades.



Tabela 5. Parametros de diversidade genética da Brachyplatystoma rousseauxii, amostrada em 15 localidades da Amazdnia, a partir da analise da regido
controle (DNAmt). N: ndmero de individuos seqiienciados; H: ndmero de hapldtipos; Hu: nimero de haplotipos Unicos; H/N: razdo entre o nimero de
haplétipos e o numero de individuos; %Hu: percentual do nimero de haplétipos Unicos em relacdo ao ndmero de haplotipos; S: ndmero de sitios
polimorficos; ETA: ndmero total de mutacdes; MR: mutaces restritas; HD: diversidade haplotipica K: média das diferencas nucleotidicas par a par; Pi:
diversidade nucleotidica; D: teste de neutralidade de Tajma (D); Fs: testes de Fu (Fs) e Hri: indice de Raggedness (estimativa de expansao demogréfica e

distribuicdo mismatch). Em destaque, os menores e maiores valores obtidos, excetuando os obtidos para o rio Tapajos.

D Fs

Localidade N H HN Hu %Hu S ETA Mg HD K Pi (Tajima)  (Fu) Hri (P)
Estuério 54 41 08 20 488 59 61 9 0,987 +0,007 8,773+4,111 0,0096 + 0,005 -1,112  -24,65* 0,004 (0,950)**
Santarém 40 29 0,7 14 483 41 44 1 0,967+0,019 8,160+ 3,867 0,0089 + 0,005 -0,54 -13,82* 0,006 (0,936)
Rio Tapajés 5 4 08 0 0 16 16 0 0,900+0,161 7,400+4,171 0,0081 * 0,005 -0,267 1,12 1,070 (0,113)
Rio Madeira 54 40 0,7 23 575 52 54 4 0,980+0,009 8,404+3,951 0,0092 + 0,005 -0,902  -24,48* 0,006 (0,738)
Porto Maldonado 43 24 0,6 11 458 42 43 4 0952+0,016 7,847 +3,724 0,0086 + 0,005 -0,668 -6,25* 0,015 (0,203)
Manaus 43 29 0,7 13 448 54 57 2 0945%0,024 7,694+ 3,657 0,0085 + 0,005 -1,357  -13,12* 0,014 (0,432)
Rio Branco 54 41 08 27 659 47 50 2 0979+0,010 7,176 +3,417 0,0079 + 0,004 -1,036  -25,02* 0,005 (0,960)**
Rio Purus 42 30 0,7 14 46,7 42 43 3 0,99+0,017 7,715+3,668 0,0085 * 0,005 -0,734  -15,28* 0,014 (0,315)
Tefé 45 33 0,7 15 455 44 47 2 0,983+0,009 8,167 +3,860 0,0090 £ 0,005 -0,655  -18,10* 0,008 (0,723)
Rio Japura 41 36 09 25 694 43 45 5 0,993+0,008 8,670+4,087 0,0095 =+ 0,005 -0,483  -24,72* 0,008 (0,629)
Rio Jurua 40 31 08 11 355 43 45 2 0,986 0,009 8,182+3,876 0,0090 £ 0,005 -0,673  -17,50* 0,016 (0,251)
Rio Icé 43 37 09 23 622 54 56 3 0,990+0,009 9,210+4,318 0,0101 + 0,005 -0,927  -24,53* 0,010 (0,313)
Tabatinga 54 34 06 18 52,9 46 48 2 0,955+0,017 7,560+ 3,583 0,0083 * 0,004 -0,854  -16,77* 0,009 (0,724)
Iquitos 54 36 0,7 14 389 45 46 0 0,977+0,010 7,272+3,459 0,0080 % 0,004 -0,895  -20,98* 0,011 (0,501)
Pucallpa 40 28 0,7 12 429 43 45 2 0,954 +0,023 7,377 £3,523 0,0081 + 0,004 -0,955  -13,53* 0,007 (0,890)

* Valores significativos (P<0,05); * * Valores significativos (P>0,95)



Na segunda analise (Analise 2, Tabela 6), retirou-se as localidades dos tributérios
para se verificar os valores da AMOVA associados somente a calha do sistema EAS
(Estuério, Santarém, Manaus, Tefé, Tabatinga, Iquitos e Pucallpa) e foi observada
diferenciacdo genética significativa, ainda que baixa, (¢st = 0,008; P=0,046).

Face a esses resultados, foram retiradas da andlise as localidades com indicios de
diferenciagdo genética, a fim de verificar quais delas estavam resultando na estruturacéo
detectada na AMOVA global da analise 1 (Tabela 6). Considerando que nenhum valor de ¢sr
par a par (dados ndo mostrados) foi significativo nessa andlise ap6s a correcdo de
Bonferroni (Rice, 1989), o critério foi retirar as localidades que apresentaram valores de
probabilidade entre 0,005 a 0,017, apés ranqueados. Ou seja, a auséncia de estrutura
genética (¢sr=0,005; P=0,069) encontrada na andalise 3 demonstra que a estrutura
encontrada na AMOVA global da analise 1 estava associada justamente aos quatro locais
da andlise 4. Ainda que em niveis baixos, estrutura genética significativa foi encontrada
entre essas quatro localidades (rio Tapajos, rio Madeira, Porto Maldonado e rio Japurd)
(¢st= 0,028; P=0,005; Analise 4, Tabela 6). Foi observado também que 2,81% da
diversidade genética encontra-se entre as localidades. A partir das comparacdes par a par
(dados ndo mostrados) dessa analise, estrutura significativa foi encontrada entre os rios
Madeira e Japura (¢st =0.035; P=0,0077), apos corre¢éo de bonferroni (P< 0,008).

Por outro lado, a AMOVA global ndo revelou diferenciacdo genética significativa
entre os grupos usados nas andlises 3 e 4, quando comparados entre si, na analise 5 (¢st=
0,004; P=0,098) (Tabela 6). Foi observada uma baixa diferenciacdo significativa entre as
localidades dentro dos grupos (¢sc=0,009; P=0,003), encontrada na analise 4.

Diferenciacdo genética significativa também foi observada entre o estuario, Manaus e
Tabatinga, a partir de um tamanho amostral maior (ES=54, MA=43 e TA=54) (andlise 6,
Tabela 6), corroborando os resultados obtidos por Batista (2001) e Batista e Alves-Gomes
(2006) a partir de um tamanho amostral menor (15 individuos de cada uma das trés
localidades).

De uma forma geral, foi observado que 98,9% da variabilidade genética da dourada

esta distribuida dentro das localidades amostradas.
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3.1.4. Analise de correlacdo entre a distancia genética e distancia geogréfica
(teste de Mantel) em Brachyplatystoma rousseauxii

Nao houve correlacdo genética significativa entre a distancia genética (baseada nos
valores de Fsr) estimada para a dourada e a distancia geografica entre as localidades
amostradas, revelada pelo teste de Mantel [coeficiente de correlagdo (r)= -0,095267, P=
0,0701)].

3.1.5. Distancia genética e fluxo génico em Brachyplatystoma rousseauxii

Valores relativamente homogéneos da média da distancia genética (corrigida com o
modelo HKY+I+G) foram obtidos entre os exemplares de dourada dentro e entre as
localidades amostradas (Tabela 7). A média da distancia genética, estimada dentro das
localidades, variou entre 0,89% (+0,43), entre os individuos coletados em rio Branco, a
1,17% (£0,49), observada entre os individuos do rio Ica, enquanto que a estimada entre as
localidades variou entre 0,90% (+0,47), entre Iquitos e Pucallpa, a 1,15% (£0,49), entre rio
Ica e rio Japura.

As taxas de fluxo génico (taxas de migracdo), em valores de Nm (onde N é o
tamanho efetivo da populacdo de fémeas e m € a taxa de mutagdo/sitio por geracao)
estimada a partir dos valores de Fsr par-a-par com o auxilio do programa ARLEQUIN 3.11
(Excoffier et al., 2005), variou de 11,34, entre os exemplares de dourada coletadas em
Manaus e no rio Japura, a 8441,38 entre as amostradas no Estuario e rio Branco. A
referéncia “inf” entre varias estimativas par-a-par, refletem as altas taxas de fluxo génico que
tendem ao infinito. Dessa forma, taxas relativamente altas de fluxo génico foram obtidas

para a dourada ente as 15 localidades amostradas (Tabela 8).

3.1.1. Analise de simulagcdo do comportamento filopatrico

Nao foram observados valores significativamente menores de distancia média e
maxima iniciais, comparados com os valores médios, os obtidos com 95% de corte e com a
correcdo de bonferroni (Tabela 9). Portanto, com os dados obtidos (regido controle) e com a
amostragem analisada, néo é possivel rejeitar a hipétese da “escolha aleatéria” do rio para
se reproduzir feita por individuos de dourada em sua migragdo reprodutiva. Tendéncias
significativas ao comportamento filopatrico ndo foram observadas tanto com a distancia

média quanto para as distancias média (teste-t, P= 0,372) e maxima (teste-t, P=0,407).



Tabela 6. Particdo da variabilidade genética de Brachyplatystoma rousseauxii, estimada a partir da frequéncia e distribuicdo dos 301 haplétipos (regiao
controle do DNAmt), distribuida em 15 localidades da Amazbnia brasileira e peruana. Porcentagem da variancia molecular (%) e estimativa da probabilidade

estatistica (P) para sete grupos alternativos em seis niveis hierarquicos (andlises) a partir da analise da AMOVA.

Entre as localidades

Andlise Particdo dos grupos Entre os grupos dentro dos grupos Dentro das localidades

Grupo 1 Grupo 2 % P o cr % P (dst/dsc) % P Osr

1 Todas as localidades - - - - 1,06 0,001* 0,011 98,94 - -

ES+SA+MA *
2 +TE+TA+IQ+PC - - - - 0,80 0,046 0,008 99,20 - -
ES+SA+MA+RB+TE+PU

3 + JU+IC+TA+ IQ+PC - - - - 0,51 0,069 0,005 99,49 - -
TP+MD+ * i i

4 PM+JA - - - - 2,81 0,005 0,028 97,19

ES+SA+MA+RB+TE+ TP+MD+ N _ .
5 PU+JU+ICH+TA+ IQ+PC PM+JA 0,35 0,098 0,004 0,93 0,003 dsc= 0,009 98,72 0,002 0,013
6 ES+MA+TA - 1,45 0,041* 0,015 98,55

ES - Estuério, SA - Santarém, TP - rio Tapajés, MD - rio Madeira, PM - Porto Maldonado; MA: Manaus, RB — rio Branco, PU —rio Purus, TE — Tefé, JA —rio Japurd, JU -
rio Jurud, IC — rio Iga, TA — Tabatinga, 1Q — Iquitos e PC - Pucallpa. *Valores significativos (P<0,05); ¢ ct; ¢s1; ¢sc = indices de fixacdo (Weir e Cockerham, 1984)

andlogos as estatisticas F de Wright.
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Tabela 7. Média da distancia genética (%) para a par (corrigida com o modelo HKY+I+G) de Brachyplatystoma rousseauxii estimada entre e dentro das 15
localidades amostradas, distribuidas na Amazonia brasileira e peruana, utilizando a regido controle (DNAmt).

Localidades

ES SA TP MD PM MA RB PU TE JA JuU IC TA 1Q PC

ES 1,11+0,54

SA 1,084+0,52 1,05+0,51

TP 1,04+0,48 1,09+0,45 0,93+0,54

MD 1,12+0,52 1,04+0,52 1,13+0,45 1,06+0,51

PM 1,05+0,50 1,03+0,47 0,99+0,43 1,04+0,47 0,98%0,45

MA 1,07+0,55 1,00+0,53 1,07+0,48 1,02+0,53 1,01+0,50 0,92+0,57

RB 1,00+0,49 0,97+0,47 0,96+0,42 0,99+0,46 0,94+0,43 0,94+0,52 0,89+0,43

PU 1,04+0,50 0,99+0,48 1,03+0,41 1,02+0,48 0,97+0,44 0,97+0,52 0,92+0,45 0,96%0,45

TE 1,06+0,53 1,02+0,49 1,03+0,49 1,06+0,47 1,01+0,46 0,99+0,52 0,95+0,46 0,99+0,47 1,00+0,50

JA  1,10+0,52 1,07+0,49 1,06:+0,47 1,12+0,48 1,05+0,46 1,07+0,52 1,00+0,46 1,04+0,46 1,06+0,49 1,09+0,47

JU 1,06+0,53 1,07+0,48 0,98+0,46 1,09+0,47 1,00+0,47 1,04+0,51 0,95+0,45 1,01+0,46 1,02+0,49 1,07+0,49 0,99+0,46

IC 1,14+0,53 1,10+0,50 1,10+0,50 1,12+0,48 1,09+0,46 1,07+0,52 1,02+0,46 1,07+0,47 1,08+0,49 1,15+0,49 1,09+0,49 1,17+0,49

TA 1,05+0,54 0,98+0,52 1,03+0,49 1,01+0,52 0,99+0,49 0,94+0,56 0,93+0,49 0,95+0,50 0,98+0,51 1,06+0,51 1,02+0,51 1,05+0,51 0,94+0,53

IQ 1,02+0,49 0,98+0,48 1,04+0,37 0,99+0,45 0,96+0,42 0,93+0,51 0,90+0,43 0,94+0,45 0,96+0,45 1,03+0,46 0,99+0,43 1,04+0,45 0,94+0,49 0,90+0,43
PC 1,02+0,53 0,99+0,51 0,98+0,46 1,01+0,49 0,96+0,46 0,94+0,54 0,90+0,48 0,94+0,49 0,96+0,50 1,03+0,50 0,97+0,49 1,04+0,49 0,94+0,52 0,90+0,47 0,93+0,50

ES - Estuéario, SA - Santarém, TP - rio Tapajos, MD - rio Madeira, PM - Porto Maldonado; MA: Manaus, RB — rio Branco, PU — rio Purus, TE — Tefé, JA —rio Japura, JU - rio
Jurud, IC —rio I¢4, TA — Tabatinga e 1Q — lquitos. Valores em (%).
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Tabela 8. Fluxo génico (par a par) estimado entre as 15 localidades amostradas para Brachyplatystoma rousseauxii, a partir dos valores de Nm (nimero de

migrantes por geragdo baseado nos valores de Fgr), utilizando a regido controle (DNAmt) como marcador molecular.

Localidades
Estuario  Santarém RI(? RIO_ Porto Manaus Rio Rio Tefé Rio Rio Rio Tabatinga Iquitos
Tapaj6os Madeira Maldonado Branco Purus Japura Jurua Icé
Santarém 29,86
Rio Tapajos 81,15 4,95
Rio Madeira 18,92  1293,11 4,62
Porto Maldonado 96,18 17,28 13,93 25,85
Manaus 17,92 105,18 4,01 67,29 11,90
Rio Branco 8441,38 34,94 8,04 24,26 60,37 41,08
Rio Purus 73,74 inf 581 100,75 89,08 99,45 inf
Tefé inf 194,61 12,30 37,34 43,23 170,68 inf inf
Rio Japura 469,37 32,51 15,80 13,83 27,09 11,34 34,94 54,63 83,70
Rio Jurua inf 32,18 10,42 40,61 inf 21,92 inf 115,89 inf 35,36
Rio Ica inf 137,03 20,60 73,76 39,18 98,23 inf 262,04 inf 38,23 inf
Tabatinga 22,13 inf 5,21 57,75 14,68 inf 39,91 138,02 144,19 12,35 24,63 235,67
Iquitos 33,63 28,72 3,62 32,75 20,32 114,54 64,65 57,55 132,72 15,15 57,34 42,15 23,47
Pucallpa 165,68 22,26 7,87 22,28 42,68 195,23 inf 124,20 inf 24,83 419,93 374,77 37,09 inf

Inf: refere-se a taxas de fluxo génico que tendem ao infinito.



Tabela 9. Valores de distancia genética média e Maxima obtida para Brachyplatystoma
rousseauxii, amostrada em 14 localidades distribuidas na Amaz6nia brasileira e peruana, antes
(inicial) e depois da andlise de simulacdo (média, com 95% de corte e com corre¢do de
Bonferroni) realizada para verificar a existéncia de comportamento filopatrico.

Localidades Distancia média Distancia maxima

Inicial média 95% CB Inicial média 95% CB
Estuério 0,010 0,009 0,008 0,008 0,025 0,021 0,018 0,008
Santarém 0,009 0,009 0,008 0,007 0,020 0,020 0,017 0,007
rio Madeira 0,009 0,009 0,008 0,008 0,020 0,021 0,018 0,008
Porto Maldonado 0,009 0,009 0,008 0,007 0,019 0,020 0,017 0,007
Manaus 0,009 0,009 0,008 0,007 0,026 0,020 0,017 0,007
rio Branco 0,008 0,009 0,008 0,008 0,018 0,021 0,018 0,008
rio Purus 0,009 0,009 0,008 0,007 0,020 0,020 0,017 0,007
Tefé 0,009 0,009 0,008 0,007 0,019 0,020 0,017 0,007
rio Japura 0,010 0,009 0,008 0,007 0,021 0,020 0,017 0,007
rio Juruéa 0,009 0,009 0,008 0,007 0,019 0,020 0,017 0,007
rio Iga 0,010 0,009 0,008 0,007 0,020 0,020 0,017 0,007
Tabatinga 0,008 0,009 0,008 0,008 0,024 0,021 0,018 0,008
Iquitos 0,008 0,009 0,008 0,008 0,017 0,021 0,018 0,008
Pucallpa 0,008 0,009 0,008 0,007 0,021 0,020 0,017 0,007

3.1.2. Analise de estoque relacionado (Mixstock analyses)

A analise de estoques relacionados mostrou que todos os tributarios e demais locais
da calha contribuem aproximadamente de forma similar para o estuario e Santarém, as duas
areas potenciais de criacdo consideradas na analise (Figura 2).

Todavia, aproximadamente 1/3 de todos os haplétipos observados (dados néo
mostrados) nas areas de reproducéo da dourada (tributarios) ndo foram atribuidos as duas

potenciais areas de criacdo (estuario e Santarém).

3.1.3. Andlise de expansédo demogréafica em Brachyplatystoma rousseauxii

O Teste de neutralidade seletiva D de Tajima (Tajima, 1989) nao foi significativo em
nenhuma das 15 localidades amostradas, indicando equilibrio genético com relacdo aos
haplétipos da regiao controle do DNAmt.

Os valores de Fs negativos e significativos (P< 0,05; *Tabela 5) do teste de Fu (Fu,
1997) indicam que a dourada, em todas as localidades amostradas, se encontra em

expansao populacional.
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Os valores baixos obtidos para o indice de Raggedness (Hri) obtidos para a maioria
das localidades amostradas, corroboram os valores de Fs do teste de Fu, de que a dourada
tenha passado por uma expansado populacional recente. Além do padréo grafico unimodal
da distribuicdo mismatch (Figura 3), considerando conjuntamente as 15 localidades
amostradas, também indicar esse cenario, a populacdo pode ter passado por uma expansao
oscilante com altos niveis de migragéo.
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Figura 2. Contribuicdo proporcional de cada uma das 12 localidades para o estuario e Santarém
consideradas na analise de estoque relacionado (Mixstock analyses) como areas de criacdo da
dourada. Estimativas realizadas a partir da freqliéncia absoluta dos haplétipos obtidos com a regido
controle. Circulos sélidos em cada barra representam a média da porcentagem de contribuicdo. As
barras representam 95% de limite de confianca. RB — rio Branco, IC — rio I¢4, IQ — Iquitos, JA — rio
Japurda, JU - rio Jurug, MD - rio Madeira, PM - Porto Maldonado, MA: Manaus, PC — Pucallpa, PU -
rio Purus, TA — Tabatinga e TE — Tefé.
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Figura 3. Padrdo unimodal da distribuicdo da frequéncia das diferencas genéticas par a par,
observada e esperada, obtidas para a regido controle (DNAmt) de Brachyplatystoma rousseauxii

amostrada em 15 localidades da Amaz6nia brasileira e peruana.
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3.2.  Microssatélites

Foi gerada uma matriz de dados, contendo o gendtipo de 483 individuos de B.
rousseauxii, amostrados em 13 localidades (Tabela 1) para oito locos microssatélites, a fim
de realizar as andlises populacionais. A andlise realizada no programa MICRO-CHECKER
2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004), ndo indicou a ocorréncia de alelos nulos, stutters e

dropout de alelos em nenhum dos oito locos.

3.2.1. Diversidade genética em Brachyplatystoma rousseauxii

Foram observados 98 alelos (A), entre os 483 individuos de B. rousseauxii
distribuidos nos oito locos microssatélites, com uma média de 12,3 alelos por loco. O
namero de alelos variou entre sete (BR7) a 17 (BR37) por loco e o tamanho entre 101 a 341
pb. A heterozigosidade esperada (He) variou entre 0,354 (BR41) e 0,827 (BR45), com uma
média de 0,607 por loco, enquanto que a heterozigosidade observada (H,) variou entre
0,346 (BR7) e 0,809 (BR45), apresentando uma média de 0,588 por loco. A média do
Contetdo de Polimorfismo Informativo (PIC) foi de 0,577, sendo que o loco BR45
apresentou o maior indice (0,804) e o BR7 o menor (0,340). Esse loco também apresentou o

maior valor para o coeficiente de endogamia Fs (0,057) (Tabela 10).

Tabela 10. Polimorfismo Informativo (PIC) e o indice de Endogamia (Fs) obtidos para cada um dos
oito locos microssatélites em 483 individuos de Brachyplatystoma rousseauxii, amostrados em 13
localidades. Os valores médios para cada um desses indices também sdo apresentados.

Loco A Tamanho (pb) He Ho PIC Fis

BR7 7 101-125 0,366 0,346 0,340 0,057
BR37 17 303-341 0,730 0,719 0,694 0,018
BR41 10 210-228 0,354 0,363 0,344 -0,015
BR45 14 186-224 0,827 0,809 0,804 0,017
BR46 13 103-123 0,633 0,596 0,587 0,048
BR47 10 103-121 0,515 0,479 0,466 0,048
BR49 14 290-318 0,782 0,779 0,757 0,002
BR51 13 263-293 0,648 0,613 0,623 0,053

Total 98 101-341 0,607 +0, 0,178 0,588 +0,008 0,577 +0,167 0,028 +0,027

Entre os 98 alelos foram observados 19 alelos exclusivos (observado em uma Unica
localidade) distribuidos em sete das 13 localidades amostradas, entre os 483 individuos de

B. rousseauxii. O alelo 127 (BR7), presente no rio Ic&4, mostrou a maior frequéncia (0,045). O
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Rio Madeira apresentou o maior numero de alelos exclusivos (6) e Tefé, Porto Maldonado e
rio Igad o menor nimero (1) (Tabela 11).

Tabela 11. Alelos exclusivos (em pb) e suas freqiéncias (valores entre parénteses) observados em
oito locos microssatélites de Brachyplatystoma rousseauxii em sete das 13 localidades amostradas.

Localidades
Locos Rio Porto Rio Rio Total
Estuario Manaus Tefé )
Madeira Maldonado Japura Ica
BR7 109 (0,045) 1
BR37 335 (0,013) 323 (0,015) 303 (0,012) 3
BR41 210 (0,013) 212 (0,012) 3
214 (0,013)
BR45 204 (0,011) 186 (0,030) 2
BR46 117 (0,013) 1
BRA47 105 (0,015) 119 (0,023) 121 (0,012) 3
BR49 290 (0,013) 3
316 (0,013)
291 (0,013)
BR51 263 (0,011) 291 (0,013) 3
293 (0,013)
Total 2 4 1 6 1 5 1 19

Foi estimado o nimero de alelos, as heterozigosidade observada (H,) e esperada
(He), a probabilidade (P) para o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e o coeficiente
de endogamia (Fis) por loco em cada uma das 13 localidades estudadas (Tabela 12). A
heterozigosidade observada (H,) e esperada variaram entre 0,133 (BR7, nos espécimes
oriundos do rio Jurud) a 0,909 (BR45, na localidade do rio Madeira) e 0,191 a 0,843 nos
mesmos locos e localidades, respectivamente. Os valores de Fis (variaram entre -0,296
(BR46), observado entre os individuos coletados em Porto Maldonado, e 0,410 (BR7) entre
os exemplares do rio Iga.

Desvio de equilibrio de Hardy-Weinberg foi observado em duas (Manaus, rio Japurd)
das 13 localidades amostradas, em um loco em cada local (Tabela 12), ap6s a corregéo de
Bonferroni (P=0,00625) (Rice, 1989). Excesso de heterozigotos no rio Japura e de

homozigotos em Manaus podem justificar esse resultado.
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Tabela 12. indices de diversidade genética obtidos em oito locos microssatélites de Brachyplatystoma rousseauxii amostrada em 13 localidades. N — Nimero
de individuos analisados em cada localidade; A — Numero de alelos; H, - Heterozigosidade observada; H, - Heterozigosidade esperada; Fis — Coeficiente de

endogamia; HWE — Probabilidade do teste de Equilibrio de Hardy Weinberg.

(continua)
Localidades
Locos - . Rio Porto Rio . Rio Rio Rio . .
Estuério Santarém Madeira Maldonado Manaus PUrUS Tefé Japurd Juruad  Ica Tabatinga Iquitos Pucallpa
BR7 N 44 30 40 17 34 33 40 42 15 22 41 41 38
A 4 3 6 3 4 4 3 3 3 6 3 5 4
Ho 0,409 0,467 0,425 0,471 0,265 0,485 0,275 0,262 0,133 0,273 0,244 0,390 0,342
He 0,394 0,418 0,446 0,557 0,350 0,417 0,261 0,236 0,191 0,447 0,301 0,349 0,411
Fis -0,027 -0,100 0,059 0,161 0,258 -0,147 -0,040 -0,097 0,331 0,410 0,193 -0,107 0,180
HWE 0,931 0,809 0,850 0,217 0,093 1,000 0,332 1,000 0,111 0,020 0,041 0,377 0,255
BR37 N 47 32 34 16 38 32 30 43 17 29 45 45 33
A 8 10 5 5 9 7 8 12 6 7 12 10 11
Ho 0,681 0,813 0,735 0,875 0,684 0,719 0,700 0,651 0,765 0,655 0,733 0,733 0,727
He 0,714 0,712 0,707 0,718 0,744 0,731 0,702 0,711 0,758 0,734 0,761 0,734 0,700
Fis 0,048 -0,126 -0,025 -0,228 0,094 0,033 0,020 0,095 -0,010 0,124 0,037 0,001 -0,024
HWE 0,060 0,328 0,144 0,147 0,072 0,089 0,394 0,072 0,914 0,395 0,061 0,574 0,778
BR41 N 46 32 39 21 38 35 42 43 18 36 45 46 39
A 6 5 5 5 8 6 7 5 5 6 5 5 5
Ho 0,326 0,375 0,538 0,238 0,368 0,371 0,405 0,349 0,227 0,444 0,222 0,326 0,410
He 0,362 0,374 0,477 0,298 0,368 0,393 0,371 0,306 0,260 0,424 0,224 0,340 0,354
Fis 0,101 0,012 -0,116 0,225 0,013 0,070 -0,078 -0,130 -0,069 -0,033 0,018 0,052 -0,145
HWE 0,145 0,076 1,000 0,098 0,277 0,318 0,807 1,000 1,000 0,583 0,082 0,214 1,000
BR45 N 47 30 33 19 38 34 42 37 16 35 45 45 35
A 10 9 11 7 9 9 10 8 7 9 10 11 9
Ho 0,809 0,800 0,909 0,737 0,868 0,765 0,786 0,703 0,750 0,800 0,867 0,778 0,886
He 0,801 0,802 0,843 0,821 0,830 0,793 0,828 0,791 0,712 0,840 0,827 0,828 0,804
Fis 0,001 0,019 -0,063 0,105 -0,033 0,051 0,063 0,125 -0,055 0,062 -0,037 0,061 -0,087
HWE 0,911 0,691 0,021 0,062 0,214 0,883 0,323 0,004* 0,203 0,203 0,971 0,356 0,638

*p < 0,006, ap6s correcdo de Bonferroni.
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Tabela 12. indices de diversidade genética obtidos em oito locos microssatélites de Brachyplatystoma rousseauxii amostrada em 13 localidades. N —
Numero de individuos analisados em cada localidade; A — Nimero de alelos; H, - Heterozigosidade observada; H. - Heterozigosidade esperada; Fis —
Coeficiente de endogamia; HWE — Probabilidade do teste de Equilibrio de Hardy Weinberg.

(concluséo)

Locos Localidades
- . Rio Porto Rio . Rio Rio Rio . .
Estuario  Santarém Madeira Maldonado Manaus PUrUS Tefé Japurd Jurua  Ica Tabatinga Iquitos Pucallpa
BR46 N 47 30 37 18 34 35 41 40 14 36 45 38 36
A 4 6 8 6 5 6 4 9 7 7 6 7 7
Ho 0,553 0,567 0,649 0,722 0,441 0,457 0,537 0,575 0,857 0,667 0,511 0,684 0,778
He 0,558 0,640 0,650 0,546 0,621 0,476 0,578 0,708 0,691 0,663 0,609 0,725 0,604
Fis 0,019 0,131 0,015 -0,296 0,303 0,054 0,084 0,190 -0,253 0,009 0,172 0,056 -0,274
HWE 0,265 0,052 0,574 0,062 0,002* 0,136 0,467 0,023 0,987 0,351 0,023 0,056 0,382
BR47 N 47 25 38 22 34 34 42 42 17 36 45 46 38
A 6 5 5 6 6 4 5 6 3 4 5 5 4
Ho 0,383 0,560 0,737 0,364 0,353 0,471 0,429 0,571 0,353 0,361 0,467 0,565 0,500
He 0,410 0,622 0,523 0,604 0,509 0,485 0,595 0,535 0,308 0,354 0,459 0,560 0,468
Fis 0,076 0,119 -0,398 0,403 0,320 0,044 0,291 -0,055 -0,149 -0,007 -0,007 0,001 -0,054
HWE 0,414 0,111 0,043 0,017 0,009 0,200 0,016 0,965 1,000 0,659 0,725 0,775 1,000
BR49 N 44 30 40 21 34 34 39 43 18 36 38 45 35
A 10 9 12 9 9 10 8 9 9 9 9 9 10
Ho 0,818 0,667 0,725 0,905 0,794 0,824 0,692 0,791 0,778 0,750 0,737 0,822 0,829
He 0,781 0,723 0,836 0,838 0,790 0,791 0,771 0,791 0,765 0,684 0,771 0,771 0,721
Fis -0,036 0,095 0,145 -0,056 -0,006 -0,026 0,115 0,001 -0,017 -0,082 0,058 -0,055 -0,135
HWE 0,065 0,191 0,056 0,119 0,696 0,761 0,433 0,021 0,531 0,995 0,446 0,647 0,702
BR51 N 44 32 40 22 38 28 34 43 12 36 31 46 36
A 9 7 10 6 9 6 10 7 6 8 8 7 6
Ho 0,659 0,594 0,575 0,500 0,658 0,536 0,765 0,628 0,583 0,500 0,613 0,630 0,639
He 0,673 0,574 0,610 0,563 0,700 0,513 0,732 0,626 0,649 0,532 0,661 0,707 0,689
Fis 0,032 -0,018 0,070 0,135 0,074 -0,027 -0,030 0,009 0,105 0,075 0,089 0,109 0,087
HWE 0,438 0,131 0,091 0,144 0,073 0,717 0,778 0,292 0,591 0,319 0,618 0,032 0,140

* p < 0,006, ap6s correcdo de Bonferroni.
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Nao foi observado desequilibrio de ligagédo significativo entre nenhuma combinacéo
par a par de locos em nenhuma das 13 localidades amostradas.

Nao foi observada saturacdo no numero de alelos (Figura 4) e correlagdo foi
significativamente positiva entre a heterozigosidade esperada e numero de alelos por
(R*=0,600, P<0,05).
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(XX X _J @ o000 ©
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Figura 4. Correlacdo entre a heterozigosidade esperada e numero de alelos, por loco e por
localidade, obtidos para Brachyplatystoma rousseauxii, utilizando oito locos microssatélites.

Em uma analise geral, envolvendo os oito locos para cada uma das 13 localidades
(Tabela 13), o rio Madeira apresentou 0 maior numero de alelos totais (At=62) e, por
conseguinte a maior riqueza alélica (Ar=7,75), enquanto que o rio Jurud os menores valores
para esses indices (Ar =46 e Ar=5,75). Esse tributario também apresentou as menores
estimativas da diversidade genética média (0,440 £ 0,260), média das diferencas par a par
(3,365 + 1,770) e Iquitos as maiores estimativas (0,579+0,317 e 4,630%2,292,
respectivamente). Em tabatinga foi observada a menor heterozigosidade média observada
(0,549) e em Pucallpa a maior média (0,638), enquanto que a média da heterozigosidade
esperada variou entre 0,541 (rio Jurua) e 0,645 (rio Madeira). Os menores valores
estimados para alguns indices no rio Jurua pode ser em funcdo de seu menor tamanho
amostral em relagdo as demais localidades.

Homogeneidade foi verificada nos valores da média da heterozigosidade observada
entre as 13 localidades (Figura 4) de acordo com os resultados da ANOVA (F= 0,2426;
P=0,9954). A dourada apresentou uma média de diversidade genética de 0,537+0,300 e
baixo coeficiente de endocruzamento (Fs), variando entre -0,178 (no rio Jurua) a 0,056 (em

Manaus), ao analisar os 483 espécimes conjuntamente.
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Tabela 13. indices genéticos obtidos a partir de oito locos microssatélites em Brachyplatystoma
rousseauxii amostrada em 13 localidades distribuidas na Amazénia brasileira e peruana: média do
nuamero de alelos por loco ou riqueza alélica (Ag), diversidade genética média, nimero total de alelos
(Ar), média da heterosigozidade total observada (H,) e esperada (H.) € o coeficiente de endogamia

(Fis)-
Média da o o
) ) ) Média das Média
Localidades N Ar Ar Diversidade ) IS
. diferencas par a par Ho — He
Génica

Estuério 47 57 7,13 0,570 £ 0,313 4,559 + 2,261 0,580 - 0,592 0,019
Santarem 32 54 6,75 0,541 + 0,301 4,334 + 2,545 0,605 -0,619 0,022
Rio Madeira 40 62 7,75 0,563 + 0,311 4,503 + 2,240 0,662 - 0,645 -0,026
Porto Maldonado 22 47 5,88 0,491 £ 0,279 3,930 + 1,841 0,602 - 0,625 0,039
Manaus 38 59 7,38 0,564 + 0,311 4,511 + 2,245 0,558 - 0,622 0,104
Rio Purus 35 52 6,50 0,537 £ 0,298 4,301 + 2,155 0,578 - 0,583 0,009
Tefé 42 55 6,88 0,517 + 0,304 4,135 + 2,078 0,573 - 0,613 0,065
Rio Japura 43 59 7,38 0,548 + 0,303 4,383 + 2,186 0,566 - 0,593 0,046
Rio Jurué 18 46 5,75 0,440 £ 0,260 3,365 + 1,770 0,562 - 0,541 -0,109
Rio Ica 36 56 7,00 0,516 + 0,288 4,130 + 2,080 0,557 - 0,594 0,065
Tabatinga 45 58 7,25 0,530 £ 0,299 4,027 + 2,030 0,549 - 0,582 0,058
Iquitos 46 59 7,38 0,579 £ 0,317 4,630 + 2,292 0,617 - 0,630 0,021
Pucallpa 39 56 7,00 0,509 + 0,284 4,073 £ 2,053 0,638 - 0,603 -0,061
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Figura 5. Distribuicdo das frequéncias de heterozigosidade observada em exemplares de
Brachyplatystoma rousseauxii nas 13 localidades amostradas da Amazédnia brasileira e peruana. ES -
Estuario, SA - Santarém, MD - rio Madeira, PM - Porto Maldonado; MA: Manaus, PU —rio Purus, TE —

Tefé, JA —rio Japurd, JU - rio Jurud, IC —rio Ic4, TA — Tabatinga e 1Q — Iquitos.
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3.2.2. Analise da distribuicdo da diversidade genética (AMOVA) em
Brachyplatystoma rousseauxii

Os valores de Fsr obtidos para B. rousseauxii entre cada par das 13 localidades
amostradas variou entre -0,004, observados entre os rios Purus e Japura e 0,051 entre
Santarém e rio Jurua (Tabela 14). Considerando que valores entre 0,00 e 0,05 indicam baixa
diferenciagdo genética, valores entre 0,05 e 0,15 indicam diferenciacdo intermediaria,
valores entre 0,15 a 0,20 indicam alta diferenciacdo genética e valores acima de 0,25
indicam grande diferenciacdo (Wright, 1951), baixa diferenciacao genética foram observadas
na espécie entre as localidades estudadas, considerando oito locos microssatélites.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada com os oito locos
microssatélites, assim como com a regido controle, para estimar a variacdo genética dentro
e entre as localidades (Tabela 15). Quando as 13 localidades foram analisadas em um Unico
grupo hierarquico (Analise 1, Tabela 15), ndo foi observada diferenciacdo genética
significativa (Fsr = 0,0004; P=0,245), uma vez que apenas 0,04% da variabilidade genética
foi encontrada entre as localidades e 99,96% entre os individuos dentro dessas localidades.

Ao analisar as sete localidades da calha em um Unico nivel hierarquico (analise 2,
Tabela 15), foi observado que a variabilidade genética encontra-se entre as sete
localidades da calha (Estuario, Santarém, Manaus, Tefé e Tabatinga, Iquitos e Pucallpa)
(FST = -0,0008; P= 0,599). De uma forma global, e com os resultados obtidos com os oito
locos microssatelites, verifica-se que ndo houve segregacdo genética significativa entre as
13 localidades onde individuos de B. rousseauxii foram amostrados.

Neste cenario, também n&o houve correlacdo significativa entre a distancia genética
e a distancia geografica (r =0,200; P=0,111) de acordo com o Teste de Mantel (Mantel,
1967) entre as 13 localidades amostradas.

Quando o programa STRUCTURE 2.3.1 (Pritchard et al., 2000) foi utilizado para
estimar o numero de populacdes geneticamente homogéneas (K) entre todos os individuos
amostrados nas 13 localidades, foi observado um cluster (K =1) (Figura 6a) com maior
probabilidade a posteriori (-11960,5). Ainda que o resultado de AK (Evanno et al., 2005)
tenha mostrado trés clusters, os valores de atribuicdo (Q) de cada uma das 13 localidades
foi equivalente em todos os clusters (Tabela 16). Adicionalmente, todos os individuos
amostrados se encontram no centro do triangulo (Figura 6b) (gerado pelo programa
STRUCTURE) e embora as 13 localidades ndo estejam agrupadas em um Unico cluster,
todas elas compartilham o mesmo material genético. Dessa forma, uma Unica populagéo foi

detectada para a dourada amostrada em 13 localidades.
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Tabela 14. Valores de Fsr estimados entre os individuos de Brachyplatystoma rousseauxii de cada duas (par a par) das 13 localidades amostradas,
utilizando oito locos microssatélites. Valores maximos e minimos obtidos em destaque.

Estuario  Santarém “O_ Manaus rio Purus Tefé "o rioJurua riolcad Tabatinga Iquitos Pucallpa
Madeira Japura
Estuario 0,025
Santarém 0,013 0,005
rio Madeira 0,013 0,013 -0,001
Manaus 0,002 0,008 -0,001 0,003
rio Purus 0,006 0,017 0,009 0,005 0,001
Tefé 0,008 0,001 0,003 0,010 -0,002 0,010
rio Japuréa 0,005 0,012 0,005 0,009 -0,004 0,005 0,002
rio Jurua 0,022 0,051 0,036 0,042 0,016 0,020 0,026 0,016
rio Icé 0,002 0,020 0,013 0,014 0,000 0,001 0,014 0,004 0,014
Tabatinga 0,008 0,014 0,008 0,007 -0,003 0,004 0,007 0,002 0,017 0,003
Iquitos 0,006 0,003 0,000 0,008 -0,002 0,009 -0,003 -0,002 0,024 0,008 0,000

Pucallpa 0,004 0,008 0,008 0,007 0,001 0,004 -0,001 0,004 0,017 0,004 -0,001 -0,003
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Tabela 15. Andlise de varidncia molecular (AMOVA) em Brachyplatystoma rousseauxii, a partir de
distancia euclidiana estimada com os valores de Fst, utilizando oito locos microssatélites, em 13
localidades distribuidas na Amazo6nia brasileira e peruana.

Particdo dos entre as dentro das
Anédlise grupos localidades localidades P Fst
Grupo % %
Todas as
1 ) 0,04 99,96 0,245 0,0004
localidades
ES+SA+MA+
2 -0,08 100,08 0,599 -0,0008

TE+TA+IQ+PC

Porcentagem da variancia molecular (%) e estimativa da probabilidade estatistica (P) e dos valores de Fsr.
ES - Estuario, SA — Santarém, MA — Manaus, TE — Tefé, TA — Tabatinga, 1Q — Iquitos e PC — Pucallpa.
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Figura 6. Uma unica populacdo (K=1 cluster) estimada para Brachyplatystoma rousseauxii,
amostrada em 13 localidades a partir de inferéncia Bayesiana implementado no programa
STRUCTURE, para K variando entre 1 a 13. 6a - Valores da probabilidade a posteriori ha vertical e na
horizontal os nimeros de agrupamentos (K) possiveis. 6b — Triangulo indicando que todos os
individuos se encontram no centro.

As taxas de fluxo génico (taxas de migracdo), em valores de Nm (onde N € o
tamanho efetivo da populacdo de fémeas e m € a taxa de mutacdo/sitio por geracao)
estimada a partir dos valores de Fst par-a-par com o auxilio do programa ARLEQUIN 3.11
(Excoffier et al., 2005), variou de 17,80 entre os exemplares de dourada coletados no
estuario e em Santarém, a 2359,30 entre as amostradas em Pucallpa e rio Purus. A
referéncia “inf” entre varias estimativas par-a-par, refletem as altas taxas de fluxo génico que
tendem ao infinito. Dessa forma, em consonancia com os dados de sequéncias de DNA
(Tabela 8), taxas relativamente altas de fluxo génico também foram obtidas para a dourada

entre as 13 localidades amostradas, utilizando os oito locos microssatélites (Tabela 18).
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Tabela 16. Valores de atribuicdo (Q) dos exemplares de Brachyplatystoma rousseauxii de cada
localidade em cada um dos trés clusters estimado por AK (Evanno et al., 2005). Os valores de
atribuicdo (Q) de cada uma das 13 localidades foram equivalentes em todos os clusters sendo que
todas as localidades compartilham o mesmo material genético.

Clusters/Grupos

Localidades Tamanho amostral
1 2 3

Estuério 0,336 0,336 0,328 47
Santarém 0,334 0,336 0,330 32
Rio Madeira 0,328 0,328 0,344 40
Porto Maldonado 0,331 0,330 0,339 22
Manaus 0,334 0,332 0,334 38
Rio Purus 0,338 0,336 0,326 35
Tefé 0,333 0,335 0,332 42
Rio Japura 0,334 0,335 0,331 43
Rio Jurua 0,339 0,338 0,323 18
Rio Ica 0,334 0,334 0,332 36
Tabatinga 0,338 0,337 0,325 45
Iquitos 0,331 0,332 0,337 46
Pucallpa 0,336 0,337 0,327 39

Tabela 17. Fluxo génico (par a par) estimado entre as 13 localidades amostradas para
Brachyplatystoma rousseauxii, a partir dos valores de Nm (ndimero de migrante por geracédo baseado
nos valores de Fs), utilizando oito locos microssatélites.

Localidades
ES SA MD PM MA PU TE JA JU IC TA 1Q
SA 17,80
MD 53,05 237,98
PM 102,57 202,15 inf
MA 199,44 59,34 inf inf
PU 205,34 34,66 114,82 inf inf
TE 169,35 inf inf 43,88 inf 66,85
JA 93,19 43,74 124,66 86,76 inf 284,53 inf
Ju inf 20,45 81,26 33,93 inf 155,48 1192,04 inf
IC inf 31,29 98,38 76,44 inf inf 27,29 201,08 inf
TA 156,08 48,64 inf inf inf 212,69 inf inf inf inf
1Q 81,43 509,96 inf 184,70 inf 135,58 inf inf inf 109,98 inf
PC 35587 72,58 76,32 111,83 inf 2359,30 inf 776,74 inf inf inf inf

ES - Estuario, SA - Santarém, MD - rio Madeira, PM - Porto Maldonado; MA: Manaus, PU —rio Purus, TE — Tefé,
JA —rio Japura, JU - rio Jurud, IC —rio I¢a, TA — Tabatinga, 1Q — Iquitos e PC - Pucallpa. Inf: refere-se a taxas
de fluxo génico que tende ao infinito
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3.2.3. Analise de simula¢cdo do comportamento filopéatrico

Porto Maldonado e rio Madeira foram considerados como uma Unica localidade na
andlise de simulacdo, uma vez que representam um mesmo tributario/cabeceira.

N&o foram obtidos valores significativamente menores de Fis, Ris (ambos coeficientes
de endocruzamento) e Al (estimado a partir da variacdo de tamanhos dos alelos) para
nenhuma das 12 localidades analisadas (Tabela 18). Também néo foi observada tendéncias
significativas ao comportamento filopatrico, apés o célculo do teste-t pareado (Fis: P=0,479;
Ris: P= 0,483 e Au: P=0,173) realizado para todas as localidades para cada parametro
calculado. A partir da analise de simulacdo, observa-se que cada localidade resultou em
uma sub-amostragem do todo (todos os 483 individuos genotipados), portanto ndo é
possivel rejeitar a hipdtese de “escolha aleatéria” do rio para desovar feita pela dourada na

migracao reprodutiva, inferida a partir de marcadores moleculares microssatélites.

3.2.4. Analise de estoques relacionados em Brachyplatystoma rousseauxii

(Mixstock analyses)

A partir da analise de estoques relacionados (Mixstock analyses) foi observado que
todas as 11 localidades contribuem para com a parcela da populagédo presente nas areas
hipotecas de criacdo consideradas para a dourada (estuario e Santarém) (Figura 7). O rio
Purus e Tefé apresentaram niveis de contribuicdo maiores de que as demais localidades.
Entretanto, existem gendtipos encontrados nas areas de reproducdo da dourada (tributarios)
gue nao foram atribuidos as duas areas hipotéticas de criacdo. Indicando que uma
proporcdo pode ser encontrada em uma terceira ou mais areas de criacdo em consonancia

com os resultados obtidos para a regido controle (Figura 2).



74

Tabela 18. Simulacao realizada entre os individuos de Brachyplatystoma rousseauxii, amostrados em 12 localidades da Amaz6nia, para verificar se essa
espécie possui comportamento filopatrico (Homing), utilizando oito locos microssatélites. Foram calculados o Fs, R;s (ambos coeficiente de endocruzamento)
e Au (equivalente a variagcao de tamanho dos alelos) antes (inicial) e depois das 10000 re-amostragens (média, valores de corte a 95% e com correcéo de
bonferroni-CB).

Localidades Fis Ris Au

Inicial média 95% CB inicial média 95% CB Inicial média 95% CB
Estuario 0,64 0,67 0,59 0,56 11,56 22,72 13,47 11,28 14 17,17 14 13
Santarém 0,62 0,68 0,58 0,54 21,38 22,75 12,74 10,60 18 16,27 13 11
rio Madeira 0,58 0,67 0,60 0,57 25,30 22,47 14,30 11,57 15 17,60 15 14
Manaus 0,64 0,68 0,59 0,55 16,49 22,74 13,06 10,86 13 16,72 14 12
rio Purus 0,60 0,68 0,58 0,54 36,22 22,71 12,92 10,76 15 16,47 13 11
Tefé 0,74 0,67 0,59 0,55 24,14 22,56 13,09 11,04 17 16,93 14 12
rio Japuréa 0,76 0,68 0,59 0,55 20,00 22,50 13,22 11,12 19 16,98 14 12
rio Jurua 0,85 0,69 0,57 0,52 20,62 23,13 12,32 10,17 15 15,29 11 10
rio Ica 0,64 0,68 0,59 0,55 11,43 22,65 12,98 10,90 14 16,60 14 11
Tabatinga 0,77 0,67 0,59 0,56 28,91 22,62 13,41 11,12 18 17,06 14 12
Iquitos 0,66 0,67 0,59 0,56 24,34 22,60 13,48 11,29 18 17,12 14 12

Pucallpa 0,64 0,68 0,59 0,55 30,58 22,60 13,13 11,02 18 16,75 14 12
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Figura 7. Contribuicdo de cada uma das 12 localidades para o estudrio e Santarém (areas de
criagcdo), consideradas na analise de estoque relacionado (Mixstock analyses) para Brachyplatystoma
rousseauxii, utilizando oito locos microssatélites. Circulos solidos em cada barra representam a
melhor proporgdo de contribuicdo. As barras indicam a variacdo da estimativa ao nivel de 95% de
confianca. IC — rio I¢a, IQ — Iquitos, JA - rio Japurd, JU - rio Jurua, MD - rio Madeira, PM - Porto
Maldonado; MA: Manaus, PC — Pucallpa, PU —rio Purus, TA — Tabatinga e TE — Tefé.
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4. DISCUSSAO

Para organismos com valor comercial, 0 conhecimento sobre a histéria natural das
espécies, e em especial de seu ciclo de vida, bem como a identificacdo de estoques (ou
populacdo, como amplamente tratada na literatura envolvendo genética de populacdes) séo
0s primeiros passos ao se elaborar um plano de manejo consolidado com informactes
cientificas. Estoque é normalmente tratado como a unidade biolégica fundamental de
exploracdo comercial e o objetivo primordial do manejo pesqueiro é sua explotacdo
sustentavel no intuito de evitar sua deplegdo (Carvalho e Hauser, 1994; Waples e Gaggiotti,
2006) e atender a demanda sOcio-econbmica. Embora a genética raramente seja
considerada como importante &rea a subsidiar politicas de conservagéo e manejo (Allendorf
et al., 1987), sua contribuicdo é indiscutivel, refletida pelo nimero crescente de estudos e de
implementacdo de metodologias aplicadas (Utter, 1991) a programas internacionais que
subsidiam a tomada de decisdes (Imsiridou et al., 2003), pois sem politicas de conservacao
e manejo adequadas, a pesca pode afetar a composi¢cdo ou mesmo a variabilidade genética
de uma espécie, e com isso refletir negativamente em espécies relacionadas na cadeia
trofica ou mesmo no ecossistema.

Os marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados na identificacdo de
espécies cripticas de importancia para pesca (Solé-Cava, 2001). Nesse caso, citam-se o
cacao anjo (Squatina argentina) no sul do Brasil (Solé-Cava e Levy, 1987), o camardo
Penaeus subtilis da costa brasileira (Gusmédo et al., 2000), a pescada-gé Macrodon
ancylodon (Santos et al., 2003) da costa do Amapa e Pard, o acara disco Symphysodon
spp. da bacia Amazdnica (Amado et al., 2008; Farias e Hrbek, 2008) dentre outros.

Os marcadores moleculares sdo usados também na identificacdo de estoques. Além
de identificar, é importante também acessar a estrutura e a variabilidade genética do(s)
estoque(s) principalmente quando se trata de um recurso pesqueiro em desequilibrio na sua
pescaria, como a sobrepesca, pois esse quadro leva a perda da variabilidade genética
(Hauser et al., 2002) e com isso a habilidade da espécie em se adaptar e sobreviver face a
novas circunstancias ambientais (Frankham et al., 2002; Hannesson, 2007; Mace e Purvis,
2008). Nesse cenario, ndo so6 é importante identificar e definir “o que €” um estoque para a
dourada, mas também caracterizar e estimar a variabilidade genética desse recurso ao

longo de sua area de distribui¢cdo e captura, na Amazonia.
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4.1. Variabilidade genética em Brachyplatystoma rousseauxii

A regido controle (DNAmt) da dourada resultou em 911 pb. Embora possa ocorrer
eventos de insercéo e/ou delecdo (indels) com mais freqiiéncia nessa essa regido do DNA
mitocondrial, mesmo no nivel intra-especifico (Lee et al., 1995), nao foi observado nenhum
evento dessa natureza na sequéncia nucleotidica dos 652 individuos amostrados. No
entanto, esses eventos ocorrem entre individuos de pelo menos trés espécies do género
Brachyplatystoma, B. vaillantii (Formiga-Aquino, 2004; Rodrigues, 2009), B. filamentosum e
B. capapretum (Huergo, 2009). Em face disso, é possivel assumir preliminarmente, para a
dourada, uma coesdo e proximidade genética maior em relacdo as outras espécies ja
estudadas do género.

A média da frequéncia de bases nucleotidicas obtida (32,84% para Timina, 31,53%
para Adenina, 20,33% para Citosina e 15,29% para Guanina) encontra-se dentro das
propor¢ces esperadas presente no genoma mitocondrial de peixes (Meyer, 1993; Zhang e
Hewitt, 1996).

A regido controle (DNAmt) tem sido o marcador molecular de sequéncias
nucleotidicas preferencialmente utilizado na estimativa e distribuicdo da variabilidade
genética de peixes amazdnicos, entre 0s quais pode-se citar: Colossoma macropomum
(Santos et al. 2007); Prochilodus nigricans (Machado, 2009), Semaprochilodus insignis
(Batalha, 2009), Symphysodon spp. (Farias e Hrbek, 2008), Nannostomus eques (Teréncio,
2009), Hypopygus lepturus (Schmitt, 2005), Brachyplatystoma vaillantii (Formiga-Aquino,
2004; Rodrigues, 2009), B. filamentosum, B. capapretum (Huergo, 2009) entre outros. A
diversidade genética obtida para a dourada tem valores proximos a da maioria dessas
espécies (Tabela 19), principalmente com as de comportamento migratério, como a
piramutaba, a piraiba, o filhote capapreta, o tambaqui, o jaraqui e o curimatad. Isso é
fortemente verificado nos valores altos de diversidade haplotipica (conhecida também como
diversidade génica), que na dourada variou entre 0,993 (rio Japurd) a 0,945 ( Manaus).
Ainda entre as espécies migradoras (Tabela 19), a dourada apresentou niveis baixos de
diversidade nucleotidica, que embora tenha variado entre 0,0079 (rio Branco) e 0,0101 (rio
Ic4), o valor médio (Pi=0,0089) foi maior apenas do que foi reportado para B. capapretum.

Baixa variabilidade genética foi observada em algumas espécies de bagres da
familia Pimelodidae, oriundas de outras regides do Brasil, com o uso da regido controle
(DNAmt). Niveis baixos de diversidade nucleotidica (Pi= 0,0038), foram obtidos para
Zungaro jahu, um jad, pertencente a familia Pimelodidae, oriundo da bacia Parana-Paraguai
(Boni, 2008). Essa espécie vem sendo afetada pelos represamentos e esta listada como

vulneravel nos estados brasileiros de Minas Gerais e Parana (Mikich e Bérnils, 2004). E
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considerada localmente extinta em varios trechos das bacias dos rios Grande e Paranaiba
devido as cascatas de reservatorios nesses rios (Alves, 2006).

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

Altos niveis de diversidade génica e nucleotidica foram observados em espécies
marinhas como as tainhas (Rocha-Olivares et al., 2000) e atuns (Thunnus) (Bremer e
Naseri, 1997), cujos valores foram proximos de 1,000 e entre 0,0110 a 0,0720,
respectivamente.

A pescada amarela (Cynoscion acoupa), capturada na costa Nordeste do Brasil,
apresentou baixos valores de diversidade nucleotidica (Tabela 19) e conclusdes do estudo
sugerem que esse resultado pode esta associado a sobreexplotacdo (Rodrigues et al.,
2008). Situacao similar na Amazonia pode estar ocorrendo com B. capapretum cuja captura
ocorre conjuntamente com a da piraiba ha décadas, e para a qual a pesca pode ter
diminuido a diversidade nucleotidica de forma mais severa (Huergo, 2009).

De uma forma geral, para a dourada, o estuario apresentou 0s maiores valores para
a maioria dos indices de diversidade molecular (ETA, S e Mg) (Tabela 5). Estes valores,
aliados ao maior nimero de haplétipos compartilhados (APENDICE C), reforca a hipétese,
obtida sob o ponto de vista genético, de que o estuario, como area de cria¢do, congrega um
numero representativo individuos nascidos em todas as cabeceiras dos tributarios (Batista e
Alves-Gomes, 2006) do sistema EAS. Todavia, variacbes nos valores de HD, K e Pi séo
observados entre alguns pontos da calha.

De acordo com a distribuicdo etéria da dourada no sistema Estuario-Amazonas-
Solimdes (EAS), a frequéncia de individuos com mais de trés anos de idade é baixa entre
Tefé e a regido do estuario. Esse dado, aliado as distribuicdbes de comprimento desses
individuos, indica que a dourada aparentemente passa a ser residente a montante da regido

de Tefé a partir do quarto ano de vida, ou seja, apés ter desovado pelo menos uma vez.
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Tabela 19. indices de variabilidade genética estimados para a dourada (Brachyplatystoma rousseauxii) em relacdo aos obtidos em espécies de peixes
amazonicos, distribuidas em quatro Ordens de peixes, estimados com a regido controle (DNAmt).

Espécie Nome popular Ordem N pb H S Hu HD Pi Referencia
Nannostomus eques peixe-lapis C 68 1087 51 34 29 0,913 0,0027 Terencio (2009)
Prochilodus nigricans curimata C 348 834 170 169 151 0,914 0,0162 Machado (2009)
Colossoma macropomum tambagqui C 45 1077 44 72 43 0,999 0,0120 Santos et al. (2007)
Semaprochilodus insignis jaraqui escama grossa C 249 1148 121 125 43 0,961 0,0119 Batalha (2009)
Serrasalmus rhombeus pacu C 75 963 41 - 67 0,530a0,990 0,0010 a 0,007 Hubert et al. (2007)
Plagioscion squamosissimus Pescada P 81 727 54 71 43 0,978 0,0163 Galletti (2009)
Cynoscion acoupa pescada amarela P 297 831 83 42 55 0,892 0,0030 Rodrigues et al. (2008)
Hypopygus lepturus sarap6 G 135 911 48 67al1l10 33 0,348a0,978 0,0090 a 0,0570 Schmitt, 2005
Brachyplatystoma vaillantii piramutaba S 100 942 92 58 87 0,999 0,0159 Formiga-Aquino (2003)
Brachyplatystoma filamentosum piraiba S 225 914 130 68 96 0,987 0,0118 Huergo (2009)
Brachyplatystoma capapretum filhote capapreta S 112 913 53 34 40 0,951 0,0041 Huergo (2009)
Brachyplatystoma rousseauxii dourada S 45 1037* 31 54 27 0,886a1,000 0,0064a0,0095 Batistae Alves-Gomes (2006)
Brachyplatystoma rousseauxii dourada S 652 911 301 134 240 0,979 0,0089 presente estudo

N: namero de individuos analisados; PB: pares de bases; S: nimero de sitios polimdrficos; Hu: nimero de haplétipos Unicos; HD: diversidade haplotipica e Pi: diversidade

nucleotidica. C - Characiformes; P - Perciformes; G —Gymnotiformes e S — Siluriformes.

* NUmero de pares de bases resultante do somatério de 12 bp da sequencia nucleotidica tRNA treonina, 70 pb do tRNA da prolina, a completa sequéncia da regido controle
(911 pb) e 44 pb da sequencia parcial do tRNA da fenilalanina.
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A presenca de adultos no baixo Amazonas pode corresponder aqueles oriundos de
afluentes proximos a essa regido. O estudo indica ainda que individuos maiores de que trés
anos, observados em Santarém e Manaus, podem estar retornando do rio Madeira (Alonso,
2002). A partir dos dados do presente estudo, os rios Tapajos e Branco também podem ser
fonte de douradas maiores nesta regido. Esses resultados reforcam a idéia de que
individuos adultos dessa espécie podem nédo retornar ao estuario em um préximo ciclo
migratério e sim a regido entre o alto Amazonas e baixo Solimdes, area preferencial de
alimentacdo (Barthem e Goulding, 1997; Barthem e Goulding, 2007; Leite et al., 2007), e
justificar o aumento nos niveis de variabilidade genética encontrados em Tefé (HD, K e Pi),
Tabatinga (%Hu), Iquitos (HD) e Pucallpa (K e Pi) (Tabela 5).

Foram encontrados 240 haplétipos Unicos entre os 301 haplétipos obtidos nos 652
individuos amostrados (APENDICE C). A maior parte dos haplétipos Unicos (55%) foi
encontrada nos tributarios enquanto que 45% foram observados na calha principal do EAS.
Interessantemente, os tributérios da margem esquerda (rios Branco, Japura e I¢d), reuniram
o maior percentual de hapl6tipos uUnicos (31,25%), encontrados em 138 individuos
amostrados, enquanto que os tributarios/localidades da margem direita (Porto Maldonado,
rio Madeira e rios Purus e Jurud) os menores (24,58%), em 184 exemplares amostrados.
Além dos individuos do rio Branco terem apresentado o menor valor de média da distancia
genética (Tabela 7), também foi observado nesse tributario o maior numero de haplétipos
Gnicos. No rio Japurd foi observado o maior valor da diversidade haplotipica (HD), e
juntamente com o rio I¢4, o da razao entre o niumero de haplétipos e o tamanho amostral
(H/N=0,9). No rio I¢ca, além do maior valor de diversidade nucleotidica (Pi=0,0101), também
foi verificado o maior valor das médias de diferencas nucleotidicas par a par (K=9,210)
(Tabela 5) e maior distancia genética média (1,17+0,49%) (Tabela 7). Esses resultados
mostram gue os tributarios da margem esquerda, excetuando-se o rio Branco, apresentaram
uma maior variabilidade genética comparado com os da margem direita. A baixa
variabilidade do rio Branco em relagdo aos outros rios da margem esquerda pode ser o
resultado do fato de que a dourada (e os bagres migradores em geral) tém o seu ciclo de
vida geralmente associado aos rios de agua branca do sistema EAS (Goulding et al., 2003;
Barthem e Goulding, 2007) e para encontrar a foz do rio Branco, a dourada precisa viajar
por cerca de 700 Km ao longo do rio Negro. Ndo é comum a ocorréncia de dourada no
médio e alto rio Negro, corroborando a associacdo da espécie a rios de dgua branca e o
trecho do rio Negro entre a foz do rio Branco e o encontro com o rio Solimdes, em frente a
Manaus, pode estar funcionando como uma espécie de “filtro” da diversidade genética.
Quando as douradas, a partir do baixo rio Amazonas migram rio acima buscando as
cabeceiras para desovar, € provavel que um percentual pequeno “erre” o caminho e entre

no rio Negro ao invés de seguir no rio Solimdes. Ao longo do rio Negro, o primeiro (e um dos
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unicos) afluente de &guas claras/brancas € rio Branco. Nestas condi¢cBes, a baixa
variabilidade do rio Branco seria uma consequéncia do baixo nimero de douradas (em
relacdo aos outros afluentes da margem esquerda) que estariam se direcionando a este
tributario e ndo como consequéncia restrita de homing ou filopatria.

Diferencas na composicao quimica da agua ja foram apontadas como responsaveis
pelo padrao filogeografico observado em peixes dos géneros Symphysodon (Farias e Hbrek,
2008) e Cichla (Willis et al., 2007) em diferentes rios da bacia amazénica. Contudo, ainda é
prematuro expandir esta possibilidade para a dourada. Em funcdo de registros fésseis de
Siluriformes na Amazénia (Lundberg, 2005) é razoavel de estimar que a dourada, como
espécie, tenha se diferenciado ha cerca de 13 milhdes de anos, quando a bacia tinha um
desenho muito diferente do atual. E provavel que o movimento migratério desta espécie
tenha tido que se moldar as transformacdes geomorfolégicas da Amazébnia, incluindo o
soerguimento dos Andes e mudancas radicais na direcdo do fluxo da correnteza dos rios
(Lundberg et al., 1998).

A maioria dos testes de seletividade neutra (Fu 1997, Tajima 1989b e outros)
geralmente é significativa em espécies com expansdo populacional recente, por assumirem
gue a populacdo € estavel e ocorre sempre quando apresenta altos valores de Nm
(geralmente quando Nm > 20) (Ray et al., 2003; Excoffier et al., 2009). Os valores negativos
e significativos de Fs (Fu, 1997) observados em todas as localidades amostradas, os
valores baixos de Hri (Tabela 5), aliados ao padrdo unimodal de distribuicdo das diferencas
nucleotidicas par a par (mismatch distribution) obtido (Figura 3), indicam expanséo
populacional recente para a dourada. O numero acentuado de haplétipos anicos
(APENDICE C, Tabela 6) e os altos valores de Nm (Tabela 8) reforcam esse resultado. Os
valores negativos de D (Tajima, 1989) e nédo significativos mostraram equilibrio genético
com relacdo ao DNA mitocondrial. Expansdo populacional tem ocorrido na historia da
maioria das espécies e em alguns casos de forma dindmica, com eventos de contracao e re-
expansao (Taberlet e Cheddadi, 2002; Excoffier et al., 2009). A maioria dos casos de
expansdo populacional € mais em fungdo da heterogeneidade espacial de que pelas
mudancas temporais no ambiente (Wegmann et al., 2006). Sendo assim, eventos histéricos
e geomorfolégicos podem explicar melhor esse cenario para as espécies de peixes
amazonicas de que as oscilacdes anuais do nivel dos rios. Com excecdo do tambaqui
(Santos et al., 2007), expansao populacional foi observada nos estudos envolvendo as
espécies de peixes amazdnicos que constam na Tabela 19, de acordo com os valores
obtidos para o teste de Fs.

Todos os oito locos microssatélites foram variaveis em exemplares de B. rousseauxii
nas 13 localidades amostradas (Tabela 10 e 12). O grau de polimorfismo obtido, tais como

namero total de alelos, foi igual a 98, com uma média de 12,3 alelos por loco, a
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heterozigosidade esperada (He) variou entre 0,354 (BR41) e 0,827 (BR45), com uma média
de 0,607 por loco e heterozigosidade observada (H,) variando entre 0,346 (BR7) e 0,809
(BR45), apresentando uma média de 0,588 por loco. Estes numeros se alinham aos niveis
encontrados em outras espécies de peixes, a partir de um estudo utilizando 524 locos
microssatélites, em aproximadamente 40.000 individuos, distribuidos em 78 espécies,
incluindo espécies de peixes de agua doce (13), anadromas (sete) e marinhas (12)
(DeWoody e Avise, 2000). O estudo citado mostra ainda que os peixes de agua doce
apresentaram niveis de variacdo genética (média de H. = 0,46 e nimero médio de alelos
por loco = 7,5) menores de que aos encontrados em peixes marinhos (média de H. = 0,79 e
namero médio de alelos por loco = 20,6) enquanto que valores intermediarios foram
observados em peixes anadromos (média de H, = 0,68 e nimero médio de alelos por loco
=11,3). Os niveis de variacdo genética obtida para a dourada foram aproximados aos
obtidos para os peixes anadromos. Esses resultados sdo de certa forma esperados em
funcdo do ciclo de vida da dourada apresentar caracteristicas parecidas aos de peixes
anadromos, que também sao peixes migradores.

Os indices de variabilidade genética obtidos para a dourada (He, Ho, Ar) (Tabela 13)
sdo comparaveis aos observados em outras sete espécies distribuidas em trés Ordens
(Characifomes, Osteoglossiformes e Siluriformes) listadas na Tabela 20.

Os valores da riqueza alélica (Ar) foram aproximados ao obtido para o pirarucu
Arapaima gigas (Ledo, 2009), amostrado em 20 localidades da bacia amazénica e na bacia
do Tocantins/Araguaia, e com grande pressao da pesca em seus estoques. Os niveis de
heterozigosidade observada (H,) foram maiores do que os obtidos para o pirarucu (Leéo,
2009), Brycon hilarii (Sanches, 2007) e Prochilodus costatus (Carvalho-Costa et al., 2008).

Valores homogéneos foram observados para a heterozigosidade observada
(ANOVA: F=0,2426; P=0,9954 e Figura 5) nas 13 localidades amostradas. Os individuos do
rio Madeira revelaram o maior nimero de alelos totais (A1=62) e, por conseguinte, a maior
riqueza alélica (Ar=7,75) (Tabela 12) que é equiparada a obtida para algumas espécies de
peixes de 4gua doce (DeWood e Avise, 2000). Os menores valores para esses indices

foram observados nos individuos do rio Jurua (At =46 e Ar=5,75).
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Tabela 20. indices de variabilidade genética, obtidos com marcadores moleculares microssatélites, em algumas espécies de peixes distribuidas em trés
Ordens, e comparados aos obtidos para a dourada (Brachyplatystoma rousseauxii) no presente estudo.

- nome N° de x N° de L
Espécie Ordem popular locais Regiéo locos Ar Ho He Referéncia
Paracheirodon axelrodi Cc cardinal 294 11 baf\'lzg%“o 6 7,7 0,66 0,73 D'Assuncéo (2006)
Symphysodon spp Acara-disco 336 24 Amazonia 11 13 0,40-050 0a1,0 Amado (2008)
Brycon hilarii piraputanga 180 4 Rio Miranda 7 8,1 0,57 0,67 Sanches (2007)
curimbat - bacia do Sé&o
Prochilodus costatus C . 57 3 Francisco e rio 6 7,6 0,45 0,66 Carvalho-Costa (2008)
pida .
Abaeté
Amazodnia e
Arapaima gigas 0] pirarucu 436 20 Tocantins/ 11 12,4 0,50 0,65 Ledo (2009)
Araguaia
Bacia do
Pseudoplatystoma corruscans S pintado 223 6 Parana- 7 15,3 0,73a0,92 0,31a0,94 Pereira et al.(2008)
Paraguai
Brachyplatystoma vaillantii S piramutaba 161 4 Amazonia 6 9,2 0,78 0,75 Rodrigues (2009)
Brachyplatystoma rousseauxii S dourada 483 13 Amazonia 8 11,3 0,59 0,61 Presente estudo

N: nimereo de individuos genotipados; Ar: riqueza alélica (média do nimero de alelos/loco); Ho: Heterozigosidade observada e He: Heterozigosidade esperada.
C - Characiformes , O — Osteoglossiformes e S — Siluriformes
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Entre os 98 alelos encontrados, 19 (19,4 %) foram exclusivos (encontrados apenas
em uma localidade) e encontrados em sete das 13 localidades estudadas (Tabela 11). No
rio Madeira foi observado o maior numero (seis dos 19 encontrados) totalizando sete, se
somarmos ao Unico alelo exclusivo que ocorreu em Porto Maldonado, localidade situada no
mesmo sistema/tributario. O nimero de alelos observados por loco aumenta em funcdo do
tamanho da amostra e, com isso, aumenta também as chances de se detectar alelos
exclusivos (Weir, 1996). O numero desses alelos € uma estimativa indireta de fluxo génico
(baseado nos valores de Nm), que quanto mais baixo, mais alelos desse tipo surgem por
mutacdo em uma populacao (Slatkin, 1985; Allendorf e Luikart, 2007).

A baixa frequéncia de alelos exclusivos, o fato dos mesmos ndo terem sido
observados em todas as localidades amostradas e as altas taxas de fluxo génico estimadas
entre as localidades, parecem refletir e reforcar a existéncia do intenso comportamento
migratério da dourada na Amazonia.

Niveis altos de diversidade genética encontrados em populacdes naturais, assim
como para a dourada a partir do resultado da maioria dos indices, também podem ser
resultantes de um grande tamanho populacional, heterogeneidade ambiental e aspectos da
histéria natural de uma espécie (Nei, 1987).

De uma forma geral, os resultados de variabilidade genética, obtidos tanto com a
regido controle (DNAmt) quanto para os microssatélites, refletem importancia ndo somente
da calha principal (EAS) mais também dos tributarios do rio Solimdes/Amazonas na

manutencéao da variabilidade genética e do ciclo de vida da dourada na Amazoénia.

4.2. |dentificacdo de estoque em Brachyplatystoma rousseauxii na

Amazobnia brasileira e peruana

O resultado da AMOVA obtido com a regido controle (DNAmt) (Tabela 6) mostrou
diferenciagdo genética significativa, porém em niveis reduzidos, em basicamente dois
grupos de localidades: um envolvendo localidades da calha (Eixo EAS) e outro formado
pelas localidades do rio Tapajos, rio Madeira, Porto Maldonado e rio Japura. Diferenciagéo
genética significativa foi encontrada somente entre o rio Madeira e rio Japurd apés a
correcdo de Bonferroni (Fsr = 0,013; P < 0,008) e uma porcentagem reduzida (entre 0,51 a
2,81%) da variabilidade total foi encontrada entre as localidades (andlise 4, Tabela 6). Mais
do que 97% da diferenciacdo genética foi devido a diferencas entre os individuos dentro das
localidades. O resultado da AMOVA realizada com os oito locos microssatélites mostrou
auséncia de diferenciagdo genética entre as localidades (Tabela 15). Nessa andlise foi
observado que 0,04% da variabilidade genética se encontra entre as localidades e 99,96%

entre todos os individuos amostrados.
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Ainda que os resultados entre microssatélites e DNAmMt sejam aproximados, €&
possivel que pequenas diferengcas estejam associadas aos modos de heranca distintos
destes marcadores. Os microssatélites possuem heranca bi-parental, o que resulta em
movimentos migratérios mais difundidos ao longo das geracdes apods cada ciclo reprodutivo.
O DNA mitocondrial possui heranca uni-parental (materna), a partir do qual se estima um
menor tamanho efetivo, permitindo que a migracdo seja menos difundida em seus
descendentes (Prugnolle e Meeus, 2002). Com os dois marcadores moleculares ndo foi
possivel detectar correlacdo genética e geogréafica significativa entre as localidades
amostradas conforme observado com o teste de Mantel.

A existéncia de uma unica populacdo, a partir da obtencdo de K=1 (Figura 6), foi
inferida e corroborada com a analise Bayesiana realizada com o programa STRUCTURE
(Pritchard et al., 2000).

A dourada é uma espécie que realiza extensa migracdo, provavelmente a maior
registrada para peixes da América do Sul, em que quase 20.000 Km de rios de aguas
brancas podem ser incluidos em sua area de vida, favorecendo a migracéo de cardumes rio
acima e sua dispersao nos diferentes tributarios (Barthem e Goulding, 1997). Nesse sentido,
a migracao € um conceito fundamental a ser considerado. Esse termo indica os movimentos
direcionados e em massa de individuos de uma espécie, a procura de um ambiente
adequado para continuar a sua existéncia (Begon et al., 2007).

As populagcbes podem ser diferenciadas, sob o ponto de vista genético, quando o
nimero de individuos migrantes (Nm), um estimador de fluxo génico, assumir valores
menores de que um, ao passo gue as mesmas podem ser consideradas como uma unica
unidade populacional panmitica quando a estimativa de Nm assumir valores maiores de que
guatro (Kimura e Maruyama, 1971). Nesse estudo as estimativas dos valores das taxas de
migragdo por geragdo (Nm), estimadas entre as localidades amostradas, tanto com a regido
controle quanto com 0s microssatélites, foram maiores de que quatro (Tabelas 8 e 17,
respectivamente), indicando fortes eventos de migracdo e/ou mistura, por conseguinte, fluxo
génico entre os individuos de B. rousseauxii.

Uma questéo chave para a aplicagdo de métodos genéticos no manejo pesqueiro €
verificar se dada espécie possui populacdes diferenciadas, pois caso seja, 0 manejo
pesqueiro devera ser exercido de forma separada (Waples et al., 2008), pois estariamos
diante de unidades de manejo diferenciadas. Em geral, o sucesso evolutivo de uma espécie
€ maximizado com a manutengdo da diversidade adaptativa, voltada a preservar copias de
genes funcionais divergentes na &rea geografica de distribuicdo. Nesse sentido, €
importante considerar conjuntamente aspectos genéticos e ecoldgicos, com énfase no fluxo
génico (com intercambio ecolégico) ao invés de ser considerada apenas a distingéo

genética. A idéia central do intercambio ecoldgico € que os individuos podem ser movidos



86

entre populagdes e possam ocupar o mesmo nicho ecolégico (Crandall et al., 2000). Essa
abordagem de unidade de manejo/conservacgédo reforca o conceito de “estoque) compilado e
considerado nesse estudo.

A hipétese migratéria da dourada na Amazénia foi primeiramente postulada por
(Barthem e Goulding, 1997), a partir de dados morfométricos e meristicos, obtidos de uma
amostram de 22.000 exemplares de dourada, coletados entre 1976 e 1995 em varias
localidades do rio Amazonas (estuario, Santarem, Manaus e Tefé no Brasil e Leticia na
Colémbia), médio e alto rio Madeira, rio Purus e rio Jurua. Os resultados obtidos no estudo
sugerem que essa espécie é composta por um Unico estoque pesqueiro.

Um outro estudo, envolvendo 5699 exemplares de dourada coletados entre os anos
de 1998 e 1999, foi realizado para verificar o padrdo espaco-temporal da estrutura
populacional e o estado da explotacdo pesqueira dessa espécie em sete localidades
(estuério, Santarem, Manaus e Tefé no Brasil, Leticia na Colémbia e Iquitos no Peru). A
partir de dados morfométricos e meristicos, que incluem a distribuicdo etaria e de
comprimento, foi também sugerida a existéncia de um Unico estoque pesqueiro da dourada
ao longo do sistema EAS (Alonso, 2002).

Utilizando a regido controle (DNAmt) como marcador molecular, a dourada foi
pioneiramente estudada, sobre o ponto de vista genético, em uma amostragem (N=45)
realizada entre os anos de 1998 a 2000 oriunda de trés localidades do Sistema EAS
(Estuario, Manaus e Tabatinga). A hipdtese migratéria com a existéncia de uma Uunica
populacao fora corroborada pela primeira vez sobre o ponto de vista genético (Batista, 2001,
Alves-Gomes, 2006).

A partir de um estudo que utilizou o mesmo marcador molecular em exemplares
amostrados em duas localidades ao longo do rio Branco (Boa Vista e Caracarai) foi sugerido
gue a dourada comp&e uma Unica populacédo na bacia desse rio (Briglia-Ferrreira, 2007).

Considerando que a caracterizacdo e estimativa da variabilidade genética de uma
populacdo que possui ampla distribuicdo, incluindo diferentes rios, indicam a intensidade do
fluxo génico entre as localidades em que a mesma ocorre (Hilsdorf et al., 2006), o presente
estudo foi realizado no intuito de complementar os anteriores para esta espécie, bem como
de testar a utilidade de um marcador molecular de descendéncia biparental nestas
estimativas de diferenciacdo intra-especifica. Além de englobar uma amostragem maior
(envolvendo 700 exemplares, Tabela 1) e ampliar o nimero de localidades amostradas (de
trés para 15, Figura 1), a comparacao entre marcadores pode fornecer dados mais robustos
sobre o status desta espécie na Amazonia.

Portanto, a analise conjunta dos resultados das taxas de fluxo génico (Tabelas 8 e
17), valores de Fsr (Tabela 14), os resultados da AMOVA (Tabelas 6 e 15), da correlag&o

entre distancia genética e geografica (teste de Mantel, realizados com a regido
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controle/DNAmMt e microssatélites), da distribuicdo de haplétipos (APENDICE C), da
distancia genética média (Tabela 7) (regido controle), e da analise Bayesiana com o
programa STRUCTURE (microssatélites) (Figura 6) aponta para um cenario de panmixia em
gue a dourada € composta por um Unico estoque genético que se distribui (e migra) ao
longo da Amazobnia brasileira e peruana. Esse cendrio corrobora os estudos anteriormente
realizados para a dourada, com outros tipos de ferramentas como os dados morfométricos e
meristicos (Alonso, 2002; Barthem e Goulding, 1997) bem como com a primeira abordagem
genética, utilizando a regido controle (DNAmt) como marcador molecular, em individuos
coletados na calha principal do rio Solimdes/Amazonas (Batista, 2001; Alves-Gomes, 2006).

Varias espécies de peixes amazodnicos de importancia comercial, para as quais foi
utilizada a regido controle (DNAmt), se enquadram nesse cenario de panmixia formando um
Gnico estoque, entre as quais: o tambaqui (Colossoma macropomum) amostrado em cinco
localidades do eixo EAS (Santos et al. 2007), a pescada (Plagioscion squamosissimus)
amostrada em cinco localidades da bacia amazbénica (Galletti, 2009) e a pescada amarela
(Cynoscion acoupa) oriunda das regides costeiras do Para e Amapa (Rodrigues et al. 2008).

A piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii), um bagre migrador de valor comercial e
em sobrepesca, do mesmo género ao qual pertence a dourada, também compde uma Unica
populacdo panmitica no eixo EAS, inferido com a regido controle como marcador molecular
(Formiga-Aquino, 2004). Esse resultado foi corroborado, a partir de uma amostragem
envolvendo duas localidades do eixo EAS (Manaus e Tefé) e dois tributarios (rio Japura e
Madeira) utilizando seis locos microssatélites e a regido controle (Rodrigues, 2009).

Auséncia de estrutura genética também foi observada em Pangasianodon
hypophthalmus e Pangasius bocourti, duas espécies de bagres migradores amostrados em
seis localidades do rio Mekong na Cambddia (Asia), a partir de um estudo com PCR-RFLP
do DNA mitocondrial (So et al., 2006).

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

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

Utilizando o mesmo marcador molecular, a presenca de estoques geneticamente
distintos foi reportada para o curimatd (Prochilodus nigricans) envolvendo localidades dos

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

Combinando dados de genes mitocondriais (ND1 e ATP6 e 8) com marcadores
microssatélites (14 locos), foi observado intenso fluxo génico entre as localidades onde
foram coletados exemplares de pirarucu (Arapaima gigas), porém o efeito de isolamento,
com fluxo génico significantemente restrito a distancias maiores que 2.500 Km, foi
observado somente com o0s locos microssatélites. Um sistema de manejo diferenciado,
respeitando a estruturagdo genética encontrada nas trés macrorregides analisadas
(Amazénia ocidental, Amazonia central e Amazoénia oriental) foi sugerido para esta espécie
(Hrbek et al., 2007; Ledo, 2009).

Altos niveis de estrutura genética foram reportados em quatro espécies de
importancia comercial no mercado de peixes ornamentais amostradas em diferentes regides
da Amazoénia: o peixe lapis (Nannostomus eques) (Terencio, 2009) e o peixe borboleta
(Carnegiella strigata) (Schneider, 2007), utilizando a regido controle (DNAmt) e 0os genes
ATPase 8/6 (DNAmt), respectivamente, o cardinal (Paracheirodon axelrodi) (d’ Assuncao,
2007) e o acara-disco (espécies do género Symphysodon spp.) (Amadio, 2008), ambos
utilizando locos microssatélites.

Grande parte dos estudos envolvendo peixes amazénicos enquadrados em um
cenario de panmixia (formam uma U(nica populacdo) relaciona essa auséncia de
estruturacdo genética ao sistema de varzea na Amazbnia, que em épocas de cheia
produzem conexdes que favorecem o fluxo génico entre os individuos de diferentes

localidades.

4.3. A questdo do homing/filopatria em Brachyplatystoma rousseauxii

Batista e Alves-Gomes (2006) originalmente levantaram a hip6tese de homing em B.
rousseauxii como uma forma de interpretar o decréscimo significativo na diferenciacéo
genética entre individuos coletados na regido do estuario e em Tabatinga. Esta mesma
tendéncia foi verificada neste estudo, mas a inclusdo de um nimero maior de localidades
amostradas bem como de individuos coletados, ndo corroboram o cenério de filopatria.

A analise conjunta dos resultados dos diferentes marcadores (regido controle e
microssatélites) juntamente com a andlise de simulagédo (Tabelas 9 e 18) indica que as

populacbes de dourada ndo podem ser diferenciadas em fungcdo dos afluentes e,
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consequentemente, ndo pode ser caracterizada como apresentando comportamento
filopatrico. A alternativa para este cenério é a escolha aleatéria do rio para desovar.

Se por um lado os resultados aqui obtidos ndo permitem a caracterizacdo de homing
para a dourada, por outro lado ndo é possivel desconsiderar alguns sinais e tendéncias de
estruturacao genética obtidas. A Tabela 6 demonstra que ha estrutura genética quando
alguns tributéarios séo incluidos/excluidos das analises de AMOVA com os dados da regido
controle (Tabela 6). A Tabela 8 mostra fluxo génico reduzido entre varios dos rios
amostrados. Ainda que para o rio Tapajos os resultados provavelmente sejam enviesados
em funcdo do tamanho amostral reduzido, ha valores baixos associados com os rios I¢a,
Jurua e Madeira. Estas tendéncias, ainda que ndo sejam fortes o suficiente, parecem
apontar para duas possibilidades: 1) ainda que a dourada ndo possua um comportamento
de homing conspicuo ou de facil observacdo, é provavel que uma parte das douradas
nascidas em um determinado tributario eventualmente voltem (ou pelo menos tentem voltar)
para este mesmo tributario para desovar. Contudo, o percentual de sucesso nesta jornada é
variado e isso se reflete na homogenizacao genética encontrada. Contudo, se a escolha do
tributario fosse totalmente aleatéria, nenhum tipo de diferenca significativa (entre Estuério e
Tabatinga, ou entre Madeira e Japura, por exemplo) ou estrutura na AMOVA deveriam ser
detectadas. E bem provavel que a migracdo de desova da dourada seja um homing parcial,
sendo que ainda n&o se pode estimar o percentual de individuos que conseguem chegar
aos seus respectivos tributarios de nascimento. 2) O ciclo de vida da dourada € mais
complexo do que o inicialmente postulado e ainda ndo esta completamente esclarecido. A
escolha do tributario para a desova, a influéncia de variaveis climaticas e das caracteristicas
fisico-quimicas das aguas neste processo, o local de permanéncia dos individuos adultos na
Amazobnia, o nimero de desovas que cada fémea é capaz de realizar ao longo da vida, sédo
somente alguns dos aspectos ainda a serem elucidados.

Straying € o termo usado para caracterizar a migracao de individuos para desovar
em um rio onde eles ndo nasceram. Em situagBes néo filopatricas, o peixe tende a entrar
em um rio com caracteristicas fisico-quimicas (captadas sensorialmente) parecidas com as
do rio onde nasceu (Pascual e Quinn, 1994), e possui a probabilidade maior de escolher o
local especifico de desova em um afluente a montante do rio de origem (Quinn, 1991). Isso
também pode estd ocorrendo com a dourada, uma vez que a maioria das cabeceiras
utilizadas para a desova se encontra em rios geologicamente andinos com caracteristicas
fisico-quimicas da agua semelhantes.

O comportamento filopatrico ocorre em varios organismos e diferentes métodos séo
utilizados para estuda-lo (Papi, 1992; Wehner et al.,, 1996). Em peixes, esse estudo €&
conhecido em uma parte de espécies pertencentes a familia Salmonidae, que inclui o

salméo do atlantico (Salmo salar). Utilizando locos microssatélites, estrutura populacional foi
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observada nessa espécie em sete rios da provincia de Quebec, Canada (Fontaine et al.,
1997). Esse comportamento também foi reportado para o pintado, Pseudoplatystoma
corruscans, uma espécie de bagre da familia Pimelodidae de importdncia comercial,
amostrado em seis rios da bacia Parana-Paraguai, utilizando sete locos microssatélites
(Pereira et al., 2008).

4.4. Andlise de estoque relacionado (Mixstock analyses) em Brachyplatystoma

rousseauxii

A partir do resultado da andlise de estoque relacionado (Mixstock analyses),
realizada tanto com a regido controle quanto com os microssatélites (Figuras 2 e 7,
respectivamente) foi possivel estabelecer que todos os tributarios e demais locais da calha
contribuem aproximadamente de forma similar para o estuario e Santarém, as duas areas
de criacdo consideradas na andlise. Com excecdo do rio Purus e Tefé, que apresentaram
niveis de contribuicdo maiores de que as demais localidades a partir da analise realizada
com o0s microssatélites. A proporcdo de contribuicdo estimada com a regido controle
(DNAmt) (Figura 2) foi maior de que a estimada com os microssatélites (Figura 7), para
todas as localidades consideradas na analise. Além da questdo amostral, esse resultado
pode ser explicado pelas mesmas razdes anteriormente expostas sobre os dois marcadores.
Todavia, os dois resultados indicam que existem hapl6tipos/genétipos encontrados nas
areas de reproducéo da dourada (tributarios) (APENDICE C) que ndo foram encontrados
nas duas areas de criacao (estuario e Santarém).

Nem todos os individuos gerados nas cabeceiras voltam para a area de criacédo
caracterizada pelo estuario e Santarém (Alonso, 2002; Alonso e Pirker, 2005; Leite et al.,
2007). A captura de exemplares de dourada com 24 cm ja foi reportado a 40 Km de Leticia
(Fabré et al., (Eds.), 2000). Ha registros de um lote de individuos jovens de dourada, entre
15 e 25 cm, capturado na regiao de lquitos e destinado a atender ao mercado internacional
de peixes ornamentais. Juvenis de diferentes espécies de grandes bagres sdo capturados
para atender o mercado de peixes ornamentais para a exportagdo na Bolivia (Alonso, 2002).
Exemplares juvenis de dourada, classificadas de ndo migrantes (<40 cm), foram registrados
no estuario, Manaus e em menor propor¢cdo em Tefé (Alonso e Pirker, 2005). De acordo
com relatos de pescadores, juvenis ndo migrantes também séo capturados em lagos de
varzea como o Arari (em ltacoatiara) e em lagos perto de Manaus (Barros e Ribeiro, 2005) e
em Tefé (Alonso, 2002; Barros e Ribeiro, 2005). Em Tefé, especificamente, ressalta-se a
hipétese de que os alevinos de dourada gerados entre maio e junho no alto rio Japurd,
descem e utilizam os arredores dessa regido, no baixo rio Japura, para o0 seu

desenvolvimento (Alonso, 2002).
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Esse ultimo efeito pode ser uma explicacdo para a maior proporcao de contribuicéo
das localidades de Tefé, e possivelmente do rio Purus, a partir da analise com os
microssatélites de estoque relacionado. As amostras do rio Japura analisada no presente
estudo, sédo oriundas da regido de Vila Bitencourt (fronteira do Brasil com a Colémbia) e do
municipio de Japura (AM). Ambas na por¢cdo média do rio e em um raio de 770 Km de
distancia até o municipio de Tefé. O ambiente alagavel na area de desembocadura do rio
Japura no rio Solimdes, forma um complexo mosaico que durante o periodo de cheia (em
torno de junho) os lagos dessa regido podem se unir (Henderson, 1999). Esse cenario
propiciaria areas de reflgio e alimentacéo para o desenvolvimento de jovens de dourada, e

também de outras espécies oriundas do rio Japura (Alonso, 2002).

45. Implicagcdo para conservacdo e manejo de Brachyplatystoma

rousseauxii na Amazonia

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

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

Um plano de conservacdo precisa também prever acdes voltadas a protecdo do
habitat, pois este é fortemente relacionado a histéria natural e ciclo de vida de uma espécie
(Agostinho et al., 2005; Allendorf e Luikart, 2007). Em outras palavras, além da importancia
de conhecer a variabilidade genética e identificar os estoques é necessario adotar e aplicar
medidas de conservagdo ao ambiente de distribuicdo geografica. A degradagcdo e/ou
fragmentacdo dos ecossistemas riparios sdo apontadas como as principais causas da
diminuicdo das populagdes explotaveis de peixes (Beverton, 1992; Agostinho et al., 1994).
Principalmente nos dias atuais, quando muito se vé e comenta-se sobre mudancas
ambientais de origem antropica e sobre mudancas climaticas. No caso da dourada, as
cabeceiras de diferentes afluentes do Solimdes/Amazonas sé@o areas de reproducdo onde
0s adultos desovam e as larvas geradas sao carreadas pela correnteza do rio até areas de
criagdo, como a regido estuarina, por onde ficam até 2 a 3 anos. A partir dai uma grande
parcela do estoque migra, no inicio da vazante para a Amazo6nia central onde ficara nesta
regido até estarem aptos a reproduzir e, nesse momento, iniciam a regressar as cabeceiras

de algum tributario para desovar e o ciclo recomecar. De forma que ndo ha um Unico
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ecossistema e pais que englobe o ciclo de vida completo dessa espécie. Portanto, a
conservacgédo e manejo da dourada na Amazdénia precisam incluir medidas de protecdo néo
somente ao complexo ciclo de vida dessa espécie mais também ao ecossistema como um
todo.

A compilacdo dos resultados do presente estudo mostrou que, de uma forma geral,
todos os tributarios amostrados sdo igualmente importantes para a manutencdo da
variabilidade genética do estoque da dourada, além das localidades do eixo EAS.

Uma agenda de metas para o desenvolvimento do Brasil esta sendo executada pelo
atual governo federal. Entre essas metas inclui a constru¢do de hidrelétricas (UHE) em
alguns rios no pais, entre os quais o rio Madeira, afluente utilizado pela dourada em sua rota
migratdria. Existem na literatura varios registros de populacdes de diferentes espécies de
peixes impactadas por esse tipo de empreendimento (Nielsen et al.,, 1997; Jagera et al.,
2001; Knaepkens et al., 2004; Sanches, 2007; Zagonel, 2009). A dourada foi um forte alvo
de conflitos e polémicas ligado a construcao das UHEs do rio Madeira que se encontra em
andamento. A partir da reunido de esforcos da comunidade cientifica, medidas mitigadoras
foram propostas e aceitas para minimizar os impactos, ndo somente da dourada mas
também de outras espécies de peixes. Serd que essas acdes serdo satisfatoriamente
efetivadas e o suficiente para evitar algum impacto no estoque genético da dourada?
Medidas de monitoramento precisam ser de fato executadas para ajudar a responder essa
guestao a longo prazo. Ainda que os resultados do presente estudo indiguem que ndo ha
uma populacdo geneticamente restrita ao rio Madeira, este rio contribui substancialmente
para os niveis de variabilidade genética e nimero de migrantes. Nas cabeceiras dos rios
com hidroelétricas, as barreiras a migracdo podem resultar em isolamento genético e
demogréafico que podera levar a reducdo da variabilidade genética em todo o sistema, e
potencialmente comprometer o tempo de vida das populagcdes (Wofford et al., 2005). Por
hora, o quadro de panmixia para a dourada, pode favorecer sua condi¢do do ponto de vista
genético, frente a um cenario de impactos que podem ser causados por esses
empreendimentos. Por outro lado, o impacto soOcio-econdmico pode ser de grande
magnitude, face a cadeia produtiva que depende e sustenta a pesca desse recurso além de
outros paises como a Bolivia e o Peru estarem envolvidos.

Em uma escala maior de distribuicdo geografica da dourada, poucas normas
especificas e acdes isoladas voltadas a conservagdo e manejo tém sido feitas. A dourada,
ao lado do tambaqui e da piramutaba, foram incluidas na lista de espécies de peixes
sobreexplotadas ou ameacgadas de sobreexplotacdo no Brasil (MMA, 2004). Na Colémbia e
no Peru existem algumas leis aplicadas a conservacdo e manejo da dourada e outros
bagres de importancia comercial (Vieira, 2005). Face a esse cenario, a partir de uma

iniciativa no Brasil, do Projeto Manejo de Recursos Naturais da Varzea — ProVarzea do
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IBAMA/MMA, foi elaborada a proposta de um sistema integrado para o manejo dos grandes
bagres migradores — SISMI. A elaboracéo dessa proposta foi realizada por um conjunto de
profissionais de diferentes &areas do conhecimento (ecologia, pesca, sOcio-economia,
conhecimento tradicional, legislagcdo) incluindo a genética (Fabré et al., 2005). Entretanto,
poucas ac¢des foram concretizadas até o momento.

A dourada é uma das duas espécies de grandes bagres, mais importante
comercialmente para pesca na Amazonia como fonte de alimento, emprego, renda e como
pescado beneficiado de interesse para os mercados locais e internacionais. Por essa razéo,
e devido aos padrdes de distribuicdo geografica e da natureza de seu ciclo de vida, essa
espécie é capturada pela pesca comercial ha décadas ao longo da bacia Amazb6nica em
territérios politicos que inclui mais de cinco paises (Barthem e Goulding, 1997; Petrere et al.,
2004; Parente et al., 2005; IBAMA, 2008). Esse histérico de captura e explotacao, resultou
na sobrepesca de crescimento da dourada (Alonso, 2002). Sinais desse quadro ja séo
percebidos pelos diferentes atores da pesca de bagres incluindo os pescadores artesanais
(Barros e Ribeiro, 2005).

Diante desse cenério, é importante a elaboracdo de um plano de conservacao e
manejo integrados, bem como sua execucdo e monitoramento, que se fundamente em
informacBes e atores oriundos de diferentes areas do conhecimento (biologia pesqueira,
pesca, ecoldgicas e genéticas, soécio-economia, geografia, conhecimento tradicional e
outras) e dos diferentes segmentos da cadeia produtiva, envolvendo também tomadores de
decisBes pertencentes aos Estados e Paises Amazbnicos que explotam esse recurso (Isaac
et al., 1996; Barthem e Goulding, 1997; Ruffino et al., 2000; Alonso, 2002; Fabré et al.,
2005). Todos os atores envolvidos precisam fornecer sua parcela de contribuicdo e
comprometimento. Esse quadro € emergencial , uma vez que a sobrepesca afeta as
populagdes humanas de todos os paises envolvidos, além de interferir na interligacéo
ecoloégica (por exemplo, reproducdo e cadeia alimentar) existente nessa grande area
geogréfica.

A area da genética, com o presente estudo, fornece importantes subsidios para
conservacgdo e manejo da dourada na Amazoénia. Entre as principais contribui¢des incluem:
i) que uma ou mais regides, além do estuario e Santarém, estdo sendo utilizadas pela
dourada como é&rea de criacdo e ii) a dourada pode ser considerada, para fins de manejo,
como um Unico estoque genético que sazonalmente migra em uma ampla area de

distribuicdo na Amazonia.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Os 36 locos microssatélites isolados e caracterizados foram eficientes na detec¢do da
variabilidade genética de B. rousseauxii (Capitulo I);

A amplificacdo heterbloga dos 36 locos microssatélites resultou em 18 locos
amplificados em todas as seis espécies do género Brachyplatystoma. O nimero de
locos amplificados variou entre 22 em B. tigrinum e 35 em B. capapretum e o nimero de
locos polimorficos variou entre 15 em B. tigrinum a 27 em B. filamentosum (Capitulo I);
Os marcadores microssatélites obtidos poderédo ser utilizados em estudos genéticos que
poderdo ndo s6 subsidiar politicas de conservacdo e manejo da dourada, mas também
das demais espécies comerciais do género Brachyplatystoma (Capitulo I);

A partir da caracterizacdo genética, realizada tanto com a regido controle (DNAmt)
(911bp; N=652; 15 localidades) quanto para os microssatélites (oito locos; N=483; 13
localidades), foi possivel estimar a variabilidade genética da espécie que se mostrou
compativeis aos niveis estimados em outras espécies de peixes (Capitulo Il);

Altas taxas de fluxo génico foram estimadas para a dourada entre as localidades
amostradas. Nado foi observada correlacdo entre a distancia genética e geografica
(Capitulo 11);

A analise com a regido controle (DNAmt) permitiu verificar que a localidade do estuério
apresentou 0s maiores niveis de variabilidade genética, aparentemente em funcao de
reunir os individuos gerados em diferentes afluentes do Solimdes/Amazonas (Capitulo
In);

Os resultados obtidos ndo permitem a confirmacdo do comportamento de homing
(filopatrico) em dourada. Porém, algumas tendéncias de estruturacdo genética
encontradas nao permitem o descarte completo da hipotese de um percentual da
populacdo (maior do que o previsto por chance somente) conseguir voltar aos
respectivos tributarios de origem, para desova (Capitulo Il);

Todos os tributarios amostrados sdo igualmente importantes na composicdo e
manutencédo da variabilidade genética da dourada (Capitulo I1);

Uma ou mais areas/regides podem esta servindo como area de cria¢do para a dourada,
além do estuario e Santarem;

A dourada comp8e uma Unica populacdo panmitica, distribuida na Amazénia brasileira
e peruana, podendo ser considerada como um Unico estoque para fins de manejo e
conservagdo, corroborando outros estudos envolvendo dados morfométricos e

meristicos (Capitulo I1).
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