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RESUMO

O Pleistoceno iniciou-se ha cerca de 2,5 milhdes de anos e foi uma Epoca marcada por
oscilacdes climaticas e glaciacbes. Durante o periodo de glaciacdo o nivel do mar diminuia,
provocando a reducdo dos niveis dos rios e causando a eroséo dos leitos, as corredeiras ficavam
mais evidentes como barreiras. Nos periodos interglaciais o nivel do mar aumentava cerca de 120
m provocando inundacdes do rio Amazonas e seus afluentes como resultado, as barreiras
deixaram de existir por um tempo, permitindo entdo a expansdo da distribuicdo das espécies de
peixes. Como consequéncia as populacdes de peixes foram isoladas ou expandiram sua
distribuicdo. Alguns rios da bacia Amazénica fazem uma abrupta transicdo entre as bordas do
Escudo Brasileiro e a planicie Amazénica favorecendo a ocorréncia de corredeiras e cachoeiras
como ocorrem nos rios Madeira, Tapajés, Xingu e Tocantins-Araguaia. Alguns estudos realizados
nesses rios mostram que as corredeiras influenciam o fluxo génico e a dispersao de varias
espécies. O presente estudo propds testar se essas corredeiras afeta o fluxo génico entre as
populacdes de Prochilodus nigricans e também como o clima no Pleistoceno afetou a sua
distribuicdo. Foi utilizado Sequenciamento de Nova Geragdo (Next Generation Sequencing —
NGS), para verificar a importancia das barreiras fisicas (corredeiras) e mudangas climaticas no
Pleistoceno na estrutura genética da espécie Prochilodus nigricans. Para testar se as corredeiras
no Tocantins, Xingu, Tapajos e Madeira sdo barreiras para fluxo génico para populacdes de
Prochilodus nigricans a jusante e a montante das corredeiras. A estimativa de grupos bioldgicos
baseados no equilibrio Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligagao foi realizada no Structure 2.3.4.
A presenca e dire¢do do fluxo génico, e o tempo de divergéncia entre as duas populagdes em
cada rio, foi usando a abordagem de MCMC e um modelo coalescente de isolamento com
migragdo, que estima as taxas de migracdo e tempos de divergéncia entre duas ou mais
populacdes que divergiram de uma populagdo ancestral, no programa IMa2. Os resultados
mostraram que as corredeiras dos rios Madeira, Tapajos, Xingu e Tocantins, ndo sdo barreiras
totais para as populacdes de Prochilodus nigricans. Existe o fluxo génico bidirecional entre as
populacdes localizadas a montante e a jusante das cachoeiras. Portanto a construcdo de
hidrelétricas ou barragens podem afetar o fluxo génico. Quanto ao tempo de divergéncia das
populacdes, os resultados observados indicam que possivelmente as alteragBes climaticas do
Pleistoceno foram responsaveis pela separacdo das populacdes nos rios Madeira com 420 mil
anos, Tapajos com 375 mil anos e Xingu 539 mil anos. O resultado do rio Tocantins 239 anos,
mostra que as populacdes ainda ndo estdo totalmente isoladas.

Palavras-chave: Amazdnia, SNPs, fluxo génico, barreiras geogréficas.



ABSTRACT

The Pleistocene began about 2.5 million years ago and was an epoch marked by
climatic oscillations and glaciations. During the glaciation period the sea level diminished,
causing the reduction of river levels and causing erosion of riverbeds, the rapids became
more evident as barriers. In interglacial periods the sea level increased by 120 m causing
inundations of the Amazon River and its tributaries, and as a result, the barriers ceased to
exist for a while, thus allowing the expansion of the distribution of fish species. As a
consequence the fish populations were isolated or expanded their distribution. Some rivers
of the Amazon basin make an abrupt transition between the borders of the Brazilian Shield
and the Amazonian plain favoring the occurrence of rapids and waterfalls such as those in
the rivers Madeira, Tapajos, Xingu and Tocantins-Araguaia. Some studies in these rivers
show that the rapids influence gene flow and dispersal of several species. The present
study proposed to test if these rapids affect gene flow between populations of Prochilodus
nigricans and also how the climate in the Pleistocene affected its distribution. Next
Generation Sequencing (NGS) was used to verify the importance of physical barriers
(rapids) and climatic changes in the Pleistocene on the genetic structure of the species
Prochilodus nigricans. To test whether the rapids in Tocantins, Xingu, Tapajés and Madeira
are barriers to gene flow for populations of Prochilodus nigricans downstream and
upstream the rapids. Inference of biological groups based on Hardy-Weinberg equilibrium
and binding disequilibrium was performed in Structure 2.3.4. The presence and direction of
gene flow, and the time of divergence between the two populations in each river, was done
using the MCMC approach and a coalescing model of isolation with migration, which
estimates the migration rates and divergence times between two or more populations that
diverged from an ancestral population in the IMa2 program. The results showed that the
rapids of the Madeira, Tapajos, Xingu and Tocantins rivers are not total barriers for the
populations of Prochilodus nigricans. There is a two-way gene flow between the
populations located upstream and downstream of the waterfalls. Therefore the
construction of hydroelectric dams or dams can affect gene flow. As far as the time of
divergence of the populations, the observed results indicate that the climatic changes in
the Pleistocene were possibly responsible for the separation of the populations in the
rivers Madeira with 420 thousand years, Tapajos with 375 thousand years and Xingu 539
thousand years. The result of the Tocantins River 239 years, shows that the populations
are not yet totally isolated.

Key words: Amazon, SNPs, gene flow, geographical barriers.
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1 INTRODUCAO

O Pleistoceno iniciou-se ha cerca de 2,5 milhdes de anos e foi uma Epoca marcada por
oscilacdes climaticas e glaciacdes (Wesselingh & Hoorn, 2011). O clima da planicie central da
Amazobnia permaneceu Umido semelhante ao atual, embora com temperaturas mais frias, cerca de
5°C (Hooghiemstra & Hammen, 2004). A vegetacao nessas areas permanecia a floresta tropical
Uumida, fragmentada pela presenca de savanas em locais com clima mais afetadas pela aridez
(Haffer, 1969). Durante as glacia¢des a reducdo no nivel do mar afetava os rios a uma distancia
de 4.000 km acima da foz do rio Amazonas, e nos interglaciais o rio Amazonas e seus afluentes
foram inundados pelo represamento provocado pelo aumento do nivel do mar, como o0s
observados na figura 1. Esses fatores contribuiram para a atual configuragdo da paisagem
(Hoorn, 1996) e distribuicdo de espécies (Hubert & Renno, 2006).

Amazon Lake

Figura 1. Periodos glaciais e interglacais na bacia Amazoénica. A) Aumento do nivel do rio no inicio do
periodo interglacial; B) Erosao no inicio do periodo glacial (Wesselingh & Hoorn, 2011).

As alteracdes climaticas ha cerca de 2,5 milh8es de anos apontam para oscilagcdes globais
do nivel do mar em cerca de 120 m, afetando diretamente as terras baixas da Amazonia. Na
época do Pleistoceno os ciclos glaciais, resultaram em alteracdes nos leitos dos rios da Amaz6nia
e seus afluentes (Wesselingh & Hoorn, 2011). Durante o periodo de glaciacdo o nivel do mar
diminuia, provocando a reducgdo dos niveis dos rios e causando a erosao dos leitos (Irion, 2010).
Nos periodos interglaciais o nivel do mar aumentava provocando inundac¢des do rio Amazonas e
seus afluentes (Wesselingh & Hoorn, 2011).

Os periodos glaciais e interglaciais favoreciam as mudangas nos rios, causando as
reorganizacdes continuas de cursos de rios e limites das bacias hidrogréficas. Como resultado as
populagcbes de peixes foram isoladas ou expandiram sua distribuicdo. Nos rios as corredeiras
poderiam atuar como barreira, mas nesse periodo de aumento do nivel do mar como
consequéncia também ocorreu a elevacdo do nivel dos rios e como resultado, as barreiras
deixaram de existir por um tempo, permitindo entdo a expansao da distribuicdo das espécies de
peixes. Dessa forma as incursdes marinhas influenciaram profundamente a distribuicdo da
ictiofauna (Hubert & Renno, 2006) (Wesselingh & Hoorn, 2011).
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Atualmente as corredeiras sao barreiras para diversos organismos aquaticos, restringindo
parcial ou totalmente o fluxo génico entre as populagBes a montante e a jusante das corredeiras.
Entre os rios Amazdnicos com corredeiras podemos citar os rios Madeira, Tapajos, Xingu e
Tocantins. Na literatura encontramos varios estudos, ndo apenas com peixes, mostrando a
influéncia das corredeiras como barreira para migragéo ou limitacao parcial ao fluxo génico, como
por exemplo, estudos realizados com jacarés, Paleosuchus palpebrosus (Cuvier, 1807) (Muniz,
2012). Também para os peixes Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) (Farias et al., 2010)
Tripotheus angulatus (Spix & Agassiz, 1829) (Soares, 2014), Prochilodus nigricans (Machado,
2009), Pygocentrus nattereri e Potamorhina latior (Martin, 2013).

Exemplos de estudos de fluxo génico foram realizados com populacbes de jacaré-acu
Melanosuchus niger (King & Burke 1989), os resultados mostraram dois grupos diferentes
separados pela cachoeira de Teotbnio, onde foi observado fluxo génico unidirecional, com
individuos apenas descendo o rio (Rangel, 2015). Outro jacaré afetado é o Paleosuchus
palprebrosus (Cuvier, 1807) onde a corredeira limita, mas nao isola totalmente as duas
populacdes (Bolivia/Madeira), as taxas de migracdo sdo bidirecionais, mas no sentido de subida
do rio Madeira € maior (Muniz, 2012). Para o peixe tambaqui Colossoma macropomum o fluxo
génico encontrado foi maior no sentido da sub bacia Boliviana em dire¢cdo a bacia Amazobnica
(montante para jusante) (Farias et al., 2010). Para o curimatd, Prochilodus nigricans (figura 1) as
corredeiras do rio Madeira também atuam como barreiras ao fluxo génico (Machado, 2009).
Enquanto que para as espécies de Pygocentrus nattereri e Potamorhina latior as corredeiras néo
eram uma forte barreira a troca genética (Martin, 2013).

A presenca do Prochilodus nigricans nos rios Madeira, Tapajos, Xingu e Tocantins, e sua
histéria de vida, tornam essa espécie um perfeito modelo para testar como o clima no Pleistoceno

afetou a sua distribuicdo, e também o efeito das corredeiras sobre o fluxo génico da espécie.
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Figura 2. Exemplar de Prochilodus nigricans. Foto: Tiago Pires.

A espécie popularmente conhecida como curimata, Prochilodus nigricans (figura 2),
pertence a familia Prochilodontidae, um grupo de peixes migradores muito importante para a
pesca e economia local (Bayley & Petrere, 1989). A familia inclui 21 espécies divididas em trés
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géneros: Ichthyoelephas, Prochilodus e Semaprochilodus, os quais estdo presentes na grande
maioria dos rios da bacia sul americana (Reis et al., 2003). Na Amaz6nia ocorrem trés espécies do
género Prochilodus, P. nigricans no rio Amazonas e afluentes principais, P. rubrotaeniatus no Alto
rio Negro, rio Branco e rio Trombetas (Aratjo — Lima & Ruffino, 2003) e P. britskii restrita a um
tributario do Alto Tapajés (Castro, 1993). Algumas espécies se destacam nas pescarias por conta
de sua alta importancia para o consumo regional, como Semaprochilodus ssp. (jaraqui) que no rio
Negro representam 90% da biomassa de peixes consumidos (Golding et al., 1988) e Prochilodus
nigricans (curimatd) (Ruffino et al., 2004). Prochilodus nigricans € um peixe de médio porte,
chegando a 50 cm e 3 kg. Com hébitos detritivoros, alimenta-se de algas perifiticas, micro-
organismos e matéria organica em decomposicdo. Na época reprodutiva forma cardumes e
empreendem grandes migracdes para a desova na enchente dos rios de agua branca ou clara. Na
fase de alevinos e jovens crescem em area de varzea (Santos et al., 2006).

O Prochilodus nigricans atinge a maturidade sexual com aproximadamente 2 anos de vida
(Loubens & Panfili 1995). Para a reproducéo ocorrer os individuos jovens e adultos bem
alimentados e com grandes reservas energéticas, mas ainda com as gdnadas em repouso
formam cardumes durante a vazante e a seca (nos meses de setembro a dezembro) e sobem os
rios de agua branca a procura de local apropriado ao desenvolvimento dos ovos e das larvas para
se reproduzirem. O local escolhido para reproducéo sdo ambientes ricos em oxigénio e nutrientes.
Na bacia Amazonica eles migram duas vezes ao ano para alimentagéo, reproducdo e dispersdo
(Mota & Ruffino 1997). Estudos indicam que sédo grandes nadadores, com capacidades biolégicas
de realizar grandes migracfes reprodutivas anuais de milhares de quildbmetros de extenséo
(Castro 1990). O rio Madeira e 0 Solimbes sédo rios de dguas brancas com nascentes nos Andes
(Sioli, 1951), os rios Tapajés, Xingu e Tocantins sdo rios de aguas claras (Sioli, 1951), na época
da migragdo reprodutiva os cardumes de Prochilodus nigricans sobem esses rios para se
reproduzirem.

A bacia Amazbnica €é composta por inimeros rios e abrange uma area de
aproximadamente 6.869.00Km, caracterizada por dois tipos de relevos, a planicie e a partes dos
Escudo da Guiana e Escudo Brasileiro. Alguns rios percorrem os dois relevos resultando em
corredeiras e cachoeiras nas areas de abrupta transicdo, dentre 0os quais podemos citar 0s rios
Madeira, Tapajos, Xingu e Tocantins-Araguaia (Ayres, 1995).

O rio Madeira possui uma transi¢éo abrupta entre o Escudo Brasileiro e a bacia Amazénica
(De Queiroz et al., 2013). Nessa area possuia 18 corredeiras reconhecidas em um trecho de 290
km nos rios Madeira e Mamoré, em territorio brasileiro. Entre elas Teotbnio, que era a maior, com
gueda de cerca de 7,5 m, (Cella-Ribeiro, 2013), submersa totalmente com o fechamento da
barragem em 2012 pelo  empreendimento hidrelétrico de  Santo  Antbnio

(http://www.santoantonioenergia.com.br/energia/energial/) acesso em 12 de maio de 2016).

Por sua vez, o rio Tapajos possui grandes corredeiras proximas de Itaituba (Golding, 2003),

sendo que existem projetos de construcdo de duas usinas hidrelétricas, Jatoba e Sao Luiz do
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Tapajos, 0 que provocara o represamento das corredeiras (EIA RIMA SLT). O Prochilodus
nigricans, tem sua restricdo ao fluxo génico como efeito da presenca dessas corredeiras,
formando dois grupos evolutivos (Machado, 2009).

O rio Xingu possui 4guas claras, a sua nascente € no cerrado, ou savana tropical da regiao
central do estado do Mato Grosso, e corre em diregdo ao norte, na Amazonia (Castilhos, 2010).
Entre as principais corredeiras podemos citar as localizadas na Volta Grande, dividindo a vida
aquatica entre a Bacia Amazdnica e do Alto Xingu (Golding, 2003). O governo brasileiro
atualmente executa um projeto de instalagdo de uma usina hidrelétrica no rio Xingu essa
construcdo afetara diretamente a fauna local, principalmente a aquatica. (Projeto da Usina de Belo
Monte - Fatos e Dados — Ministério de Minas e Energia).

O rio Tocantins nasce no Escudo Brasileiro e percorre, em leito bastante canalizado, em
direcdo ao Norte desaguando no rio Pard. Em todo o seu curso sdo encontradas corredeiras e
cachoeiras, sendo que no seu curso médio a constru¢do da represa da UHE Tucurui submergiu
algumas dessas cachoeiras (Ribeiro et al., 1995). O rio Araguaia nasce na Serra dos Caiap0s e
percorre em paralelo com o rio Tocantins por cerca de 2.600 km. Possui quatro se¢des de cascata,
a superior repleta de cachoeiras e corredeiras, na média-superior percorrendo uma planicie de
relevo suave onde estd a ilha do Bananal. Ap6s a ilha, o rio Araguaia percorre um canal bem
definido com presenca de mais corredeiras, a sua parte final € uma planicie desaguando no rio
Tocantins, formando o baixo Tocantins (Mérona et al., 2010).

Nos estudos de estruturacdo populacional citados acima (Muniz, 2012; Gravena et al.,
2014; Farias et al.,, 2010; Soares, 2014) foram usados marcadores de microssatélites e
sequenciamento de genes mitocondriais. Atualmente ja foram desenvolvidos novos marcadores
com maior poder estatistico e assim capaz de detectar uma maior quantidade de varia¢cdes no
DNA. Essa capacidade é devido a grande quantidade de informacdes analisadas e dessa forma é
possivel avaliar minuciosamente os fluxos génicos (Elshire et al., 2011).

Essa nova tecnologia de sequenciamento é chamada de Sequenciamento de Nova
Geracao (Next Generation Sequencing — NGS) (Funk et al., 2012). Com ele é possivel determinar
a estruturacéo da populagdo sem conhecimento prévio do genoma ou diversidade da espécie. O
Sequenciamento de Nova Geragéo consiste em avaliar quase todo o genoma do individuo, com
isso aumentam as chances de localizar mais marcadores moleculares, principalmente os
Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNP), e assim aumentam as chances de avaliar a estrutura
populacional de forma mais eficiente em comparacdo com os marcadores mitocondriais (Elshire et
al., 2011).

O Sequenciamento de Nova Geragdo proporciona uma amostragem representativa do
genoma total, assim fica mais facil a detec¢éo de variagdes no genoma entre linhagens evolutivas
e ainda reduz custos e tempo em comparagdo com outras metodologias, além de reduzir a

quantidade de amostras por ser mais sensivel a encontrar as varia¢des (Elshire et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Verificar a importancia das barreiras fisicas (corredeiras) e mudancas climéticas no

Pleistoceno na estrutura genética da espécie Prochilodus nigricans.

3.2 Objetivos Especificos

1. Testar se as corredeiras no Tocantins, Xingu, Tapajos e Madeira sao barreiras para fluxo
génico para populacdes de Prochilodus nigricans a jusante e a montante.

2. Caso sejam encontradas diferencas entre as populacdes, estimar o fluxo génico em cada
direcdo, e o tempo de divergéncia entre as duas popula¢des em cada rio.

3. Correlacionar os tempos de divergéncias observados com os tempos das mudancas
climaticas ocorridas durante o Pleistoceno para cada bacia.

4. Comparar as correlacdes de tempo de divergéncias observadas com os tempos das

alteracdes climéticas do Pleistoceno entre as bacias.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

A é&rea de estudo representada nos pontos destacados no mapa da figura 1 corresponde

as bacias dos seguintes rios: Madeira, Xingu, Tapajés e Araguaia — Tocantins. Todas as amostras

foram coletadas antes das constru¢des das UHES, exceto para o tio Tocantins, e foram inseridas

na parte do banco de tecidos do Laboratério de Evolugdo e Genética Animal. Foram usadas 80

amostras sendo 10 de cada localidade, distribuidas conforme a tabela 1.

Tabela 1. Pontos de amostragem e quantidade de individuos em cada bacia.

Bacia Localidades Ql_Jan_tlgIade de
individuos
Madeira Montante - Guaporé e Guajara Mirim 10
Jusante - Borba 10
Xinau Montante - Altamira 10
9 Jusante - Vitéria Xingu 10
Montante - Jacareacanga 10
Tapajés Jusante - Arapiuns 10
Montante - Pedral de Santa Isabel 10
Tocantins-

Araguaia Jusante - Baido (rio Tocantins) 10

Rio Madeira:

* A= Guaporé

* B=Guajara-Mirim
* C=Borba

Rio Tapajos:

* D= Vitoria do Xingu
* E=Altamira

Rio Xingu:

* F=Jacareacanga

* G= Arapiuns

Rio Tapajos:

* H=Baido
* |=Pedral de Santa Isabel

corredeira

Clet

o

Figura 3. Mapa da area de estudo.
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4.3 Coleta dos dados

A metodologia descrita a seguir € baseada em Petterson et al., (2012), com modificacdes
proposta por Martinez et al., (in prep.).

Extracéo e Preparo da Biblioteca gendmica

A extracdo do DNA genbmico das amostras coletadas foi seguindo o protocolo fenol-
cloroféormio Sambrook et al., (1989). Foi verificado a integridade do DNA em gel de agarose 1% e
também quantificado no NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), e padronizado o célculo para obter
200ng/ul de cada uma das amostras.

Depois de quantificado, o DNA foi cortado com as enzimas de restricdo, Csp6l e Sdal que
reconhecem sitios especificos de corte de 4 e 8 pares de base respectivamente, gerando
fragmentos de diferentes tamanhos e composi¢cdo de base, sendo esses finalmente ligados aos
adaptadores, P1 e A (que possui um barcode por individuo de 10 pares de base) (Davey & Blaxter,
2010) com auxilio da T4 ligase e ATP.

Apos essa etapa, foi realizada uma PCR teste para verificar se a digestdo e ligacdo de
adaptadores ocorreu adequadamente. O produto dessa PCR foi submetido a corrida em gel de

agarose 1%.

Apos verificado o funcionamento da digestdo/ligacdo, uma nova PCR foi realizada com
cinco réplicas para cada amostra para diminuir o desvio padrao dos alelos representativos de cada
individuo gerado pelo viés da PCR. Esse PCR foi realizado com a Klen Taqg (uma Taqg de alta

fidelidade que corrige possiveis erros de amplificacao).

As amostras foram quantificadas no fluorébmetro Qubit 2.0 (Invitrogen) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Em seguida todas as amostras foram colocadas em um anico tubo
(pool), onde cada amostra estava representada pela mesma quantidade de DNA. Nessa etapa as
amostras foram purificadas com o kit AMPure (Agencourt), seguindo as recomendacdes do

fabricante.

A selecdo de tamanho dos fragmentos da biblioteca (pool de amaostras do passo anterior),
foi feita no Pippin Prep (Sage Science), seguindo as instru¢ces do fabricante. O tamanho médio
dos fragmentos para sequenciamento foi de 415 pb, com inicio em 374 pb e o fim em 456 pb.
Depois do corte o produto foi purificado com o kit AMPure e quantificado novamente no Qubit 2.0.
(Invitrogen)

Depois das diluicdes necessarias das amostras, a biblioteca diluida foi utilizada de acordo
com o protocolo do fabricante “Prepare template-Positive lon PGM Template OT2 400 lon Sphere
Particles (ISPs)”. Nessa etapa foram usados os reagentes e materiais dos kits “lon PGM Template
OT2 Reagents 4007, “lon PGM Template OT2 Solutions 400", “lon PGM Template OT2 Reactions
400" e “lon PGM Template OT2 Supplies 400”. A reacdo de PCR clonal foi realizada no

equipamento lon OneTouch 2.
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O produto da PCR clonal foi recuperado e lavado, para ser usado no enriguecimento do
template seguindo o protocolo do fabricante “Enrich the Template-Positive lon PGM Template OT2
400 lon Sphere Particles (ISPs) ”. Para essa etapa foram usados os reagentes e materiais dos kits
‘lon PGM Template OT2 Solutions 400", “lon PGM Template OT2 Supplies 400" e “lon PGM
Enrichment Beads”. O enriquecimento foi feito no equipamento lon OneTouch ES. Nessa etapa as

beads magnéticas que nao incorporaram fragmentos foram eliminadas.
Sequenciamento lon Torrent

Na etapa anterior foi obtida uma amostra com as ISPs enriquecidas, usada no presente
passo para o carregamento do chip lon 318 V2 e posterior sequenciamento no sistema lon
Personal Genome Machine (PGM). Para essa parte final foram usados os reagentes e materiais

dos kits “lon PGM Sequencing Reagents 400", “lon PGM Sequencing Solutions 400” e “lon PGM
Sequencing Supplies 400”.

Os dados gerados foram processados pelo software Torrent Suite (da plataforma lon
Torrent, resultando em um arquivo no formato BAM transformado em FASTAQ para a edigdo e

posteriores analises.

4.4. Analises dos dados

4.4.1 Edicdo dos dados

Antes das analises, os dados foram editados no programa PyRad (Eaton 2014). O PyRad
utiliza uma medida de similaridade de sequéncia, com base em um alinhamento de sequéncias
através do programa Vsearch. Nesse tipo de alinhamento é permitido obter indels entre e dentro
das amostras e assim obtemos um melhor desempenho do banco de dados. Nessa edi¢c&do foram
identificados os gendtipos de cada individuo, identificagdo dos alelos, loci e snps. No final da
edicdo foram gerados arquivos de entrada para todas as andlises. Os arquivos para todas as
andlises, foram considerados niumero minimo de 15 individuos com determinada informacédo para
ser considerada um loci a ser retido no conjunto de dados final. O nimero de maximo de sitios

polimérficos compartilhados em um locus foram trés.

4.4.2 Analise da estrutura populacional
Para atingir o objetivo especifico nUmero um o arquivo prochilodus.str foi analisado no
Structure 2.3.4 (Pritchard, Stephens, & Donnelly, 2000) para obtenc&o dos resultados de estrutura
populacional através da estimacgao de grupos biolégicos baseados no equilibrio Hardy-Weinberg e
desequilibrio de ligacéo.
Nessa etapa cada rio foi analisado separadamente, pois foram testadas se as corredeiras

presentes em cada rio provocam a estruturacdo das populacdes em grupos a montante e jusante.
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Para essa analise foram usados 0s seguintes parametros: 200000 gerac¢fes de "burn-in", 1000000
de geracdes de Cadeia de Markov e Monte Carlo (MCMC) para cada K. As simulacdes foram
repetidas 10 vezes para cada K. Esses resultados foram importados para o programa Structure
Havester (Earl e von Holdt, 2012), para a determinacdo dos grupos biolégicos pelo método de
Evanno (Evanno et al., 2005). Os resultados foram permutados no programa Clumpp (Jakobsson
& Rosenberg, 2007). Para visualizacdo dos resultados de cada K foi usado o programa Distruct
(Rosenberg, 2004)

4.4.3 Quantificagcéo e direcdo do fluxo génico

O objetivo especifico dois foi alcancado com o arquivo prochilodus.alleles analisado no
programa IMa2 (Hey & Nielsen, 2007) para a quantificacdo do fluxo, assim como a determinacéo
da direcao do fluxo. O programa IMa2 usando a abordagem de MCMC e um modelo coalescente
de isolamento com migracao, estima as taxas de migracao e tempos de divergéncia entre duas ou
mais populagdes que divergiram de uma populagéo ancestral.

Os parametros para a analise do rio Madeira foram: tamanho méaximo da populac¢éo g= 5,
taxa de migragdo m= 10 e tempo maximo da divisdo da populagdo t= 5 com 10800 passos de
burn-in; Xingu g= 5, m= 10, t= 5 com 10800 passos de burn-in; Tapajés g= 6, m= 2, t= 2 com
10800 passos de burn-in e Tocantins g= 6, m= 2, t= 0.5 com 10800 passos de burn-in. O Modelo
de mutacdo HKY foi utilizado para todos os rios. As analises foram feitas para os quatros rios
separadamente, para posterior comparagao

4.4.4 Tempos de divergéncias entre as populacdes
A Ultima analise, respondeu aos objetivos especificos dois, trés e quatro, quantificando o
fluxo génico e verificando a contribuicdo histérica das alteracdes climaticas do Pleistoceno. Para
essa analise foi usado o tempo de divergéncia gerado pelo programa IMa2 (Hey & Nielsen, 2007),
conforme os parametros da analise do item anterior. Foram estimados os valores a serem usados
nos calculos dos tempos de divergéncia.
Os valores encontrados foram transformados para escala biolégica usando o tempo de
geracdo de 2 anos (Loubens & Panfili, 1995) e taxa de mutacéo de -10" ° (Brumfield et al., 2003).
Os resultados encontrados referentes aos tempos de divergéncia foram comparados com
dados da literatura referentes a periodos glaciais e interglaciais, para verificar quais desses
eventos influenciaram a estrutura genética das populagdes de Prochilodus nigricans nesses rios.
Essa andlise inferiu 0 componente histérico dessa estrutura populacional, quando a populagdo
comecou a divergir. O critério para determinar se existe concordancia entre os tempos de
divergéncia estimados e aqueles existentes na literatura foi a sobreposicdo do intervalo de
confianca entre eles ou 0 seu equivalente. Os resultados encontrados foram comparados entre 0s
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rios, para mostrar concordancia ou ndo entre eles, através da observacdo e comparacdo dos

resultados.
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5 Resultados

Os resultados foram obtidos pelo sequenciamento de dois chips, cada um deles com 40
amostras. A média do niumero de leituras geradas por corrida foi de aproximadamente 6 milhdes,
por tanto foram produzidas cerca de 12 milhdes de leituras, das quais aproximadamente 6 milhdes
passaram o controle de qualidade e tiveram um tamanho maior que 296 pares de bases. No
programa PyRad foram processados os dados dos 80 individuos, determinando os locos e SNPs,

usados nas analises.

5.1 Estrutura populacional e fluxo génico

A analise no programa Structure identificou 2 grupos biolégicos para o rio Madeira e
Tapajos, marcados pela baixa mistura dos individuos das localidades. Também foram identificados
2 grupos bioldgicos para o rio Xingu com mistura de individuos de ambas as localidades. Para o
rio Tocantins foram identificados 3 grupos bioldgicos distribuidos entre as duas localidades de
coleta.
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Rio Madeira Rio Tapajos

Rio Araguaia /Tocantins

Figura 4. Estrutura populacional determinada pelo Structure pela inferéncia Bayesiana. Foram
analisados 10 individuos; a montante e 10 a jusante das corredeiras de cada rio separadamente.

Gréfico de individuos onde cada barra vertical representa um individuo.

Os fluxos génicos bidirecionais foram determinados no Ima2. Esses resultados estdo na
tabela 2, destacando-se os menores valores de fluxos génico nos rios Tapajoés e Tocantins e 0s

maiores nos rios Madeira e Xingu.
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Tabela 2. Numero de migrantes por geracao (2Nm). Os rios foram analisados separadamente e o
fluxo génico foi quantificado nas duas dire¢Bes. J: Jusante; M: Montante e a seta indica a direcao

do fluxo génico.

M—>J M <+—]
Madeira 0,4604 1,358
Tapajos 0,4943 0,1105
Xingu 2,3320 0,5674
Tocantins 0,0001 0,0001

5.2 Tempos de

divergéncia

Os tempos de divergéncia das populacdes em cada rio foram medidos no IMa2 e estdo

representados na tabela 4 e também nas figuras 6, 7, 8 e 9. O tempo médio, mais provavel, para a

divergéncia das populacdes a montante da populagéo a jusante da corredeira de Teotonio no rio

Madeira € 420 mil anos, o rio Tapajés também apresentou um tempo préximo 375 mil anos

aproximadamente. O rio Xingu possui 0 tempo mais antigo em compara¢cao aos outros rios, por

volta de 539 mil anos. Enquanto que para o rio Tocantins essa separagéo das populacdes ocorreu

h& 239 anos, 0 tempo mais recente entre 0s quatro rios.

Tabela 3. Tempos de divergéncia das populacdes. HiPt maior probabilidade. HPD95Hi menor
densidade posterior. HPD95Lo maior densidade posterior. Resultados obtidos no programa IMaz2.

Rio Madeira

Rio Tapajés

Rio Xingu

Rio Tocantins

Tempo em anos

Tempo em anos

Tempo em anos

Tempo em anos

HPD95Lo 384.343 313.984 490.180 o]
HiPt 420.336 375.046 539.728 239
HPDI5HI 462.589 447.034 586.783 1.838
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Figura 5. Tempo de divergéncia entre as populagcdes a montante e jusante da corredeira de
Teotdnio no Rio Madeira. O valor melhor valor encontrado foi de 420 mil anos.
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Figura 6. Tempos de divergéncia entre as populagfes do alto e baixo Tapajds. O tempo mais
provavel encontrado foi de 375 mil anos.
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Figura 7. Tempos de divergéncia entre as populacdes do alto e baixo Xingu. O tempo com maior
probabilidade encontrado foi de 539 mil anos.
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Figura 8. Tempos de divergéncia entre as populacdes do alto e baixo Tocantins. O tempo com
maior probabilidade encontrado foi de 239 anos.
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6 Discussao

6.1 Estrutura Populacional e Fluxo Génico

Segundo Frankham et al., (2002) o numero de migrantes por geracdo (Nm) maior que 1
seria suficiente para manter as frequéncias génicas homogéneas e consequentemente impedir o
processo de especiagdo. Em geral nos rios estudados os valores Nm encontrados foram baixos,
guando comparados as populacfes a montante e jusante das corredeiras.

O rio Madeira apresentou dois grupos biolégicos com a separagdo marcada pela antiga
corredeira de Teotdnio, sendo a mais alta do trecho de corredeiras com cerca de 7,5 m de queda
(Cella-Ribeiro, 2013). Atualmente a corredeira foi submersa pela usina hidrelétrica de Santo
Antdnio, mas as amostras do presente estudo foram coletadas antes das usinas, demonstrando,
portanto, o quadro natural da espécie no rio. O numero de migrantes por geracdo foi maior em
direcdo a montante (2Nm 1,3580 individuos/geragéo), comparado ao sentido oposto (2Nm 0,4604
individuos/geracao). Esse valor maior pode ser explicado pelo habito reprodutivo da espécie, que
consiste em formar grandes cardumes para migracdo reprodutiva de subida dos rios de aguas
claras ou brancas, apesar da ocorréncia de corredeiras (Carvalho 1986).

As corredeiras do rio Madeira também restringem o fluxo génicos para Melanosuchus
niger, sendo possivel apenas no sentido montante-jusante (Rangel, 2015). Em outros dois casos o
jacaré-pagua Paleosuchus palprebrosus (Muniz, 2012) e o tambaqui Colossoma macropomum
(Farias et al., 2010), o fluxo génico é bidirecional e maior no sentido jusante-montante. Isso
também foi visualizado no presente estudo.

O rio Tapajés possui 2 grupos biolégicos, um identificado pela cor verde estabelecido na
parte superior e o outro estabelecido a jusante das corredeiras identificado pela cor vermelha. O
grupo vermelho tem um individuo acima, com uma pequena parte do genoma do grupo verde. O
namero de migrantes por geracdo entre as localidades € baixo nas duas direcdes, esses valores
encontrados indicam que as corredeiras do Sdo Luiz do Tapajés restringem parcialmente o fluxo
génico da espécie.

Os resultados corroboram com o estudo de Machado (2009), quando por meio do DNA
mitocondrial foi encontrado baixo fluxo génico nos rios Madeira e Tapajés, propondo as
corredeiras como barreira parcial. A partir desses novos resultados é visivel que a presenca das
corredeiras realmente atua como barreira parcial para a migracdo. O estabelecimento de
barreiras artificias criadas pelo homem, como as usinas hidrelétricas podem afetar a migracéo

existente.
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O rio Xingu apresentou dois grupos biolégicos com a distribuicdo ndo delimitada pelo
trecho de corredeiras, o grupo identificado pela cor vermelha esta presente predominantemente a
montante das corredeiras e o grupo verde na parte a jusante. Os dois grupos estdo presentes nas
duas localidades, mas com numero de migrantes diferentes nas duas dire¢bes, 2Nm 2,3320
individuos/geragéo no sentido de descida, maior valor encontrado nos quatro rios estudados. O
trecho de corredeiras do rio Xingu possui aproximadamente uma extensdo de 200 km e um
desnivel de 85 m (Pettena et al.,, 1980), o que dificulta a possivel migragdo do Prochilodus
nigricans. O extenso trecho de corredeiras também favorece a descida de um nimero maior de
individuos, quando comparado com a subida. O estabelecimento da hidrelétrica de Belo Monte
pode alterar esse quadro natural, caso nao seja implementada alguma forma de conexdo entre
montante e jusante.

Os rios Tocantins e Araguaia também apresentam a maior quantidade de grupos
biolégicos, foram no total trés. Os grupos amarelo e vermelho estdo presentes em maior
propor¢cdo na localidade de Santa Isabel, o grupo verde possui maior representatividade na
localidade de Baido, tendo apenas um individuo em Santa Isabel. Os valores de fluxo génicos
encontrados foram os menores, em ambas as dire¢cdes. Em estudo realizado por Carvalho (et al.,
1986), antes do fechamento da barragem de Tucurui, apenas com dados da pesca realizado no
rio, concluiu que no quadro natural a espécie é mais abundante a montante da barragem e
reproduz somente a montante da barragem e apenas ocasionalmente se reproduz a jusante. Ele
também registra a subida de grandes cardumes acima das ultimas corredeiras.

O fluxo génico medido, no presente estudo, néo reflete a situacdo natural das populacoes,
visto que o fechamento da represa em 1984 interrompeu as migra¢cdes do curimatd, uma vez que
nao foi construida a escada para a subida dos peixes ou outra forma de conexéo, levando a um
declinio populacional a jusante, que atualmente esta se recompondo segundo 0s registros da
pesca (Barthem & Goulding 2007).

Em estudo realizado por Agostini (2015) com a tracaja Podocnemis unifilis (Troschel, 1848)
nos rios Madeira, Tapajos, Xingu e Tocantins-Araguaia mostrou baixo fluxo génico ou até mesmo a
auséncia associada a presenca das corredeiras. Entre os rios Araguaia e Tocantins foi encontrada
uma alta diferenca, mostrando que as corredeiras de Santa Isabel associadas ao longo trecho
encachoeirado de Itaboca submerso pela UHE Tucurui, podem ser responsaveis pelo nivel de
estruturacdo encontrado. Essa alta diferenga pode explicar os baixos fluxo génicos encontrados

no Tocantins — Araguaia para Prochilodus nigricans.

6.2 Tempos de Divergéncias

Os tempos de divergéncia encontrados para o0s rios Madeira, Tapajos e Xingu
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correspondem ao Pleistoceno, Epoca que deu inicio ha cerca de 2,5 milhdes de anos (Wesselingh
& Hoorn, 2011). Essa Epoca foi marcada pelas oscilagdes climaticas, periodos glaciais e
interglaciais quando os niveis dos mares e rios eram alterados, favorecendo a distribuicdo das
espécies de peixes (Hubert & Henno, 2006).

Os tempos de divergéncia dos rios Madeira 420 mil anos, Tapajos 375 mil anos e Xingu
com 539 mil anos, estdo préximos dos valores encontrados para a separacdo de outras
populacdes. As populacdes do jacaré-pagud, Paleosuchus palpebrosus se divergiu h&a cerca de
300 mil anos, tempo correspondente ao Pleistoceno, quando ocorreram incursfes marinhas que
permitiram a colonizagdo acima e quando o mar recuou, uma populacdo ficou quase isolada
(Muniz, 2012). O Colossoma macropomum passou por uma expansdo populacional nos ultimos
350 mil anos e 125 mil anos, influenciada pelas incursbes marinhas do Pleistoceno (Farias et al.,
2010).

O rio Tocantins apresentou o menor tempo de divergéncia 239 anos, junto a esse fato ha

também a quantidade e a distribui¢cdo dos trés grupos biolégicos encontrados.
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7 Conclusao

As corredeiras dos rios Madeira, Tapajos, Xingu e Tocantins, ndo séo barreiras totais para as
popula¢cdes de Prochilodus nigricans. Existe o fluxo génico bidirecional entre as populactes
localizadas a montante e a jusante das cachoeiras. Portanto a construcdo de hidrelétricas ou
barragens podem afetar o fluxo génico.

Quanto ao tempo de divergéncia das populagdes, os resultados observados indicam que
possivelmente as alteragdes climaticas do Pleistoceno foram responsaveis pela separagdo das
populacdes nos rios Madeira, Tapajés e Xingu. O resultado do rio Tocantins mostra que as
popula¢bes ainda nédo estdo totalmente isoladas.
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