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Resumo

Os grandes bagres do género Pseudoplatystoma desempenham importante papel como
predadores de topo nos ecossistemas de agua doce na regido neotropical. As espéecies
desse género sdo importantes recursos pesqueiros e apresentam um elevado valor
comercial em sua area de distribui¢do. Durante muito tempo a riqueza de espécies desse
género foi negligenciada, onde eram reconhecidas apenas 3 espéecies. No entanto, ap0os a
revisdo morfoldgica do género o nimero de espécies aumentou para oito. No primeiro
de estudo de sistematica molecular o a riqueza de espécies voltou a ser negligenciada,
pois foram reconhecidas apenas quatro espécies distintas para 0 género:
Pseudoplatystoma magdaleniatum, Pseudoplatystoma corruscans, Pseudoplatystoma
tigrimun (sensu lato) e Pseudoplatystoma fasciatum (sensu lato). Assim, o primeiro
capitulo deste estudo teve como objetivo: Testar os marcadores mitocondriais citocromo
oxidase | (COI) e a regido controle (RC) como ferramentas de avaliacdo da diversidade
de espécies para 0 género Pseudoplatystoma com base nos métodos de delimitacdo de
espécies-linhagens de locus Unico. O COI néo foi eficiente em delimitar as diferentes
morfo-espécies, onde foram delimitadas apenas cinco espécies-linhagens. No entanto, a
RC com base nos métodos GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent) e bGMYC
(implementacdo bayesiana do GMYC), delimitaram 9 espécies-linhagens, das 8 morfo-
espécies descritas para 0 género Pseudoplatystoma, reconhecendo assim a diversidade
taxonémica do género. Até que estudos de taxonomia integrativa sejam realizados para
definicdo dos status taxondémicos das espécies de Pseudoplatystoma, sugerimos que as
medidas de conservagdo (caso necessarias) sejam realizadas de forma independente para
essas nove espécies-linhagens identificadas neste estudo. Para o segundo capitulo:
Utilizando marcadores microssatélites e mitocondrial (COIl), para estimar a diversidade,
diferenciacdo genética e fluxo génico para Pseudoplatystoma punctifer, entre sub-bacias
dos rios Madeira e Mamoré/Guaporé. Foi testado se as corredeiras funcionavam como
barreiras que limitam o fluxo génico para esta espécie. Foi identificado trés grupos
populacionais, um representando os individuos da sub-bacia do Mamoré/Guaporé (a
montante das corredeiras) e 0s outros dois representando os individuos da sub-bacia do
baixo Madeira (a jusante das corredeiras). Alguns fatores podem estar contribuindo para
a diferenciacdo genética observada nas sub-bacias do baixo Madeira e
Mamoré/Guaporé. Entre esses fatores, destacamos o isolamento por distancia (dado que
a espécie é parcialmente migratéria), o fluxo génico restrito e a heterogeneidade
hidroquimica e ecoldgica em toda a area de estudo. Estudos adicionais sdo claramente
necessarios para entender o padrdo de diferenciacdo genética associado a diferentes
tipos de agua para P. punctifer na bacia Amazénica. Considerando a importancia
econdmica e ecoldgica de P. punctifer, acreditamos que os resultados deste estudo
podem se tornar uma importante contribuicdo para subsidiar medidas adequadas de
conservacdo e manejo para essas especies nas sub-bacias da Madeira e
Mamoré/Guaporé.
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Abstract

The catfishes of the genus Pseudoplatystoma play an important role as top predators in
freshwater ecosystems in the neotropical region. The species of this genus are important
fishing resources and have a high commercial value in their area of distribution. For a
long time, the richness of species of this genus was neglected, where only 3 species
were recognized. However, after the morphological revision of the genus, the number of
species increased to eight. In the first study of molecular systematics, the species
richness was again neglected, as only four distinct species were recognized for the
genus:  Pseudoplatystoma  magdaleniatum,  Pseudoplatystoma  corruscans,
Pseudoplatystoma tigrimun (sensu lato) and Pseudoplatystoma fasciatum (sensu lato).
Thus, the first chapter of this study aimed to: Test the mitochondrial markers
cytochrome oxidase I (COI) and the control region (RC) as tools to assess species
diversity for the genus Pseudoplatystoma based on the methods of delimiting species-
lineages single locus. The COI was not efficient in delimiting the different morpho-
species, where only five species-lineages were delimited. However, the RC based on the
GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent) and bGMYC (Bayesian implementation
of GMYC) methods, delimited 9 lineage species, of the 8 morpho-species described for
the genus Pseudoplatystoma, thus recognizing the taxonomic diversity of the genus.
Until integrative taxonomy studies are carried out to define the taxonomic status of the
species of Pseudoplatystoma, we suggest that conservation measures (if necessary) be
carried out independently for these nine lineage species identified in this study. For the
second chapter: Using microsatellite and mitochondrial (COI) markers, to estimate
diversity, genetic differentiation, and gene flow for Pseudoplatystoma punctifer,
between sub-basins of the Madeira and Mamoré/Guaporé rivers. It was tested whether
the rapids functioned as barriers that limit the gene flow for this species. Three
population groups were identified, one representing individuals from the
Mamoré/Guaporé sub-basin (upstream of the rapids) and the other two representing
individuals from the lower Madeira sub-basin (downstream of the rapids). Some factors
may be contributing to the genetic differentiation observed in the lower Madeira and
Mamoré / Guaporé sub-basins. Among these factors, we highlight the isolation by
distance (given that the species is partially migratory), the restricted gene flow, and the
hydrochemical and ecological heterogeneity throughout the study area. Additional
studies are needed to understand the pattern of genetic differentiation associated with
different types of water for P. punctifer in the Amazon basin. Considering the economic
and ecological importance of P. punctifer, we believe that the results of this study can
become an important contribution to subsidize adequate conservation and management
measures for these species in the sub-basins of Madeira and Mamoré/Guaporé.
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1. Introducao geral
1.1. Diversidade de Peixes

As &guas doces, salobras e salgadas do mundo abrigam cerca de 35.423 espécies
validas de peixes, de acordo com o Catalog of Fishes (Eschmeyer, 2020), das quais pelo
menos 4.231 tém distribuicdo na regido Neotropical (Lévéque et al., 2008). Este nUmero
continua aumentando, podendo chegar a mais de 6.000 espécies, incluindo espécies
reconhecidas, mas ainda ndo descritas (Reis et al., 2003). Considerando os peixes de
agua doce, existe registro de elevado endemismo de espécies pertencentes as Ordens
Characiformes e Siluriformes. A provincia da Amazonia (bacia Amazonica, do Orinoco,
do Araguaia-Tocantins, do Paraiba e dos rios costeiros das Guianas) apresenta 0 maior
nivel de endemismo do mundo com 2.072 espécies de peixes. Seguida da provincia do
Parana (bacia do Sdo Francisco, do Parana-Paraguai e La Plata) com 517 espécies
(Lévéque et al., 2008).

Os grandes bagres (Siluriformes: Pimelodidae) constituem um dos grupos mais
significativos, em termos de diversidade da ictiofauna da regido Neotropical (Ferraris,
2007). A principal caracteristica desta Ordem € a auséncia de escamas, 0S peixes sdo
revestidos por pele espessa ou por placas dsseas (total ou parcialmente). Sdo conhecidos
como peixes lisos, bagres, cascudos, acaris, entre outros (Santos et al., 2006; Buitrago-
Suérez & Burr, 2007).

De acordo com o Catalog of Fishes (Eschmeyer, 2020) a familia Pimelodidae é
constituida por 63 géneros com 202 espécies. Muitas das espécies desta familia tém
grande importancia ecoldgica como predadores de topo de cadeia, como por exemplo: a
dourada (B. rousseauxii), a piramutaba (B. vaillantii), a piraiba (B. filamentosum), o jal
(Zungaro zungaro) e o surubim (P. punctifer). Além do que, estas espécies sdo usadas
como fonte de alimento por populacdes locais, gerando emprego e renda (Barthem &
Goulding, 1997). Considerando, a importancia comercial e ecologica dessas espécies,
estudos genéticos populacionais sdo indispensaveis para subsidiar politicas de

conservacao e manejo destas, na bacia Amazonica.

1.2 O Género Pseudoplatystoma - taxonomia e filogenética

O Género Pseudoplatystoma é exclusivamente de agua doce e possui ampla
distribuicdo na América do Sul (Buitrago-Suarez & Burr, 2007). Durante muito tempo,

a riqueza de espécies deste género foi subestimada pela falta de estudos taxonémicos,
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que pudessem delimitar e descrever as espécies. A delimitacdo de espécies é 0 processo
de determinar o que é uma espécie e, portanto, requer um conceito de espécie associado.
Para 0 género Pseudoplatystoma eram reconhecidas apenas trés espécies: P. fasciatum,
P. tigrinum e P. corruscans (Welcome, 1985; Petrere, 1995; Lundberg & Littmann,
2003). Atualmente, apos a revisdo do género realizada por Buitrago-Suarez & Burr,
(2007) séo reconhecidas oito espécies (Figura 1). As espécies foram determinadas,
reconhecidas, diagnosticadas e descritas seguindo o conceito morfoldgico de espécies.
Estes autores validaram as espécies P. punctifer (Castelnau, 1855) e P. reticulatum
(Eigenmann & Eigenmann, 1889) e descreveram trés novas espécies: P. orinocoense, P.

metaense e P. magdaleniatum.

Pseudoplatystoma orinocoense (Buitrago-Suarez e Burr, 2007).

) . . Qs 5
Pseudoplatystomareticulatum (Eigenmann e Eigenmann 1889). Pseudoplatystomamagdaleniatum (Buitrago-Suarez ¢ Burr,2007).

Figura 1. As oito espécies do género Pseudoplatystoma. (Imagens de Buitrago-Suérez & Burr,
2007).

As especies do género Pseudoplatystoma possuem a seguinte distribuicéo
geografica (Figura 2): P. punctifer e P. tigrinum séo simpatricas na bacia Amazonica; P.
metaense e P. orinocoense sdo simpatricas na bacia do Orinoco; P. reticulatum e P.
corruscans sao simpatricas nas bacias do Parand-Paraguai, com P. corruscans

ocorrendo também na bacia do Sdo Francisco; P. reticulatum ocorre também na
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Amazénia central (hol6tipo: MCZ 23813, originério do rio Negro). P. magdaleniatum
ocorre na Bacia do rio Magdalena e P. fasciatum nos rios das Guianas.

@ P. magdaleniatum
' P. orinocoense
@ P. reticulatum
P. corruscans
@ P. fasciatum
@ P. metaense
) P. punctifer
@ P. tigrinum

Figura 2. Distribuicdo das espécies de Pseudoplatystoma (adaptado de Buitrago-Suérez & Burr,
2007).

Existem divergéncias na literatura atual, com relagdo a distribuicdo e ao real
nimero de espécies de Pseudoplatystoma, considerando os resultados taxonémicos
(Buitrago-Suarez & Burr, 2007) e moleculares (Torrico et al., 2009; Carvalho-Costa et
al., 2011).

Usando os dados de marcadores moleculares da regido controle (RC) e
citocromo b (Cit-b) do DNA mitocondrial, Torrico et al. (2009) validaram o estado
taxonbmico de P. corruscans, P. reticulatum, P. tigrinum e P. magdaleniatum.
Sequéncias nucleotidicas da regido controle, correspondentes a P. metaense e P.
orinocoense, ambos da bacia do Orinoco, resultaram em um Unico clado. N&o foi
verificada diferenciacdo genética entre estas duas espécies, que sdo morfologicamente
distintas. No entanto, os proprios autores afirmam que, uma maior amostragem e
analises complementares, sdo necessarias para definir a relacao filogenética exata entre
as espécies da bacia do Orinoco. Da mesma forma, ndo foi possivel diferenciar P.
punctifer (da bacia Amazénica) de P. fasciatum (da bacia das Guianas), em nivel

molecular (Torrico et al., 2009).
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Lundberg et al., (2011) estudando a filogenia de Pimelodidae da América do
Sul, analisaram mais de sete kilobases de sequéncias nucleotidicas, dos genes nucleares
RAG1 e RAG2, e o0s genes mitocondriais 12S, 16S e citocromo b. Os autores
reconheceram quatro espécies de Pseudoplatystoma: P. magdaleniatum, P. corruscans,
P. fasciatum e P.tigrinum. Note-se que para este género 0s autores usaram apenas um
espécime para cada espécie.

Carvalho-Costa et al., (2011) com base na sistematica molecular do género
Pseudoplatystoma, usando os marcadores RAG1 (intron), S7 e Cit-b, sugerem a divisao
em apenas quatro espécies: P. magdaleniatum, P. corruscans, P. tigrinum (lato sensu) e
P. fasciatum (lato sensu). Estes autores afirmam que a questéo continua mal resolvida e
que outros marcadores moleculares podem ser a solucéo.

Segundo Hausdorf et al., (2011) as sequéncias de RAG1 dificilmente
contribuirdo para a reconstrucdo de arvores filogenéticas e ndo sdo Uteis para distinguir
espécies, porque ha pouca variacdo dessas sequéncias entre 0s grupos e o polimorfismo
é compartilhado entre as espécies. Carvalho-Costa et al. (2011) sugeriram, que seja feita
uma reavaliacdo critica dos caracteres morfoldgicos, utilizados para a separacao destas
espécies.

Espécies cripticas de peixes do género Pseudoplatystoma foram identificadas
com o uso de sete locos microssatélites e marcadores do mtDNA (regido controle, RC
854 pb; COI 576 pb). A RC e os microssatélites foram mais precisos na identificacdo
molecular (Garcia-Davila et al., 2013). Nesse trabalho, foram coletados 103 espécimes
adultos de P. punctifer (83) e P. tigrinum (20), as coletas foram realizadas em um
mercado de lquitos no Peru. Foram identificados dois clusters dentro do grupo de P.
punctifer, os quais apresentam também diferencas no padrdo de coloracdo corporal
(Figura 3). Apesar de terem sido usados sete locos microssatélites, apenas trés locos
tiveram alelos exclusivos para identificacdo de P. punctifer cluster 1 e dois locos para o
cluster 2.

De acordo com Garcia-Davila et al. (2013) o cluster 1 é mais abundante na bacia
Amazonica e pode corresponder a P. fasciatum (Linnaeus, 1766), ja o cluster 2 pode
corresponder a P. punctifer (Castelnau,1855) (Figura 3). No entanto, de acordo com 0s
autores, outras analises morfoldgicas por taxonomistas sdo obviamente necessarias, para
confirmar esta hipotese e para tentar encontrar coeréncia entre os dados morfolégicos e

moleculares.
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Quando descrito por Linnaeus, (1766) P. fasciatum tinha como localidade tipo o
Brasil (bacia Amazonica) e os rios das Guianas. No entanto, o primeiro revisor do
género (Mees, 1974) restringiu a distribuicdo desta espécie as Guianas, distribuicao essa
que foi seguida pelos ultimos revisores (Buitrago-Suarez & Burr, 2007).

Embora tenham sido identificadas espécies cripticas na regido do Peru (P.

fasciatum e P. punctifer), o conhecimento sobre a variabilidade genética e a distribuicéo

dessas duas espécies ao longo da bacia Amazonica ainda continuam desconhecidas.

Figura 3. Pseudoplatystoma punctifer Al) cluster 1 (479 mm); A2) cluster 2 (462 mm)
identificados por Garcia-Davila et al., (2013). B1) Nedtipo de P. fasciatum (516 mm) (Buitrago-
Suarez & Burr, 2007); B2) llustracdo da descricdo original do holétipo de P. punctifer
(Castelnau,1855).

A questdo taxonémica do género Pseudoplatystoma mostra-se complexa a
medida que estudos moleculares vém sendo realizados (Torrico et al., 2009; Carvalho-
Costa et al., 2011; Garcia-Davila et al., 2013). Todos os trabalhos sugerem a realizagdo
de mais estudos, quer seja com um nimero amostral maior por espécie, quer seja pela
revisao de caracteres morfologicos ou o uso de outros marcadores moleculares.

Portanto, é uma questdo ainda aberta.

1.3 Identificacdo molecular de espécies

As incertezas taxonémicas resultam, predominantemente, da auséncia de dados
adequados. A descricdo de muitas espécies é baseada em informacdes limitadas, sobre a
distribuicdo geografica, sobre um pequeno numero de caracteristicas (geralmente
morfoldgicos), sendo a base genética totalmente desconhecida na maioria das vezes
(Frankham et al., 2004). As limitacdes inerentes a identificacdo baseada na morfologia,

tais como: a plasticidade fenotipica e os caracteres utilizados para reconhecimento de
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especies, a negligéncia de taxons morfologicamente cripticos, comuns em muitos
grupos, pode conduzir a identificages incorretas (Knowlton, 1993; Jarman e Elliott,
2000). QOutra limitacdo resulta do uso de chaves de identificacdo, que muitas vezes exige
um nivel elevado de conhecimento. Essas e outras limitacfes sdo comuns (Hebert et al.,
2003) e podem levar ao agrupamento incorreto de espécies diferentes, dentro de uma
Unica espeécie, deixando sem protecdo espécies em perigo (Frankham et al., 2004).

A precisdo taxondmica sempre foi uma questdo crucial para 0s conservacionistas
que usaram ao longo do tempo, analises geneticas que estavam ao alcance, para a
delimitacdo de espécies. Ha mais de 40 anos, a eletroforese de proteinas (isoenzimas)
em géis de amido foi, pela primeira vez, utilizada para identificar espécies (Manwell e
Baker, 1963). Nos estudos taxondmicos essas ‘“novas” categorias de dados t€m sido
sempre adicionadas aos dados morfolégicos, nunca pretendendo substitui-los
(Henriques, 2010).

Tautz et al., (2002) afirmam que um sistema baseado na taxonomia do DNA
“DNA Taxonomy” pode ser construido para integrar os pontos fortes do sistema
tradicional. Constituindo-se em um novo pilar para o conhecimento taxonémico
acumulado, sendo uma ferramenta molecular confiavel para descricéo e identificacdo de
espécies.

Na verdade, hd um numero crescente de casos em que sistemas de identificacdo
baseados em DNA tém sido aplicados para organismos superiores (Brown et al., 1999;
Bucklin et al., 1999; Trewick, 2000; Vincent et al., 2000). Porém, a utilizacdo do DNA
foi usada apenas como um critério adicional para identificacdo de uma espécie ou de um
taxon, sem tentar dar-lhe um papel central (Tautz et al., 2002). Esse tipo de abordagem
so foi possivel com os avancos técnicos da genética molecular, que inclui o advento da
PCR (polymerase chain reaction) reacao de polimerase em cadeia e do sequenciamento
de DNA, como rotina em laboratérios de biologia (Sunnucks, 2000).

As sequéncias de DNA podem ser vistas como Barcode (codigos de barras)
genéticos que sdo incorporados em cada célula (Herbert et al., 2003). O termo Barcode
em estudos genéticos foi usado primeiramente por Arnot et al., (1993). Estes autores
sugeriram, 0 uso da extrema variabilidade do DNA como Barcoding, para identificar
populacbes e linhagens do parasita Plasmodium falciparum. Basearam-se em
informacdes sobre a variacdo de sequéncias de DNA nuclear, repetidas em tandem e de
alelos hipervariaveis ligados ao gene CS (citrate synthase). (Hebert et al., 2003)

propuseram, para metazoarios, 0 uso de curto segmento de 648 nucleotideos do gene
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mitocondrial citocromo oxidase subunidade 1 (COI) como DNA Barcoding, dando-lhe
um papel central de utilizacdo, referéncia universal para identificacdo de espécies ja
descritas e para descricdo de novas espécies. O uso do gene COIl como marcador
molecular tem algumas vantagens. Disponibilidade de primers universais para este
gene, que permitem a recuperacao de sua extremidade 5°, representativa da maioria dos

filos de animais (Folmer et al., 1994; Zhang & Hewitt, 1997).

1.4 DNA Barcode de peixes

O primeiro grande trabalno com DNA Barcode de peixes foi de Ward et al.,
(2005), no qual foram analisadas duzentas e sete espécies de peixes marinhos da costa
australiana. Todas as espécies foram diferenciadas por sua sequéncia nucleotidica do
gene COIl. Os autores observaram que determinados taxa mostraram niveis de
divergéncia genética maior do que outros. Embora, o0 DNA barcode vise o sistema de
identificacdo de espécies, algum sinal filogenético foi aparente nos dados. Trés grupos
taxonémicos foram analisados mais rigorosamente: os atuns do género Thunnus, que
apresentaram divergéncia media interespecifica de 1.11%; os peixes cachorros do
género Squalus, que apresentaram divergéncia média interespecifica de 4,17% e os
peixes de cabeca chata da familia Platycephalidae (géneros Platycephalus,
Neoplatycephalus e Cymbacephalus) que apresentaram divergéncia média dentro dos
géneros de 15,55%.

Evidéncias de diferenciacdo do DNA nuclear levaram a suspeitar que as espécies
de atuns, tiveram divergéncia relativamente recente (Elliott e Ward, 1995). Os
resultados de Elliott e Ward, (1995) foram corroborados pelas analises do gene
mitocondrial COl (Ward et al., 2005). As diferencas entre espécies de um mesmo
género, provavelmente, refletem a idade média de divergéncia entre as espécies, embora
dentro de alguns géneros algumas espécies sejam mais velhas do que outras (Ward et
al., 2005).

Hebert et al., (2003), usando o DNA barcode, observou um limiar de
divergéncia genética interespecifico de 3% para Lepidoptera. Mas, deixaram claro que
este limiar ndo € uma regra para a identificacdo de todas as espécies. Os limiares podem
ser menores do que se poderia esperar, como foi observado nos atuns (Ward et al.,
2005). De modo que limiares de divergéncia genética precisam ser estabelecidos para 0s
diferentes grupos taxondmicos de diferentes regides geograficas, com base em

caracteristicas, tais como, tempo de geracdo ou regime de dispersdo, que s&o
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susceptiveis de alterar as taxas de evolucdo molecular ou a extensdo da subdivisdo
populacional (Hebert et al., 2003). De acordo com Bermingham et al. (1997) uma
divergéncia de 1-3% ¢é alcangada a cada 1 milh&o de anos, entre sequencias do gene COI
para peixes marinhos do Istmo do Panama.

O sucesso da identificacdo de espécies de DNA barcode baseia-se na diferenca
entre as divergéncias genéticas intra e interespecificas, o chamado barcode gap (Herbert
et al., 2003; Hebert et al., 2004a e Meyer e Paulay, 2005).

Em um dos primeiros trabalhos para peixes na regido neotropical usando
sequencias de genes mitocondriais COl e ND2 (NADH dehydrogenase subunidade 2),
foi observado o valor 5,39% de divergéncia para o gene COIl e 10,39% para 0 gene
ND2, entre Prochilodus magdalenae (nome popular Curimatd) da bacia do Magdalena e
outras espécies de Prochilodus da bacia do Orinoco e da bacia Amazonica (Turner et
al., 2004).

No entanto, para arraias do género Potamotrygon a identificacdo através do COI
ndo foi eficiente. De dez espécies de arraias do género Potamotrygon estudadas, 40%
ndo foram discriminadas pelos critérios do DNA barcode, tendo sido observado o
compartilhamento de haplo6tipos entre P. motoro, P. orbignyi, e P. scobina e uma
pequena divergéncia genética de 0,8% entre sequencias de P. aff. schroederi da
Venezuela e P. schroederi do Rio Negro (Toffoli et al., 2008).

Ortiz (2010), estudando o DNA barcode de quatro espécies do género
Pseudoplatystoma, observou uma média da divergéncia genética intraespecifica de
0,10% e intraespecifica de 3,08%, com altos valores de Bootstrap. A distancia genética
entre P. fasciatum (atual P. punctifer), P. tigrinum e P. reticulatum sdo menores que 3%
e a distancia genética entre P. tigrinum e P. reticulatum foi de apenas 1,6%. Vale
destacar que o COI ndo foi eficiente em separar morfotipos diferentes de
Pseudoplatystoma na regido do Peru (Garcia-Davila et al., 2013).

Ardura et al., (2010) identificaram, utilizando métodos do DNA barcode seis
espécies de peixes diferentes (originarias de 4 localidades na Amazonia: Tefé, Manaus,
Novo Airdo e no rio Tapajos. Estas espécies eram comercializadas com o nome de
Acaras e consideradas nas estatisticas pesqueira como se fossem apenas uma unidade
bioldgica. Erros e imprecisdes de identificacdes de espécies comerciais, pode mascarar
as estatisticas de pesca de uma ou algumas especies (Garcia-Vazquez et al., 2009).

Pereira et al., (2013), utilizando o método do DNA barcode, analisaram 254

espécies de peixes totalizando 1.244 amostras coletadas em 208 sitios de amostragem na
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bacia do alto rio Parana. Concluiram que o método do DNA barcode é muito eficaz,
discriminando corretamente 252 das 254 espécies analisadas. Usaram a abordagem de
distancia genética (Neighbour joining, NJ e Kimura-2-parédmetros, K2P), demonstrando
a existéncia barcode gap para as espécies analisadas, confirmando a sua utilidade como
uma ferramenta poderosa para determinacdo de espécies.

O uso de 2% de divergéncia como limiar para a delimitacdo de espécies,
mostrou-se Util para 80% das comparacGes interespecificas, no caso de peixes
neotropicais de agua doce (Pereira et al., 2013).

No entanto, para cinco géneros (Astyanax, Characidium, Neoplecostomus,
Hypostomus e Trichomycterus), observou-se que o valor maximo de divergéncia
genética intraespecifica excede o valor minimo observado dentro do género. Estes casos
devem ser cuidadosamente analisados para a identificacdo das espécies. O uso de 2% de
divergéncia como valor de corte, pode esconder a verdadeira diversidade do grupo
(Pereira et al., 2013).

Existem criticas quanto ao uso dos valores de divergéncia genética do DNAmt
como unico critério para delimitacdo de espécies (Hausdorf et al., 2011). Em alguns
casos, as espécies estreitamente relacionadas, podem ter divergido ha “pouco tempo”
para serem claramente separadas (Toffoli et al., 2008; Steinke et al., 2009; Serra-Pereira
et al., 2010; Smith et al., 2011).

1.5 Genética de populac@es nos diferentes tipos de 4gua da bacia Amazénica

A genética de populacdes diz respeito a origem, quantidade e distribuicdo da
variabilidade genética presente em populacGes de organismos e ao destino desta
variacdo no tempo e no espaco (Templeton, 2011).

Do ponto de vista da conservacdo, € importante e necessario entender a
distribuicdo da variacdo genética das espécies, dentro e entre populacBes naturais
(Spruell et al., 2003). A variabilidade genética permite que as espécies se mantenham
no tempo e no espaco, adaptando-se aos efeitos das flutuacGes ambientais (O"Connel e
Wright, 1997).

Em peixes, a variabilidade genética intraespecifica tem despertado um grande
interesse devido a sua importancia tanto na aquicultura como no manejo da pesca
(Ramirez, 2001). A \variabilidade genética inter e intrapopulacional é a base

fundamental de qualquer programa de melhoramento genético. Mediante a selecéo
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artificial e/ou a manipulacdo genética dos genoétipos de uma dada populacdo com
caracteristicas desejaveis, que o0s espécimes sdo escolhidos, incluindo-se aspectos
econdmicos e comerciais (Zapata, 1987). Assim, é muito importante conservar as
populacdes naturais, fontes da variabilidade genética, matéria prima para aumentar a
produtividade e o valor comercial das espécies de peixes de cativeiro (Ramirez, 2001).
Portanto, o conhecimento da variabilidade genética entre populaces naturais tem
grande importancia para a formulacéo de planos de manejo da pesca.

Os trabalhos de genética de populacbes de peixes da Amazbnia, que tém
importancia comercial devido a utilizacdo na alimentacdo e ornamentacao, identificaram
pelo menos trés padrGes populacionais na bacia amazOnica: espécies que ndo
apresentam estruturacdo genética, tais como a dourada (Brachyplatystoma rousseauxii)
(Batista & Alves-Gomes, 2006; Batista, 2010), piramutaba (Brachyplatystoma
vaillantii) (Formiga-Aquino, 2004), filhote capapreta (Brachyplatystoma capapretum)
(Lira, 2013), o tambaqui (Colossoma macropomum) (Santos, 2018), o curimatd
(Prochilodus nigricans) (Machado et al., 2016) e o jaraqui (Semaprochilodus insignis)
(Passos, 2009); espécies com padrdoes de diferenciacdo genética, amplamente
distribuidas em regides geograficas na bacia amazbnica, como a piraiba
(Brachyplatystoma filamentosum) (Huergo, 2009), o aruand (Osteoglossum
bicirrhosum) (Silva, 2009) e o pirarucu (Arapaima gigas) (Hrbek et al., 2005; Hrbek et
al., 2007); e espécies com padrdes de forte estruturacdo populacional, como o acara-
disco (Symphysodon spp.) (Farias & Hrbek, 2008, Amado et al., 2011), o babdo
(Brachyplatystoma platynemum) (Ochoa et al., 2015) e o peixe borboleta (Carnegiella
marthae) (Piggott et al., 2011).

Um dos fatores que pode estar contribuindo para a forte diferenciacdo genética
gue vem sendo observada em algumas espécies de peixes amazonicos € o tipo de agua
do rio onde ocorrem (Huergo, 2009; Cooke et al., 2012a; Cooke et al., 2012b; Cooke et
al., 2014).

Os rios amazonicos sdo diferentes ndo apenas na morfologia de seus cursos, mas
também nas composi¢cfes dos sedimentos, caracteristicas fisico-quimicas e
caracteristicas dpticas de suas aguas (Sioli, 1984). Com base nestes fatores Sioli (1984)
classificou as dguas dos rios amazénicos em trés tipos: brancas, claras e pretas.

As aguas brancas tém origem andina, apresentam-se turvas e com coloragéo
barrenta, em razdo de carrearem grandes quantidades de solidos em suspensdo,

resultantes dos processos de erosdo das margens dos rios e da Cordilheira dos Andes
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(Barthem et al., 2004). Os sedimentos em suspensdo conferem a agua branca uma
composi¢do quimica rica em sais minerais, com pH quase sempre préximo ao neutro
(6,5 a 7) e alta condutividade (> 60 uS/cm) (Meade et al., 1979; Schmidt 1982; Guerra
et al., 1990). Os rios de aguas claras sdo relativamente transparentes e originam-se nos
escudos: Brasileiro e das Guianas e contém um baixo teor de sélidos em suspensdo
(Barthem et al., 2004). Como resultado, estas 4guas sdo quimicamente puras, com baixa
condutividade (6-5 puS/cm) e um pH quase neutro (5-6) (Sioli, 1967). J& a cor escura dos
rios de aguas pretas, estad relacionada as grandes concentracdes de acidos organicos. A
matéria organica das folhas e troncos, depositados sobre o0s solos arenosos das campinas
e campinaranas que circundam os rios, € completamente decomposta. A porosidade dos
solos permite a lixiviagdo dos acidos humicos na forma coloidal até os rios, reduzindo o
pH (4 e 5,5) da agua e gerando a caracteristica de coloracdo escura destes rios, que
apresentam condutividade até 8 uS/cm (Junk, 1997; Barthem et al., 2004).

Entender como a heterogeneidade ambiental influencia na distribuicdo da
variacdo genetica e na evolugdo da biodiversidade, no ecossistema amazonico, € de
fundamental importancia, para que sejam tomadas medidas de conservacdo, diante das
acOes antrdpicas, mudancas ambientais e climaticas (Cooke et al., 2012a; Cooke et al.,
2012b).

Huergo (2009) através de analises moleculares observou forte estruturacdo
genética e a existéncia de trés clados de Brachyplatystoma filamentosum. A primeira
vista, supdem-se uma forte relacdo com os trés diferentes tipos de dguas para 0s rios da
bacia Amazé6nica. O isolamento genético dos clados podem ter sido acentuados por
adaptacOes fisiologicas de B. filamentosum. Nesse contexto, as diferencas na
composicao quimica das dguas seriam uma barreira ao fluxo génico, mesmo na auséncia
de barreiras geograficas. Foram considerados que esses clados de B. filamentosum
correspondem a ‘“estoques pesqueiros”, uma denominagdo geral recomendada pelo
Grupo Consultivo Internacional de Pesquisa em Agricultura (CGIAR) para as diferentes
categorias de recursos genéticos aquaticos (Pullin, 2000).

De acordo com Beaumont & Hoare (2003) sdo usadas varias denominacdes para
grupos geneticamente diferenciados: “variedades”, “racas”, “linhagens”, “populacdes” e
“estoques”. Estes termos sdo utilizados desde o passado para descrever diferenciagdo
genética dentro das espécies, mas nem sempre foram claramente definidos. No caso da
biologia pesqueira, a palavra “estoque” tem sido frequentemente utilizada pelos gestores

de pesca.
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Alguns termos vém sendo utilizados em sinonimia na literatura para denominar
grupos geneticamente diferenciados, o que inclui “Unidades de Conservacio”
(Conservation Units, CUs) que s@o unidades populacionais identificadas dentro da
especie (Fraser & Bernatchez, 2001; Allendorf & Luikart, 2007; Funk et al., 2012). O
termo “estoque” significa: populacdo intercruzante geneticamente homogénea (pool de
genes comum), cujos individuos possuem 0s mesmos parametros de crescimento e
mortalidade, que habitam uma &rea geografica particular, geneticamente distinguivel de
outros estoques contemporaneos e passivel de ser manejado (Larkin, 1972; Jamielson,
1973; Sparre & Venema, 1995, Batista, 2010).

Identificar Unidades de Conservagdo ou estoque é o primeiro passo para que 0S
gestores conhecam unidades populacionais que devem ser conservadas separadamente
(Funk et al., 2012). Ndo é possivel avaliar o status de uma populacdo ou desenvolver
uma gestdo estratégica, para aumentar as taxas de crescimento da populacdo, sem
sabermos os limites populacionais (Funk et al., 2012).

Neste sentido 0 manejo da pesca e a aplicacdo de modelos estatisticos para
administracdo pesqueira dependem do conhecimento da diferenciacdo genética

populacional das espécies (Ramirez, 2001).

1.6 Marcadores Moleculares utilizados em espécies do género
Pseudoplatystoma para estudos genéticos populacionais

Para Pseudoplatystoma foram utilizados: marcadores isoenzimaticos e RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) (Ramirez, 2001), isoenziméticos e PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) (Coronel et al., 2004), sequéncia de DNA
de marcadores mitocondriais (COl e D-loop) e microssatélites (Abreu et al., 2009;
Pereira et al., 2009; Torrico et al., 2009; Carvalho-Costa et al., 2011; Carvalho et al.,
2012, Garcia-Dévila et al., 2013).

Ramirez (2001), avaliando a genética populacional de duas espécies de bagres
na Amazodnia, Pseudoplatystoma fasciatum (surubim) (atual P. punctifer), P. tigrinum
(caparari), coletadas nas bacias hidrograficas, Magdalena, Orinoco e Amazonica,
observou que a maioria dos locos de isoenzimas analisados apresentaram-se
monomorficos para duas espécies. Porém, ao analisar dois sistemas isoenzimaticos PGl
(Glucose-6-fosfato isomerase) e MDHP (Malato desidrogenase) e cinco marcadores
RAPD foi possivel observar um alto grau de diferenciacdo genética entre as populagdes

nas diferentes bacias hidrograficas.
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Coronel et al. (2004), também usando locos de isoenzimas, observaram um
baixo nivel (ou auséncia) de diferenciacdo genética em populagdes de P. fasciatum
(atual P. punctifer) dos rios Beni e Ichilo da sub-bacia Boliviana, no entanto, usando
PCR-RFLP para trés marcadores mitocondriais: NADH dehydrogenase subunidade 2
(ND2), Citocromo-b e D-loop detectaram diferenciacdo genética de linhagem materna
entre as duas populagdes dos dois rios e que as mesmas passaram por um declinio
populacional.

Abreu et al. (2009) usando sete marcadores microssatélites, observaram alta
estruturacdo genética entre duas populacbes de Pseudoplatystoma reticulatum de dois
rios da bacia do Paraguai. Diferenciacdo genética que também foi observada para P.
corruscans. Pereira et al., (2009) confirmaram a divisdo P. corruscans em seis grupos,
que coincidem com seis rios onde foram amostrados na bacia do Paraguai.

Existem semelhancas morfoldgicas entre os espécimes de P. corruscans
oriundos da bacia do S&o Francisco e espécimes da bacia do Parana-Paraguai. Apesar
desta semelhanga, Carvalho et al. (2012), usando COI e microssatélites, identificaram
alta divergéncia genética entre as populacdes de P. corruscans destas duas bacias. Estas
diferencas foram associadas com a separacdo historica destas bacias hidrogréaficas,
indicando fortemente que os dois grupos populacionais de P. corruscans evoluiram
independentemente, a partir de um ancestral comum. Estas populacbes foram
classificadas como duas UES (Unidade Evolutiva Significativa) (Evolutionarily
significant units, ESUs) distintas.

Telles et al., (2014) usando sete microssatélites heterdlogos, observaram uma
alta correlacdo entre distancia genética e geografica para P. punctifer, ao longo do rio
Madeira, resultado que foi relacionado a uma escala de migracdo local para essa
especie.

Estes estudos, abordando a variabilidade genética de P. punctifer, restringiram-
se a rios de aguas brancas e ndo levaram em consideracdo a possivel existéncia de outra
espécie, a espécie criptica P. fasciatum, como observado por Garcia-Davila et al.,
(2013).
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2. Justificativas

Os grandes bagres do género Pseudoplatystoma sdo espécies de alto valor
comercial, sdo predadores de topo (Barthem & Goulding, 1997; 2007) e como tal, tém
papel fundamental na manutencdo do equilibrio da cadeia alimentar nas bacias
hidrograficas onde ocorrem (Winemiller & Jepsen, 1998; Lucas & Baras, 2001;
Winemiller, 2005). AlteragOes na abundancia dos predadores de topo, frequentemente,
levam a intensas alteracdes dos ecossistemas através de efeitos em cascata (Pace et al.,
1999; Myers et al., 2007).

O manejo adequado e a conservacdo das espécies de Pseudoplatystoma e de
outros grandes bagres pimelodideos sdo cruciais, marcadamente nos ecossistemas
amazonicos. Para que, isto seja possivel, o status taxonémico das diferentes espécies
precisa ser determinado acuradamente. Estudos recentes representam esforcos neste
sentido, mas a taxonomia do género Pseudoplatystoma ainda permanece indefinida
(Buitrago-Suarez & Burr, 2007; Torrico et al., 2009; Carvalho-Costa et al., 2011;
Garcia-Davila et al., 2013).

Além da exploracdo pesqueira as espécies de Pseudoplatystoma podem estar
ameacadas pelas construcbes de hidroelétricas, desmatamento e contaminagao
(Carolsfeld et al., 2003). Estes séo os principais fatores que podem contribuir para
extincdo e aumento dos efeitos estocasticos ambientais e genéticos dentro das
populacdes (Frankham et al., 2004). E, principalmente, pela exploracdo pesqueira é que
P. reticulatum e P. corruscans se encontram vulneraveis a extin¢do, de acordo com as
categorias de ameaca recomendadas pela IUCN (International Union for Conservation
of Nature) nas bacias do Parana-Paraguai (Marques et al., 2002).

Este trabalho justifica-se, pela importancia da avaliacdo da riqueza de espécies
do género Pseudoplatystoma, o que € possivel usando métodos de delimitacdo de
espécies-linhagens. Assim como, o conhecimento da dindmica evolutiva e os padrées de
distribuicdo da diversidade genética, do surubim P. punctifer, nos diferentes tipos de
agua da bacia amazénica, é indispensavel, a0 manejo adequado e conservacdo dessa

especie.
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3. Objetivos

Os objetivos de cada capitulo foram os seguintes:

Capitulo 1. Testar o COI e a RC como uma ferramenta de avaliacdo da biodiversidade
com base nos métodos de delimitacdo de espécies-linhagens de locus Unico para o

género Pseudoplatystoma.

Capitulo 2. Estimar a diversidade, diferenciacdo genética e fluxo génico de P. punctifer
entre a sub-bacias dos rios Mamoré/Guaporé e a sub-bacia do rio Madeira, utilizando

amostras obtidas antes das construces das duas hidrelétricas.
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Introducéo
Os peixes sdo organismos com maior biodiversidade entre os vertebrados,

representando mais de 30.000 espécies descritas, sendo que 43% das espécies (~13.000
espécies) ocorrem em ecossistemas de dgua doce (Lévéque et al., 2008; Nelson et al.,
2016). Infelizmente, as incertezas no um numero exato de espécies, tem sido restrito a
espécies ainda ndo descritas e na descoberta de novas espécies. No entanto, isso tem
levado a inimeras tentativas indiretas em responder a essa pergunta e a0 mesmo tempo
gerado diversas controversas (Mora et al., 2011). Uma estimativa mais conservadora,
estima a existéncia de mais espécies desconhecidas, do que espécies conhecidas na terra
(Mora et al.,, 2011). No entanto, processo para determinar o que é uma especie
(delimitacdo de espécie) requer um conceito de espécie associado, o que torna a questdo
controversa (Cook et al., 2010). No mais basico, uma espécie pode ser 'um tipo
morfologico diferente de outros tipos' (Mayr, 1996). Para alguns taxonomistas, iSso
pode ser suficiente, e tradicionalmente, o conceito morfoldgico de espécie foi um dos
mais utilizado e também aceito para a descricdo de espécies de peixes e outros grupos.
No entanto, a delimitacdo de espécies com base em uma abordagem integrativa que
busca unir varias linhas de evidéncias bioldgicas (morfologia, genética, distribuicao
geografica, habitat ou comportamento) geralmente fornece hipdteses taxonémicas
robustas e consensuais (Dayrat, 2005; Padial et al., 2010). Para espécies de peixes
Amazénicos estudos de taxonomia integrativa utilizando informacGes genéticas e
morfoldgicas para delimitacdo e descricdo de espécies vém em uma crescente (Andrade
et al., 2017; Bernt et al., 2018; Escobar et al., 2019). No entanto, muitas espécies foram
descritas com base apenas em informacGes morfoldgicas, a exemplo das espécies do
género Pseudoplatystoma.

Durante muito tempo a riqueza de espécies do género foi subestimada, e apenas
trés espécies eram reconhecidas: P. fasciatum (Linnaeus, 1766), P. tigrinum
(Valenciennes, 1840) e P. corruscans (Spix & Agassiz, 1829). Apds revisdo do género
realizada por Buitrago-Suarez & Burr (2007) (com base em analises morfolégicas) ficou
estabelecida a ocorréncia de oito espécies (morfo-espécies) sendo elas: P. punctifer
(com listras pretas) (Castelnau, 1855) e P. tigrinum (Valenciennes, 1840) simpatricas na
Bacia Amazébnica; P. metaense e P. orinocense (Buitrago-Suarez & Burr, 2007)
simpatricos na Bacia do Orinoco; P. corruscans (Spix & Agassiz, 1829) e P reticulatum
(Eigenmann & Eigenmann, 1889) simpatricas na bacia do Parana-Paraguai (sendo que

P. corruscans também ocorre na bacia do Sdo Francisco e P reticulatum também ocorre
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no rio Negro na bacia Amazobnica). JA& P. magdaleniatum (Buitrago-Suarez & Burr,
2007) é restrito a bacia de Magdalena e P. fasciatum com listras pretas) (Linnaeus,
1766) restrito aos rios do escudo da Guiana.

Uma pratica comum para ndo taxonomistas é aplicar ferramentas moleculares
para identificar espécies ja descritas (com base na morfologia). Torrico et al. (2009)
utilizando marcadores moleculares da DNA mitocondrial (regido de controle e
citocromo b/Ctyb) validaram o estado taxonémico de P. corruscans, P. reticulatum
(Bacia Parana/Paraguai), P. tigrinum e P. magdaleniatum. Surpreendentemente, as
sequéncias da regido controle (CR) correspondentes a P. metaense e P. orinocoense da
bacia do Orinoco resultaram em um Unico clado, sem diferenciacdo entre essas duas
espécies morfologicamente distintas. No entanto, os préprios autores afirmam que
amostragens e analises complementares seriam necessarias para definir a relacdo entre
as duas espécies da Bacia do Orinoco. Da mesma forma, ndo foi possivel diferenciar P.
punctifer (Amazonia) de P. fasciatum (Guyanas) a nivel molecular. Carvalho-Costa et
al. (2011) com base em marcadores nucleares (Ragl intron 1 e S7 intron 1) e
mitocondrial (citocromo b), reconheceram e recomendaram que o género fosse dividido
em apenas quatro espécies: P. magdaleniatum, P. corruscans, P. tigrinum senso lato e
P. fasciatum senso lato.

Usando sequéncias de regido de controle Garcia-Davila et al. (2013)
identificaram dois clusters genéticos para P. punctifer na regido de lquitos no Peru. Os
espécimes representantes desses dois clusters genéticos também apresentam diferencas
no padrdo de coloracdo corporal. Sendo que o cluster 1 com listras pretas pode
corresponder a P. fasciatum (Linnaeus, 1766), ja o cluster 2 sem listras pode
corresponder a P. punctifer (Castelnau, 1855).

A questdo taxondmica do género Pseudoplatystoma mostra-se complexa a
medida que estudos moleculares vém sendo realizados (Torrico et al., 2009; Carvalho-
Costa et al., 2011; Garcia-Davila et al., 2013). No entanto, os resultados da regido
controle (RC) do DNAmt apresentaram clados bem suportados e mais proximos da
classificacdo das morfo-espécies de Pseudoplatystoma (Torrico et al., 2009; Garcia-
Davilaetal., 2013).

O uso de marcadores moleculares na perspectiva de DNA barcode pode
compreender dois objetivos distintos: identificagdo de espécimes (molecular) e
descoberta de espécies (Schindel & Miller, 2005). A identificacdo de espécimes

(molecular) envolve a atribuicdo de nomes taxonémicos a amostras desconhecidas,
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usando um banco de dados de referéncia de DNA, de vouchers morfologicamente pré-
identificados (Collins & Cruickshank, 2013). A descoberta de espécies (species-
discovery) com base em marcadores moleculares, por outro lado, € mais bem pensada
como um processo de “parataxonomia molecular”, analogo a classificacdo fisica de
amostras em morfo-espécies (Brower, 2006; Collins & Cruickshank, 2013). Nos casos
onde a descobertas de espécies-linhagens ndo forem condizentes com a taxonomia
existente, hipoteses baseadas nas sequéncias de DNA, poderdo ser o ponto de partida
para uma revisao taxonémica de um grupo especifico.

Os métodos de andalises com dados de locus unico como o GMYC (generalized
mixed Yule coalescent) (Fujisawa & Barraclough, 2013), bGMYC (implementagéo
bayesiana do GMYC) (Reid & Carstens, 2012) e mPTP (The Poisson tree process
method) (Kapli et al., 2017) fornecem agrupamentos significativos (clados ou linhagens
de mtDNA), proximos a espécies taxonomicamente reconhecidas e estdo muito mais
préximos de uma perspectiva de descoberta de espécies-linhagens. Assim nos referimos
a eles como métodos de descoberta de espécies-linhagens de locus Unico.

Nesse sentido, o presente estudo pretende testar o COl e a RC como uma
ferramenta de avaliacdo da diversidade de espécies com base nos métodos de descoberta
de espécies-linhagens de locus Unico para o género Pseudoplatystoma. As hipoteses de
riqueza de espécies-linhagens foram estimadas independentemente dos nomes

taxondbmicos e comparadas a posteriori com as espécies descritas taxonomicamente.

Material e métodos
Amostragem e extragdo de DNA

Amostras de tecido muscular de 976 individuos das espécies do género
Pseudoplatystoma foram coletadas entre os anos de 1998 a 2015 em 50 localidades em
30 rios, buscando abranger toda a area de distribuicdo do género na América do Sul. As
amostras foram depositadas na Colecdo de Recursos Genéticos do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazobnia (INPA) e na Colecdo de Tecidos de Genética Animal da
Universidade Federal do Amazonas (CTGA/UFAM) Manaus, Brasil. Com a adicdo de
sequencias do GenBank, obtivemos para as analises o total de 65 localidades de 35 rios
(Figura 1 e Tabela 1).
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Extracdo de DNA e amplificacdo do COIl e RC

As extracfes de DNA foram realizadas de acordo com o protocolo de fenol-
cloroférmio/proteinase K (Sambrook & Russell, 2001). Os fragmentos do DNA
mitocondrial, citocromo oxidase subunidade 1 (COIl) e regido controle (RC) foram
amplificados por reacdo da polimerase em cadeia (PCR), usando os primers 