Il Congresso de Iniciagdo Cientifica do INPA - CONIC Manaus, 14 a 18 de Julho de 2014.
ISSN 2178 9665

VARIABILIDADE GENETICA DA PIRAMUTABA (Brachyplatystoma vaillantii) DO RIO
MADEIRA NO CONTEXTO DA CONSTRUGAO DE HIDROELETRICAS

Amanda de Araljo ROCHA'
Kyara Martins FORMIGA?
Jacqueline da Sillva BATISTAS

Bolsista PIBIC/PAIC; 20rientadora/ INPA; 3Co-orientadora/ INPA

INTRODUGAO

A piramutaba, Brachyplatystoma vaillantii, esta entre as duas espécies de bagres de maior importancia para a pesca
regional e consiste na espécie de peixe de dgua doce mais importante para a exportagdo de pescados do Brasil sendo
confirmada esta situagdo nos dados de desembarque (Barthem 1990; Barthem e Goulding 1997; IBAMA 1999). A area
de distribuigdo da piramutaba compreende paises amaz6nicos como a Col6mbia, o Brasil, o Peru e a Bolivia (Barthem e
Petrere Jr. 1995; Barthem e Goulding 2007). Na Amazonia ocorre principalmente ao longo do sistema Amazonas-
Solimdes, tendo como habitat o canal desses rios, seus tributarios com as respectivas cabeceiras e a foz do rio
Amazonas (Barthem e Goulding 1997).

Diante do cenario sécio-econ6mico, aliado as informagdes bioldgicas, torna-se necessario obter informagGes concretas
a fim de balizar politicas de manejo que assegurem a sustentabilidade da atividade econémica e conservagdo deste
recurso. A biologia molecular representa uma importante ferramenta de pesquisa contribuindo para a elucidagdo de
questdes sobre filogenia, genética populacional e filogeografia dos organismos. Formiga-Aquino (2004) realizou um
estudo genético com piramutaba oriunda de cinco localidades do sistema Estuario-Amazonas-Solimdes (EAS) ao analisar
a regido controle do DNA mitocondrial (DNAmt) foi verificado que na calha principal do rio SolimGes-Amazonas a
piramutaba pode ser considerada como um Unico estoque pesqueiro.

A regido Amazdnica possui a maior bacia hidrografica do mundo, com cerca de 7x 106 KmZ2. E formada por diversas sub-
bacias, entre elas estd a do rio Madeira, que mede cerca de 1.300.000 Km?, com uma descarga de cerca de 1 trilhdo de
m3/ano, o que da cerca de 32.000 m3/seg (Sioli 1983). E um dos principais afluentes do rio Amazonas, utilizado pela
piramutaba para completar seu ciclo, estendendo-se desde a Bolivia e cortando os Estados do Acre e Amazonas.

A construcdo de represas afeta diretamente a rota migratéria dos peixes podendo levar a fragmentagao das populagdes
(Arias et al. 1995; Avise e Hamrick 1996). Os efeitos genéticos da construcdo de hidroelétricas sobre diferentes espécies
tém sido bastante documentados em todo o mundo. Neste sentido, tendo em vista a recente construcdo de
hidrelétricas no Rio Madeira, os estudos de espécies de peixes neste rio serdo Uteis para avaliar a variabilidade genética
e fluxo génico ao longo do tempo, além de melhor esclarecer os padrdes de estruturagdo populacional desta espécie.
Por esse motivo, o objetivo deste trabalho é estimar a variabilidade genética da piramutaba ao longo do rio Madeira a
fim de verificar se as antigas cachoeiras e atuais hidroelétricas sdo barreiras ao fluxo génico dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Foi selecionado o DNA gendmico de 42 individuos de B. vaillantii do banco de tecidos do grupo de pesquisas de Biologia
Evolutiva de Peixes eletrosensitivos na cole¢do de Recursos Genéticos do INPA de duas localidades no rio Madeira, A
localidade tal situada a montante da hidroelétrica de Santo Anténio (N= 21) e a jusante da hidroelétrica de Santo
Antonio (N=21). Foi amplificada a regido controle (D-loop) do DNA mitocondrial de cada individuo, essa regido é
composta em média por 1000 pb em peixes. A reacdo foi realizada em microtubos de 0.2 ml, com os seguintes
reagentes e suas concentracGes finais: Tampao 1X; Cloreto de magnésio (MgCl,) (2mM); DNTPs (0,2mM); Primer FTTP-F
(0,2uM); Primer F12 R (0,2uM); Taq (0,03U).Os primers iniciadores utilizados na reacdo localizam-se adjacentes a regido
controle do DNA mitocondrial, e tem as seguintes sequéncias: FTTP-L 5°- CCA AGC GCC GGT CTT GTA A - 3°, (Huergo et
al. 2011), F-12R 5°- GTC AGG ACC ATG CCT TTG TG - 3°, (Sivasundar et al. 2001).

Depois de amplificado, o produto da PCR foi verificado e quantificado, por comparagdo com o marcador Low Mass DNA
Ladder (Invitrogen), em eletroforese padrdo, 90 V por 1h em gel de agarose 1% corado com GelRed. O processo de
purificacdo tem por objetivo retirar produtos que nao foram incorporamos no processo de PCR, como dNTPs, primers,
sais entre outros, pois esses residuos podem dificultar o sequenciamento automatico. A purificacdo do produto de PCR
foi realizada com polietilenoglicol (PEG 8000).

Para sequenciamento do DNA de piramutaba, foram realizadas duas reagSes de sequenciamento, uma utilizando o
primer M13 F (5uM), agua ultrapura, Tampdo 5X, BigDye 3.11, e outra utilizando o primer M13 R (5uM), com os
mesmos reagentes. Apds a reagdo de sequenciamento é dado inicio ao processo de precipitagdo das amostras, com a
finalidade de eliminar materiais ndo incorporados na reagdo. As amostras foram ressuspendidas em 10ul de formamida
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Hi-Di, e vortexada levemente e em seguida eletroinjetadas no sequenciador automatico ABI 3130x| Genetic Analyser
(Applied Biosystems), do Laboratério Tematico de Biologia Molecular do INPA, a fim de se obter as sequéncias
nucleotidicas do fragmento em questao.

Ao término do sequenciamento automatico, no qual foram geradas as sequéncias nucleotidicas dos espécimes de B.
vaillantii, as mesmas foram conferidas, com o auxilio do programa Chromas 2.23 (http://www.technelysium.com.au),
alinhadas e editadas com o auxilio do programa BioEdit 6.0.7 (Hall 1999), com o auxilio da ferramenta Clustal W
incorporado no referido programa, gerando uma matriz de dados contento sequéncias de todos os individuos
estudados. Apds este processo foram feitas as analises estatisticas e moleculares.

Com as sequéncias editadas formou-se uma matriz de dados contendo a sequéncia nucleotidica com 942 pb para cada
um dos 42 individuos de B. vaillantii. Para o total alinhamento das sequéncias foram inseridos gaps (eventos de inser¢do
ou delegdo de bases). Para estimar as relagGes filogenéticas, foi utilizado o programa MEGA 6.0 (Tamura et al. 2007), as
analises estatisticas de genética populacional foram feitas através do programa ARLEQUIN v3.11 (Excoffier et al. 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo média de bases nucleotidicas deste fragmento foi de: Citosina 21,88%, de Timina 32,56%, de Adenina
31,32% e de Guanina 14,25%. A partir de todas as sequéncias analisadas verificou-se 92 sitios polimérficos, 89
corresponderam a mutagdes do tipo transicao e trés do tipo transversao.

Os resultados das andlises de polimorfismo de DNA das localidades encontram-se na tabela 1, que apresentam as
seguintes informacgdes: N, nimero de sequéncias; H, nimero de haplétipos; S, nimero de sitios polimadrficos; ETA,
numero total de mutagbes; HD, diversidade haplotipica; Pi, diversidade nucleotidica; K, média das diferencas
nucleotidicas par a par; e Tajima’s D, teste de neutralidade de Tajima, Fs de Fu, teste de neutralidade seletiva. 0 Nm,
numero estimado de migragdes por geragao foi considerado infinito.

Tabela 1. Valores das andlises de polimorfismo de DNA das sequéncias das da regido controle de Brachyplatystoma
vaillantii. Os valores abaixo dos nimeros correspondem ao desvio padrdo.

Localidades N H S ETA HD Pi K Tajima’'sD Fsde Fu
0,1549 14,600

Jusante 21 17 47 55 0,80 0,008 6,810 -0,170 -10.28208
0,0135 12,742

Montante 21 21 45 50 1 0,007 5,984 -0,465 -11.36774

A drvore de distancia genética (figura 1) foi obtida considerando o modelo de Tamura-Nei pelo método de agrupamento
de vizinhos. A matriz de distancia par a par, foi obtida pelo modelo de correcdo Tamura-Nei, que considera as taxas de
mutacdo de transicdo e transversdo diferentes, uma particularidade deste modelo é que ele foi desenvolvido
especificamente para o uso na regido controle do DNA mitocondrial, na qual se encontram relacionados todos os
quarenta e dois espécimens de B. vaillantii. A distancia genética entre os espécimens de B. vaillantii coletadas a Jusante
foi de aproximadamente 1,4%, e a de Montante foi de aproximadamente 1,3% enquanto que a distancia entre os
individuos das duas localidades foi de 1,2%.

Os resultados da analise de varidncia molecular (AMOVA), apresentados na tabela 2, discriminam os componentes
variantes, que sdo as variancias resultantes das diferencas entre as populag¢des (Va) e dentro das populagdes (Vb), onde
se constatou que os individuos de B. vaillantii dos trechos estudados do rio Madeira ndo possuem variancia molecular
significativa, ou seja, compdem uma mesma populagdo panmitica.

Tabela 2: Resultado da analise de variancia molecular dentro e entre as localidades amostradas. Va= variancia de
cada populagdo, Vb= variancia entre as populagbes. % de variagdo. Fy- indice de fixagdo.

Tipos de variantes CO‘ZZZ:SS:G % Fg: P
Interpopulacional -0,05000 Va -0,74 -0,00737 >0,05
Intrapopulacional 6,83571 Vb 100,74

Total 6,78571 Vt
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Figura 1. Arvore de distancia genética entre os espécimens de B. vaillantii.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos pelas andlises deste trabalho, verificou-se que os espécimens de
Brachyplatystoma vaillantii coletados a Montante da hidroelétrica de Santo AntOnio e a Jusante da hidroelétrica de
Santo Antonio do rio Madeira possuem fluxo génico, além de a espécie apresentar alto nivel de variabilidade genética.
Estudos posteriores se fazem necessdario para que se tenha um monitoramento ao longo do tempo, para verificar se os
sistemas de transposi¢do das hidrelétricas que foram construidas sdo suficientes para manter o fluxo génico, e ajudar
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futuramente no manejo e conservagao desta espécie, uma vez que se trata de um recurso pesqueiro de importancia
comercial compartilhado entre o Brasil e outros paises latino-americano e nesse caso com Bolivia, Colémbia e Peru.
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