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RESUMO

Prochilodus nigricans € um peixe migrador, de habito detritivoro e que apresenta corpo com
coloragdo cinza prateada, com faixas transversais escuras e inconspicuas na nadadeira caudal.
Esta espécie possui ampla distribuicdo nas bacias do rio Amazonas e do rio Tocantins, e
destaca-se pela grande importancia econdmica e social em virtude da pesca de subsisténcia.
Devido as incertezas recentemente levantadas acerca da validade da espécie, este trabalho se
propds a acessar a diversidade genética de P. nigricans na regido do escudo brasileiro e
caracterizar parametros genético-populacionais dessa espécie na sub-bacia do rio Tapajos
durante um periodo ndo reprodutivo. Para testar a ocorréncia de diversidade oculta, utilizamos
0s marcadores mitocondriais COIl e ATP6/8 em amostras oriundas das sub-bacias dos rios
Tapajos, Xingu e Tocantins-Araguaia, e conduzimos uma andlise de GMYC com o COl,
considerando as sequéncias geradas no presente estudo e sequéncias do Genbank de individuos
amostrados em outras regides da bacia Amazonica. As andlises de estrutura populacional e
diversidade genética foram realizadas para oito loci de microssatélites e para os genes ATP6/8
e aregido controle do DNA mitocondrial. Tanto para o COI quanto para o ATP6/8 evidenciou-
se significativa divergéncia entre individuos amostrados no rio Tapajés, com valores de
distancia variando entre 1% e 1,9% entre esse grupo e os demais individuos amostrados no
escudo brasileiro. A andlise do GMYC identificou que esses individuos constituem outra
MOTU (unidade taxondmica operacional molecular), os quais foram excluidos das analises
populacionais conduzidas na sub-bacia do rio Tapajoés. Os dados mitocondriais e de
microssatélites evidenciaram trés populacfes geneticamente diferenciadas, Tapajos, Teles Pires
e Juruena, sendo esta Ultima a que se apresentou geneticamente mais diferenciada. As trés
populacBes avaliadas apresentaram valores de diversidade genética elevados e similares aos de
outras espécies de Prochilodus, ndo demostrando sinais de expansdo ou declinio populacional
nos ultimos 200 mil anos. Os resultados obtidos no presente estudo acerca da diversidade de P.
nigricans possuem especial relevancia, uma vez que possibilitam um diagndstico prévio do
status genético das populacBes de P. nigricans nos afluentes e calha principal do rio Tapajos,
antes dos eventuais efeitos ocasionados pela implantacdo de barragens. Tais dados servirdo de
base para estudos futuros que visem avaliar o impacto dessas construcbes sobre o padrdo de
distribuicdo da diversidade genética de espécies migradoras, servindo como um importante
instrumento para observar modificacbes na estrutura genética das populacGes em areas
fragmentadas por barragens, e subsidiar programas de manejo que visem a conservacdo da
ictiofauna nestas regioes.



ABSTRACT

Prochilodus nigricans is a migratory detritivorous fish, with a silvery grey colored body and
dark, irregular, wavy, bar-like patterns on the caudal-fin lobes. This species is widely
distributed in the Amazon and Tocantins river basins and stands out for its great economic
importance and social relevance due to subsistence fisheries. Because of the uncertainties
recently raised regarding the validity of the species, the aims of this work were to access the
genetic diversity of P. nigricans in the region of the Brazilian shield and to characterize the
genetic-population parameters of this species in the sub-basin of the Tapajos river during a non-
reproductive period. In order to test the occurrence of hidden diversity, we used the
mitochondrial markers COl and ATP6/8 in samples from the Tapajos, Xingu and Tocantins-
Araguaia sub-basins, and conducted a GMYC analysis with COI, considering the sequences
generated in the present study and Genbank sequences of individuals sampled in other regions
of the Amazon basin. Population structure and genetic diversity analyzes were performed using
eight microsatellite loci and, the ATP6/8 genes and the mitochondrial DNA control region. For
both COI and ATP6/8, there was a significant divergence between individuals sampled in the
Tapajos river, with genetic distance values ranging from 1% to 1.9% between this group and
the other individuals sampled in the Brazilian shield. The GMYC analysis identified that these
individuals constitute another MOTU (molecular operational taxonomic unit), which were
excluded from the population analyzes conducted in the Tapajés sub-basin. Mitochondrial and
microsatellite data evidenced three genetically differentiated populations, Tapajos, Teles Pires
and Juruena, the latter of which was genetically more differentiated. The three evaluated
populations presented high and similar genetic diversity values to those of other species of
Prochilodus and showed no signs of population expansion or decline in the last 200 thousand
years. The results obtained in the present study on the diversity of P. nigricans are of particular
relevance, since they make possible a previous diagnosis of the genetic status of P. nigricans
populations in the tributaries and the main channel of the Tapajos river, before the eventual
effects caused by the implantation of dams. Such data will serve as a basis for future studies to
evaluate the impact of these constructions on the distribution pattern of the genetic diversity of
migratory species, serving as an important tool to observe changes in the genetic structure of
populations in areas fragmented by dams, and to subsidize management programs that aim at

the conservation of the ichthyofauna in these regions.
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1 APRESENTACAO

Para melhor posicionar o leitor e apresentar o conteddo de nosso estudo, esta tese foi
organizada em uma Introducdo Geral e dois capitulos, sendo que o primeiro deles apresentado
na forma de artigo cientifico, aqui traduzido para o portugués. No Capitulo |, intitulado
“Diversidade oculta em Prochilodus nigricans: deteccdo de uma nova linhagem na sub-bacia
do rio Tapajos” objetivamos testar a hipotese de que o escudo brasileiro abriga diferentes
linhagens de P. nigricans, sendo os individuos dessa regido pertencentes a mais de uma unidade
taxondmica molecular operacional. Osachados do Capitulo | foram extremamente importantes
para conducdo das analises posteriores que estdo apresentadas no Capitulo 1. Além de um
melhor conhecimento acerca da real diversidade existente, adeteccdo e delimitacdo de unidades
moleculares distintas elimina eventuais ruidos nas analises e favorece uma interpretacdo
adequada dos resultados, uma vez que a diversidade populacional verificada pode ser atribuida
a uma Unica MOTU.

Em um cenario de grandes transformacdes e de perda de diversidade promovidas pelas
implantacGes de empreendimentos hidrelétricos, estudos que tem por finalidade avaliar o status
de populagoes, especialmente de peixes, sdo extremamente importantes pois geram subsidios
para que ac¢Oes de manejo mais eficazes sejam tomadas. Nesse contexto, o Capitulo 11, intitulado
“Estrutura genético-populacional de Prochilodus nigricans na sub-bacia do rio Tapajos” teve
por objetivo estimar parametros genético-populacionais e avaliar a estrutura genética de
populacbes dessa espécie de peixe em uma sub-bacia Amazbnica que ainda ndo sofreu
severamente 0s impactos promovidos pelos barramentos, mas que, devido ao seu elevado
potencial energético, tem ocupado uma posicdo de destaque no cenario nacional no que tange
a construcdo desses empreendimentos.

Essa pesquisa ressalta ndo apenas a importancia de estudos diagnosticos prévios, como
também traz algumas consideracGes importantes sobre P. nigricans e as implicagbes desses
estudos para a conservacdo da ictiofauna, em especial, na area de estudo. Para cada uma das
secOes apresentadas nesta tese, nds disponibilizamos suas proprias referéncias bibliograficas.

Por fim, sumarizamos nossas conclusbes com relacdo a pesquisa desenvolvida.
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2 INTRODUCAO GERAL

Apesar de toda a agua doce do mundo representar apenas 0,01% do total e estar
distribuida em uma faixa equivalente a 0,8% da superficie do planeta, os ambientes dulcico las
abrigam uma porcao significativa da biodiversidade (DARWALL et al., 2008; DUDGEON et
al., 2006), com estimativas superiores a 126 mil espécies (BALIAN et al., 2008). Estes
ecossistemas, no entanto, encontram-se extremamente ameacados devido a fatores como a
superexploracdo, a poluicdo, a introducdo de espécies exoticas, a alteracdo do curso de rios, a
proliferacdo de barragens, além das mudancas climaticas (BECKER; CRICHIGNO; CUSSAC,
2017; CUCHEROUSSET; OLDEN, 2011; SALA et al., 2000; TANIWAKI et al., 2017). A
biodiversidade nesses ambientes tem apresentado sinais de declinio (GARDNER et al., 2015;
GLEICK; PALANIAPPAN, 2010), sendo o grupo dos peixes de dgua doce aquele cujo nimero

de espécies extintas € 0 mais expressivo em comparagdo com 0s demais vertebrados
(BURKHEAD, 2012).

O estabelecimento de medidas que visem mitigar os efeitos das acGes antrépicas
negativas sob a biodiversidade configura um tema de extrema importancia (MATTHEWS,
2016), sobretudo em paises megadiversos, tais como algumas nagdes africanas, asidticas e
latino-americanas (WINEMILLER et al., 2016). Nesse contexto, o Brasil atrai a atencao
mundial por despontar como uma das principais nacfes quando o quesito € diversidade
bioldgica (COLLEN et al, 2014; MYERS et al., 2000). Segundo o Ministério do Meio
Ambiente (MMA, 2012), o pais detém 9% da biodiversidade do planeta, tendo sido registradas
no Catalogo Taxonbmico da Fauna Brasileira, até o momento, mais 118 mil espécies validas
(BRASIL, 2018). Os registros mostram que a grande maioria dos taxons identificados pertence
ao filo Arthropoda (com quase 94 mil espécies), sendo este seguido pelos cordados, 0s quais
representam 10% do total. J& para os peixes 0sseos marinhos e continentais, existem cerca de

4400 espécies registradas.

Apesar dariqueza de espécies da ictiofauna brasileira, e do crescente nimero de novas
descricbes, tendo mais de 260 taxons sido descritos apenas entre os anos de 2001 e 2005
(BUCKUP; MENEZES; GHAZZI, 2007), aspectos da biologia, comportamento, ecologia e
genética de diversas espécies de peixes ainda séo incipientes ou completamente desconhecidos.
Aléem disso, a rapidez com que os ambientes dulcicolas tém sido impactados tem levado
diversas espécies a figurar listas de espécies ameacadas de extingdo (ICMBIO, 2016) ou mesmo

a desaparecerem da natureza sem ao menos terem sido efetivamente estudadas.
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2.1 Genética da Conservacao

A necessidade de conservar a diversidade genética € reconhecida pela Unido
Internacional para Conservacdo da Natureza, World Conservation Union (IUCN), o maior
grupo internacional de conservagdo, como um dos trés pilares para a manutencdo da
biodiversidade (FRANNKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008). Nesse contexto, a Genética da
Conservacdo surge como uma disciplina que se concentra nos efeitos da distribuicdo da
variabilidade genética atual sobre a sobrevivéncia das espécies a longo prazo (WAN et al.,
2004). O seu grande desafio consiste justamente no manejo de populacbes fragmentadas a fim
de minimizar a depressdo endogamica e a perda de diversidade genética (ALLENDORF;
LUIKART; AITKEN, 2013).

Diversos sdo 0s grupos animais e vegetais que tém sido estudados sob a Optica da
Genética da Conservacdo, assim como as ferramentas utilizadas. Para o grupo dos peixes, 0s
microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSRs) correspondem a um dos marcadores
moleculares mais amplamente empregados em estudos populacionais (PIORSKI et al., 2008).
Os microssatélites consistem em sequéncias curtas, de poucos nucleotideos (1-6 pares de bases)
repetidos em tandem e amplamente distribuidas pelo genoma, que apresentam codominancia e
um alto grau de polimorfismo (TAUTZ, 1989). Esses marcadores permitem a individualizacao
de amostras e podem fornecer informagdes sobre fluxo génico, distribuicdo variabilidade
genética, deteccdo de reducdes recentes do tamanho populacional, além de outras abordagens
(ALLENDORF, 2017; SARANHOLI; CHAVEZ-CONGRAINS; GALETTI, 2017).

O uso de marcadores do DNA mitocondrial (mtDNA), por sua vez, também tem sido
empregado em estudos que podem ter implicacbes sobre a conservacdo da biodiversidade.
Aspectos que envolvem a resolucdo de questdes taxondmicas, descricdo de novas espécies (ou
complexos de espécies), alem da identificacdo de espécies a partir de amostras biologicas de
tecidos (e.g. identificacdo molecular de fauna atropelada e de amostras de caca apreendida, etc.)
(MACHADO et al., 2017; PIRES et al, 2017; RODRIGUEZ-CASTRO et al, 2017) sio
extremamente importantes do ponto de vista da conservacdo. Somado a isso, 0 acesso a
diversidade genética intrapopulacional, bem como o estudo de eventos populacionais como a
deteccdo de sinais de declinio ou expansdo em populacBes naturais (FERREIRA et al., 2017,
MONDIN et al., 2018), também constituem temas estudados a partir do emprego de marcadores
do genoma mitocondrial (ou mitogenoma), como é caso da regido controle, da subunidade | da
citocromo c oxidase (COI) e das subunidades 6 e 8 da ATP sintase (ATP6/8) (SILVA etal.,
2016).
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2.2 Area de estudo: Sub-bacia do rio Tapajos

A sub-bacia do rio Tapajos (Figura 2.1) destaca-se por ser uma das maiores regioes
hidrograficas que compGem a bacia Amazbnica, abarcando um total de 493.986 ha (ANA,
2015) e contribuindo com aproximadamente 6% de toda agua doce carreada para O rio
Amazonas (LATRUBESSE; STEVAUX; SINHA, 2005). Localizada na porgéo central da bacia
Amazonica, sua area abrange parte dos estados do Amazonas, Mato Grosso e Para, e abriga
porcBes dos biomas Cerrado e Amazénico (SCOLES, 2016). O clima na regido do Tapajos €
considerado tropical Umido, sendo o periodo mais chuvoso compreendido entre 0s meses de
dezembro e margo, no verdo e outono, ao passo que menores precipitacdes sdo detectadas no
inverno e primavera, entre junho e setembro (INMET, 2018). A sazonalidade pluviométrica na
porcao sul dasub-bacia, no entanto, é um pouco diferente da extensdo norte, apresentando uma
maior estacdo seca (SCOLES, 2016).

Figura 2.1 Mapa da sub-baciado rio Tapajos.
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O rio Tapajos apresenta uma extensdo de 780 km e sua formacdo se da apos a
confluéncia dos rios Juruena e Teles Pires, 0s quais constituem duas sub-bacias de segunda
ordem (ICMBIO, 2011a), em Barra de Sdo Manoel, entre os estados do Mato Grosso (MT) e
do Pard (PA). Ja o tributario Teles Pires, assim como os demais rios da sub-bacia, apresenta
aguas claras e percorre uma extensdo de 1.482 km desde suas nascentes, nas serras Azul e do
Finca Faca, até o encontro com o e rio Juruena. Esse rio se constitui um divisor natural entre os
estados do MT e PA, sendo sua regido hidrografica quase que inteiramente localizada no estado
de Mato Grosso, perfazendo uma area aproximada de 142 mil kn?. Dentre seus principais
tributarios destacam-se osrios Verde, Paranaita, Apiacas e Ximari na margem esqueda e 0s rios
Paranatinga, Caiap0, Peixoto Azevedo, S&o Benedito e Cururu-Acu, na margem direira (EPE,
2011). Nomédio Teles Pires, mais precisamente a montante da foz do rio Apiacas, localizam -
se varias corredeiras, nas quais se situava a regido de Sete Quedas, a qual encontra-se
atualmente submersa devido a construcdo da usina hidrelétrica (UHE) Teles Pires. Ja no seu
baixo curso, cuja area é de aproximadamente 39.137,44km?, o rio Teles Pires € mais largo e as
aguas sdo vagarosas (ICMBIO, 2011a; OHARA etal., 2017).

O rio Juruena, por sua vez, possui 1.240 km de extensdo e é o que mais contribui para
avazdo do rio Tapajos. Suas nascentes estdo localizadas na Chapada dos Parecis, a uma altura
média de 750 m, na por¢cdo mais ocidental do escudo brasileiro (ASSIS et al., 2015; OHARA;
LOEB, 2016). A regido hidrografica do rio Juruena tem uma area de 188.000km?, cheia de
meandros, com diversas corredeiras e cachoeiras presentes ao longo de seu curso. Seus
principais tributarios sdo os rios Arinos, Sangue e Pagagaio e, na sua porcao mais baixa, 0S rios
Sdo Tomé, Santana e Matrinxd ou S&o Jodo da Barra. Suas aguas claras possuem coloragdo
variando entre o verde e o verde-oliva (ICMBIO, 2011a, 2011b).

A sub-bacia do rio Juruena situa-se em uma regido que possui 27 unidades de
conservacao, 35 terras indigenas, além de mais de 200 assentamentos, sendo a populacéo
humana estimada nesta &rea superior a 1.200.000 habitantes (MINISTERIO DOS
TRANSPORTES, 2013). Atualmente, ela se configura como uma regido de destaque no cenario
nacional, sendo considerada uma &rea estratégica para implantacdo de empreendimentos
hidrelétricos, visto que seus principais rios (Tapajos, Apiacas, Jamanxin, Teles Pires e Juruena),
juntos, tém um pontencial energético para gerar cerca de 17.500 MW. Somado a isso, 0s rios
Teles Pires e Tapajos estdo incluidos no Plano Hidroviario Estratégico - PHE, o qual os indica

como area prioritaria para navegacao fluvial, uma vez que favorecera o escoamento da producdo
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do estado do Mato Grosso para o rio Amazonas e, consequentemente, para o oceano Atlantico
(ANA, 2015; MINISTERIO DOS TRANSPORTES, 2013), gerando mais divisas.

2.3 A espécie Prochilodus nigricans Agassis, 1829

Prochilodus nigricans, conhecida popularmente como curimbata, destaca-se como
uma das espécies com a maior distribuicdo na bacia do rio Amazonas, sendo encontrada na sua
calha e nos principais tributarios, além da bacia do rio Tocantins (CARVALHO; MERONA,
1986). E um peixe de corpo alto, coloragdo cinza prateada, faixas transversais escuras e
inconspicuas no dorso, podendo ultrapassar os 40 cm de comprimento (MOTA; RUFFINO,
1997) (Figura 2.2). Assim como o0s demais representantes da familia Prochilodontidae, P.
nigricans € uma espécie que possui alteracdes em sua estrutura buco-faringea (e.g. dentes
diminutos e espatulados, e labios carnosos em forma de ventosa), que favorecem a coleta e o
processamento de microorganismos, detritos, perifitons, além de matéria organica em
decomposicdo, geralmente depositada no fundo dos rios (DOS SANTOS; FERREIRA;
ZUANON, 2006). Essa espécie, assim como os demais peixes detritivoros migradores, tem
acesso a uma abundante fonte de energia (CASTRO; VARI, 2004; FLECKER, 1996) e
contribui para modular o fluxo de carbono e a produtividade dos ecossistemas (TAYLOR;
FLECKER; HALL, 2006).

Trata-se de uma espécie que apresenta rapido crescimento, alta fecundidade atrelada a
um periodo curto de desova e que ndo possui qualquer tipo de cuidado parental. Segundo
Winemiller (1989), esses tracos bioldgicos correspondem a uma estratégia sazonal, a qual lhe
permite tirar proveito tanto das variagdes temporais quanto sazonais, garantindo aos individuos
juvenis maiores chances de crescimento e sobrevivéncia, além de propiciar uma rapida
reposicdo populacional (SILVA; STEWART, 2017). Esses peixes, que sdo potamdédramos,
organizam-se em grandes cardumes para realizar migragfes com fins reprodutivos, ou em
resposta a fatores bioticos e abidticos (SILVA; STEWART, 2006). Segundo a pesquisa de
Montreuil e Rodriguez (2001) realizada com curimbatas em uma por¢do peruana da bacia
amazonica, 0s machos e as fémeas da especie atingem seu comprimento médio de maturacdo
com 23,4 e 24,3 cm, respectivamente, e apresentam um periodo de reproducdo no rio Amazonas
entre 0s meses de dezembro e margo, com o dpice em janeiro.

Aparentemente essa especie possui mais de um tipo de padrdo migratorio. NoS rios
Amazonas e Madeira, individuos adultos de P. nigricans migram entre sucessivas areas de

varzea no periodo seco, deixando-as durante as cheias para desovar na entrada dos lagos. Ja no
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rio Tocantins, antes da construcdo da barragem de Tucurui, eles abandonavam as areas alagadas
durante o periodo de seca e migravam rumo a montante. A desova sO acontecia em uma area

extensa na porcao alta do rio apos a elevacdo do nivel das aguas, sendo posteriormente 0s 0vos
e larvas carreados passivamente rio abaixo (ARAUJO-LIMA; RUFFINO, 2003).

Figura 2.2. BExemplar de curimbatd, Prochilodusnigricans.

Foto: Ueslei Lopes.

Conhecidas popularmente como curimbatd no Brasil e como sabalo, bocachico e
boquichico na Bolivia, Colombia e Peru, respectivamente (ARAUJO-LIMA; RUFFINO, 2003),
as espécies viventes desse género estdo entre as mais abundantes e amplamente distribuidas da
América do Sul (SIVASUNDAR; BERMINGHAM; ORTI, 2001). Prochilodus nigricans é
extremamente importante do ponto de vista econdmico, destacando-se com uma das espécies
mais pescadas nas aguas continentais brasileiras (FERRAZ; BARTHEM, 2016; FERRAZ,
LIMA; AMARAL, 2012), alem de muito utilizada na pesca de subsisténcia (ISAAC et al., 2015;
ZACARKIM et al,, 2015).

De acordo com uma das maiores revisdes taxondmicas da familia Prochilodontidae
baseada em dados morfologicos (CASTRO; VARI, 2004), o género Prochilodus seria
constituido por 13 espécies nominais, das quais apenas trés (Prochilodus britskii Castro, 1993,
Prochilodus nigricans Agassis, 1829 e Prochilodus rubrotaeniatus Jardine, 1841) tém registros
para a bacia Amazonica. Contudo, a partir do uso de marcadores nucleares e mitocondriais, a

validade taxondmica de P. nigricans foi contestada, devido a deteccdo de duas grandes
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linhagens na bacia amazonica, uma delas constituida por individuos das sub-bacias Tapajos
e Tocantins-Araguaia e outra pelos demais individuos da bacia amazbnica, alkm de
representantes de P. rubrotaeniatus agrupados em ambos os clusters (MELO et al., 2016). Em
outro trabalho, os autores reduziram as unidades que compdem o género Prochilodus a oito
linhagens, sendo quatro delas formadas por quatro espécies nominais validas e as demais

constituidas por espécies que taxonomicamente requerem revisao (MELO et al., 2018).
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Resumo

Prochilodus nigricans é um peixe de agua doce muito abundante e amplamente distribuido pela
bacia amazbnica. Sua validade taxondmica foi recentemente questionada quando diferencas
genéticas entre populacdes da porcdo ocidental e oriental da bacia foram detectadas. Sabendo
que o escudo brasileiro, onde a populagdo oriental estd distribuida, consiste em uma regido de
alta diversidade e endemismo da ictiofauna, este trabalho teve como objetivo testar a hipotese
de que P. nigricans dessa regido apresenta diversidade oculta. Para tanto, redes de haplotipos
foram reconstruidas usando os marcadores mitocondriais COIl e ATP6/8, os quais também
foram utilizados para calcular as distancias genéticas. Alm disso, nds conduzimos uma
abordagem de delimitacdo de espécies empregando o modelo GMYC (Generalized Mixed Yule-
coalescent) com sequéncias de COI produzidas neste estudo, e outras previamente publicadas,
incluindo individuos amostrados em toda a bacia Amazbnica. A partir dos nossos resultados
constatamos a existéncia de diferenciagdo genética significativa em P. nigricans oriental.
Também reforcamos a importancia de estudos que visem detectar a diversidade oculta, 0squais

podem abordar questdes taxondmicas e certamente favorecer melhores agdes de conservagao.
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1.1 Introducdo

Os ecossistemas de agua doce tém sofrido grandes impactos e transformacgdes [1],
tornando estudos com foco na descoberta e compreensdo da extensdo da biodiversidade vitais
para sua conservacdo. Com mais de 5160 espécies de peixes de agua doce descritas, 0s rios da
América do Sul abrigam um terco das espécies de peixes de todo o planeta, mas a expectativa

€ que esse ndmero seja 42% maior [2].

Ao longo dos anos, o emprego de ferramentas moleculares para inventariar a
biodiversidade tem aumentado e revelado uma biodiversidade oculta. Esta abordagem tem
ajudado a esclarecer questdes taxondmicas, delimitando linhagens genéticas e auxiliado na
caracterizacdo de Unidades Taxondmicas Operacionais Moleculares (MOTUSs) [3], que sdo
conjuntos de sequéncias ortdlogas. Sob essa perspectiva, abacia Amazonica ocupa uma posicdo
notavel, uma vez que sua grande extensdo abriga uma enorme diversidade de espécies de peixes

[3], muitas das quais permanecem desconhecidas.

Prochilodus nigricans é um peixe caracideo amazOnico muito abundante, o qual
comeca a migracdo para fins reprodutivos assim que o periodo de cheia dos rios se inicia [4,5].
Com uma dieta detritivora, esse peixe desempenha um papel funcional essencial nos
ecossistemas, modulando os fluxos de energia e nutrientes [6]. Esta espécie também assume
um importante status econdmico e social no Brasil, uma vez que ¢ uma das que dominam a
producdo pesqueira regional, sendo altamente utilizada para a subsisténcia de comunidades
ribeirinhas [7,8]. Conhecido como curimbata, este peixe € uma das trés espécies do género
encontradas na bacia do rio Amazonas e aquela que apresenta a maior distribuicdo geografica

nessa drenagem em comparacdo com espécies congenéricas [9].

Estudos recentes [10,11] questionam a validade nominal de P. nigricans e apontam a

existéncia de duas linhagens dessa espécie, uma composta por amostras das sub-bacias do
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Tapajos e Tocantins-Araguaia (aqui denominada “Clado oriental”), e outra, que inclui
espécimes das terras baixas da Amazonia Ocidental e sua calha principal, além de incluir outra
espécie taxonomicamente reconhecida como Prochilodus rubrotaeniatus. Considerando que o
grupo oriental esta distribuido no escudo brasileiro, uma area de alta diversidade ictiofaunistica
e endemismo, ainda subestimados [12], estudos que visem amostragens representativas nesta
regido ainda se fazem necessarios para avaliar a existéncia de diversidade oculta dentro de P.

nigricans.

Diante desse contexto, e considerando a importancia da delimitacdo de espécies para
uma melhor estimativa da biodiversidade, 0 nosso objetivo consistiu em testar a hipdtese de
que P. nigricans oriundos do escudo brasileiro, aqui representado exclusivamente por
individuos das sub-bacias dos rios Tapajés, Xingu e Tocantins-Araguaia, ainda esconde
diversidade oculta. Para isso, nés utilizamos dois marcadores mitocondriais distintos para a
reconstruir redes haplotipicas e calcular distancias genéticas, e empregarmos uma abordagem
de delimitacdo de espécies de um Unico gene baseado em sequéncias da subunidade 1 da
citocromo ¢ oxidase (COI) para determinar o ndmero de unidades moleculares dentro das

drenagens previamente mencionadas.

1.2 Material e métodos

1.2.1 Amostragem e requerimentos éticos

Nosso estudo foi realizado de acordo com a legislacdo brasileira de protecdo ambiental
sob a licenca SISBIO Numero 41778-7 fornecida pelo Instituto Chico Mendes de Conservagao
da Biodiversidade (ICMBio/Ministério do Meio Ambiente) e aprovada pelo Comité de Etica

em Uso Animal da UFSCar (CEUA 3752060715). N6s amostramos pequenos fragmentos de
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tecido de nadadeira de especimes adultos de P. nigricans coletados nas drenagens de Teles Pires

e Juruena e Tapajos (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Mapa com os pontos de amostragem de Prochilodus nigricans nas sub-bacias dos rios Tapajés, Xingu

e Tocantins-Araguaia.

Parte das amostras de tecidos de barbatanas da sub-bacia do rio Tapajés e outras
drenagens foi fornecida por colecdes cientificas, pesquisadores colaboradores e pescadores
ribeirinhos locais, os quais, apds orientacdo sobre procedimentos de amostragem, forneceram
os tecidos (ver Tabela Suplementar 1.S1). Todas as amostras biologicas foram fixadas em etanol
96% e depositadas no Banco de Tecidos do Laboratorio de Biodiversidade Molecular e
Conservacdo da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). Sequéncias adicionais de COI
de P. nigricans amostrados em outras localidades, principalmente da porcéo ocidental da bacia
Amazonica [10,11,13,14], foram obtidas no GenBank (https//www.ncbi.nlm.nih.gov/

nucleotide/). A relacdo de sequéncias utilizadas € encontrada na Tabela Suplementar 1.S2.
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1.2.2 Extracdo, amplificacdo e sequenciamento de DNA

O DNA gendmico total foi extraido utilizando o protocolo de precipitagdo salina
descrito por Aljanabi & Martinez [15], e entdo submetido a eletroforese em gel de agarose 1%
para aferir sua qualidade. As amostras de DNA foram quantificadas utilizando biofotdmetro
Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Alemanha), e, posteriormente, foram preparadas aliquotas
padronizadas a 50 ng/ul. A Reag¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada para
amplificar os genes COI (parcialmente) e as subunidade seis e oito da ATPsintase (ATPase6/8)
do DNA mitocondrial (mtDNA). Os primers Fish F1 e Fish R1 e ATP 8.2 L8331 e
C03.2_H9236 foram utilizados para amplificar as regibes COIl e ATP6/8, respectivamente
[16,17]. As PCRs ocorreram em um volume final de 12,5 uL contendo 50 ng de DNA template,
1,25 uL de buffer (10x), 0,2 mM de dNTPs, 1 mM de MgCl, 0,4 uM de cada primer, 0,5 U
Tag Platinum (Invitrogen) e agua destilada ultrapura. As condicGes de amplificacdo seguiram
0s seguintes parametros para o COIl: 1 ciclo inicial de desnaturacdo a 94 °C por 2 min, sendo
seguido por 35 ciclos de 94 °C a 30 seg., 59 °C a 30 seg. e 72 °C por 1 min., finalizando com
1 ciclo de extensdo final a 72°C por 10 min. Para os genes ATP6/8, empregamos 1 ciclo a 94°C
por 3 min, 30 ciclos de 94 °C a 45 seg., 58°C por 1 min. e 72 °C por 1 min, e um ciclo de 72
°C por 2 min. Os produtos de PCR foram purificados com polietilenoglicol 20% (PEG) [18]
com a finalidade de remover dNTPs ndo incorporados, o excesso de primers e eventuais bandas
inespecificas, para entdo serem posteriormente sequenciados em um sequenciador

automatizado ABI 3730XL (Applied Biosystems, Foster City, California, EUA).

1.2.3 Andlises moleculares

As sequéncias foram alinhadas com o auxilio do programa ClustalWW [19] e editadas
usando Geneious Vv.7.1.7 (Biomatters, Auckland, Nova Zelandia) [20]. As redes haplotipicas

para ambos os marcadores foram reconstruidas usando PopART (Population Analysis with
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Reticulate Trees) [21], enquanto as distancias genéticas intra e intergrupos baseadas em K2P
(Kimura 2-Pardmetros) foram estimadas com amostras das sub-bacias dos rios Tapajos, Xingu

e Tocantins-Araguaia no programa MEGA v.7 [22].

No6s empregamos 0 modelo Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC) [23] para
delimitar MOTUs dentro de P. nigricans a partir de sequéncias de COI, incluindo as sequéncias
do GenBank. Este modelo foi executado com o pacote SPLITS (SPecies' LImits by Threshold
Statistics) [24] no R, utilizando o método single threshold e parametro de intervalo padréo
(intervalo = c¢ (1,10)). O GMYC combina o modelo Yule de eventos de especiagdo
intraespecificos com modelos de coalescéncia, sendo comumente aplicado em estudos
relacionados a questdes taxondmicas [25-28]. Para esta analise, foi produzida uma topologia
ultramétrica usando o método de Inferéncia Bayesiana (IB) implementado no software BEAST
v.2.0 [29] através do CIPRES Science Gateway [30] (www.phylo.org). Também utilizamos o
modelo de substituicdo nucleotidica baseado no critério de informacdo Bayesiana (BIC),
determinado pelo programa JModeltest [22] (COI = K80), e relégio molecular relaxado com
uma distribuicdo lognormal e o modelo de especiagdo birth-death, de acordo com Costa-Silva
et al. [31]. Trés corridas independentes das cadeias de Markov com 30 milndes de geracdes
foram realizadas, sendo as arvores e parametros salvos a cada 10000 geracdes, e com 10% das
primeiras topologias descartadas como burn-in. A combinagdo dos arquivos tree e log foi
realizada com o software LogCombiner v.1.8 [32] e a mixagem apropriada dos dados foi
verificada com o Tracer v1.5 [33], considerando valores do tamanho efetivo da amostragem
(ESS) de todos os parametros iguais ou superiores a 200. A arvore foi sumarizada com o
programa TreeAnnotator v.1.8 [34] e posteriormente visualizada no software FigTree v.1.4,

disponivel em http//tree.bio.ed.ac.uk/software /Figueira/.
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1.3 Resultados e discussao

O conjunto de dados total gerado neste estudo consistiu de 35 sequéncias COIl e 29
ATP6/8 apos o alinhamento e edicdo. Os fragmentos de COI variaram de 561 a 564 pb e
apresentaram 26 sitios polimérficos e 16 sitios parcimoniosamente informativos. O
comprimento medio da sequéncia ATP6/8 foi de 985 pb e incluiu 18 sitios polimorficos, 11 dos
quais foram parcimoniosamente informativos. As redes haplotipicas do COIl e ATP6/8
incluiram, respectivamente, 15 e 12 haplotipos (Ver Figura Suplementar 1.S1). Onze dos 28
individuos amostrados no rio Tapajos foram atribuidos ao haplogrupo recém-descoberto, aqui

denominado como "Cluster 2"

O resultado de maxima verossimilhanca obtido para o COl com o modelo GMYC foi
significativamente maior (L =552,1538) que com o modelo nulo (LO =504,4662), 0 que nos
permitiu rejeitar a hipotese de que todos os individuos pertencem a mesma unidade molecular.
A anélise single threshold do GMYC (intervalo de confianga: 3-4) revelou a ocorréncia de trés
MOTUs na bacia Amazonica (Figura 1.2), evidenciando uma a mais do que as relatadas em
estudos anteriores [10,11]. Apesar das questdes taxondmicas envolvendo a validade da espécie,
a divisdo leste-oeste de P. nigricans também foi recuperada no presente estudo usando novos
dados, reforcando aexisténcia de ambas as MOTUs e apresentando uma adicional (apresentada
aqui em laranja na Figura 1.2). O clado destacado em azul compreendeu individuos amostrados
no rio Amazonas e calha principal, enquanto a maioria de nossa amostragem foi restrita as

drenagens do Tapajos, Xingu e Tocantins-Araguaia.

As distancias par-a-par baseadas em K2P entre esta linhagem e o resto do grupo
oriental foram 0,019 * 0,005 e 0,01 + 0,003 para COIl e ATP6/8, respectivamente. Embora
ambos os valores fossem mais baixos do que o comumente utilizado como limiar inicial para a

abordagem de identificacdo molecular [25], nossos valores de distancia foram semelhantes aos
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encontrados para outras espécies de Prochilodus, que variaram de 1,2% a 10,3% [11]. As
distancias dentro dos grupos foram 0,003 £ 0,001 para o clado oriental e 0,002 + 0,001 para a
linhagem com COlI, enquanto com ATP6 variou de 0,001 + 0,000 e 0,002 + 0,001 para o grupo

oriental e o Cluster 2, respectivamente.
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Figura 1.2. Arvore de inferéncia Bayesiana usada para delimitar linhagens de Prochilodus nigricans na bacia
AmazOnica usando a anélise GMYC. Os clados azul e verde representam, respectivamente, os clados do oeste e
do lesteda Amazbnia. Clado laranja representaa linhagem recém-detectada (Cluster 2). Valores de probabilidade

posteriores (> 0,99) sdo representados porasteriscos acima dos nos.
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Nossas descobertas revelam que a diversidade dentro de P. nigricans pode estar
incompleta e, portanto, precisa ser melhor investigada. A deteccdo de uma nova linhagem
dentro da sub-bacia do rio Tapajos (grupo Amazonas Oriental) também incita questfes sobre
0S processos evolutivos que podem ter levado a diversificacdo dentro desse taxon. A
biogeografia Amazbnica é complexa [35] e diversas hipGteses filogeograficas [36,37] foram
postuladas até agora para explicd-la. Neste contexto, e considerando nossos resultados, P.
nigricans pode ser um modelo interessante para testar possiveis eventos responsaveis pela

diversificagdo observada na ictiofauna desta regido.

A quantidade de registros descrevendo recentemente a delimitacdo de espécies
moleculares e/ou detectando a diversidade oculta, especialmente em sistemas de agua doce
[26,38-41], ilustra qudo incipiente é nosso conhecimento sobre a extensdo da biodiversidade
continental. Nossos resultados destacam a quantidade de trabalho descritivo que resta a ser feito
na ictiofauna amazonica. Uma vez que a bacia Amazonica se encontra em evidéncia como area
candidata a construcdo de diversas usinas hidrelétricas [34,35] e ameacada por outros fatores
[7,42,43], o desenvolvimento de estudos focados na descricdo da biodiversidade é de suma

importancia para planos de manejo efetivos.

Materiais Suplementares: Tabela 1.S1: Lista de amostras obtidas na Amazonia Oriental.
Figura 1.S1: Redes de haplotipos para ATP6/8 e COI de individuos amostrados nas sub-bacias

do Tapajds, Xingu e Tocantins-Araguaia.
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Tabela Suplementar 1.S1. Dados de coleta das amostras utilizadas no presente estudo. 2Amostra amplificada

com o COl. PAmostra amplificada com o ATP6/8.

Sample code River Basin Locality Lat Long

b AL Arinos Juruena Juara -11.280950 -57.560940
b A2 Arinos Juruena Juara -11.280950  -57.560940
b A3 Arinos Juruena Juara -11.280950 -57.560940
bp1 Sangue Juruena Juara -11.706320  -58.050030
b B2 Sangue Juruena Juara -11.706320 -58.050030
b B3 Sangue Juruena Juara -11.706320 -58.050030
bp1 Tapajés Tapajés Itaiatuba -4.277616 -55.984121
abpp Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
abpg Tapajos Tapajos Itaiatuba 4277616 -55.984121
abpy Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
abpg Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
abpg Tapajés Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
b p7 Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
bpg Tapajés Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
b D10 Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
abpyg Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
bp12 Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
bp13 Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
b D14 Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
bp15 Tapajos Tapajos ltaiatuba -4.277616 -55.084121
abpie Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
bp17 Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
bp18 Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
abppo Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
b p21 Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
b p22 Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
ap23 Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
a D24 Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
ap26 Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
ap27 Tapajés Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
ap2s Tapajos Tapajos ltaiatuba -4.277616 -55.984121
ap29 Tapajds Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
aD30 Tapajos Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
ap31 Tapajés Tapajos Itaiatuba -4.277616 -55.984121
abpg Teles Pires Teles Pires Sorriso -12.385474 -55.7357515
b1 Apiacas Teles Pires Apiacas -9.504227 -57.054854
a7 Apiacés Teles Pires Apiacés -9.504227 -57.054854
abpg Teles Pires Teles Pires Cotriguagu -0.879286 -58.235445
axiol Rio Curua Xingu Altamira -8.318597 -55.089698
ATA04 Araguaia Tocantins-Araguaia Barra do Garca -15833241 -51.949934
aTA06 Araguaia Tocantins-Araguaia Barra do Garga -15833241 -51.949934
aTAO7 Araguaia Tocantins-Araguaia Barra do Garca -15833241 -51.949934
aTA15 Araguaia Tocantins-Araguaia Barra do Garca -15833241 -51.949934
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aTAl7 Araguaia Tocantins-Araguaia Barra do Garca -15833241 -51.949934
aTA18 Araguaia Tocantins-Araguaia Barra do Garca -15833241 -51.949934
aTA43 Tocantins Tocantins-Araguaia Palmas -10.472790 -48.428927
aTA45 Tocantins Tocantins-Araguaia Palmas -10.472790 -48.428927
aTA48 Tocantins Tocantins-Araguaia Palmas -10.472790 -48.428927
aTA49 Tocantins Tocantins-Araguaia Palmas -10.472790 -48.428927

Tabela Suplementar 1.S2. Numeros de acesso das sequéncias de COI de Prochilodusnigricans obtidas no

GenBank.

Espécie Cddigo Rio Localidade Ntlla\rr;irsc;c?e
P. nigricans M3-7 Rio Amazonas Manaus, AM FJ418758
P. nigricans Curimatal Rio Amazonas Manaus, AM JNOO7727
P. nigricans Curimata4 Rio Amazonas Manaus, AM JNOO7728
P. nigricans Curimatab Rio Amazonas Manaus, AM JNO007729
P. nigricans Curimata6 Rio Amazonas Manaus, AM JNO007730
P. nigricans Curimata? Rio Amazonas Manaus, AM JNO07731
P. nigricans Curimata8 Rio Amazonas Manaus, AM JNOO07732
P. nigricans Curimata9 Rio Amazonas Manaus, AM JNO007733
P. nigricans Curimatal0 Rio Amazonas Manaus, AM JNO007734
P. nigricans H1 Rio Amazonas Manaus, AM JN032683
P. nigricans H2 Rio Amazonas Manaus, AM JN032684
P. nigricans H3 Rio Amazonas Manaus, AM JN032685
P. nigricans H4 Rio Amazonas Manaus, AM JN032686
P. nigricans H5 Rio Amazonas Manaus, AM JNO032687
P. nigricans H6 Rio Amazonas Manaus, AM JN032688
P. nigricans H7 Rio Amazonas Manaus, AM JN032689
P. nigricans H8 Rio Amazonas Manaus, AM JN032690
P. nigricans H9 Rio Amazonas Manaus, AM JN032691
P. nigricans H10 Rio Amazonas Manaus, AM JN032692
P. nigricans H1l Rio Amazonas Manaus, AM JN032693
P. nigricans LBP 1690 Rio Amazonas Manaus, AM KX086749
P. nigricans LBP 8589 Rio Arinos/Tapajos Diamantino, MT KX086772
P. nigricans LBP 12865 Rio Tapajés Itaituba, PA KX086774
P. nigricans OS 18792 Rio Itaya/Amazonas Maynas, Loreto KX086787
P. nigricans OS 18792 Rio ltaya/Amazonas Maynas, Loreto KX086788
P. nigricans FMNH 113534 Rio Itaya/Amazonas Iquitos, Loreto KX086797
P. nigricans LBP 12865 Rio Tapajés Itaituba, PA MHO068834
P. nigricans LBP 174 Rio Acre/Purus Rio Branco, AC MHO068838
P. nigricans LBP 10919 Rio Madeira Porto Velho, RO MHO068839




51

Figura Suplementar LS1. Redes haplotipicas de Prochilodus nigricans amostrados dentro das sub-bacias dos
rios Tapajos, Xingu e Tocantins-Araguaia, mostrando a relagdo de amostras por hapl6tipo. (A) ATP6/8. (B) COI.
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CAPITULO 11

As amostras utilizadas no presente estudo correspondem exclusivamente a uma Unica
linhagem taxondmica de P. nigricans de ocorréncia na sub-bacia do rio Tapajés, sendo excluida
aquela descrita no Capitulo | dessa tese. Apesar das questfes relacionadas a validade dessa
espécie levantadas em estudos anteriores, para uma melhor compreensdo e fluidez da leitura

estamos adotando ao longo do texto o nome cientifico da espécie quando nos referimos a
linhagem estudada nesse capitulo.

11.1 Introducdo

Segundo o Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (ICMBIo), o
Brasil possui mais de 4400 espécies de peixes, das quais aproximadamente 70% sdo registradas
para as aguas continentais. Dentre essas, 311 foram classificadas como vulneraveis, em perigo
ou criticamente em perigo de acordo com a Portaria n° 445 de 17 de dezembro de 2014,
publicada pelo Ministério do Meio Ambiente (ICMBio, 2018).

O répido crescimento populacional aliado ao aumento da demanda por energia elétrica
tem propiciado a proliferacdo de usinas hidrelétricas e pequenas centrais hidrelétricas (PCHSs)
em escala global, com diversos empreendimentos sendo construidos ou projetados,
especialmente em paises emergentes como o Brasil (REIS et al.,, 2016; TUNDISI et al., 2014;
ZARFL et al., 2015). De acordo com Ohara e Loeb (2016), a sub-bacia do rio Tapajés tem
registros de 300 espécies de peixes, e atualmente configura como uma das mais ameagadas

drenagens brasileiras, sendo considerada uma area prioritaria para a realizacdo de estudos em
decorréncia do rapido avanco das acdes antropicas na regido (LATRUBESSE et al., 2017).

Para além dos efeitos sociais (e.g. translocacdo de pessoas, desapropriacdo de terras),
a construcdo de tais barragens ao longo dos rios pode promover ainterrupcdo da rota migratoria
de espécies de peixes e alterar a dindmica de detritos, nutrientes e recursos através dos
ecossistemas (BARTHEM; DE BRITO RIBEIRO; PETRERE, 1991; MARMULLA, 2001).
Essas modificagbes podem ainda representar um viés adicional aqueles organismos que sao

extremamente dependentes desses elementos, como € o caso de alguns peixes frugivoros e
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detritivoros (HORN et al., 2011). Um exemplo disso pode ser encontrado no estudo
desenvolvido por Albrecht e colaboradores (2009), no qual foi detectado decréscimo
populacional das espécies Brycon gouldingi e Brycon falcatus apds a inundacdo das florestas
riparias na represa Serra da Mesa, no rio Tocantins. Dada a magnitude dos efeitos causados, é
possivel destacar as continuas interrupcdes ocasionadas pelo represamento de rios como um
dos mais danosos a biodiversidade (ZARFL et al., 2015). Estes afetam, sobretudo, as espécies
migradoras, que devido a sua mobilidade, sdo consideradas indicadoras de conectividade em
ecossistemas (YAMANAKA; MINAMOTO, 2016).

Dessa forma, inlmeros estudos que visam avaliar a estrutura genética de populages,
em um cenario de fragmentacdo ambiental, tém sido realizados com espécies de peixes
migradoras durante a piracema (periodo reprodutivo). Contudo, observa-se escassez de
trabalhos dedicados a investigar a organizacdo genética das populacBes durante o periodo ndo
reprodutivo, o qual caracterizado como uma época principalmente voltada a alimentacdo e,

portanto, de menor deslocamento.

11.2 Hipoteses e objetivos
11.2.1 Hipoteses

Levando-se em consideracdo o atual cendrio de expansdo da indUstria energética do
pais, constatado pela construcdo de barragens e de UHEs, € notdria a extrema relevancia em
caracterizar geneticamente populacGes de areas onde tais edificacdes estdo sendo ou virdo a ser
implantadas. O desenvolvimento de estudos dessa natureza em regides que ainda ndo foram
impactadas, como € o caso da sub-bacia do rio Tapajos, pode possibilitar um diagndstico prévio
da estrutura genética de populacdes de peixes e favorecer o estabelecimento de medidas
conservacionistas. Assim sendo, propomos as seguintes hipoteses a serem testadas:

Hipdtese nula: As populagcbes de P. nigricans dos rios Juruena, Tapajos e Teles Pires
apresentam auséncia de estruturacdo ao longo da sub-bacia do rio Tapajés, uma vez que neste
sistema hidrografico a auséncia de barragens favorece o fluxo génico entre as diferentes

populacBes existentes nesta area.

Hipdtese alternativa: Apesar da inexisténcia de barragens na sub-bacia do rio Tapajos, as
populacdes dos afluentes do rio Juruena, Teles Pires e Tapajos apresentam-se geneticamente

diferenciadas, sugerido aexisténcia de outros mecanismos que favorecem a diminuicdo de fluxo
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génico acarretando em diferenciacdo e consequente subestruturacdo das populagdes ao longo

da sub-bacia do rio Tapajos.
11.2.2 Objetivo geral

Visto que algumas barragens foram recentemente construidas ou encontram-se em
processo de construgdo na sub-bacia do rio Tapajés, o presente estudo teve por finalidade
avaliar a estrutura genética de P. nigricans com o intuito de verificar ou ndo a existéncia de
subestruturacdo populacional ao longo do rio Tapajos e de seus principais elementos

formadores durante o periodo ndo reprodutivo.
11.2.3 Objetivos especificos

- Realizar amplificacdo heterdloga em P. nigricans de oito locos microssatélites descritos para

as espécies Prochilodus lineatus e Prochilodus costatus.
- Amplificar as regides ATP6-ATP8 e d-loop do DNA mitocondrial em P. nigricans;

- Estimar os pardmetros genéticos populacionais para P. nigricans dentro e entre os diferentes
pontos de coleta;

- Avaliar a ocorréncia de estruturacdo populacional para P. nigricans entre 0s pontos

amostrados.
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11.3 Material e métodos
11.3.1 Amostragem

Visando avaliar a ocorréncia de estruturacdo populacional em P. nigricans durante
periodo ndo reprodutivo, nds utilizamos um total de 239 amostras de tecido coletadas em nove
pontos amostrais ao longo da sub-bacia do rio Tapajos (Figura 11.1). Os pontos amostrais estao
nomeados de acordo com 0 nome do municipio ou dos tributarios dos rios Tapajos, Juruena e
Teles Pires. As coletas das amostras ocorreram entre 0os meses de abril e setembro de 2015.
Parte dos tecidos foi coletada integralmente por nossa equipe em dois momentos de coleta
(meses de abril e setembro) e, para o restante da amostragem, nds contamos com a colaboragao
de pescadores ribeirinhos locais e pesquisadores, 0s quais, apds orientacbes quanto aos
procedimentos de coleta e fixacdo, nos enviaram o material no decorrer daquele ano. Para as
amostras provenientes do rio Apiacas, nos foi informado que ja era possivel detectar peixes
realizando migracdo e que possivelmente poderiamos obter amostras de individuos migrantes
e de ndo migrantes. Os dados de campo e tamanho amostral por ponto de coleta estdo descritos
na Tabela I11.1.

Figura 11.1. Mapada area de estudo com destaque para 0s pontos de coleta de Prochilodusnigricans.
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Tabela 11.1. Informagdes sobre os pontos de coletade Prochilodusnigricans ao longo da sub-baciado rio Tapajés.
As coordenadas geograficas sdo dadas emgraus decimais. N= namero de individuos utilizados no presente estudo.

Rio Cidade/UF Coordenadas Geograficas Periodo de amostragem N
Latitude Longitude
Drenagem Juruena
Sague Juara/MT -11.706320 -58.050030 Abr/2015 — Set/2015 30
Arinos Juara/MT -11.280950 -57.560940 Abr/2015 - Jul/2015 25
Vermelho Castanheiras/MT  -10.760798 -58.359625 Set/2015 23
Juruena Cotriguacu/MT -9.879286 -58.235445 Set/2015 30
Drenagem Teles Pires
Teles Pires  Sorriso/MT -12.385474 -55.7357515 Abr/2015 — Set/2015 30
-11.6932334 -55.7254534
Teles Pires  Sinop/MT -11.986833" -55.621412" Abr/2015 — Jul/2015 30
-11.751211* -55.707208*
Teles Pires  Colider/MT -11.020992 -55.555007 Set/2015 24
Apiacds*  Apiacas/MT -9.504227 -57.054854 Set/2015 30

Drenagem Tapajos
Tapajés** Itaituba/PA -4.277616 -55.984121 Ago/2015 — Set/2015 17

Coletas no ponto amostral de Sinop: 4Condominio Piraiba, "Estrada Pato Bravo, ®Praia do Cortado. *Populacéo
amostral possivelmente com individuos migrantes. ** Onze dos 31 individuos da populagdo amostral de Tapajos
foram removidos das andlises por pertencerem a outra linhagem, conforme discutido no Capitulo 1.

Considerando a proposta dessa pesquisa, do modelo bioldgico escolhido e das
implicacdes logisticas impostas pela area de estudo, optamos por empregar o uso da rede de
espera como técnica principal de coleta. As redes de emalhar foram fixadas as margens dos rios
ou dentro de lagoas marginais no final do dia e recolhidas na manhd seguinte, ap6s um periodo
ndo superior a 12 horas. Um fragmento da nadadeira adiposa de cada espécime capturado foi
coletado e fixado em etanol 96%, sendo os individuos, em seguida, devolvidos vivos ao
ambiente (Figura 11.2). Esses tecidos receberam uma numeracdo de campo e posteriormente
foram incorporados ao acervo do Banco de Tecidos do Laboratério de Biodiversidade
Molecular e Conservacdo (LabBMC) da Universidade Federal de Séo Carlos e armazenados a
-20°C.
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Figura 11.2. Prancha com imagens das atividades de coleta. A= Rio Teles Pires, municipio de Sorriso. B= Ponte
sobre o rio do Sangue, afluente do rio Juruena. C e D= Fixa¢do da rede de emalhar. E= Captura e soltura de
exemplar de Prochilodus nigricans. F=Entrada de uma lagoa marginal no rio do Sangue, afluente dorio Juruena.
G e H= Marcas de ranhuras nas rochas resultantes do habito detritivoro de Prochilodus nigricans.
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11.3.2 Conduta ética e legal

A coleta de material biologico do presente projeto de pesquisa foi conduzida em
consonancia com a legislacdo vigente no Brasil, mediante autorizagdo (SISBIO 41778) e

aprovacio pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Sao
Carlos (CEUA 3752060715).

11.3.3 Extracdo de DNA e amplificacbes

A extracdo do DNA gendmico total seguiu o protocolo de tampéo salino descrito por
Aljanabi & Martinez (1997). Géis de agarose 1% juntamente com o Gel Red™ foram utilizados
a fim de verificar a integridade do DNA. A quantificacdo do DNA estoque foi aferida com o
auxilio de biofotémetro (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), o que possibilitou a posterior

confeccdo de aliquotas de DNA com concentragdo padronizada a 50 ng/uL.
11.3.3.1 Marcadores mitocondriais

Amplificamos via PCR (reacdo em cadeia da polimerase) 0s genes das subunidades 6
e 8 da ATP sintase (ATP6/8) e a regido controle (d-loop) do DNA mitocondrial utilizando os
primers descritos por Sivasundar e colaboradores (2001). As sequéncias dos primers sao
mostradas na tabela A na secdo Anexo. A reacdo para ambos os marcadores teve um volume
final de 12,5 uL, consistindo de 50 ng de DNA, 1,25 uL de buffer (10x), 0,2 mM de dNTPs, 1
mM de MgCl, 0,4 uM de cada primer e 0,5 U de Taq Platinum (Invitrogen™). O programa-
padrdo de amplificacdo para o ATP6/8 era composto por um ciclo inicial de desnaturacdo a 94
°C por 3 minutos, seguidos por 30 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 45 segundos a 58 °C na
temperatura de anelamento, 1 minuto a 72 °C, além 2 minutos de extensdo final com 72 °C. Ja
para o d-loop, a reagé&o consistiu de um ciclo a 94 °C por 3 minutos, 30 ciclos de 15 segundos
a 94 °C, 15 segundos a 59 °C na temperatura de anelamento, 30 segundos a 72 °C e, por fim, 5
minutos a 72 °C para aextensdo final. Uma vez amplificadas as regides de interesse do mtDNA,
0s produtos de PCR foram submetidos a purificacdo com polietilenoglicol a 20% (PEG) (LIS;
SCHLEIF, 1975) para remocdo do excesso de primers, dNTPs ndo incorporados e eventuais
bandas inespecificas. As amostras foram sequenciadas em sequenciador automatico modelo
ABI 3730XL (Applied Biosystems, Foster City, California, EUA). O ndmero de individuos

analisados por ponto amostral € mostrado na Tabela 11.2.
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Tabela 11.2. Quantidade de individuos de Prochilodusnigricans empregados nas analises com mtDNA, por ponto
de coleta ao longo da sub-baciado rio Tapajds.

Rio Cidade/UF Marcador mitocondrial
ATP6/8 D-loop
Sague Juara/MT 9 10
Arinos Juara/MT 9 8
Vermelho Castanheiras/MT 9 8
Juruena Cotriguagu/MT 10 9
Teles Pires Sorriso/MT 10 9
Teles Pires Sinop/MT 12 10
Teles Pires Colider/MT 10 9
Apiacés Apiacds/MT 8 9
Tapajos Itaituba/PA 11 11

11.3.3.2 Marcadores microssatélites

Para realizar a amplificacdo dos locos microssatélite, utilizamos os primers PCOS3,
PCOS14 e PCOS18 (CARVALHO-COSTA; HATANAKA; GALETTI, 2006), os quais foram
originalmente desenvolvidos para Prochilodus costatus e PL3, PL14, PL25, PL64, PL119 e
PL190 (RUEDA et al.,, 2011), que foram descritos para Prochilodus lineatus (ver tabela B, na
secdo Anexo). Os marcadores foram amplificados via PCR considerando o protocolo proposto
por Schuelke (2000). A reagdo teve um volume final de 10 pL, contendo 50 ng de DNA molde,
5 uL de GoTaq®, 0,12 uM do primer acrescido da cauda M13 e 0,48 uM tanto da cauda M13
quanto do primer sem a cauda. As amplificacbes para todos oligonucleotideos foram
conduzidas de acordo com o seguinte programa: um ciclo inicial de desnaturacdo a 95 °C por 5
minutos seguidos por 30 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 60 °C na temperatura
de anelamento dos primers especificos, 30 segundos a 72 °C; seguidos de 10 ciclos de 30
segundos a 94 °C, 45 segundos a 53 °C na temperatura de anelamento da cauda M13, 45
segundos a 72 °C e a etapa final de extensdo com 72 °C por 10 minutos. Apds a amplificacéo,
os produtos de PCR foram genotipados em sequenciador automatico ABI 3730XL (Applied
Biosystems, Foster City, California, EUA). O tamanho dos alelos foi estimado com o auxilio
do Microsatellite plugin implementado no software Geneious v. 7.1.7 (KEARSE et al., 2012).

11.3.4 Anélises estatisticas

11.3.4.1 Analise com DNA mitocondrial

As sequéncias de ATP6/8 e d-loop foram alinhadas com o auxilio do ClustalwW

implementado no programa Geneious Vv. 7.1.7 e em seguida editadas. As redes haplotipicas
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foram construidas com o auxilio do programa PopART (Population Analysis with Reticulate
Trees) (LEIGH; BRYANT, 2015), utilizando o algoritmo Median Joining. Os indices de
diversidade foram estimados no programa DNAsp v. 5.1 (LIBRADO; ROZAS, 2009), sendo
determinados o numero de sitios polimorficos (S) e de hapldtipos (h), e as diversidades
haplotipica (Hd) e nucleotidica ().

Posteriormente o software BAPS v. 6.0 (Bayesian Analysis of Population Structure)
(CORANDER et al., 2008) foi utilizado com o intuito de investigar agrupamentos para as
amostragens estudadas com os marcadores mitocondriais. ESsse programa considera tanto as
frequéncias nucleotidicas quanto o numero de grupos geneticamente divergentes, como
varidveis randémicas. Para cada um dos marcadores utilizados, realizamos a analise de
“population mixture analysis” considerando o K entre 1 e 9, com 10 réplicas para cada um

deles, sendo o K selecionado aquele que apresenta o maior valor de probabilidade posterior.

Para verificar se as populacdes sdo geneticamente diferenciadas, calculamos os
valores do indice de fixagdo (®dsr) par-a-par entre 0s grupos estudados e realizamos a analise
de variancia molecular (AMOVA) considerando o nivel de significancia de p <0,05, testada

atraves de 10000 permutagdes. Ambas as andlises foram realizadas no programa Arlequin v.
3.5.2.2 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010).

Uma vez determinada a estrutura populacional no programa BAPS usando os dados
obtidos para aregidao d-loop, utilizamos o método de coalescéncia, baseado no modelo Bayesian
Skyline Plot (BSP) (DRUMMOND et al., 2005), visando estimar a dindmica demografica de
cada uma das populagfes. Este método estima variages populacionais ao longo do tempo sem
haver a dependéncia de um modelo paramétrico especifico de demografia historica
(DRUMMOND et al.,, 2005). Para esta analise foram realizadas trés corridas independentes das
cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC), com 30 milhdes de geracGes cada, amostradas a
cada 10.000 no programa BEAST v. 2.0 (BOUCKAERT et al., 2014), via plataforma CIPRES
(MILLER; PFEIFFER; SCHWARTZ, 2010) (www.phylo.org). Os arquivos log e tree foram
combinados com o auxilio do programa LogCombiner v.1.8 (DRUMMOND et al., 2012) e
posteriormente analisados no software Tracer v1.5 (RAMBAUT; DRUMMOND, 2007) para
acessar a convergéncia e estabilizacdo, considerando apenas valores de ESS (effective sample
size) iguais ou superiores a 200. Utilizamos os modelos de substituicdo baseados no Bayesian
Information Criteria (BIC) sugeridos pelo programa jModeltest v. 2.1.4 (POSADA, 2008) e
reldgio molecular estrito, o qual é o mais indicado para dados intraespecificos (DRUMMON;
BOUCKAERT, 2015). A taxa de substituicdo empregada para os nossos dados foi de 0,0167
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substituicdes por sitio por milhdo de anos, conforme sugerido por Sivasundar e colaboradores
(2001).

11.3.4.2 Analises dos locos microssatélites

A fim de melhor embasar as discussdes dos nossos resultados e inferir sobre a estrutura
populacional de P. nigricans de forma mais acurada e precisa, nés optamos por utilizar uma
abordagem consensual a partir da comparagdo de métodos que, apesar de possuirem premissas
distintas e diferentes abordagens estatisticas (e.g. clusterizacdo bayesiana e analise

multivariada), podem se complementar.

Primeiramente  utilizamos o software STRUCTURE v. 2.3.4. (PRITCHARD;
STEPHENS; DONNELLY, 2000), o qual faz uso de uma analise de atribuicdo bayesiana para
estimar o nimero de populagdes (K) tendo como pressupostos o equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) e a auséncia de desequilibrio de ligacdo dentro das populacdes. A andlise foi realizada
sem informacdo a priori quanto a origem dos individuos, considerando o modelo de mistura e
frequéncias alélicas correlacionadas. Esses parametros sdo apropriados para grupos Ccujos
individuos possam apresentar ancestrais em mais de uma populacdo e cujas populagdes sdo
fracamente  diferenciadas (FALUSH; STEPHENS; PRITCHARD, 2003; EVANNO;
REGNAUT; GOUDET, 2005). Foram realizadas 10 corridas independentes para cada valor de
K testado (1 a 10), com 1 milhdo de cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) e 100 mil
geracOes descartadas como burn-in. O programa STRUCTURE Harvester v. 0.6.94 (EARL;
VONHOLDT, 2012) foi utilizado para se obter o valor de K mais provavel. Os resultados foram
obtidos tanto pelo método de Pritchard e colaboradores (2000), em que se escolhe o K que
maximize o valor de LnP(K) e que apresente a menor variancia, quanto pelo método proposto
por Evanno e colaboradores (2005), que se baseia na taxa de mudanca de probabilidades para
sucessivos Vvalores de K.

Adicionalmente realizamos uma andlise hierarquizada mantendo 0S mesmos
parametros, exceto para K, cujo nimero maximo esteve condicionado ao nimero de pontos

amostrais (n) dentro de cada cluster previamente detectado pelo STRUCTURE mais um (1 < K

<n+1).

Utilizamos o método bayesiano de agrupamento para inferir acerca da distribuigdo
espacial dos clusters através do pacote computacional Geneland v. 4.0.6. (GUILLOT;
MORTIER; ESTOUP, 2005) na plataforma R v. 3.1.2 (R CORE TEAM, 2018). Esse pacote

permite fazer uso de informacdes georreferenciadas de gendtipos individuais para inferir, além
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do numero de populacbes, também a localizacdo espacial das descontinuidades genéticas entre
elas. Para cada K testado (um a oito) realizamos uma analise com 1 milhdo de interacGes de
MCMC e 100 interagdes de thinning.

Realizamos também uma andlise discriminante de componentes principais DAPC
(Discriminant Analysis of Principal Components) usando o pacote computacional Adegenet
(JOMBART; DEVILLARD; BALLOUX, 2010), disponivel na plataforma do R v. 3.1.2 (R
CORE TEAM, 2018). Esse programa faz uso do algoritmo k-means de modo sequencial a fim
de encontrar um dado nimero de agrupamentos por meio da maximizagdo da variagdo existente
entre eles, sendo os melhores clusters escolhidos de acordo com o critério de informacgéao
bayesiana (BIC) (JOMBART; DEVILLARD; BALLOUX, 2010). De modo geral, as analises
multivariadas se apresentam como uma excelente alternativa aquelas que empregam algoritmos
bayesianos de agrupamento (VERGARA et al., 2015). Especialmente no caso da DAPC, uma
de suas principais vantagens reside no fato de tanto o EHW quanto o equilibrio de ligacdo entre
os locos ndo serem premissas para analisar as populacfes. Isso garante flexibilidade quanto ao
seu uso independente da taxa de recombinacdo genética ou mesmo ploidia nos organismos
(JOMBART; DEVILLARD; BALLOUX, 2010).

Uma vez que os clusters foram definidos, utilizamos o programa MICRO-CHECKER
v. 2.2.3. (VAN OOSTERHOUT et al., 2004) para verificar apresenca de alelos nulos. Por meio
do software GenAlEx v. 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012) estimamos o numero de alelos (Na),
os valores das heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He). O contetdo de informacgéo
polimérfica (PIC) foi calculado no CERVUS v. 3.0.7 (MARSHALL etal., 1997) e os desvios
do EHW e desequilibrio de ligacdo nos locos foram aferidos no programa Genepop v. 4.0.10
(ROUSSET, 2008). Os intervalos de significancia foram submetidos a correcdo de Bonferroni
(RICE, 1989). Com o0 FSTAT v. 2.9.3.2 (GOUDET, 1995) obtivemos os valores de riqueza
alélica e do coeficiente de endogamia (Fis). Apesar do Na e da Ho serem usualmente utilizados
para estimar adiversidade genética (SINGH, 2017), estes estimadores podem enviesar 0s dados,
caso o tamanho amostral seja diferente, e alelos raros possam ndo ser amostrados em
populacbes pequenas (PETIT; MOUSADIK; PONS, 1998). A riqueza allica, por sua vez,
contorna esse eventual viés por meio do método de rarefacdo ao utilizar um tamanho amostral

fixo para estimar a riqueza em cada loco (SINGH, 2017).

O indice de fixacdo de Wright (Fst) par-a-par foi calculado no programa Arlequin
v.3.5.2.2 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010), sendo realizadas as corre¢cdes de Bonferroni para

analises multiplas. Paraexplicar a possivel presenca de alelos nulos, calculamos a diferenciacédo



64

entre as populagdes no software FreeNA (CHAPUIS; ESTOUP, 2007) usando 5000
randomizacbes e aplicando o método de correcdo ENA (excluding null alleles).
Adicionalmente utilizamos o pacote em R (R CORE TEAM, 2018) DEMEtics (GERLACH et
al., 2010) afim de verificar uma possivel estruturacdo populacional por meio do indice D (Desr)

proposto por Jost (2008), o qual baseia-se no nimero de alelos efetivos.

1.4 Resultados

11.4.1 DNA mitocondrial

11.4.1.1 Edicao de sequéncias, estruturacao populacional e demografia historica

Apos o alinhamento e a edicdo das sequéncias, o conjunto de dados utilizado nas
analises populacionais foi de 88 sequéncias de P. nigricans para os genes ATP6/8 e de 83 para
aregido d-loop. As sequéncias editadas para o0 ATP6/8 resultaram em 826 pb, dos quais cinco
sitios foram polimorficos para Juruena, 10 para Teles Pires e trés para Tapajés. As sequéncias
de d-loop editadas tiveram um tamanho final de 965 pb, sendo observados 48 sitios

polimérficos na populacdo Teles Pires, 24 para Juruena e apenas trés para a populacdo Tapajos.

A anélise de agrupamentos realizada com BAPS detectou dois grupos com o ATP6/8
[log(ml) -256.0999], sendo um cluster formado por individuos amostrados no rio Juruena e
afluentes e o outro formando um grupo com amostras das demais localidades (Figura 11.3 A).
Ja com o d-loop, que corresponde a um marcador de taxa mutacional mais rapida em
comparacdo com o ATP6/8, encontramos trés grupos [log(ml) -1318.0931], os quais sdo
formados por amostras coletadas nas drenagens dos rios Juruena, Teles Pires e Tapajos (Figura
11.3 B). As andlises de BSP realizadas com o marcador d-loop, por sua vez, sugerem que O
tamanho efetivo populacional para cada um dos clusters detectados encontram-se estaveis, ndo

havendo variagcbes demograficas h& pelo menos 200 mil anos (Figura 11.3 C, D e E).
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Figura 11.3. Gréficos de estruturacéo genética realizados no programa BAPS com os marcadores ATP6/8 e d-loop
e de dindmica populacional realizado no BEAST somente com os dados ded-loop. A= Estrutura populacional de
Prochilodus nigricans utilizando o marcador ATP6/8. B= Estrutura populacional de Prochilodus nigricans
utilizando o marcador d-loop. C= Grafico do BSP da popula¢do Juruena. D= Gréafico do BSP da populagéo Teles
Pires. E= Gréfico do BSP dapopulagdo Tapajos. As barras de mesma cor nos gréficos de estruturag o representam
0 mesmo grupo populacional e os nimeros de cada grupo representam os locais de coleta (1-rio Sangue, 2-rio
Arinos, 3-rio Vermelho, 4-Cotriguagu, 5-Sorriso, 6-Sinop, 7-Colider, 8-rio Apiacés e 9-rio Tapajés). Nos graficos
de din&mica populacional, o eixo y representa tamanho populacional x tempo de geracdo (medido em milhGes de
anos)e o eixo x representao tempo (indicado em mil anos atras).
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Quando analisamos o0s valores de ®st par-a-par considerando as trés populacdes
detectadas com o d-loop (inclusive para o gene ATP6/8), observamos uma diferenciacao
significativa para todos os pares de combinagbes e em ambos 0s marcadores, exceto entre
Juruena e Tapajés com o ATP6/8, cujo valor foi baixo (®sr = 0,01297) e ndo significativo
(Tabela 11.3).
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Tabela 11.3. Diferenciagdo genética par-a-par entre individuos de Prochilodus nigricans na sub-bacia do rio
Tapajos, estimada através de marcadores mitocondriais. Para cada combinagdo sdo fornecidos os valores de ®st
(com o p e 0 desvio-padrdo). JUR = Juruena, TEL= Teles Pires, TAP = Tapaj6s. Valores significativos (p < 0,05)
encontram-se com asterisco.

Combinagéo ATP6/8 d-loop

®st (px SD) ®st1 (px SD)
JUR x TEL 0,23899 (0,00000+0,0000)* 0.34300 (0,00000+0,0000)*
JUR x TAP 0,01297 (0,27051+0,0155) 0.21780 (0,00000+0,0000)*
TEL x TAP 0,20514 (0,00684+0,0027)* 0.47299 (0,00000+0,0000)*

Na tabela 11.4 estdo os resultados da analise de varidncia molecular, os quais
mostraram variagcOes significativas entre e dentro dos grupos para ambos 0s marcadores
mitocondriais. Esses dados sdo congruentes e revelam-se concordantes com os demais testes
estatisticos previamente estimados no presente trabalho. Os valores de varidncia entre as
populacGes situaram-se entre 20 e 34% e foram relativamente menores quando comparados
com a variancia calculada dentro dos grupos.

Tabela 11.4. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) das populacGes estudadas de Prochilodus nigricans da
sub-baciado rio Tapajos utilizando os marcadores mitocondriais ATP6/8 e d-loop, com os valores de porcentagem
da variagdo dentro e entre as populagdes.

Fonte da variacéo Porcentagem da variacéo
ATP6/8 d-loop
Entre Populacdes 20,98 34,34
Dentro das populagdes 79,02 65,66
®st0,20979* Ost 0,34338*

*Valores significativos (p < 0,01). Teste de significancia realizado a partir de 10100 randomizagdes.

11.4.1.2 Diversidade genética e redes haplotipicas

Os resultados obtidos com o ATP6/8 mostram que os maiores valores de Hd e & foram
observados para a populacdo Juruena, seguidos por Teles Pires e Tapajos. Ja para o d-loop, 0s
valores de diversidade haplotipica e nucleotidica variaram, respectivamente, de 0,855 a 0,976
e de 0,004 a 0,009, sendo a populacdo Teles Pires aquela que apresentou valores superiores

para ambos os indices. Os baixos valores encontrados para Tapajés, no entanto, podem ser
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reflexo da baixa amostragem realizada para esta regido. Todos os dados de diversidade

encontram-se mostrados na Tabela 11.5.

Tabela 11.5. Parametros de variagcdo genética nas popula¢@es amostrais de Prochilodus nigricans baseados no
mtDNA. Para cada marcador sdo fornecidos o nimero de sequéncias analisadas (N), nimero de sitios polimérficos
(S), numero de haplétipos (h), diversidade haplotipica (Hd) e diversidade nucleotidica (x).

ATP6/8 d-loop
N S H Hd T N S h Hd n
Juruena 37 5 5 0,709  0,00172 35 24 15 0,921 0,00598
Teles Pires 40 10 10 0,629  0,00115 37 48 25 0,976 0,00908
Tapajos 11 3 3 0,345  0,00066 11 20 6 0,855 0,00476

A rede haplotipica construida a partir do ATP6/8 (Figura 11.4) apresentou um padrao
em forma de estrela, padrdo este esperado para populagfes que passaram por um processo de
expansdao. Analisando os resultados, constatamos que o haplétipo mais comum é compartilhado
por 43 individuos oriundos de todos os pontos amostrais, exceto do rio Arinos, afluente do

Juruena. O segundo e terceiro haplétipos mais frequentes séo encontrados em Juruena, 0s quais
sdo compartilhados, respectivamente, por 16 e por oito individuos.

Com relacdo a regido controle, observamos uma rede com padrdo reticulado,
constituida por 43 haplétipos. Observamos ainda que nas populagdes Juruena e Tapajos s@o
encontrados os haplétipos mais comuns, alem de uma leve diferenciagdo de Juruena em
comparacdo com os individuos das demais drenagens. O compartilhamento foi evidenciado

apenas em um unico haplétipo e entre individuos dos rios Tapajos e Teles Pires (Figura 11.5).
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Figura 11.4. Rede de hapldtipos baseada na variacdo dos genes ATP6/8 do DNA mitocondrial nas populacées
amostrais de Prochilodus nigricans da sub-bacia do rio Tapajés. As cores referem-se aos pontos amostrais ao
longo da sub-baciae os tragos transversais correspondema quantidade de passos mutacionais entre os haplotipos.
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Figura 11.5. Rede de haplétipos baseada na variagdo do marcador d-loop do DNA mitocondrial nas populagdes
amostrais de Prochilodus nigricans da sub-bacia do rio Tapajés. As cores referem-se aos pontos amostrais ao
longo da sub-baciae os tragos transversais correspondema quantidade de passos mutacionais entre os haplotipos.
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11.4.2 Microssatélites
11.4.2.1 Estruturacdo genética

A partir da analise de atribuicdo bayesiana realizada no programa STRUCTURE, sem
informacdo a priori quanto a origem das amostras, observou-se que o valor mais provavel de
agrupamento foi K=2 (Figuras 11.6 A, B e 1.7 A), indicando que os individuos coletados no rio
Juruena (e afluentes) compdem um grupo genético e que aqueles amostrados no Teles Pires e
Tapajos constituem outro.

Ao verificar outros valores de K fornecidos pelo método de Evanno (DeltaK),
observamos que o segundo valor mais provavel foi igual a trés. O gréfico de atribuicdo indica
que os individuos do rio Juruena se mantém como um Unico cluster, seguido por um grupo
formado por individuos do rio Teles Pires e por outro com individuos oriundos do rio Tapajés
(Figura 11.7 B).

A partir da andlise do gréfico de probabilidade é possivel observar mistura entre as
populacBes de Teles Pires e Tapajos, confirmando a suspeita de captura de individuos migrantes
no rio Apiacas (ver Figura A na secdo Anexo). Uma vez que o objetivo do presente estudo
consistiu em avaliar a estruturagdo genética de P. nigricans dentro do sistema Tapajos durante
periodo ndo reprodutivo, optamos, portanto, por retirar essa populacdo das analises
subsequentes com o0s microssatélites e submeter nossos dados a outras ferramentas sem

considera-la.

Considerando K=3, constatamos em seguida a auséncia de subestruturacdo dentro dos
clusters por meio de uma avaliagdo hierarquizada, onde utilizamos o programa STRUCTURE
analisando cada um dos grupos individualmente. A observacdo dos graficos de atribuicdo
bayesiana gerados a partir do pacote Geneland (Figuras 11.8 e 11.9) e os resultados obtidos por
meio da analise discriminante de componentes principais (Figura 11.10) suportam trés
populagdes espacialmente distribuidas e bem definidas ao longo da sub-bacia, as quais s&o

formadas por cada um dos dois tributarios formadores e da calha principal do rio Tapajos.
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Figura 11.6. Resultado da analise bayesiana para determinacdo do nimero de grupos de Prochilodus nigricans, por
meio do logaritmo de probabilidade médio e valores de DeltaK, segundo Evanno (2005).
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Figura 11.7. Graficos da probabilidade de atribuicio de individuos de Prochilodus nigricans. As linhas verticais
representam a probabilidade de os individuos pertencerem aos grupos inferidos, sendo estes indicados pelas
diferentes cores. A) K=2. B) K=3.
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Apo6s assumir trés populagbes e submeter os dados genéticos ao software MICRO-
CHECKER, obtivemos a evidéncia da presenca de alelos nulos em cinco dos nove locos
utilizados no presente trabalho. A populagéo Juruena apresentou quatro locos nessa condigcdo
(PCOS14, PL119, PL3 e PL25), sendo seguida por Tapajos com dois (PL190 e PL25) e Teles
Pires com um loco com alelos nulos (PL25). PL25 foi o Gnico com alelos nulos registrado para
as trés populagdes e, portanto, foi retirado das analises. Este apresentou frequéncias variando
de 17% a 24% de acordo com o método de Chakraborty e colaboradores (1992), o qual atrela a
incidéncia de alelos nulos a ndo amplificacdo das amostras em decorréncia da degradacdo do
DNA.

Os resultados de diferenciacdo Fst par-a-par foram significativos e apresentaram
valores similares aqueles obtidos com o programa FreeNA, o qual emprega a correcdo ENA
para alelos nulos (as frequéncias de alelos nulos calculada no FreeNA podem ser visualizadas
na Tabela C do Anexo).
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Os valores de Desr foram condizentes com os valores de Fste com os resultados de
estruturacdo mostrados pelos graficos do STRUCTURE (K=3), Geneland e DAPC indicando a
existéncia de trés populacdes geneticamente estruturadas. Em todas as comparagdes par-a-par
com os dados de microssatélites, observa-se que Juruena apresenta uma diferenciacdo maior

que os demais clusters (Tabela 11.6).

A diferenciacdo das populacdes também foi inferida por meio da analise de variancia
molecular, considerando os grupos estabelecidos pela analise multivariada e as de atribuicdo
bayesiana. Na tabela 11.7, observamos que mais de 80% da variacdo foi atribuida a diversidade

dentro dos grupos, enquanto 16,17% s&o encontradas entre 0S mesmos.

Figura 11.8. Grafico com o nimero de clusters (K=3) mais provavel fornecido pelo pacote Geneland.
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Figura 11.9. Mapas de probabilidade posterior de atribuicdo espacial das popula¢des amostrais de Prochilodusnigricans nasub-baciado rio Tapajos. Agrupamento

espacial sugere trés clusters distintos ao longo da area geografica estudada (Membership).
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Figura 11.10. Grafico da anélise discriminante de componentes principais evidenciando a existéncia de trés

populagdes distintas de Prochilodus nigricans dentro da sub-bacia do rio Tapajos. JUR= Juruena. TEL= Teles
Pires. TAP= Tapajoés.

DA eigenvalues

Tabela 11.6. Diferenciagdo genética par-a-par entre individuos de Prochilodus nigricans na sub-bacia do rio
Tapajos, estimada através de marcadores microssatélites. Para cada combinacdo séo fornecidos os valores de Fsr
(com o p e 0 desvio-padréo), Fstcalculado com a corre¢cdo ENA (IC 95%) no software FreeNA e Dest (com o p).
JUR = Juruena, TEL= Teles Pires, TAP = Tapajés. Valores significativos (p < 0,05) encontram-se com asterisco.

Combinag&o Microssatélite

Fst (p+ SD) Fst ENA(1C) DesT (p)
JUR x TEL 0,17757 (0,000+0,000)* 0,176673 (0,080:0,257)* 0,51499 (0,001)*
JUR x TAP 0,12274 (0,000+0,000)* 0,120127 (0,064:0,178)* 0,41019 (0,001)*
TEL X TAP 0,11065 (0,000+0,000)* 0,109698 (0,044:0,207)* 0,31306 (0,001)*

Tabela I1.7. Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) das populac6es estudadas de Prochilodus nigricans da

sub-baciado rio Tapajos com oito locos microssatélites, com os valores de porcentagem da variagdo dentro e entre
as populagoes.

Fonte da variacéo Porcentagem da variagéo

Entre Populacdes 16,17

Dentro das populagdes 83,83
Fst0,16169*

*Valores significativos (p < 0,01). Teste de significancia realizado a partir de 10100 randomizagdes.
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11.4.2.2 Estimativa de diversidade genética

A estimativa de diversidade genética foi realizada considerando o nimero de alelos
(Na), nimero efetivo de alelos (Ne), ariqueza alélica (Ra) e as heterozigosidades esperada (He)
e observada (Ho). Entre os oito locos analisados, o loco PL119 revelou-se o mais polimérfico,
com um ndmero de alelos por populagdo variando entre 13 e 22. O nimero de alelos por loco
variou entre dois (PCOS18; Juruena e Teles Pires) e 22 (PL119; Teles Pires), com uma média
total de nove alelos por loco para as populages amostrais. O maior valor para o nimero de
alelos médio observado foi encontrado para a populacdo Teles Pires (9,5), com 84 individ uos,
ao passo que o menor foi obtido para populacdo Tapajés (8,375), com 17 individuos.
Considerando o numero de alelos efetivos, observamos que o loco PCOS18 na populagcdo
Tapajos foi o que apresentou 0 menor numero de alelos (1,125) e o loco PL119, em Juruena, 0
maior valor (10,882). Em termos de riqueza alélica, a relacdo foi mantida, com os locos
PCOS18e PL119 apresentando o menor (2) e o maior (13,339) valor, respectivamente.

Os valores médios de Ho e He foram 0,590 e 0,660 para Juruena, de 0,571 e 0,603 para
Teles Pires e de 0,647 e 0,688 para Tapajos. Apesar dos dados para excesso de homozigotos
ndo terem sido significativos apos correcdo de Bonferroni (p= 0,00208), observou-se um valor
de p limitrofe para o loco PL3 na populacdo Juruena. Somente trés locos apresentaram desvios
no Equilibrio de Hardy-Weinberg (PL3 na populacdo Juruena e PL190 nas populacdes Teles
Pires e Tapajos). N&o foi observado desequilibrio de ligacdo entre as 84 combinacbes dos loci
par a par, apds correcdo de Bonferroni (p=0,0006). O nimero de alelos privados variou de um
a 19, com os maiores valores sendo apresentados, respectivamente, para as populaces Teles
Pires, Juruena e Tapajés. Apenas dois alelos apresentaram frequéncias superiores a 25%
(PCOS14 em Tapajés e PL64 em Teles Pires), sendo que para a grande maioria dos alelos
privados (70%), as frequéncias foram inferiores a 5%. Todas as informagdes de diversidade

genética podem ser encontradas na Tabela 11.8.
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Tabela 11.8. ParAmetros de variacdo genética nas populacdes amostrais de Prochilodusnigricans baseados emoito
locos microssatélites. Para cadaloco sdo apresentados o nimero de individ uos (N), namero de alelos (Na), nimero
de alelos efetivos (Ne), nimero de alelos privados (Ap), riqueza alélica (Ra), heterozigosidade observada (Ho),
heterozigosidade esperada (He), contelddo de informacdo polimérfica (PIC), coeficiente de endogamia (Fis),
valores de p para déficit de heterozigotos (pL), valores de p para excesso de heterozigoto (pS), desvios no equilibrio
de Hardy-Weinberg (pHWE). Valores significativos para Fis encontram-se em itlico (p= 0.00208); valores
significativos de p para EHW (0,006 < a <0,05) apds correcdo sequencial de Bonferroni encontram-se com
asteriscos.

Locos microssatélites

PCOS14  PCOS18 PCOS3 PL119 PL14 PL190 PL64 PL3 Média
Juruena
N 108 108 108 106 106 108 107 108
Na 9 5 3 14 15 6 13 8 9,125
Ne 4,070 1,645 1,402 10,882 6,275 2,161 4,272 4,952 4,457
Ap 3 3 0 2 5 0 4 1
Ra 6,909 4,129 2,289 11,832 10,269 4,252 8,520 6,875 6,844
Ho 0,648 0,333 0,306 0,830 0,849 0,611 0,757 0,389 0,590
He 0,754 0,392 0,287 0,908 0,841 0,537 0,766 0,798 0,660
PIC 0,721 0,371 0,251 0,901 0,825 0,488 0,746 0,770 0,634
Fis 0,145 0,154 -0,060 0,091 -0,005 -0,133 0,016 0,516 0,112
pL 0,004 0,015 0,823 0,008 0,583 0,988 0,358 0,002
pS 1,000 0,996 0,373 0,996 0,527 0,038 0,740 1,000
pHWE 0,104 0,037 0,813 0,292 0,832 0,255 0,069 0,000*
Teles Pires

N 84 84 84 84 84 84 84 84
Na 12 2 3 22 11 9 1 6 9,5
Ne 8,115 1,194 1,196 10,756 3,943 4,720 5,093 1,595 4,576
Ap 3 0 0 8 3 2 2 1
Ra 9,887 1,972 2,166 13,339 7,329 7,264 7,933 4.095 6,748
Ho 0,821 0,131 0,155 0,929 0,667 0,738 0,774 0,357 0,571
He 0,877 0,163 0,164 0,907 0,746 0,788 0,804 0,373 0,603
PIC 0,865 0,149 0,152 0,900 0,712 0,761 0,778 0,350 0,583
Fis 0,069 0,201 0,060 -0,018 0,113 0,069 0,043 0,048 0,075
pL 0,073 0,123 0,460 0,758 0,035 0,121 0,271 0,283
pS 0,965 0,992 0,921 0,415 0,981 0,944 0,833 0,833

pHWE 0,054 0,118 0,496 0,674 0,117 0,002* 0,121 0,185 "
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Tabela 11.8 (Continuagdo).

Locos microssatélites

PCOS14 PCOS18 PCOS3 PL119  PL14 PL190  PL64 PL3 Média
Tapajos

N 17 17 17 17 17 17 17 17
Na 9 2 4 13 1 12 9 7 8,375
Ne 6,149 1,125 2,050 8,377 4,857 7,410 4516 3,590 4,759
Ap 2 0 2 0 2 4 1 2
Ra 9,000 2,000 4,000 13,000 11,000 12,000 9,000 7,000 8,375
Ho 0,824 0,118 0,529 0,941 0,765 0,647 0,706 0,647 0,647
He 0,837 0,111 0,512 0,881 0,794 0,865 0,779 0,721 0,688
PIC 0,820 0,105 0,431 0,869 0,771 0,852 0,759 0,680 0,660
Fis 0,047 0,032 0,003  -0,039 0,067 0,280 0,123 0,133 0,042
pL 0,406 1,000 0,596 0,775 0,388 0,010 0,171 0,240
pS 0,810 0,981 0,627 0,529 0,835 0,998 0,954 0,894
pHWE 0,361 1,000 1,000 0,044 0,951 0,005* 0,007 0,028
11.5 Discussao

Os nossos resultados de estruturagdo suportam a existéncia de, pelo menos, trés
populacBes de P. nigricans geneticamente distintas dentro da sub-bacia do rio Tapajos e nos
permitem refutar a hipotese nula de panmixia da espécie nesse sistema hidrografico. As anélises
realizadas com o software STRUCTURE evidenciaram um K=2, com uma sub-estrutura entre
0 Teles Pires e Tapajos. Este resultado foi corroborado pelo elevado nimero de alelos privados
observado para as populacfes, além das analises discriminantes de componentes principais do
DAPC e da atribuico bayesiana gerada no Geneland, as quais foram conduzidas com
informacdo a priori quanto a origem dos individuos. Os altos valores de Fst foram significativos
e relativamente superiores aos apresentados em estudos com espécies congenéricas
(BARROCA et al., 2012; BRAGA-SILVA; GALETTI, 2016; HATANAKA; HENRIQUE-
SILVA; GALETTI, 2006), e também em outras espécies neotropicais migradoras estudadas em
periodo ndo reprodutivo, nos rios Uruguai e Mogi-Guacu (RIBOLLI, 2014; ROSSINI, 2010).

Quanto as estimativas de diversidade genética (Ho, He e Ra), os valores observados
no presente estudo foram similares aos encontrados para a espécie Prochilodus argenteus

(SANCHES et al., 2012), e superiores aqueles detectados para Prochilodus magdalenae na
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bacia do rio Magdalena, cujo estudo utilizou alguns dos locos empregados neste trabalho
(BERDUGO; BARANDICA, 2014).

Dentre as trés populagdes aqui estudadas, a que apresentou maior diversidade genética
foi a Tapajos, cujo numero amostral foi de apenas 17 individuos. Para esta populacdo, o valor
médio de riqueza allica foi igual 8,375, sendo observado o maior numero de alelos efetivos
(Ne = 4,759) e valores superiores de heterozigosidade observada e esperada em relacdo as
demais populacBes. Esses resultados se mostram plausiveis se constatarmos que o rio Tapajos
possui outros tributarios (e.g. rio Jamanxim), além do Teles Pires e Juruena, 0s quais podem

provavelmente estar contribuindo para o0 aumento dessa diversidade.

A populagdo Juruena apresentou uma diferenciacdo genética maior quando comparada
com as demais populacdes identificadas no presente estudo. Esses resultados estdo em
consonancia com aqueles obtidos a partir da regido controle do DNA mitocondrial, em que ndo
ha haplotipos compartilnados desse tributario com os demais (Figura 11.5). Tal estruturacdo é,
inclusive, detectada a partir da analise de atribuicdo bayesiana do BAPS com o marcador
ATP6/8 (Figura 11.3 A), o qual apresenta divergéncia mais lenta que o d-loop. Visto que esses

marcadores nos dao uma resposta histdrica, a estruturacdo revelada pelos locos microssatélites
pode ser um reflexo de eventos antigos, como a presenca de barreiras previamente existentes.

A identificacdo de padrdes de distribuicdo genética, assim como a detec¢do de
possiveis fatores responsaveis pela diferenciacdo de populagdes, consistem em informagdes
extremamente importantes para o estabelecimento de planos de manejo mais apropriados e
eficientes (PIORSKI et al., 2008). Aspectos comportamentais, tais como homing (PEREIRA;
FORESTI F; OLIVEIRA, 2009), ondas reprodutivas e isolamentos por tempo e distancia
(RIBOLLI et al., 2017; SANCHES; GALETTI JR, 2007), além de barreiras geograficas, como
cachoeiras e corredeiras (TORRENTE-VILARA et al., 2011) e as acBes antropogénicas (e.g.
construgdo de barramentos) (COLEMAN et al., 2018; DO PRADO et al., 2018; ESGUICERO;
ARCIFA, 2010), podem atuar sobre as populacées de modo areduzir o fluxo génico e promover
estruturacbes. Pires e colaboradores (2017) também encontraram diferenciacdo genética
analisando marcadores mitocondriais emamostras de Zungaro coletadas no rio Juruena e outros
pontos amostrais de ocorréncia do género. Neste estudo, 0s autores sugeriram a ocorréncia de
uma terceira MOTU (sigla para “unidade taxondmica operacional molecular”, do inglés em
traducdo livre), ndo correspondente as duas espécies atualmente validas (Zungaro zungaro e

Zungaro jahu).
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Para Britski e Garavello (2005), a presenca de corredeiras e cachoeiras ao longo da
sub-bacia do rio Tapajés pode ter um papel importante na diferenciacdo faunistica. De acordo
com informacdes oficiais do Parque Nacional do Juruena (ICMBIO, 2011), o rio que da nome
a essa reserva ecoldgica possui 15 corredeiras, das quais o Salto Augusto e o Salto So Simao
S0 as gque apresentam maiores riscos a navegacdo. O Salto Augusto é caracterizado por
apresentar aproximadamente 600 metros de extensdo e 19 metros de altura durante o periodo
de seca (PETINI-BENELLI, 2014) e, segundo relatos de pescadores ribeirinhos locais
(comunicacdo pessoal), se comporta como uma barreira a migracdo daqueles peixes que
encontram-se ajusante da queda d’agua, 0 que poderia justificar a forte estruturagdo encontrada
no presente estudo. J& para Dagosta e dePinna (2017), os rios Teles Pires, Juruena e Jamanxim
ndo apresentam relacdo com o rio Tapajos, e eventos de captura de cabeceira possivelmente
seriam a explicacdo para o elevado grau de hibridismo histérico nessa sub-bacia evidenciado a

partir de suas analises.

O resultado encontrado no célculo do indice D de Jost, assim como os valores de ®st
em ambos os marcadores mitocondriais, também evidenciaram estruturacdo significativa das
populacBes do tributario Teles Pires e do rio Tapajos, sugerindo que arestricdo ao fluxo génico
€ menor entre esses sistemas do que entre cada um deles e a populagdo amostrada no tributario
Juruena. Os nossos valores de ®sr com o d-loop foram relativamente similares aos encontrados
por Machado e colaboradores (2017), que detectaram moderada estruturagdo de P. nigricans na
sub-bacia do rio Madeira possivelmente devido apresenga de corredeiras no alto curso daquele
rio. Além disso, a AMOVA indicou variacdo significativa entre as populagdes, apesar da
variacdo maior ter sido detectada entre individuos dentro de uma mesma populagdo do que entre
elas. A partir da andlise desses resultados, os fatores que podem explicar a estruturacdo

encontrada entre as populacbes Teles Pires e Tapajos se tornam uma outra questdo a ser
investigada.

Uma vez que a UHE Teles Pires entrou em operacao recentemente (ano de 2015), ndo
podemos afirmar que a barragem seria 0 agente que estaria promovendo a diferenciacdo
genética entre as populacdes Teles Pires e Tapajés. Porém, no local onde essa usina foi
implantada havia um conjunto de corredeiras conhecido genericamente como “Sete Quedas” e
que, eventualmente, poderia ter exercido algum tipo de influéncia na definicdo do padrdo de
distribuicdo da diversidade genética detectado com este estudo. De acordo com a Empresa de
Pesquisas Energéticas (EPE, 2010a), as principais cachoeiras dessa regido seriam a do

Purgatdrio, a Sete Quedas (cuja primeira queda tinha 10 m), a Oscar Miranda e a Vileroy, mas,
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em geral, informacbes mais precisas na literatura sobre esse complexo (e.g. altura das
cachoeiras, extensdo) sdo escassas, assim como informacfes quanto a subida de peixes a
montante das quedas d’agua (comunicacdo pessoal) se mostraram conflitantes, impedindo-nos
de fazer maiores inferéncias.

Apesar de existirem outras corredeiras ao longo do rio Tapajés (e.g. Cachoeira
Chacordo, Cachoeira de Mangabalzinho), entre o nosso Ultimo ponto de coleta no rio Teles
Pires e Itaituba, individuos migrantes no rio Apiacéas foram coletados, sugerindo que talvez ndo
haja impedimentos ao curimbatd, pelo menos, entre Itaituba e ajusante da agora inundada “Sete
Quedas”.

Outro fator a ser observado refere-se aos locais de amostragem. Considerando que 0
utimo ponto de coleta dentro do sistema Teles Pires esta aproximadamente a 1300 km da area
amostrada no rio Tapajos, uma hipOtese que precisard ser testada é se a estruturacdo aqui
detectada se deve as distancias entre eles. O isolamento por distancia (ou IBD, de isolation by
distance), modelo que tem sido usualmente empregado em estudos com os mais diferentes
organismos, configura o processo no qual o fluxo génico entre populagdes € atenuado em
decorréncia do distanciamento geografico, gerando estruturacdo genética no espaco (WRIGHT,
1943). Sabidamente, espécies do género Prochilodus sdo reconhecidas por realizarem longas
jornadas durante a cheia dos rios, podendo atingir desde algumas centenas (BAIGUN, 1985;
LOUBENS; PANFILI, 1995; SPERANZA et al., 2012) ate 1000 quilometros de distancia,
conforme dados compilados por Melo e colaboradores (2013). Contudo para que esta hipotese
possa ser efetivamente testada no problema aqui abordado, novas coletas entre esses dois pontos
amostrais se fazem necessérias.

Considerando o cenario apresentado, provavelmente as populacdes Teles Pires e
Juruena estdo fechando seu ciclo reprodutivo localmente, cada uma em seu proprio habitat, sem
a necessidade de realizar grandes migracGes. Para peixes migradores neotropicais ja foi
reportado que a presenca de apenas um Unico tributrio pode garantir a continuidade da
reproducdo de peixes (DA SILVA; REYNALTE-TATAIJE; ZANIBONI-FILHO, 2012,
NUNES et al., 2015; SATO et al., 2005). Além disso, as areas alagaveis e lagoas marginais
presentes nesses tributarios (ANDRADE GUTIERREZ/ELETRONORTE/FURNAS, 2009;
EPE, 2010b; FUNAI, 2008) fornecem as condicGes necessarias para o desenvolvimento de ovos
e de individuos juvenis, servindo como verdadeiros bercarios (MELO et al., 2013; ZACARDI

etal., 2017). Desta forma, apesar destes rios constituirem dois tributarios formadores de um rio
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principal, a existéncia de habitats que permitem fechar o ciclo de vida nestes locais pode

explicar a existéncia de populagbes tdo bem estruturadas nesse sistema hidrografico.
11.5.1 Implicagbes para a conservagéo

Este estudo se apresenta como um primeiro trabalho acerca da variabilidade e
estruturacdo genética de P. nigricans dentro da sub-bacia do rio Tapajos, e contribui para
aumentar o conhecimento sobre populacbes de peixes migradores que fogem ao modelo
classico de populacdo panmitica. Apesar de estruturacBes genéticas em peixes migradores
durante o periodo ndo reprodutivo ja terem sido outrora reportadas, e pouco se saber sobre 0s
fatores que poderiam promover essas estruturacfes (SANCHES; GALETTI JR, 2007), os
nossos dados sugerem que barreiras fisicas devam ser as principais responsaveis pelo padrao
de distribuicdo da diversidade genética encontrado em populacdes de peixes destes ambientes.
Contudo, acreditamos também que a qualidade do habitat, incluindo a disponibilidade de
alimento e de areas para desova e criacdo de juvenis, podem estar fortemente relacionados com

a estruturacdo dessas populacdes.

As andlises de demografia historica realizadas para as populagfes Juruena, Teles Pires
e Tapajos aqui amostradas, evidenciam que estas estdo estaveis, sem indicios de expansdo ou
declinio populacional nos dtimos 200 mil anos (Figuras 11.3 C, D e E). Com a construgdo de
empreendimentos hidrelétricos, no entanto, esse panorama pode ser alterado, uma vez que a
fragmentacdo e alteracGes de habitat promovidas pela implementacdo de barragens podem levar
a reducdo e isolamento populacionais, tornando-as mais suscetiveis as variacfes do ambiente e
a perda de diversidade genética (FRANKHAM, 2005). Em virtude da reducdo do fluxo génico
e do isolamento, populacBes pequenas tendem a se tornar mais endogamicas e, sob efeito da
deriva genética, apresentar aumento das frequéncias de alelos deletérios, os quais podem reduzir
o fitness reprodutivo dos individuos, ou mesmo a viabilidade populacional (ALLENDORF;
LUIKART; AITKEN, 2013; FRANKHAM, 2008; WRIGHT; TREGENZA; HOSKEN, 2008).
Os efeitos da fragmentacdo em populacbes tém sido amplamente abordados na literatura
(GOUSKOQV et al.,, 2016; HANSEN et al., 2014; NERAAS; SPRUELL, 2001; PAVLOVA et
al, 2017), e tornam-se motivo de grandes preocupagdes quando constatamos a imensa
quantidade de empreendimentos projetados para a bacia Amazbnica, e em especial para a sub-
bacia do rio Tapajos (LATRUBESSE et al., 2017; LEES et al., 2016). Segundo o levantame nto
realizado por Fearnside (2015) ja estdo prontas, em fase de construcdo ou planejadas cerca de
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sete usinas para Tapajos (incluindo o tributario de Jamanxim), sendo seis para a bacia do rio

Teles Pires e 32 para a bacia do rio Juruena.

Frente a esse cenario, o carater diagnostico de nosso estudo representa uma valiosa
contribuicdo, visto que conseguimos avaliar o status de populagdes durante uma estacdo ndo
reprodutiva, antes mesmo que 0s reconhecidos impactos exercidos pelas UHES em populagfes
naturais fossem percebidos. Estudos que futuramente tenham por finalidade avaliar os efeitos
dessas construcGes sobre a diversidade genética das populaces de P. nigricans, provavelmente
poderdo usar 0 nosso trabalho como referéncia, e estimar possiveis impactos de modo mais

preciso, permitindo que medidas de manejo mais adequadas sejam implementadas.

Vale salientar ainda que, apesar da solidez dos nossos dados, o desenho experimental
deste trabalho restringiu-se apenas a um Unico periodo ndo reprodutivo e, dessa forma, a
possibilidade de haver distintas populaces coexistindo dentro de cada um desses trés sistemas
hidrograficos ndo pode ser negligenciada. Ribolli e colaboradores (2018) detectaram sinal
temporal de estruturacdo genética em Salminus brasiliensis, em individuos coletados
consecutivamente na mesma area amostral durante dois periodos ndo reprodutivos. Esses
pesquisadores atribuiram seus achados ao fenbmeno conhecido como shoaling, comportamento
gregario ndo associado a reproducdo, mas relacionado a interaces entre os individuos como
um mecanismo de defesa e forrageamento (HERBERT-READ et al., 2011, 2017; PITCHER,
1986), e com aparente base genética (HUIZINGA; GHALAMBOR; REZNICK, 2009). Além
disso, diferencas temporais durante o periodo reprodutivo, embora amplamente reportadas em
salmonideos e plantas com flores (HENDRY; DAY, 2005), tém sido recentemente
documentadas em espécies de peixes neotropicais (BRAGA-SILVA; GALETTI, 2016;
RIBOLLI et al, 2017; RUEDA et al, 2013). O isolamento por tempo, ou IBT (isolation by
time), consiste em um fenbmeno ocasionado pela diferenca temporal entre os periodos
reprodutivos de grupos de individuos de uma dada espécie, podendo acarretar em restricdo do
fluxo génico e consequente estruturagdo populacional (HENDRY; DAY, 2005). Diante do
exposto, sugerimos que coletas adicionais, considerando amostragens intercaladas entre
periodos ndo reprodutivo e reprodutivo, conduzidas, além da calha principal, em afluentes dos

principais tributarios do rio Tapajos, sejam realizadas em estudos futuros a fim de testar se cada
um desses sistemas abriga mais de uma populacdo de P. nigricans.

Por fim, a coleta de individuos realizando migracdo no rio Apiacas evidencia que

peixes da populacdo Tapajos fazem uso desse tributario para fechar seu ciclo de vida e, dessa
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forma, ressalta a importancia dessa drenagem para manutencdo da populagdo. Se eventualmente
a regido de “Sete Quedas” ndo tiver representado uma barreira efetiva a migracdo ascendente
dos curimbatas, o barramento de Teles Pires exercera esse papel e o rio Apiacas podera se
constituir emuma rota alternativa. No entanto, este rio que ja conta com a PCH Salto do Apiacés
(localizada a aproximadamente 160 km a montante do nosso ponto de coleta) também abrigara
a UHE de Foz do Apiacés, a qual terd um reservatério de 89,6 kn? e capacidade de 230 MW
(FEARNSIDE, 2014), impondo maiores limitacdes as rotas migratérias ndo apenas dessa, como

possivelmente de outras espécies de peixes que realizam piracema.

11.6 Consideracdes finais

Os resultados do nosso estudo sugerem que a estruturagdo detectada nas populagdes
de P. nigricans se deve a fatores histdricos, uma vez que esse padréo foi também obtido a partir
dos marcadores mitocondriais. N&s postulamos que a estrutura encontrada se deva a existéncia
de barreiras fisicas, se fazendo necessario que a hipdtese de isolamento por distancia, entre as
populagdes Teles Pires e Tapajos, seja testada em estudos futuros. Salientamos ainda a
importancia da realizacdo de mais coletas, cuja execucdo deve considerar 0s periodos
reprodutivo e ndo reprodutivo e de modo consecutivo, a fim de verificar ou ndo a ocorréncia de

outras populacdes geneticamente distintas dentro de cada um desses trés sistemas.

Por fim, reforcamos que, em meio as grandes pressdes impostas aos ambientes
dulcicolas (CASTELLO et al., 2013; CRAIG et al.,, 2017; VOROSMARTY et al., 2010), onde
constantemente observa-se a conservacdo ambiental sucumbir aos interesses econdmicos e as
demandas da sociedade, a realizacdo de estudos genéticos que busquem avaliar/diagnosticar o
status das populacBes de diferentes grupos taxonémicos, antes que os efeitos das agdes
antrépicas sejam percebidos, ndo pode ser dispensada. O emprego de marcadores de
divergéncia recente e antiga, nesse contexto, constituem abordagens que podem se
complementar e, portanto, melhor direcionar atomada de decisbes no que tange o0 manejo das
espécies que serao impactadas.
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Anexo

Tabela A. Sequéncias dos primers de marcadores do DNA mitocondrial
respectivas temperaturas de anelamento.
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utilizados no presente estudo e suas

Regido Nome Sequéncia do primer (5°-3°) T (°C) Referéncia
ATP6/8 L8331 F: AAAGCRTYRGCCTTTTAAGC 58 Sivasundar et al.,
H9236 R: GTTAGTGGTCAKGGGCTTGGRTC 2001
d-loop F-TTF F: GCCTAAGAGCATCGGTCTTGTAA 59

F-12R R: GTCAGGACCATGCCTTTGTG

Tabela B. Painel de loci microssatélites polimorficos paraespécies de Prochilodus utilizados no presente trabalho.
N= namero de alelos.

Loco Sequéncia do primer (5°-3”) Motif Tamanho N*  Referéncias
PL3 F: TCTGAGCTGTGAGGAATGGA (CA)n 185 — 203 06 Rueda et al., 2011
R: AGAGCGCTCAAGCACAAGAT
PL14 F: TGCCCAACACTGAAACTGAG (CA)n 104 — 134 1
R: CTCATCAACCTGCCTGGAAT
PL25 F: GAAGCTTGGGCTCTTGACAT (CA)n 104 — 132 5
R: CGTTTGCCTCTAGCCTTTTG
PL64 F: AGAGCAACACAGGGAGGAGT (CA)n 158 — 180 13
R: ACGCTCTGCTCAGCCATACT
PL119 F: GAAAAAGGCTAGGGGACTGG (CA) 161 — 207 12
R: GAGGAAAAT TGCCTT TTGTAGG
PL190 F: GCTTGGGAGCCTATTCATCC (CA)n 197 — 227 22
R: GGGTTTCTGCACCATACAGG
PCOS03  F: CTGGAGTAGCATGAGGAG (CTGT)s 212 — 228 06 Carvalho-Costa et
R: GTTTAACAGCATAGTGATGG al., 2006
PCOS14 F: CGTGAATGTGCTTTATATGC (TCasg 204 — 262 21
R: AATGCCATTTCTGATTAAGG
PCOS18 F: TCTCTTCTCACACACCTTCC (GT)20 208 — 250 10

R: TGATTACCAGCAACAGTTTG

*Valores encontrados para Prochilodus lineatus (RUEDA et al., 2011) e Prochilodus costatus (CARVALHO-

COSTA; HATANAKA; GALETTI, 2006).

Tabela C. Frequéncia estimada dos alelos nulos através do software FreeNA.

Loci Populagdes

Juruena Teles Pires Tapajoés
PCOS14 0.06275 0.03074 0.00001
PCOS18 0.07132 0.05180 0.00001
PCOS3 0.00001 0.01686 0.00001
PL119 0.03991 0.00265 0.00000
PL14 0.00000 0.04404 0.00910
PL190 0.00000 0.03523 0.10174
PL64 0.00002 0.00808 0.00000
PL3 0.03784 0.07762

Legenda

0,05 <x<0,10
0,10 <x<0,20

0,20 <x
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Figura A.Gréafico daprobabilidade de atribui¢do de individuos de Prochilodusnigricans, considerando individuos
coletados norio Apiacéas. As linhas verticais representama probabilidade de os individuos pertencerem aos grupos
inferidos, sendo estes indicados pelas diferentes cores.

Juruena Teles Pires Apiacas  Tapajos
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4, CONCLUSOES

v' As analises de distancia genética e delimitacdo de espécies baseada em um Unico gene
foram eficientes para caracterizar a existéncia de MOTUs em P. nigricans e detectar
uma nova linhagem no escudo brasileiro, revelando uma diversidade antes desconhecida
pela ciéncia. Nossos achados, aliados aqueles previamente reportados para espécie,
fazem de P. nigricans um modelo interessante a ser empregado em estudos que visem
testar hipéteses filogeograficas para explicar processos de diversificacdo dentro da bacia
Amazonica.

v" Os locos de microssatélites empregados no presente estudo foram eficazes na
amplificacdo e na deteccdo da variabilidade genética em uma linhagem de P. nigricans
na sub-bacia do rio Tapajos.

v" Os nossos dados indicam a presenca de pelo menos trés populagbes de P. nigricans
geneticamente distintas dentro da sub-bacia do rio Tapajés, as quais encontram-se
estruturadas possivelmente devido & influéncia de barreiras fisicas. Amostragens
realizadas entre as regides de Colider e Itaiatuba, no entanto, precisam ser consideradas
em futuros estudos a fim de avaliar se essa diferenciagdo se deve a isolamento por
distancia.

v' A populagdo Juruena foi a que apresentou a maior diferenciacdo genética em
comparacao com as populacdes Teles Pires e Tapajos.

v As populagdes Juruena, Teles Pires e Tapajés apresentaram niveis de diversidade
genética elevados ou similares aos de outras espécies de Prochilodus e ndo apresentaram
sinais historicos de declinio ou expansdo populacional.

v' Aavaliacdo diagndstica prévia do status genético das populaces de P. nigricans dentro
da sub-bacia do rio Tapajés é um resultado extremamente valioso de nossa pesquisa,
visto que tornard possivel a futuros estudos estimar os efeitos dos barramentos
(construidos ou em vias de construcdo) sobre o padrdo de distribuicdo da diversidade
genética desse importante recurso ecoldgico, econbmico e social.

v" Os dados levantados no presente estudo nos permitem apontar para necessidade de
pesquisas que investiguem aspectos relacionados a mecanismos reprodutivos
eventualmente responsaveis pela diferenciacdo genética de populages de P. nigricans
nesta regido. Assim, recomendamos que estudos futuros, considerando também o
periodo reprodutivo, sejam realizados nos sistemas hidrograficos de ocorréncia da

espécie.



