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RESUMO

A bacia Amazbnica constitui o maior sistema hidrografico do planeta, com
aproximadamente sete milhdes de km2. Entre seus principais rios destaca-se 0 rio
Madeira, um dos maiores tributarios do Amazonas, que nasce nos Andes bolivianos e
percorre mais de 3.000 km até desaguar no rio Amazonas. A bacia do rio Madeira
abriga elevada diversidade de peixes, incluindo diversas espécies de importancia
comercial, sendo reconhecidos seis grandes portos de desembarque pesqueiro na regido.
A producdo pesqueira baseia-se principalmente em espécies migradoras, entre as quais
se destacam os peixes popularmente conhecidos como matrinxa.

O presente estudo teve como objetivo caracterizar a diversidade genética das
populagdes naturais de Brycon amazonicus ao longo da bacia do rio Madeira, utilizando
marcadores microssatélites e mitocondriais. Foram analisadas 131 amostras coletadas ao
longo da calha do rio. Os resultados indicaram niveis heterogéneos de variabilidade
genética entre as localidades amostradas. Os testes de neutralidade (D de Tajima e Fs de
Fu) nado foram significativos, sugerindo equilibrio genético e auséncia de desvios da
neutralidade para o marcador mitocondrial. As 131 sequéncias do gene ATPase
(subunidades 6 e 8) foram agrupadas em sete haplotipos, cujas frequéncias variaram
entre as localidades.

Para os 10 loci de microssatélites, os parametros de diversidade genética também
apresentaram variacdo espacial. O numero médio de alelos (NA) variou de 4,50
(Reservatorio) a 9,71 (Manicoré). A heterozigosidade observada (HO) variou de 0,49
(rio Aripuand) a 0,73 (Humaitd), enquanto a heterozigosidade esperada (HE) variou de
0,59 (rio Aripuand) a 0,83 (Nova Olinda). A Analise de Variancia Molecular (AMOVA)
revelou que 94,63% da variancia genética total estava distribuida dentro das populac6es
e 5,37% entre populacdes (FST = 0,05369; P = 0,01). A diferenciacdo genética par a par
(OST) foi, em geral, baixa ou negativa entre a maioria das localidades, indicando
auséncia de estruturacdo genética significativa ao longo do rio Madeira para o marcador
mitocondrial (P < 0,05), com excecdo das comparagdes envolvendo a localidade de
Montante.

A andlise Bayesiana de estrutura populacional identificou o rio Aripuand como
geneticamente estruturado em relacéo as demais localidades. Os resultados do programa
STRUCTURE indicaram um padrdo complexo, sugerindo a existéncia de trés estoques
populacionais coexistindo e comigrando na bacia do rio Madeira. De modo geral,
ambos os marcadores evidenciaram diferenciacdo da populagcdo do rio Aripuand e
sugerem que as cachoeiras do alto rio Madeira podem atuar como barreiras parciais ao
fluxo génico de Brycon amazonicus.



ABSTRACT

The Amazon Basin is the largest hydrographic system on the planet, covering approximately
seven million km2. Among its main rivers, the Madeira River stands out as one of the largest
tributaries of the Amazon, originating in the Bolivian Andes and flowing for more than 3,000
km before reaching its confluence with the Amazon River. The Madeira River basin harbors
high fish diversity, including several species of commercial importance, and six major fish
landing ports are recognized in the region. Fisheries production is based primarily on migratory
species, among which the fishes popularly known as matrinxa are particularly important.

The present study aimed to characterize the genetic diversity of natural populations of Brycon
amazonicus along the Madeira River basin using microsatellite and mitochondrial markers. A
total of 131 samples were collected along the main channel of the river. The results revealed
heterogencous levels of genetic variability among sampling sites. Neutrality tests (Tajima’s D
and Fu’s Fs) were not significant, indicating genetic equilibrium and no evidence of deviation
from neutrality for the mitochondrial marker. The 131 sequences of the ATPase gene (subunits
6 and 8) were grouped into seven haplotypes, whose frequencies varied among localities.

For 10 microsatellite loci, genetic diversity parameters also showed spatial variation. The mean
number of alleles (NA) ranged from 4.50 (Reservoir) to 9.71 (Manicoré). Observed
heterozygosity (HO) ranged from 0.49 (Aripuand River) to 0.73 (Humaitd), while expected
heterozygosity (HE) ranged from 0.59 (Aripuand River) to 0.83 (Nova Olinda). Analysis of
Molecular Variance (AMOVA) revealed that 94.63% of the total genetic variation was
distributed within populations and 5.37% among populations (FST = 0.05369; P = 0.01).
Pairwise genetic differentiation (®ST) was generally low or negative among most localities,
indicating a lack of significant genetic structuring along the Madeira River for the mitochondrial
marker (P < 0.05), except for comparisons involving the Montante locality.

Bayesian population structure analysis identified the Aripuand River population as genetically
structured relative to the other localities. STRUCTURE results indicated a complex pattern,
suggesting the existence of three coexisting and comigrating population stocks within the
Madeira River basin. Overall, both markers revealed differentiation of the Aripuand population
and suggest that the waterfalls of the upper Madeira River may act as partial barriers to gene

flow in Brycon amazonicus.
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1 INTRODUCAO

A regido Neotropical a qual inclui a maior parte da América do Sul e Central
possui a mais diversificada fauna de peixes de agua doce do mundo (Reis et al., 2016).
Somente a bacia Amazonica contribui com 25% dessa diversidade contabilizando um
total de 1.800 espécies identificadas e catalogadas (Dagosta e De Pinna, 2019). Este
numero pode ser bem superior se considerados os varios ambientes que ainda nao foram
amostrados devido a dificuldade em acesso (Macedo et al., 2015).

A bacia Amazbnica é o maior sistema hidrografico do planeta com
aproximadamente sete milhdes de Km?, drenando cerca de 35% do continente Sul-
Americano; estende-se por nove paises (Brasil, Peru, Bolivia, Colombia, Equador,
Venezuela, Suriname, Guiana e Guiana Francesa). De toda essa area de drenagem, 63%
estdo em territorio brasileiro, e sua descarga anual (175.000 m*/seg.) equivale a quase
20% de toda a 4gua doce que desagua no oceano em todo o planeta (Sioli, 1975).

O rio Madeira, um dos principais tributarios do Amazonas, nasce nos Andes
bolivianos e percorre mais de trés mil quildmetros até sua foz no rio Amazonas. Abriga
cerca de mil espécies de peixes com muitas delas contribuindo significativamente para a
pesca comercial na regido (Ohara et al., 2013). Tamanha riqueza ictiofaunistica faz
desse rio, entre os ja estudados, o rio com a maior diversidade de peixes do planeta.
Antes do represamento do rio para geracdo de energia, milhares de peixes enfrentavam
mais de 300 km de forte correnteza na época da piracema para se reproduzir (Queiroz et
al., 2013., Torrente, 2009).

Apesar da grande abundéancia de pescado na regido, ja é notéria uma diminuicao
de alguns estogues pesqueiros por causa da excessiva pressdo da pesca e isso €
facilmente verificado, tanto pela reducdo da quantidade quanto pelo tamanho dos
espécimes capturados (Santos et al., 2010).

Na bacia do rio Madeira sdo reconhecidos seis grandes portos de desembarque
pesqueiro: Guajara-Mirim, Porto Velho, Humaita, Manicoré, Borba e Nova Olinda do
Norte (Cardoso, 2006). A producdo pesqueira nessa regido esta baseada principalmente
em espécies migradoras, cujas migragdes para fins reprodutivos, troficos ou de
disperséo, sdo fortemente influenciadas pelo nivel da agua do rio (Goulding, 1979).

Dentre as espécies de importancia econdmica para a pesca encontram-se 0S
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peixes popularmente conhecidos como matrinxas pertencentes a ordem Characiformes
que contém aproximadamente 1700 espécies (Oliveira et al., 2011; Chakrabarty et al.,
2017). Brycon é um dos géneros de Characiformes mais especiosos contendo 44
especies (Reis et al., 2003; Lima, 2017), mas inumeras linhagens e espécies candidatas
ainda a serem descritas (Arruda et al., 2019). Com o nome popular de matrinxas esses
peixes sdo de meédio a grande porte e sdo importantes economicamente em toda
América Central e do Sul (Goulding, 1980). Brycon amazonicus contribui de forma
efetiva com a pesca na regido Amazonica e seu cultivo em piscicultura vem crescendo
nos ultimos anos (Reis et al., 2003; Kubitza, 2015; de Oliveira et al., 2017).

O peixe constitui a principal fonte de proteina para as populagdes ribeirinhas na
Amazodnia, com consumo médio de 400 g de pescado por dia para o Estado do
Amazonas (Viana, 2004). O aumento da populacdo na Amazdnia ocasiona uma maior
pressdo sobre os estoques pesqueiros e estd diminuindo o tamanho das populacGes
naturais e com isso, uma reducdo da variabilidade genética da populacdo e possivel
endogamia na espécie (Hilsdorff, 2013).

Entender a estrutura populacional de uma dada espécie é um passo fundamental
para a implementacdo de medidas de conservacdo e uso sustentavel do recurso, pois
permite conhecer as diferencas genéticas que sdo geradas por processos vicariantes e
suas relagGes com as diferencas adaptativas das populactes (Avise, 1994).

Um dos tributarios do rio Amazonas de grande importancia para 0S recursos
pesqueiros na regido Amazonica é o rio Madeira. Ao longo de sua extensdo de
aproximadamente 3200 Km? o rio Madeira é uma das regides mais habitadas e
comercialmente exploradas na Amazonia, cuja principal atividade desenvolvida € a
pesca artesanal comercial e de subsisténcia (Brito et al., 2016). Estima-se que na bacia
do rio Madeira a pesca envolve um nimero aproximado de 1.700 pescadores somente
nas comunidades localizadas entre Guajara-Mirim em Rondénia e Humaita no Estado
do Amazonas e, mais de 1.800 embarcacdes variando entre barco de pesca e canoas
motorizadas e a remo (Brito et al., 2016). As principais caracteristicas do rio Madeira
sd0 a cor barrenta de suas aguas e a presenca de rochas ao longo de seu trecho alto
formando corredeiras entre as cidades de Guajara-Mirim e Porto Velho no Estado de
Rondonia; atualmente essa area foi impactada devido a construcdo de dois
empreendimentos hidrelétricos para geracdo de energia, uma hidroelétrica onde era a
Cachoeira de Santo Anténio (UHE Santo Ant6nio) e onde era a Cachoeira do Jirau
(UHE Jirau).
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O rio Madeira ¢ um rio com um grande volume de &gua que formam grandes
correntezas. O ambiente l6tico das corredeiras desse rio é altamente propicio a desova
para a grande maioria dos peixes migradores dos rios de agua branca. Nesse sentido, €
inegavel que a eliminacgéo destes bidtopos, ou sua transformacéo em ambientes lénticos,
se constitui num impacto altamente negativo para a vida dos peixes na bacia do rio
Madeira (Santos, 2008).

Com a construcdo das hidrelétricas de Santo Ant6nio e Jirau em Rond6nia, as
populacdes de B. amazonicus podem estar sendo seriamente afetadas, ndo apenas a
reproducdo por conta das corredeiras estarem submersas, mas também porque a
hidrelétrica € uma barreira fisica que afeta o fluxo génico entre as populacdes dessa
espécie a jusante e a montante desses empreendimentos.

Para o entendimento da dindmica das populacfes de B. amazonicus que migram
ao longo do rio Madeira, ferramentas moleculares como os marcadores microssatélites e
mitocondriais sdo 0s mais indicados para estimar a variabilidade genética e a dindmica
populacional dessa espécie, 0 que pode nortear os programas de conservacdo, manejo da

pesca e uso sustentavel desse recurso, tdo importante para essa regiao.

2 O RIO MADEIRA

O rio Mamoré ao encontrar-se com o rio Beni forma o rio Madeira, 0 maior
afluente da margem direita da bacia do sistema Solimbes-Amazonas. O rio Madeira
recebe drenagens do oeste e parte do noroeste do escudo brasileiro, mas a maior parte de
suas aguas é oriunda dos Andes peruanos e bolivianos (Lundberg et al. 1998).

O rio Madeira ¢ um rio de aguas fortemente barrentas ou ‘“brancas”,
caracterizado pela presenca de areas de varzea nas suas margens (com vegetacdo e solos
adaptados aos ciclos de enchente e vazante do rio) alternadas com areas de terra firme
(vegetacdo e solo fora do alcance dos niveis méaximos da &gua do rio), enquanto seus
tributérios, com origem no escudo brasileiro, apresentam aguas claras. Os maiores
destes tributarios de aguas claras, (Aripuand e Machado), estdo localizados na margem
direita do rio Madeira que apresenta ainda tributarios de menor porte com aguas pretas
(Goulding et al., 2003).

O vale do Madeira engloba aproximadamente 1.4 milhdes de km? cobrindo
cerca de 20% da bacia Amazoénica. Tem seus formadores em territorio boliviano e
peruano, com nascentes (na Bolivia) distando até 3.300 km da sua desembocadura no

rio Amazonas, no Brasil, sendo o mais longo tributéario da bacia amazonica, responsavel
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por cerca de 15% de toda a descarga do rio Amazonas no Atlantico. Cerca de 50% da
drenagem do Madeira corre na Bolivia, 10% no Peru e 40% no Brasil (Goulding et al.,
2003).

O rio Madeira é um dos poucos rios de aguas brancas que dispGe de extenso
trecho de corredeiras ao longo de seu curso, contudo, o conjunto mais importante de
corredeiras foi inundado por empreendimentos hidroelétricos entre os anos de 2011 e
2012. As primeiras corredeiras surgem proximas a cidade de Cochabamba, na Bolivia, a
3.300 km da confluéncia do Madeira com o rio Amazonas. No entanto, num trecho de
293 km em territorio brasileiro estavam concentradas 18 corredeiras, sendo as duas
ultimas, Teotdnio e Santo Antdnio, imediatamente a montante da cidade de Porto
Velho, consideradas a maior barreira a navegacao (Cella-Ribeiro et al., 2013) e também

a migracao das espécies de peixes (Goulding et al. 2003).

2.1 A pesca no rio madeira

A ocupacdo da Amazénia se deu ao longo de seus principais rios, como 0
Amazonas e 0 Madeira. Nesse processo se estabeleceram comunidades ribeirinhas as
margens dos rios, que também podem ser classificadas como tradicionais (Nascimento,
1996). As comunidades vivem estreitamente relacionadas ao ciclo das aguas, com
grande parte de sua alimentacdo vinda dos sistemas aquaticos.

O peixe ¢ a principal fonte de proteina animal da populacdo na Amazénia. A alta
demanda por pescado na regido confere a atividade pesqueira um importante papel
econémico, social e cultural (Barthem e Fabré, 2004; Batista et al., 2004), sendo
considerada uma das principais atividades da varzea, onde a maioria dos moradores se
dedica a pesca em periodo integral ou parcial (Almeida, 2006). Um dos principais
recursos explorados por essas comunidades € o pescado, onde 99% dos pescadores
exercem a pesca de pequena escala, tanto para subsisténcia quanto para
comercializacdo, atividade essa, que € de grande importancia para os mercados
pesqueiros regionais (Berkes et al., 2006).

A matrinxd € uma das principais espécies de peixe capturadas pelas pescarias
amazonicas e contribui significativamente com o desembarque pesqueiro e a
comercializa¢do nos principais portos da regido (Merona e Bitencourt, 1988). Somente
em 2007, a matrinxa contribuiu em 14% para o crescimento do pescado comercializado
em Rondénia (IBAMA, 2007). Esse Estado é um dos principais receptores de pescado
oriundos da bacia do rio Madeira. No periodo de dezembro de 2003 a fevereiro de 2005,
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a producdo registrada em seis principais portos de desembarques na bacia do Madeira
nesse Estado, foi em torno de 570 toneladas (Doria et al., 2005).

Um estudo realizado em 2016 mostra que a matrinxd (B. amazonicus)
representou aproximadamente 30% do total de peixes desembarcados no municipio de
Porto Velho com um total de 35.748 kg (Doria et al, 2016).

2.2 BRYCON AMAZONICUS

Popularmente conhecida como matrinxd ou jatuarana B. amazonicus (Figura 01)
pertence a ordem Characiformes, familia Characidae e subfamilia Bryconinae. Ocorre
naturalmente nas bacias do Amazonas, Orinoco e Essequibo (Reis et al., 2003). E
considerada uma das maiores espécie do género podendo alcangar até 70 cm de
comprimento e, contribui significativamente com as pescarias nessas bacias (Lima,
2017).

A matrinxd da Amazonia brasileira amplamente cultivada no Brasil tem sido
denominada na maioria dos trabalhos de piscicultura como Brycon cephalus, no entanto,
Lima (2017), em uma revisdo do género Brycon caracterizou essa espécie como B.
amazonicus, com base em caracteristicas filogenéticas, sendo atualmente adotada esta
classificacdo. Este autor restringe o nome B. cephalus a espécie com distribui¢do no alto

rio Amazonas no Peru e na Bolivia.

Figura 01: Brycon amazonicus (Spix & Agassiz, 1829). Fonte: SANTOS (2001).

A espécie habita rios de aguas brancas, claras e pretas, realiza grandes migracdes
entre a calha do rio Madeira e os tributarios (Goulding, 1980). De héabito alimentar

onivoro, 0 matrinxa possui tendéncia a herbivoria, com amplo espectro alimentar na
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fase adulta, sendo dependente de alimentos aldctones durante a época da cheia e tendo
disponivel na época da seca, em sua maioria, alimentos de origem autoctone (Zaniboni
Filho, 2006; Silva, 2007).

Espécie de habito diurno, desova total e fecundacdo externa, na vazante forma
cardumes que se deslocam em direcdo ao encontro dos rios de aguas brancas e pretas
para desovar. As fémeas iniciam o processo de maturacdo sexual aos 16,5 cm de
comprimento padrdo (Lima e Aradjo-Lima, 2004).

Realiza migracédo reprodutiva no inicio da enchente, quando desce os afluentes
para desovar nos rios de agua branca. Faz também migracdo trofica, na enchente/cheia,
para se alimentar na floresta alagada e deixa essa &rea no periodo de seca, adentrando no
leito dos rios, onde o alimento € mais abundante. Os jovens sdo criados nas areas de
varzea, no periodo que vai da enchente até a seca. Os adultos e jovens séo recrutados,

no movimento rio acima no periodo da seca (Santos et al., 2006).

3. CONSERVACAO DOS RECURSOS GENETICOS

O ambiente aquatico no planeta terra sempre pareceu uma fonte inesgotavel de
alimentos e riquezas para a humanidade. O incremento tecnoldgico atrelado a pesca fez
com que o mito de que 0s recursos bioldgicos aquéticos sdo uma fonte inesgotavel fosse
colocado em davida. Tais recursos podem sim ser finitos se ndo propriamente
manejados (FAO, 2011).

A retirada constante de animais maiores ao longo do tempo, afeta a composicéo
genética do estoque, eliminando os genes relacionados ao crescimento répido e
diminuindo o tamanho médio dos individuos remanescentes (Conover e Munch, 2002).
A exploracdo de estoques, sem o conhecimento prévio de sua variabilidade genética e
do numero real de espécies existentes pode levar a perda de linhagens isoladas
reduzindo a variabilidade genética total das mesmas (Frankham, 2005).

Um avango nos estudos da variabilidade genética das espécies, foi a utilizacéo
de marcadores moleculares dentro de programas de melhoramento genético, com o
objetivo de verificar desde o grau de consanguinidade, até fazer estimativas do tamanho
efetivo das populacdes (Ne) (Norris et al. 2000).

Com aumento demografico na regido amazonica, as espécies comercialmente
importantes para a pesca como B. amazonicus, por exemplo, vém sofrendo uma pressao

da captura muito grande pela pesca comercial, contribuindo assim para diminuigéo de
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individuos na natureza. Para que os programas de conservacao e producdo de peixes
apresentem resultados satisfatorios imediatos e de longo prazo, é necessario realizar o
monitoramento genético das populacBes de peixes visando evitar a endogamia (Lopera-
Barrero et al., 2002).

Os recursos genéticos, especificamente de agua doce, ndo estdo somente
baseados na diversidade interespecifica, mas também, no que concerne a viabilidade em
longo prazo da espécie, que é a diversidade interpopulacional. Populagdes locais s&o
susceptiveis a fragmentacdo ambiental e tal realidade estd cada vez mais presente nas
bacias hidrograficas brasileiras devido as pressdes econdmicas por geracdo de energia
para o0 crescimento econémico e ocupacdo populacional de regides préximas aos
recursos hidricos (Hilsdorf, 2013).

3.1 Marcadores microssatélites

Os marcadores moleculares sdo ferramentas muito Uteis em estudos
populacionais, podendo ser utilizados como auxiliares para pesquisas em diferentes
campos: estimativa de niveis de heterozigosidade, estruturacdo de popula¢@es selvagens
ou cultivadas, taxas de divergéncias genéticas entre populacdes, migracdo, tamanho
populacional, selecdo natural e eventos histéricos (Parker et al., 1998; Sunnucks, 2000).

Os microssatélites (Sequéncias Simples Repetidas; SSR) consistem de um a seis
nucleotideos repetidos em tandem e tém sido detectados nos genomas de eucariotos e
procariotos. Esses marcadores podem ser encontrados em regides codificantes e nao
codificantes e sdo caracterizados por altos niveis de polimorfismo (Zane et al., 2002).
Sdo classificados de acordo com o tipo de sequéncia repetida, como perfeitos,
imperfeitos, interrompidos ou compostos. Em um microssatélite perfeito, a sequéncia
repetida ndo é interrompida por alguma base ndo pertencente ao motivo (p. ex.:
TATATATATATATATA), enquanto em um microssatélite imperfeito ha um par de
bases entre 0s motivos repetidos que ndo corresponde com o motivo da sequéncia (p.
ex.. TATATACATATATA) (Weber, 1990; Goldstein e Schlotterer, 1999).

Devido ao elevado nivel de polimorfismo, herangca Mendeliana e ao fato de eles
aparentemente seguirem modelos evolutivos simples, os microssatélites sdo 0s
marcadores moleculares mais utilizados atualmente em estudos genéticos com peixes
(Yue et al., 2002). Os primers desenvolvidos para uma espécie também podem ser
amplificados em outras espécies embora ndo haja necessidade de que essas espécies

sejam intimamente relacionadas, a porcentagem dos locos amplificados decresce a
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medida que aumenta o tempo que separa as espécies (Fitzsimmons et al., 1995).

Esses marcadores tem sido utilizados em varios estudos com espécies de peixes
da bacia Amazbnica. Em um estudo populacional com Arapaima gigas utilizando
marcadores microssatélites, Hrbek e colaboradores em (2007) concluem que o pirarucu
forma uma populacdo continua com grande fluxo genético entre as localidades
amostradas, com um efeito de isolamento por distancia observada entre os extremos da
distribuicdo ao longo da calha do sistema Solimbes-Amazonas. Oliveira et al (2017)
avaliando a diversidade genética de populacdes silvestres e de piscicultura de Brycon
amazonicus, utilizando dez loci microssatélites verificaram que as frequéncias alélicas
mostraram que muitos alelos estavam faltando na populacdo de aquicultura de Balbina,
e a diversidade foi mais baixa comparada com as demais popula¢des, porém ndo houve
diferenca significativa na heterozigosidade entre a aquicultura e as populacdes
silvestres. No entanto as populacdes de aquicultura sdo diferenciadas umas das outras e
das populacdes silvestres devido a acdo da deriva genética em estoques populacionais
pequenos. Os autores ainda constataram que B. amazonicus forma apenas uma
populacdo na bacia central da Amazonia.

Outra abordagem utilizando dados de 13 loci microssatélites e dois genes
mitocondriais foi realizada por Santos et al., (2018) com popula¢Ges naturais de
tambaqui (Colossoma macropomum). Na pesquisa 0s autores encontraram moderados
niveis de variabilidade genética considerando os loci microssatélites. No entanto, na
analise de estrutura populacional utilizando ambos marcadores os resultados indicaram
que o tambaqui forma uma Unica e grande populacdo panmitica na calha do sistema
Solimdes-Amazonas, suportado por um intenso fluxo génico entre as localidades. Por
outro lado, os resultados também mostraram uma estrutura genética para as populagdes
de tambaqui das regides de cabeceiras dos rios Jurua, Purus, Madeira e Tapajos e
também para as populacfes provenientes de rios de aguas pretas, sendo as maiores
diferenciacOes genéticas observadas entre a bacia do Amazonas e a sub-bacia Boliviana.

Estudo em outra espécie de Brycon realizada por Sanches (2007), evidenciaram
uma estrutura genética populacional em Brycon hilarii, através dos marcadores
microssatélites, e mostrou que as populacbes apresentaram niveis de diversidade
genética bastante similares, mas com, pelo menos, duas populagdes geneticamente

estruturadas coexistindo dentro da extensdao amostrada.
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O DNA MITOCONDRIAL

Na década de 1980, a molécula do DNA mitocondrial (DNAmt) despertou a
atencdo dos geneticistas de populagdes, pois esta molécula apresenta caracteristicas
favoraveis para estudos genéticos populacionais. Uma das razdes em se usar o DNAmt
nesse tipo de estudo deve-se a sua alta taxa de mutacdo, estimada entre cinco a dez
vezes maior (5,7 X 10 substituicdo/sitio/ano) do que a de genes codificadores de
proteinas do DNA nuclear, o fato dessa molécula ndo sofrer recombinagdo (Brown et
al., 1982). Isto porque outro fator que ocorre por conta que 95% do oxigénio molecular
metabolizado € processado nas mitocondrias, sendo este oxigénio altamente reativo
podendo provocar danos no DNA e aumentar a quantidade de erros durante a replicacdo
(Richter et al., 1988).

O gene da ATPase codifica a enzima ATPase que é responsavel pela hidrolise do
ATP produzindo ADP e fosfato na respiracdo celular. Por ser um gene codificante,
tende a ser mais conservado que os outros segmentos do DNAmt como o D-loop, por
exemplo. Os genes das subunidades 6 e 8 da ATPase sédo sobrepostos e por isso se
espera que a taxa de evolucdo desses genes seja mais lenta que a encontrada nas
sequéncias similares com somente uma fase de leitura. A razdo é que a proporcao de
sitios ndo degenerados € maior nestes genes, reduzindo assim a propor¢do de mutagdes
sinbnimas em relacdo ao nimero total de mutacdo (Miyata e Yasunaga, 1978).

O genoma mitocondrial (Figura 02) inclui 13 genes codificadores de proteinas
representando 90% do genoma, 22 RNAs transportadores (tRNAs), 2 RNAs
ribossomais (12S e 16S rRNA) e uma regido nao codificadora chamada de regido
controle ou algca D (DLoop), (Avise, 1986; Meyer, 1993). Este genoma é geneticamente
mais eficiente do que o DNA nuclear (Gray, 1989), por ndo conter sequéncias
duplicadas e introns (Wolstenholme e Clary, 1985). O DNAmt é haploide e
sexualmente herdado de linhagem materna, o0 que permite tracar genealogias de fémeas
de uma populagéo natural (Lasman et al., 1981).
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Figura 02: Mapa esquemético do genoma mitocondrial de Brycon orbignyanus. Em destaque as
subunidades 8 e 6 da ATPase. Dados obtidos de Brand&o-Dias et al., 2014.

Estudos com o DNA mitocondrial de peixes da bacia Amazénica de maneira
geral mostram alto grau de variabilidade genética: Hrbek et al., 2005; Machado et al.,
2017; de Oliveira et al., 2017; Santos et al., 2018.

Schneider et al., (2007), analisando a variabilidade genética de Carnegiella
strigata provenientes de localidades dos rios Negro e Uatumd na Amazoénia central,
utilizando sequéncias nucleotidicas dos genes ATPase 8 e 6 do DNA mitocondrial (646
pb), constataram a presenca de duas linhagens monofiléticas de Carnegiella com
distancia genética entre as duas variando de 10 a 12%.

Utilizando as regides ATPase 6 e 8 do DNA mitocondrial para inferir as relagdes
filogenéticas entre espécies do género Prochilodus nas bacias dos rios Parang,
Amazonas, Orinoco e Magdalena, Sivasundar et al., (2001), encontraram cada bacia

abrigando uma linhagem exclusiva de Prochilodus.

4 PRINCIPAIS AMEACAS A Brycon amazonicus NA BACIA DO MADEIRA

Uma das maiores ameacas para qualquer tipo de espécie € a perda de habitat isso
leva a efeitos catastroficos na reducdo das especies. Essa perda de habitat aconteceu
para muitas espécies de peixes habitantes das corredeiras do rio Madeira com a
construgdo dos complexos hidrelétricos de Santo Antonio e Jirau nessa bacia (Figura
03). Especificamente em relagdo ictiofauna e a pesca, 0s principais impactos
provocados pelas hidrelétricas estdo fortemente vinculados a interrup¢do das rotas

migratorias, ao desaparecimento de bidtopos e as alteracdes da dindmica e qualidade da
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agua (Santos, 2008).

Figura 03: Uma das barragens do complexo hidrelétrico do rio Madeira - usina hidrelétrica de
Jirau/ RO: Fonte: ecoa.org.br (2016).

O programa brasileiro de aproveitamento hidrelétrico (AHE) do Alto rio
Madeira realizou a construcdo de duas hidrelétricas relativamente proximas entre si,
ambas situadas entre trechos marcados pela presenca de corredeiras. Nesses trechos,
existem diversas ilhas, constituidas de afloramentos rochosos, local de reproducédo de
diversas espécies de peixes, entre elas B. amazonicus (Santos, 2008).

Outra ameaca a B. amazonicus é o garimpo ilegal que ocorre ao longo do rio
Madeira (Figura 04), pois essa atividade além de destruir o meio ambiente € responsavel
por contaminacdo da agua e do solo por mercudrio. As populacdes ribeirinhas da Bacia
Amazonica séo dependentes do consumo de peixe para 0 seu sustento. O estudo com
peixes € importante quando se trata de um ecossistema aquatico porque estes
organismos apresentam diferentes habitos alimentares e de vida e ocupam diferentes
nichos (Kasper et al., 2007). Observa-se que 0s peixes carnivoros sdo as principais via

de exposicao do metilmercurio a populacdo que se alimenta desse pescado.
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Figura 04: Garimpo para extracdo de ouro ao longo do rio Madeira. Fonte: Estado de RO, 2004

Os rejeitos da exploracdo do garimpo ilegal sdo despejados nos corregos e sao
carreados ao rio, afetando a vida das comunidades de peixes e populacao ribeirinha que
depende do pescado para sua alimentacdo e fonte de renda através da pesca realizada ao
longo do rio Madeira.

A pesca € uma das atividades mais antigas desenvolvidas na bacia do Madeira,
seja ela para subsisténcia das familias ribeirinhas ou para comércio nos grandes centros
urbanos. B amazonicus € uma das espécies de peixes mais apreciadas pela populacdo
ribeirinha por ser bastante palatavel e alcancar bom rendimento em peso. E a segunda
espécie mais criada pelos piscicultores na regido, no entanto, Brycon forma grandes
cardumes que fazem migracdo para se reproduzir.

As pescarias ocorreram principalmente nos rios, onde sdo capturados cerca de
80% do pescado desembarcado, em segundo lugar estdo os lagos, onde séo capturados
cerca de 10%. Os demais ambientes, igap0s e igarapés, juntos, corresponderam a
aproximadamente 5% da producdo. A pesca nos rios € realizada todo o ano, porém é
mais intensa no periodo da vazante/seca quando os cardumes estdo migrando. Nos
lagos, as capturas também ocorrem durante todo o ano, sendo numericamente maior na
enchente e na vazante (Doria et al., 2012).

A pesca comercial na regido do médio rio Madeira incide principalmente sobre
um grupo de aproximadamente 30 espécies ou grupos de espécies, sendo 0s jaraquis
(Semaprochilodus spp), o pacu (Mylossoma albiscopum), a curimatd (Prochilodus
nigricans), as sardinhas (Triportheus spp) e as matrinxas ou jatuaranas (Brycon spp) as
mais frequentemente capturadas (Cardoso e Freitas, 2007).
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Assim, conhecer o0s niveis de diversidade genética e testar a estrutura
populacional da espécie é de fundamental importancia para qualquer medida de manejo

e conservacéo futuros.

5 OBJETIVOS

5.1 Geral

Caracterizar a diversidade genética das populagdes naturais de Brycon
amazonicus ao longo da bacia do rio Madeira, através de marcadores microssatélites e
mitocondriais, com uma abordagem que possa auxiliar na conservacdo de recursos

genéticos dos estogues naturais.

5.2 Especificos

Examinar a existéncia de estruturacdo genética nas populacfes naturais de B.
amazonicus na calha principal do rio Madeira;

Estimar os niveis de fluxo génico entre as populacdes de B. amazonicus
analisadas;

Verificar se as corredeiras do rio Madeira sdo barreiras ao fluxo génico das

populacdes de B. amazonicus;

6 METODOLOGIA

Amostras de Brycon amazonicus foram coletadas ao longo da calha do rio
Madeira nas localidades de Nova Olinda do Norte, Borba, rio Aripuand, Manicoré e
Humaita no estado do Amazonas e na regido das antigas corredeiras desse rio no estado
de Rondénia (Figura 5). Nessa area as coletas foram realizadas em pontos a montante da
hidrelétrica de Jirau, no reservatério entre as duas hidrelétricas e a jusante da

hidrelétrica de Santo Antonio.
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Figura 05: Mapa indicando as localidades amostradas ao longo da bacia do Rio Madeira. Da foz

a montante: Nova Olinda do Norte, Borba, Novo Aripuand, Manicoré, Humait4 no estado do Amazonas.
Jusante da hidrelétrica de Santo Antbnio, Reservatdrio entre Santo Antonio e Jirau e Montante da
hidrelétrica de Jirau.

Os espécimes foram obtidos com pescadores locais coletados através de pesca
artesanal nos arredores das cidades. As amostras de tecido desses exemplares
encontram-se depositadas na Colecdo de Tecidos de Genética Animal — CTGA-UFAM
da Universidade Federal do Amazonas e na Colecéo de tecidos da Universidade Federal
de Rondonia.

Pedacos de tecidos musculares ou nadadeiras dos peixes coletados foram
preservados em alcool 96% para posterior analise em laboratério. O DNA gendmico foi
extraido seguindo os procedimentos gerais de: rompimento da célula, separacdo dos
acidos nucléicos através da remocéo de proteinas e restos celulares e, purificacéo final.
Para tanto foi utilizada uma solucdo de CTAB 2% (NaCl, EDTA 0,5 M, Tris Hcl 1M,
Pvppolivinil) (Doyle e Doyle, 1987), com algumas modificagdes e adi¢do de Proteinase
K. O DNA foi entdo purificado, removendo dos acidos nucléicos as proteinas
contaminantes (Kreuzer e Massey, 2002) por meio de lavagem com cloroférmio/alcool
isoamilico. Apds a remocgdo das proteinas, o DNA foi precipitado utilizando-se
isopropanol frio e em seguida foi submetido a uma lavagem com &lcool etilico a 70%. O
pellet formado secou em temperatura ambiente e foi entdo resuspendido em 50 pL de

agua milig. Em seguida a concentracdo do DNA extraido foi checada em gel de agarose

24



1% e no espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (ThermoCientific).

6.1 Obtencédo dos dados mitocondriais

O gene mitocondrial ATPase (subunidades 6 e 8) foi amplificado por meio de
reacdo em cadeia da polimerase em um volume final de 15 pL sendo: 1uL de DNA
genomico total; 1.2 uL de MgCl, (25mM); 1.2 uL de DNTP (10mM); 1.5 puL de Buffer
10X (Tris-KC1 200 mM pH 8.5); 1.5 pL de cada um dos primers (BryATP_F 5 ATA
CCC CTC CCC ATC AAA TC 3’ e BryATP R 5° AAT GAT GGC GGT TAG GAG
TG 3°); 0.3 uL de Taq DNA Polimerase (1U/uL) e 6.8 pLL de H,O deionizada.

As condigdes de ciclagem consistiram em desnaturacdo inicial a 93°C por 1
minuto (uma Unica vez), seguido de 35 ciclos de: desnaturacdo a 73°C por 10 segundos;
anelamento na temperatura de 50°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto e
30 segundos. Apds os 35 ciclos, finalizou-se com uma extensdo final a 72°C por 7
minutos (uma Unica vez). O produto da PCR foi purificado via ExXoSAP-IT® seguindo a
orientacdo do fabricante.

As reacOes de sequenciamento foram feitas para um volume final 10 pL.
utilizando o kit Big Dye terminator seguindo o protocolo do fabricante (Thermo Fisher).
Ao término da reacdo de sequenciamento, o produto resultante foi submetido ao
protocolo EtOH/EDTA de precipitacdo. O produto precipitado foi ressuspendido em 10
puL de Hi-Di formamida (Thermo Fisher), e as sequéncias nucleotidicas foram
determinadas pelo sequenciador automatico ABI 3500 (Aplied Biosystem). As
sequéncias obtidas foram visualizadas, alinhadas e editadas no programa Geneious 7.0.6
(Kearse et al., 2012).

6.2 Analises populacionais com atpase

Para as andlises de polimorfismo de DNA, foi utilizado o programa Arlequin 3.5
(Excoffier e Lischer, 2010). Ainda no Arlequin 3.5, foram realizados os testes de
neutralidade Fs de Fu (Fu, 1997) e D de Tajima (Tajima, 1983) para determinar se as
populacbes estdo em equilibrio com relacdo a deriva e mutacGes. A estrutura genético-
populacional foi estimada pela Analise de Variancia Molecular AMOVA (Excoffier et
al., 1992) e pelo &sr par-a-par. O fluxo génico foi estimado através de numero de
migrantes por geracdo (Nm). Estas analises também foram realizadas no programa
Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010).

A presenca de possiveis grupos bioldgicos dentro das populagbes de B.
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amazonicus na bacia do rio Madeira foi avaliada pelo método Bayesiano usando o
programa BAPS — Bayesian Analysis of Population Structure - versdo 4.14 (Corander et
al., 2003).

Uma rede de haplotipos foi construida utilizando o programa Haploviewer
(Salzburger et al., 2011) com objetivo de visualizar a relacdo e a frequéncia dos
haplétipos com a area de amostragem. Uma reconstrucdo filogenética de maxima
verossimilhanga foi realizada no programa RAxXML (Stamatakis, 2014) e a arvore
resultante foi utilizada como parte do input no programa Haploviewer, juntamente com

alinhamento contendo todas as sequéncias.

6.3 Analises populacionais com microssatélites

Foram utilizados 10 loci de microssatélites (Tabela 1) desenvolvidos para
Brycon opalinus (Barroso et al., 2003) e Brycon hilarii (Sanches e Galetti, 2006) para
genotipar os 141 individuos de B. amazonicus da bacia do rio Madeira. A reacdo em
cadeia da polimerase seguiu o protocolo econdmico descrito por Schuelke (2000) com
condi¢cdes de ciclagem consistindo em 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 20
segundos, temperatura especifica para anelamento dos primers por 20 segundos e
extensdo final a 68°C por 30 segundos. Para a genotipagem foi usado 1 ul do produto de
PCR diluido (10-40X, dependendo da intensidade do PCR no gel de agarose), 1 ul do
Rox ("homemade™ protocol) e 8 ul de formamida (ThermoFisher, Inc.). As amostras
foram genotipadas no sequenciador automatico ABI 3130xI (Applied Biosystems) e o0s
tamanhos dos alelos (em pares de base) foram estimados usando o programa

GeneMapper verséo 4.0.

Tabela 01: Dez loci microssatélites usados genotipados em individuos de Brycon amazonicus.

Loco Sequéncia dos primers (5°-3”) Amplitude (bp)
Bh 5 Brycon hilarii Barroso et al., 2003 204-220
Bh 6 Brycon hilarii Barroso et al., 2003 160-184
Bh 15 Brycon hilarii Barroso et al., 2003 130-142
Bh 17 Brycon hilarii Barroso et al., 2003 152-212
Bo M1 Brycon opalinus Sanches e Galetti, 2006 139-173
Bo M2 Brycon opalinus Sanches e Galetti, 2006 162-242
Bo M5 Brycon opalinus Sanches e Galetti, 2006 117-151
Bo M6 Brycon opalinus Sanches e Galetti, 2006 142-178
Bo M7 Brycon opalinus Sanches e Galetti, 2006 172-236
Bo M13 Brycon opalinus Sanches e Galetti, 2006 154-176

Foram calculados: o nimero de alelos, a heterozigosidade esperada e observada
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para cada locus, desequilibrio de ligacdo entre os pares de loci e equilibrio de Hardy-
Weinberg para cada locus. Também foram estimados os indices de endogamia (Fis) e de
fixagdo de alelos (Fst) dentro e entre as localidades. Foi estimada a estruturagéo
genética geral pela Analise de Variancia Molecular - AMOVA (Excoffier et al., 1992).
A significancia estatistica das estimativas foi determinada por testes de permutagédo
(1000 permutacBes) e os niveis de significancia dos testes envolvendo multiplas
comparagOes foram ajustados usando a correcdo sequencial de Bonferroni (Rice, 1989).
Esses testes foram realizados no programa Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010). O
programa HPrare (Kalinowski, 2005) foi utilizado para estimar a riqueza alélica através
da andlise de rarefacdo para que possiveis problemas ligados a representatividade dos

ndmeros amostrais ndo interfiram nos resultados.

6.4 Analise de variabilidade genética e equilibrio de hardy-weinberg (EHW)

As estimativas de variabilidade genética foram feitas por meio das andlises das
frequéncias e da distribuicdo dos alelos em cada locus microssatélite utilizando-se o
programa ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al., 2005). Por meio deste foram obtidas a
heterozigosidade observada e esperada, distribuicdo no numero de alelos e riqueza de
alelos para cada localidade. Os grupos de individuos das localidades foram testados para
o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), o qual é uma condi¢do genética ideal
caracterizada pela unido aleatéria de alelos de um loco neutro de uma populagédo

infinitamente grande.

6.5 Andlise da estruturacdo genética

As estimativas de subdivisdo entre os grupos de individuos analisados neste
estudo foram realizadas pela Analise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et
al., 1992) aplicando-se o Fst de Wright (1969) que representa a quantidade de
diferenciacdo e fluxo génico entre as populacfes (Neigel, 2002). Essas analises foram
realizadas com 10.000 permutacGes e foram implementadas no programa ARLEQUIN
3.1 (Excoffier et al., 2006).

Para complementar a analise de genética de populagdes tradicional, descrita
acima foi realizada a analise Bayesiana implementada no programa Structure (Pritchard
et al., 2000). Esse método de analise tem como base 0 modelo de separagdo de grupos

em agrupamentos (Clusters). Esse programa atribui individuos a um nimero K de
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populagdes com base na estimativa Bayesiana em conformidade aos equilibrios
esperados de Hardy - Weinberg e auséncia de Desequilibrio de Ligagdo entre os loci
analisados dentro de cada populacdo. Dessa forma sdo definidos o nimero e a forma das
populacdes, aos quais pertencem os individuos, ndo sendo necessaria informacdo a
priori sobre a localidade de origem de cada individuo.

Abaixo segue a Tabela 2 com a distribuicdo dos individuos das populacGes

utilizados para cada marcador molecular.

Tabela 02: Localidades e tamanho amostral de Brycon amazonicus na calha do rio Madeira

para .ATPase e para 0s microssatélites.

Localidade Data de coleta ATPase Microssatélites
Montante 2009, 2010, 2011 08 08
Reservatorio 2009, 2010 05 07
Jusante 2010, 2011, 2012 28 22
Humaita 09/2009 25 20
Manicoré 06 e 08/2011 14 30
Rio Aripuana 11/2014 19 20
Borba 08/2011 32 20
Nova Olinda 06/2011 - 10
Total 131 137

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Diversidade genética de B. amazonicus na bacia do rio Madeira

Foram sequenciadas 131 amostras para o gene da ATPase subunidades 6 e 8,
distribuidos em sete localidades. Essas sequéncias tiveram um tamanho de 360 pares de
bases (pb), onde foram observadas 19 mutacgdes do tipo transicdo e oito transversdes. O
maior nimero de transi¢cdes foi observado nas amostras & montante da hidrelétrica de
Jirau, e as transversbes nas amostras do rio Aripuand. A composicdo de bases
nucleotidicas apresentou 31,97% de citosina, 27,78% de timina, 25,56% de adenina e
14,69% de guanina.

Os niveis de variabilidade genética foram bastante heterogéneos ao longo da
area amostrada. O nimero de haplotipos variou de 2 (Reservatorio) a 6 (Rio Aripuand),
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localidades que apresentaram também o menor (0,40) e maior (0.80) valores de
diversidade haplotipica, respectivamente. A maior diversidade nucleotidica foi
observada na populacdo a montante da hidrelétrica de Jirau e a menor no Reservatorio.
Todos os valores se encontram na Tabela 03.

Os testes de neutralidade seletiva de D de Tajima e Fs de Fu ndo foram
significantes indicando portanto que as populagdes estdo em equilibrio genético com
respeito a0 gene do DNA mitocondrial, ndo indicando desvios da neutralidade.
Entretanto, foram observados valores negativos para algumas localidades, indicando um

crescimento populacional (Tajima, 1989; Fu, 1997)

Tabela 03: indices de diversidade de B. amazonicus na bacia do rio Madeira baseados
no gene mitocondrial ATPase. (p <0.05).

L ocalidades Numero de Diversidade Diversidade D de Es de Fu
haplotipos  haplotipica  nucleotidica  Tajima

Montante 08 4 0.75 0.008442 -0.16751 0.00547
Reservatorio 05 2 0.40 0.003288 -1.04849 1.68758
Jusante 28 3 0.63 0.003440 1.38055 2.08388
Humaita 25 4 0.67 0.003452 0.51186 0.80057
Manicoré 14 3 0.48 0.004150 0.07683 0.78325
Rio Aripuand 19 6 0.80 0.003429 -0.38937  -1.67931
Borba 32 4 0.69 0.003496 0.71911 1.11174

As 131 sequéncias do gene ATPase subunidades 6 e 8 de B. amazonicus, foram
resumidas em sete haplétipos (Figura 6) que apresentaram diferencas nas suas
frequéncias entre as localidades. Observou-se trés hapl6tipos mais comuns observados
em praticamente todas as localidades. Outros haplétipos menos frequentes foram

observados nas localidades do Rio Aripuand, Borba, Humaita e a Montante.
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Figura 6 - Rede de haplotipos mostrando o compartilhamento de haplétipos entre os individuos

de B. amazonicus das sete localidades amostradas no rio Madeira. Nota: Mon= Montante

Para os marcadores microssatélites os parametros de diversidade genética podem
ser visualizados na Tabela 4. Os valores dos indices de diversidade genética também
foram bastante heterogéneos entre as localidades. O nimero médio de alelos (NA)
variou de 4.50 (Reservatdrio) a 9.71 (Manicoré). A heterozigosidade observada (HO)
variou de 0.49 (Rio Aripuand) a 0.73 (Humaitd), sendo acompanhada por valores
maiores de heterozigosidade esperada (HE) que variou de 0.59 (Rio Aripuand) a 0.83
em Nova Olinda.

N&do foi observado desequilibrio de ligacdo entre os loci. Desequilibrio de
Hardy-Weinberg foi observado em dois ou trés loci de forma heterogénia entre as
localidades, entretanto, o locus 2 dois apresentou desequilibrio de H-W para todas as
localidades. Poderiamos pensar que isso seja uma influéncia de auséncia de dados, mas
0S micros que apresentaram mais auséncia de dados foram os loci 1 e 5. Provavelmente
0 locus 2 possa estar sofrendo influéncia de alguma forca evolutiva, mas nao foi

possivel se testar essa hipotese neste momento.

Tabela 4. Principais parametros genéticos para Brycon amazonicus, incluindo
tamanho da amostra (N), Numero médio de alelos (NA), média calculada da diversidade
genética considerando os 8 loci microssatélites, heterozigosidade observada (HO), e

heterozigosidade esperada (HE).

Localidades N NA Média de diversidade Average

genética
HO - HE
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. Montante 8 4.86 0.58 +0.37 0.57 - 0.68z
. Reservatorio 7 4.50 0.55+0.35 0.63-0.74
. Jusante 22 7.71 0.66 £ 0.40 0.63-0.74
. Humaita 20 7.57 0.79+0.44 0.73-0.78
. Manicoré 30 9.71 0.74+0.44 0.61-0.79
. Rio Aripuana 20 6.00 0.40£0.29 0.49-0.59
. Nova Olinda 10 6.71 0.83+0.46 0.67-0.83
. Borba 20 6.57 0.71x0.41 0.65-0.72

Observou-se uma grande heterogeneidade nos valores dos indices de
variabilidade genética independente do marcador molecular utilizado. Entretanto, em
média os valores foram bastante similares, com 0.63 de diversidade haplotipica e 0.65
de diversidade génica para marcador mitocondrial e marcador nuclear, respectivamente.
Sugerindo uma diversidade genética mediana. Esses resultados também sdo similares
aos obtidos por Oliveira et al. (2017) que utilizou seis dos microssatélites usados no
presente estudo para B. amazonicus de trés localidades diferentes da calha do rio
Amazonas. Os autores reportaram valores de HO média de 0.68. Valores também
similares a estes foram reportados para as populacGes da espécie Brycon opalinus,
também com o mesmo marcadores microssatélites, obtendo uma média de HO de 0.56
(Barroso et al., 2005). Isso sugere que do ponto de vista da diversidade genética parece
que B. amazonicus ainda ndo foi afetado pela pesca intensa nesta regido. Isso
provavelmente tem a ver com seu grande tamanho efetivo populacional em suas
populacdes naturais sugeridos por Oliveira et al. (2017), o que é esperado para uma
espécie r estrategista. Entretanto, esses resultados devem ser vistos com cautela uma vez

que testar o efeito da pesca ndo foi o foco do presente trabalho.

Em 1981, a FAO recomendava o monitoramento da variabilidade genética de
estoques de peixes cultivados e de populacbes selvagens, visando a manutencdo dos
recursos genéticos pesqueiros. A variabilidade genética € importante na medida em que
permite que as populacfes se adaptem a um ambiente em transformacdo. A quantidade
de variabilidade genética em uma populacdo é determinada pelo nimero de genes em
seu pool genético e pelo nimero de alelos para cada gene polimdrfico (Frankham et al.,
2002).
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De maneira geral, as preocupacdes e acdes referentes aos impactos sobre a
biodiversidade nos ecossistemas aquaticos estdo muito mais relacionadas a percepgao
do desaparecimento de uma dada espécie do que a diminuicdo de sua diversidade
genética. A depauperacdo da variabilidade genética dentro e entre populacdes pode ser
um componente decisivo para a sobrevivéncia de uma espécie a méedio e longo prazo,
uma vez que, a habilidade de uma espécie de se adaptar as constantes modificacGes do
meio ambiente depende em grande parte do nivel de diversidade genética encontrada na
mesma (Frankham et al., 2002).

Considerando os resultados de diversidade genética obtidos no presente trabalho
recomenda-se um monitoramento deste pardmetro, uma vez que se deve estudar quais

serdo os efeitos das barragens a longo prazo sobre a diversidade genética da espécie.

7.2 Estrutura populacional de B. amazonicus na bacia do rio Madeira

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) mostrou que 94.63% da variancia
total foi observada dentro das populacGes e 5.37% entre as populacGes de B. amazonicus
(Fst=0.05369, P=0.01), ou seja, mesmo que pequena existe uma significante estrutura
populacional. Ao observarmos as comparagOes par a par do Fst percebe-se que
significante estrutura vem da das comparac6es que envolvem a localidade de Montante
(Tabela 5). Para as outra comparagdes a diferencia¢do genética (dST) par a par entre as
localidades mostrou valores muito baixos ou negativos entre a maioria das localidades
na bacia do rio Madeira, indicando que as popula¢fes de B. amazonicus nao se
encontram geneticamente diferenciadas ao longo do rio (P<0.05), para o marcador do
DNA mitocondrial.

Madeira provenientes do gene ATPase (P<0.05).

Tabela 5. Valores de ®ST par a par entre as populagdes amostradas de B. amazonicus na bacia do rio

Montante Reservatorio Jusante Humaita Manicoré Rio Aripuand  Borba
0.00000
Reservatorio 0.23408 0.00000
0.20255 -0.06373 0.00000
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Humaita 0.27445 -0.09347 -0.01280 0.00000
Manicoré 0.32405 -0.13913 -0.01673  -0.03949 0.00000
Rio Aripuana 0.30594 0.04976 0.05667 0.05014 0.06288 0.00000
Borba 0.16127 -0.01074 -0.02557 0.00826 0.02331 0.05452 0.00000
Como o fluxo génico (Nm) é inversamente proporcional ao Fst, observou-se
fluxo génico de 1.04 a 9.55 individuos para as comparac¢des envolvendo os individuos
de Montante e rio Aripuand. Os valores de migrantes foram bastante elevados entre
todas as outras populacdes ao longo do rio Madeira (Tabela 06), mas as comparagdes
incluindo essas duas localidades evidenciaram um fluxo génico restrito (<10
individuos), principalemente para a localidade Montante (<3 individuos migrantes por
geracao).
Tabela 06. Fluxo génico a partir dos valores de Nm (nimero de fémeas migrantes por
geracdo) entre as localidades amostradas com dados de ATPase para B. amazonicus na
bacia do rio Madeira.
Localidades Rio
Montante Reservatério Jusante Humaita Manicoré Aripuand Borba
Montante
Reservatorio 1.64
Jusante 1.97 Inf
Humaita 1.32 Inf Inf
Manicoré 1.04 Inf Inf Inf
Rio Aripuand 1.13 9.55 8.32 9.47 7.45
Borba 2.60 Inf Inf 60.01 20.09 8.67

A Andlise Bayesiana de Estrutura Populacional agrupou os 131 individuos em
cinco clusters, evidenciada pelas diferentes cores na Figura 7, como a melhor
probabilidade (-145.8331) de agrupamento. Entretanto, estes clusters estdo distribuidos
em todas as localidades, com exce¢do do cluster vermelho que esti presente somente
nas localidades do rio Aripuand. Essa distribuicdo dos clusters sugere uma diversidade
populacional distribuida de forma homogenea (Figura 7) para a maioria das localidades,

e claramente identifica uma populagéo geneticamente estruturada para o rio Aripuand.
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Figura 7. Resultado das analises no programa BAPS evidenciando a distribuigdo da diversidade
populacional em B. Amazonicus. As cores dispostas verticalmente representam os diferentes
clusters onde o cluster em cor vermelha apresenta ocorréncia somente na regido do rio
Aripuana.

Os resultados do programa Structure sugerem um total de trés grupos populacionais
correspondendo as cores azul, verde e laranja na figura 8. A predominancia do grupo
populacional “azul” ocorre principalmente nas localidades de Borba, parte de Manicoré
e nas regides Jusante, Reservatorio e Montante das cachoeiras do alto rio Madeira. A
predominancia do grupo “verde” ocorre nas localidade de Nova Olinda parte de

Manicoré e Himaitd. O grupo laranja foi predominante para a localidade do rio

T . ||_r TRT

Aripuand.

Figura 8. Resultado das anélises do programa Structure evidenciando a presenca de trés grupos

populacionais identificadas pelas cores verde, azul e laranja. As barras verticais correspondem

aos individuos amostrados.
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A estrutura populacional observada em Brycon amazonicus é um tanto quanto
complexa, uma vez que pode indicar que diferentes estoques pesqueiros possam estar
co-existindo e migrando em diferentes periodos. Esta hipdtese é lancada ao se observar
0s trés grupos populacionais obtidos e as datas das coletas (Tabela 2) percebe-se uma
consisténcia entre 0s anos e 0s grupos populacionais. Por exemplo, as localidades de
Nova Olinda, e Borba foram coletadas em junho e agosto de 2011, e elas compartilham
0 mesmo estoque genético; ja a populacdo de Manicoré apresenta duas populagdes
geneticamente diferenciadas, uma coletada em junho e a outra coletada em agosto de
2011. Esses resultados estdo em concordancia com os resultados de Santos-Filho &
Batista (2009) que através de dados de dinamica populacional de B. amazonicus dos
rios Purus, Madeira e Solimdes, sugerem estruturacdo populacional nos estoques
pesqueiros para a espécie, estimados pelas estruturas de tamanhos e curvas de
crescimentos. Diferentes estoques pesqueiros geralmente implicam que uma
determinada populacdo estd mais ou menos isolada de outros estoques da mesma
espécie (Carvalho & Hauser, 1994). Estrutura populacional dentro de um mesmo
sistema de drenagem tem sido encontrado para outras espécies de Brycon, como o
observado em Brycon lundii (Wasko & Galetti Jr., 2002), e Brycon orthotaenia
(Sanches et al., 2012). Interessantemente as localidades de Montante, Reservatorio e
Jusante apresentam padrGes misturados desses estoques, e sdo condizentes com 0S
diferentes anos de coleta dos individuos.

O padrdo de estrutura populacional obtido por ambos os marcadores utilizados
evidencia que as populacbes provenientes do rio Aripuand sdo geneticamente
estruturadas. Os resultados do BAPS e Structure sdo concordantes em evidenciar a
estrutura genética da populacdo proveniente do rio Aripuand. Vale reportar que este rio,
apesar de desembocar na margem direita do rio Madeira, nasce no Escudo Brasileiro na
regido do Mato Grosso. Este rio apresenta varias corredeiras e cachoeiras, sendo as
principais as existentes nas imediacGes da cidade de Aripuand (Salto das Andorinhas,
Dardanelos, etc.). Entretanto, a coleta dos individuos desta localidade foi feita abaixo
das cachoeiras alguns anos depois da amostragem das outras regides. Ou seja, para esta
localidade temos a questdo espacial e temporal que poderiam estar contribuindo para a
presenca deste estoque diferenciado.

Interessantemente os resultados do Structure evidenciam alguns individuos que
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apresentam parcelas diferentes de seu genoma provenientes dos diferentes estoques
populacionais, observando-se individuos com até trés parcelas diferentes dos estoques
genéticos, como, por exemplo, alguns individuos da Jusante (Figura 8). Isso indica que
apesar desses estoques serem geneticamente estruturados, eles ainda sdo capazes de
fluxo génico.

As cachoeiras do alto rio Madeira limitam o fluxo génico dos individuos de
Brycon amazonicus. Esses resultados vao de encontro aos achados de outros trabalhos
realizados com outras espécies de peixes, tais como em Colossoma macropomum
(Farias et al., 2010), Prochilodus nigricans (Machado et al., 2016), e Pseudoplatystoma
punctifer (Cunha-Machado et al., 2022). As corredeiras do rio Madeira ndo séo barreira
biogeografica a troca genética entre os espécimes a montante e jusante para B.
amazonicus, mas exercem sim papel no isolamento parcial (fluxo génico restrito) das
populacdes dessa espécie.

Com a construcgdo das hidroelétricas no alto rio Madeira foi feita ha mais de 10
anos, seria muito interessante analisarmos como estéo as populagfes atuais. Uma vez
que essas hidroelétricas agora funcionam como uma barreira completa a passagem de
individuos. Provavelmente as populages atuais, apds quase 10 geracdes, ja estao muito
mais estruturadas geneticamente. Assim, seria muito importante uma analise genética
das populagdes de Brycon amazonicus nas populagdes atuais na drenagem do rio

Madeira.

8 CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados, provenientes dos dados do gene mitocondrial
ATPase e dos microssatélites, sugerem que:

- Os niveis de diversidade genética obtidos para Brycon amazonicus sao
similares a outras espécies do género;

- Existem estoques genéticos diferentes co-migrando e co-existindo na bacia do
rio Madeira;

- As cachoeiras do alto rio Madeira limitam parcialmente o fluxo génico dos

individuos de Brycon amazonicus.
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