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RESUMO GERAL

A piraiba (B. filamentosum, Siluriformes: Pimelodidae) possui uma ampla
distribuicdo na bacia amazonica, ocorrendo a partir dos rios costeiros do estado
do Amapé até os cursos d'agua que cortam o sopé da cordilheira dos Andes.
Desde a década de 1970 j& havia duvidas sobre a existéncia de uma ou mais
espécies chamadas de piraiba, mas apenas em 2005 uma nova espécie
denominada piraiba negra (Brachyplatystoma capapretum) foi descrita, com
base em caracteres morfolégicos. H4 poucos dados sobre a biologia da piraiba
e 0s que existem geralmente s&o tratados em conjunto com outras espécies de
grandes bagres. Esta tese é escrita em dois capitulos. No primeiro capitulo, as
duas espécies popularmente conhecidas como piraiba (Brachyplatystoma
filamentosum e B. capapretum) e oriundas dos desembarques pesqueiros
realizados em nove regides inseridas em calhas de rios de 4guas brancas da
Amazbnia brasileira, foram caracterizadas geneticamente por meio do
sequenciamento da regiao controle do DNA mitocondrial. Para um total de 337
amostras, foi verificado que em média, na totalidade da &area amostrada
66,81% dos peixes pertenciam a espécie B. filamentosum e 33,19% & espécie
B. capapretum. Os valores de diversidade haplotipica foram altos em ambas as
espécies, entretanto, a diversidade nucleotidica foi maior em B. filamentosum.
Esses valores foram comparados aos valores de diversidade nucleotidica da
regido controle de outras espécies sobreexplotadas ou ameagadas de
sobreexplotagdo na Amazbnia, e sugerem que do ponto de vista genético, B.
filamentosum e principalmente B. capapretum necessitam de medidas urgentes
de manejo visando sua conservagdo. O modelo de substituicdo nucleotidica de
Tamura-Nei revelou que a divergéncia genética entre as duas espécies foi de
0,1018. Esse valor podera ser usado como referéncia para estudos
relacionados as distancias genéticas de outras espécies do género
Brachyplatystoma. O segundo capitulo teve como objetivo inferir sobre a
estrutura genética de B. filamentosum na Amazbnia brasileira, por meio do
sequenciamento da regido controle do DNA mitocondrial. Para isso foram
analisadas 262 amostras de B. flamentosum oriundas da captura comercial em
nove regides caracterizadas por possuir rios de aguas brancas, duas regides
com rios de &guas claras e uma regido com um rio de aguas pretas. A
SAMOVA resultou em um Fct de 0,62079 para k=3 grupos, nos quais as
regibes amostradas se agruparam de acordo com o tipo de 4gua. A analise
filogenética indicou a existéncia de trés clados que possuem uma forte relagéo
com a distribuicdo geogréfica dos trés tipos de 4guas da bacia amazdnica. Os
clados relacionados as aguas claras e pretas revelaram baixos valores de
diversidade haplotipica (11=0,0037 e 0,0036, respectivamente). Os resultados
foram discutidos no contexto evolucionério da bacia amazénica e também
revelaram a necessidade de a¢gbes de manejo com fins conservacionistas para
B. filamentosum.

Palavras-chave: piraiba, DNAmt, regido controle, pesca, Amazénia.
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Estimates of genetic diversity of piraiba (Brachyplatystoma filamentosum,
Lichtenstein 1819) and black piraiba (Brachyplatystoma capapretum,
Akama and Lundberg 2005), in the Brazilian Amazon, inferred by
mitochondrial DNA: subsidies to management and conservation.

GENERAL ABSTRACT

The piraiba (B. filamentosum, Siluriformes: Pimelodidae) has a wide distribution
in the Amazon basin, occurring from coastal rivers of Amapé state to the water
courses across foothills of the Andes. Since the 1970s there were doubts about
the existence of one or more species called piraiba, but in 2005 a new species
named black piraiba (Brachyplatystoma capapretum) was described based on
mofological characters. There are few data on the biology of piraiba and these
are usually treated together with other species of large catfish. This thesis is
written and divided into two chapters. In the first chapter, the two species
known as “piraiba” (Brachyplatystoma filamentosum and Brachyplatystoma
capapretum) from fishery landings held in 9 regions inserted in white water
rivers basins of the Brazilian Amazon, were genetically characterized through
mitochondrial DNA control region. For a total of 337 samples, it was verified
that, in medium, in all sampled area, 66.81% of the fishes belonged to B.
filamentosum species and 33.19% to B. capapretum species. The values of
haplotypic diversity were high for both species, however the nucleotide
diversity was higher in B. filamentosum (7= 0.0118) when compared to_B.
capapretum (= 0.0041). These values were compared to the nucleotide
diversity values of other overfished species or threatened species in the
Amazon and suggesting that the B. filamentosum and B. capapretum need
urgent management actions for conservation. The nucleotide substitution
model Tamaura-Nei showed that the genetic divergence between this species
was 0.1018. This value can be used as a reference for genetic distance studies
for others Brachyplatystoma species. The second chapter aimed to infer the
genetic structure of B. filamentosum in the Brazilian Amazon, through the
sequencing of the control region of mitochondrial DNA. 262 samples of B.
flamentosum were analyzed from the commercial catch in nine regions
characterized by having white-water rivers, two regions of rivers with clear
waters and one region with a black waters river. The SAMOVA resulted in Fct
=0.62079, for k = 3 groups, where the regions sampled were grouped according
to water type. Phylogenetic analysis indicated the existence of three clades that
have a strong relationship with the geographical distribution of three types of
waters of the Amazon basin. Clades related to the clear and black waters
showed low diversity of nucleotydes (1 = 0,0037 and 0.0036 respectively). The
results were discussed in the evolutionary context of the Amazon basin and
also revealed the need for management actions for conservation purposes for
B. filamentosum.

Key-words: piraiba, DNAmt, control region, fishery, Amazon.
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INTRODUCAO GERAL

Contexto geral das duas espécies: piraiba (Brachyplatystoma
filamentosum) e da piraiba negra (B. capapretum)

A bacia amazo6nica possui a maior diversidade de peixes de agua doce
do mundo, com um numero estimado em até 5.000 espécies, sendo que 43%
dos peixes pertencem a ordem characiformes, 39% a ordem siluriformes, 3% a
ordem gymnotiformes e o restante dividido entre 14 familias de diferentes
ordens (Santos e Ferreira, 1999). Embora, ha décadas a biologia pesqueira
seja alvo de estudos na Amazonia, o conhecimento adquirido permanece ainda
limitado quando se leva em consideracéo a riqueza de espécies e a produgao
bioldgica e econ6mica dos recursos pesqueiros explotados (Barthem e Fabré,
2004).

Os peixes migradores sdo os animais de maior valor econémico para a
Amazodnia. Sua bacia hidrografica abriga a maior diversidade de peixes
migradores do continente Sul Americano (Barthem e Goulding, 1997). Junto a
bacia do rio Orinoco, a bacia amazbnica provavelmente apresenta a maior
diversidade de predadores de grande porte (> 50 cm), quando comparada a
qualquer outro sistema de &gua doce do mundo. Esses predadores s&o
principalmente representados pela Familia Pimelodidae, que compreende pelo
menos 12 espécies de grandes bagres (Burgess, 1989; Barthem e Goulding,
1997), das quais destacam-se comercialmente as do género
Pseudoplatystoma, com oito espécies (Buitrago-Suarez e Burr, 2007), e as do

género Brachyplatystoma, com as seguintes espécies: a piramutaba, B.
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vaillantii; a dourada, B. rousseauxii; a piraiba, B. filamentosum, e a zebra, B.
juruense (Lundberg e Littmann, 2003); o bab&o, B. platynemum; a dourada
zebra B. tigrinum; e a piraiba negra B. capapetrum (Lundberg e Akama, 2005).

Os jovens de algumas dessas espécies podem ser encontrados no
estuario e os adultos sexualmente maduros no alto Amazonas, no Brasil,
Colombia e Peru, indicando grande migragéo reprodutiva que pode chegar a
3500 Km. A calha do rio Amazonas serve como via de dispersdo natural das
larvas e juvenis para o estuario e como ambiente onde os adultos e subadultos
encontram as presas (Ruffino, 2000). Contudo, de uma maneira geral, os
padrbes de migragdo dos grandes bagres ainda sdo desconhecidos e sobre
eles ainda séo insuficientes os estudos sobre a dinamica populacional (FAO,
2000).

A pesca dos bagres é feita com redes de emalhe e espinhel ao longo da
calha do rio Amazonas e seus principais afluentes de aguas brancas. Devido a
rejeicdo do consumo de peixes de couro pela populagdo da Amazonia Central,
sua captura € voltada principalmente para a exportacdo. Desde 1991 existe um
comércio de exportacdo dessas espécies. A piramutaba é responsavel por
quase 90% do pescado exportado pelo estado do Amazonas (Ruffino et al.,
2000). As outras espécies de bagres como a dourada, o surubim e a piraiba
também ndo sdo populares nos mercados locais do estado do Amazonas,
entretanto sdo bem apreciados nos estados de Rondbnia, Acre e Para (Araudjo-
Lima e Ruffino, 2003), sendo capturados pela pesca artesanal e comercial em
toda a bacia. A composigéo e a quantidade do pescado capturado dependem
do tipo de ambiente que predomina na &area de captura e de preferéncias de

consumo regional. Nesse sentido, o caracideo curimaté Prochilodus nigricans e
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a dourada séo as espécies mais importantes na regido amazdnica como um
todo (Barthem e Fabré, 2004). Entre as trés espécies de grandes bagres do
genéro Brachyplatystoma mais explorados comercialmente, apenas em torno
da piramutaba é que se desenvolveu a pesca industrial de pescado de agua
doce na Amazobnia, sendo feita pela frota de pesca de arrasto (Batista et al.,
2004). Esse € o peixe de grande importancia como item de exportagdo da
Amazodnia, e como principal exportador destaca-se o estado do Para que
exportou 28.000 toneladas no ano de 1977 (Dias Neto et al., 1985), e em 1986
foi a terceira espécie mais exportada pelo Brasil (Revista CACEX, 1988).
Atualmente a pesca da piramutaba ndo possui mais a grande importancia de
décadas atras (Ruffino et al., 2000).

A piraiba (B. filamentosum) possui uma ampla distribuicdo na bacia
amazodnica, ocorrendo a partir dos rios costeiros do estado do Amapa até os
cursos de 4gua que cortam o sopé da cordilheira dos Andes. Habita os canais
dos rios principais, de agua branca, preta e clara, tributarios e lagos de varzea.
H& poucos dados sobre a biologia da piraiba e os que existem geralmente sdo
tratados em conjunto com outras espécies de grandes bagres. Um dos
primeiros pesquisadores a estudar essa espécie foi o zo6logo Emilio Goeldi
(Santos e Jegu, 2004; Barthem e Goulding, 1997). Filhote é a designacéo dada
no Brasil para os individuos pequenos (< 60 cm). Na Colémbia é chamada de
lechero devido ao liquido branco (com fungdo desconhecida) que sai das
glandulas abaixo das nadadeiras peitorais (Agudelo-Coérdoba et al., 2000).
Essa espécie € caracterizada por apresentar dorso escuro e ventre claro
(Barthem e Goulding, 1997), e em relagdo ao seu porte, na Amazbnia, sO €

superada pelo pirarucu Arapaima gigas (Agudelo-Cérdoba et al., 2000).

15



Lundberg e Littmann (2003) mencionam um individuo com 360 cm. de
comprimento total. J& o peso maximo registrado é de 200 Kg. (Boujard et al.,
1997). As fémeas sdo com frequéncia maiores do que os machos (Agudelo-
Cérdoba et al., 2000). A piraiba também é encontrada junto com a piramutaba
e a dourada no estuario. Barthem e Goulding (1997) propuzeram para essas
duas dUltimas espécies um modelo migratério onde ocupam, em algum
momento, do ciclo de vida, a regido do estuario como area de criagao, a
Amazodnia central como area de alimentagdo dos adultos e subadultos e os
tributarios do oeste da bacia como areas de desova. Entretanto, os mesmos
autores sugerem que a piraiba realiza migracdes, embora existam poucos
dados disponiveis para detectar seus movimentos sazonais, além de
registrarem que as migragfes a partir do estuario ndo tém sido relatadas para
essa espécie. Em suma, o padrdo migratério da piraiba ainda € desconhecido
(Araudjo-Lima e Ruffino, 2003; Barthem e Goulding, 2007).

Desde a década de 70 ja havia duvidas sobre a existéncia de uma ou
mais espécies entre os peixes chamados popularmente de piraiba (Goulding,
1979). Os dados coletados pelo Projeto “Calhamazon”, realizado pela National
Science Fondation e colaboradores brasileiros (Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazobnia - INPA e Museu de Zoologia da Universidade de Séao Paulo -
MZUSP), resultaram no registro da existéncia de uma nova espécie do género
Brachyplatystoma, B. capapretum diagnosticada (Lundberg e Akama, 2005) por
apresentar as seguintes caracteristicas: denticdo das mandibulas fina e
densamente espagada, jovens com grandes manchas escuras e redondas nos
flancos, adultos com o dorso muito escuro e nadadeira caudal pouco furcada.

Individuos semelhantes a B. filamentosum, que apresentavam o dorso muito
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escuro, também foram coletados pelo projeto “PIRADA - Subsidios para o
manejo e conservagdo dos grandes bagres migradores pela caracterizagdo
genética dos estoques pesqueiros”, executado entre 1998 e 2008 pelo INPA.
Essas amostras foram depositadas no banco de tecidos do referido projeto,
algumas acompanhadas com observagdes, as quais se referem aos individuos

como “piraiba negra”.

Pesca comercial e identificacdo de estoques pesqueiros

Existem poucas informacdes se as espécies pescadas comercialmente
na Amazbdnia pertencem a uma Unica populacdo, ou a vérias populacdes
(Bayley e Petrere, 1989; Batista, 2001), e a definicho de grupos intra-
especificos é fundamental para o manejo da pesca (Barthem e Fabré, 2004).
Barthem et al. (1991) sugeriu que distintas populagbes de bagres se
reproduzem nas cabeceiras dos tributarios do rio Amazonas, e o conhecimento
disponivel sobre a identificagdo de estoques pesqueiros para as espécies de
grandes bagres na regido, é limitado (FAO, 2000). Indicios de sobreexplotagdo
(Petrere et al., 2004), duvidas sobre a existéncia de uma ou varias populacdes
da piraiba, e a ocorréncia de uma segunda espécie (B. capapretum), na bacia
amazonica, estimularam a realizagcdo de estudos voltados a compreensao da
complexidade envolvida com esse recurso, que por sua vez, € de fundamental
importancia em programas de conservagao e manejo da pesca.

Segundo Agostinho e Gomes (2006), o manejo para fins
conservacionistas deve viabilizar a manutengé@o dos limiares demogréaficos e

genéticos necessarios para a reproducdo e para 0os processos evolutivos das
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espécies, enquanto o manejo para fins pesqueiros deve contribuir para o
rendimento sustentavel da atividade.

Um problema classico e frequentemente encontrado no manejo das
pescarias € a identificacdo de grupos geneticamente diferenciados mas
tratados como um Unico estoque. Muitas espécies apresentam uma estrutura
genética mais ou menos distinta, em discretas populagfes. Acredita-se que as
espécies de dgua doce geralmente sdo divididas em um grande numero de
populacdes, que por sua vez sao isoladas reprodutivamente em diferentes
bacias hidrograficas (Allendorf et al.,, 1987). Beaumont e Hoare (2003)
chamam a atencdo para as varias denominag¢des usadas na caracterizagdo
desses grupos geneticamente diferenciados, citando as mais comuns
utilizadas pelos bidlogos pesqueiros, como “variedades”, “racas”, “linhagens”,
“populacdes” e “estoques”. Essa Ultima é a mais frequente, e pode ser definida
como um grupo de peixes explotado por uma arte de pesca especifica, ou que
existe em uma area em particular. Entretanto, esses autores acreditam que a
denominacdo “estoque” ndo é apropriada para casos em que a subdivisdo
genética € quase indistinguivel, e preferem referir-se a ela como populacéo, a
qual define um grupo intra-especifico de individuos que se reproduzem ao
acaso e que existem em uma area e tempo definidos. Quando a pesca €
realizada em uma &rea onde se encontram vérias popula¢gbes misturadas, é
essencial para o manejo pesqueiro identificar a contribuicdo de cada
populacdo na captura (Larkin, 1981). Com base nessa informagdo, as
agéncias que regulam a pesca possuem mais elementos para sua atuagéo
(Pella et al., 1987). Contudo, na pratica, a identificacdo dessas populacdes

visando o manejo das pescarias ndo é uma tarefa simples, devido a
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indisponibilidade de certos dados biolégicos e aos fatores politicos e

econdmicos envolvidos (Ward, 2000).

Estudos genéticos como ferramentas para a identificacdo de populagdes
de peixes

Além do DNA contido no nicleo celular, as células animais também
apresentam um DNA extra nuclear denominado DNA mitocondrial (DNAmt),
que encontra-se no interior das mitocondrias. O genoma mitocondrial dos
peixes contém 13 genes codificadores de proteinas, 2 genes codificadores de
RNA riboss6mico, 22 genes codificadores de RNA transportador e uma segao
ndo codificante, a regido controle ou alca — D, responsavel pela replicacdo do
DNAmt e transcricdo do RNA. Segundo Ferris e Berg (1987), as maiores taxas
de mutag&o ocorrem na regido controle e nos genes codificadores de RNA. A
elevada taxa de mutacdo, somada a caracteristicas como a heranca maternal
e a nado recombinacdo durante a meiose, tornam o DNAmMt um excelente
marcador molecular para estudos populacionais e filogenéticos (Avise et al.,
1984; Bermingham, 1990).

Varios sdo os exemplos de estudos populacionais em peixes, que
utilizaram andlises baseadas no sequenciamento da regido controle. Martins et
al. (2003) estudaram a variagdo do DNAmt em populagbes de Leporinus
elongatus (Anostomidae : Characiformes) na bacia do rio Parana. Na América
do Norte, Brown et al. (1993) verificaram a existéncia de duas popula¢des de
Acipenser transmontanus (Acipenseridae : Acipenseriformes) nos rios
Columbia e Fraser. Para Rhodeus ocellatus kurumeus (Cyprinidae

Cypriniformes), Kawamura et al. (2001) encontraram baixa diversidade
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genética nas popula¢cdes estudadas no Japdo. Sato et al. (2001) encontraram
diferencas  populacionais para Oncorhynchus keta (Salmonidae
Salmoniformes). Garber et al. (2004) verificaram a existéncia de apenas uma
populacdo de Lutjanus campechanus (Perciformes : Lutjanidae) habitando todo
0 Golfo do México e a costa da Flérida. Os corredores de migracdo de Xiphius
gladius (Perciformes : Xiphiidae) no oceano Pacifico foram inferidos por Reeb
et al. (2000).

Para o estudo da diversidade genética dos siluriformes amazonicos,
diferentes tipos de marcadores moleculares ja foram utilizados, e entre eles, o
seqlienciamento da regido controle do DNA mitocondrial. A estrutura genética
do surubim (Pseudoplatystoma fasciatum) e do caparari (Pseudoplatystoma
tigrinum) foi investigada na bacia amazonica e nos rios Orinoco e Magdalena
através de marcadores isoenzimaticos e RAPD. Diferengas populacionais para
0 surubim ocorreram entre as duas bacias. As isozimas revelaram diferencas
entre os individuos do caparari das bacias do Orinoco e Amazonas. Os
resultados das isozimas e do RAPD indicaram a existéncia de duas populacdes
de surubim na bacia amazénica (Ramirez, 2001). A variabilidade genética do
surubim no rio Magdalena também foi investigada por Gallo e Diaz-Sarmiento
(2003) através de isozimas, sugerindo uma Unica populacdo da espécie
habitando a bacia. Caracteristicas genéticas (formula cariotipica, nimero
fundamental e NORs) e bioquimicas (eletroforese de hemoglobina e enzimas)
da piracatinga (Calophysus macropterus) nos rios Solimbes e Negro,
demonstram que para essa espécie existe apenas uma populacdo habitando a
adrea (Ramirez, 1993). Batista e Alves-Gomes (2006) utilizaram a regido

controle do DNA mitocondrial para estudar a estrutura genética da dourada (B.
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rousseauxii) ao longo do eixo Amazonas/Solimdes e observaram que a
variabilidade genética dos peixes diminuiu & medida em que se distanciaram da
regido de Belém e se aproximavam da regido de Leticia, sugerindo que existem
populagBes distintas migrando para os diferentes tributarios das cabeceiras do
Solimées/Amazonas. Utilizando alozimas e DNA mitocondrial, Coronel et al.
(2004) encontraram alta variabilidade genética no estudo populacional da
dourada e do surubim nos rios Ichilo e Beni na Bolivia. Formiga-Aquino (2004),
além de encontrar alta variabilidade genética para a piramutaba no eixo
Amazonas/Solim@es, verificou que esta espécie esta representada por uma
Unica populagdo migradora na calha principal da bacia, revelada por meio da
andlise das sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial.
Recentemente, por meio do sequenciamento da regido controle e do gene
ATPase 6 do DNA mitocondrial, Boni (2008) confirmou geneticamente a
existéncia de duas espécies de jal, o Zungaro zungaro na bacia amazonica e
0 Zungaro jahu nas bacias dos rios Parana-Paraguai. Torrico et al. (2009)
realizaram um estudo sobre a filogenia do género Pseudoplatystoma com base
no sequéncimento da regido controle do DNA mitocondrial.

Essa tese divide-se em dois capitulos. O primeiro capitulo aborda a
diferenca genética entre as sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial
de B. filamentosum e B. capapretum, utilizando a caracterizagdo molecular
como forma de estimar as propor¢des das duas espécies capturadas pela
pesca comercial nos rios de dguas brancas da Amazonia brasileira. O segundo
capitulo aborda a estrutura genética de B. filamentosum em rios de &guas
brancas, claras e pretas da Amazobnia brasileira, com o0 uso do mesmo

marcador molecular.
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Apo6s segundo capitulo, foram escritas as consideracfes finais do

trabalho.
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Estimativa da divergéncia genética e frequéncias médias de captura das
piraibas Brachyplatystoma filamentosum e B. capapretum em rios de
adguas brancas da Amazonia brasileira.

RESUMO

Duas espécies de peixes popularmente conhecidas como piraiba
(Brachyplatystoma filamentosum e B. capapretum; Siluriformes: Pimelodidae),
oriundas dos desembarques pesqueiros realizados em nove regides inseridas
em calhas de rios de aguas brancas da Amazbnia brasileira, foram
caracterizadas geneticamente por meio do sequenciamento da regido controle
do DNA mitocondrial. Para um total de 337 amostras, foi verificado que em
média, na totalidade da area amostrada 66,81% dos peixes pertenciam a
espécie B. filamentosum e 33,19% a espécie B. capapretum. Os valores de
diversidade haplotipica foram altos em ambas as espécies; entretanto, a
diversidade nucleotidica foi maior em B. filamentosum (mm = 0,0118) quando
comparada a B. capapretum (1m = 0,0041). Esses valores foram comparados
aos valores de diversidade nucleotidica da regido controle de outras espécies
sobreexplotadas ou ameacgadas de sobreexplotagdo na Amazbnia, e sugerem
que do ponto de vista genético, B. filamentosum e principalmente B.
capapretum necessitam de medidas urgentes de manejo visando sua
conservacdo. O modelo de substituicdo nucleotidica de Tamura-Nei revelou
qgue a divergéncia genética entre as duas espécies foi de 0,1018. Esse valor
poderd ser usado como referéncia para estudos relacionados as distancias
genéticas de outras espécies do género Brachyplatystoma.

Palavras-chave: Bagre, peixe, DNAmt, regido controle, pesca, agua doce.
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Estimative of genetic divergence and average frequency of catching
piraibas Brachyplatystoma filamentosum and B. capapretum in white
water rivers of the Brazilian Amazon.

ABSTRACT

Two fishes species popularly known as piraiba (Brachyplatystoma filamentosum
and Brachyplatystoma capapretum, Siluriformes: Pimelodidae) originated from
fishery landings held in 9 regions inserted in white water rivers basins of the
Brazilian Amazon, were genetically characterized through mitochondrial DNA
control region. For a total of 337 samples it was verified that, 66.81% of the
fishes belonged to B. filamentosum species and 33.19% to B. capapretum
species. The values of haplotypic diversity were high for both species. However
the nucleotide diversity was higher in B. filamentosum (= 0.0118) when
compared to_B. capapretum(mm= 0.0041). These values were compared to the
nucleotide diversity values of other overfished species or overfishing-threatened
species in Amazon and suggesting that B. filamentosum and, more
especifically, B. capapretum needs urgent management actions of
conservation. The nucleotide substitution model Tamaura-Nei showed that the
genetic divergence between these species was 0.1018. This value can be used
as a reference for genetic distance studies for other Brachyplatystoma species.

Key words: Catfish, finfish, mtDNA, control region, fishery, freshwater.
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INTRODUCAO

A bacia amazobnica possui a maior diversidade de peixes de agua doce
do mundo, estimando-se a existéncia de até 5.000 espécies. Entretanto, a
atividade pesqueira na regido explora menos de 50 espécies, e entre essas,
sete espécies de bagres migradoras de médio a grande porte, do género
Brachyplatystoma (Siluriformes: Pimelodidae) (Barthem e Goulding, 1997;
Santos e Ferreira, 1999), que podem ser caracterizadas como de elevada
importancia socioeconémica (Carvalho e Barros, 2008). A pesca dos grandes
bagres é compartilhada por paises como o Brasil, Peru, Colédmbia e Bolivia. A
Comisséo da Pesca Continental para a América Latina (COPESCAL) apontou
entre outros aspectos, a necessidade de identificacdo de seus possiveis
estoques pesqueiros (FAO, 2000), sendo que a delimitacdo desses é crucial
para subsidiar as agcdes de manejo e conservagao (Vrijenhoek, 1998; Ward,
2000). Na Amazobnia, a maior producdo pesqueira ocorre em rios de aguas
brancas, em comparag¢do a outros rios da regido, de aguas claras e pretas
(Santos e Santos, 2005).

A piraiba ou filhote (Brachyplatystoma filamentosum) é considerada o
maior predador dos canais dos rios amazonicos e freqlientemente ultrapassa
100 kg de peso. Desde a década de 1970 ja havia duvidas sobre a possivel
existéncia de uma ou mais espécies de piraiba. Em 2005, Brachyplatystoma
capapretum, conhecida como piraiba negra, foi descrita com base em
caracteres morfologicos (Lundberg e Akama, 2005). No presente texto, o termo

“piraiba” fara referéncia as duas espécies em conjunto.
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Embora seja possivel a distingdo entre as duas espécies pela
observacéo atenta das diferengas entre os dentes da pré-maxila, € comum os
peixes chegarem aos portos de desembarque sem a cabecga, o que dificulta a
sua identificagdo. Além disso, os setores pesqueiro e governamental ainda néo
se adaptaram & nova revisdo taxonémica e consideram erroneamente as duas
espécies, para fins de comercializac@o e estatistica pesqueira, apenas como B.
filamentosum. Com base em amostras contendo as duas espécies misturadas,
foi gerado todo o conhecimento disponivel sobre a biologia e dinamica
populacional da “piraiba”. Sua carne € classificada pelo mercado como sendo
de primeira classe, mas possiveis diferencas nos padrbes migratérios e na
importancia relativa de B. filamentosum e B. capapretum para a pesca
comercial ainda sao desconhecidos (Araujo-Lima e Ruffino, 2003; Barthem e
Goulding, 2007). Entretanto, existem observacfes quanto a distribuicdo
geogréfica das duas espécies que indicam a presenca de B. filamentosum em
toda a extensdo da bacia amazobnica, enquanto B. capapretum parece ocorrer
apenas em tributarios de aguas brancas e pretas, abaixo da cota altimétrica de
200m acima do nivel do mar (Barthem e Goulding, 1997; Lundberg e Akama,
2005).

Dessa maneira, por meio da andlise de sequéncias da regido controle do
DNA mitocondrial de B. filamentosum e B. capapretum, os objetivos do
presente trabalho foram estimar: i) a frequéncia média de cada espécie entre
as piraibas capturadas pela pesca comercial em rios de &gua branca da
Amazodnia brasileira; ii) a variabilidade genética de cada espécie; e iii) a

divergéncia genética entre as duas espécies. Os resultados obtidos poderédo
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respaldar agbes de manejo pesqueiro e embasar estudos sobre a biologia de

B. filamentosum e B. capapretum.
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MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras e sequenciamento da regido controle do DNA

mitocondrial

Um total de 337 amostras (Tabela 1) de tecidos musculares ou
nadadeiras de peixes comercializados sob o nome popular de “piraiba”, foram
coletadas em 14 portos de desembarque pesqueiro e de comercializagdo do
pescado ao longo de rios de agua branca da bacia amazonica, no Brasil, entre
0os anos de 1998 e 2008. As amostragens foram conduzidas no ambito do
Projeto “Subsidios para manejo e conservagdo dos grandes bagres migradores
na Amazébnia pela identificacdo e caracterizacdo genética dos estoques
pesqueiros” (PROJETO PIRADA), realizado pelo Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA). Foram realizadas 48 campanhas amostrais em
intervalos temporais diversos, adequados ao esfor¢o logistico necessério para
a coleta das amostras na grande extensdo geografica da area estudada. A
coleta das amostras foi autorizada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) por meio do processo n°
02005.001811/04-65. Durante as coletas, foram medidos os comprimentos
furcais de 71,81% dos peixes amostrados, 0S quais estavam sem cabeca e
eviscerados. As amostras foram conservadas em alcool 90%, numeradas e
depositadas no banco de tecidos do Laboratorio Temético de Biologia
Molecular (LTBM/INPA).

Os 14 locais amostrados foram agrupados em nove regides (Fig. 1)

caracterizadas pelas sub-bacias hidrograficas as quais estavam inseridas ou
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pela localizagdo em relagdo ao eixo principal do rio Solimdes/Amazonas
(Tabela 1).

Embora exista uma classificagéo diferenciada para o rio Branco relativa
a condutividade da agua (Ferreira et al., 2007), no presente trabalho esse foi
considerado como de &guas brancas, a cor associada a rios com elevada
quantidade de sdlidos em suspenséo.

Nao foi possivel determinar as datas exatas em que os exemplares
foram retirados da &gua e quantificar o tempo decorrido entre a pesca, 0
armazenamento, venda e coleta das amostras. Entretanto, para assegurar que
as amostras eram oriundas do local amostrado, os pescadores e vendedores
foram questionados acerca da area de pesca de origem dos exemplares
capturados.

A extracdo do DNA total, a amplificagdo e o sequenciamento completo
da regido controle do DNA mitocondrial foram realizados seguindo os

procedimentos e primers descritos por Batista e Alves Gomes (2006).

Identificag&o e alinhamento das sequéncias

Seis sequéncias de referéncia (trés de cada espécie) foram obtidas de
peixes diagnosticados morfologiamente pelo Dr. John Lundberg, como B.
filamentosum ou B. capapretum. A identificacdo das espécies as quais a
demais sequéncias pertenciam, foi realizada pela comparagdo baseada em 60
mutacdes caracteristicas de cada espécie que foram observadas nas
sequéncias de referéncia (Tabela 2).

Apos identificadas as espécies as quais pertenciam as 337 sequéncias,

essas foram alinhadas (incluindo as oito sequéncias de referéncia) com o
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auxilio dos programas computacionais BioEdit 7.0.9.0 (Hall, 1999) e Chromas
2.24 (Technelisyum, 1998). Inicialmente as sequéncias foram alinhadas
separadamente para cada espécie. Em seguida todas as sequéncias foram
agrupadas em uma matriz, na qual foi feito o alinhamento final entre as duas
espécies com a insercdo de 5 gaps em B. filamentosum e 6 gaps em B.

capapretum, resultando em uma matriz com 337 sequéncias de 919 sitios.
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Tabela 1 — Regifes e seus respectivos locais de coleta, suas localizagdes politico-geograficas e o numero de
amostras de piraiba (Brachyplatystoma ssp) coletadas por local.

Latitude

Regido Local Estado Longitude n° de amostras de piraiba

Belém . 01°27'18,04"S

Eixo Solimdes/Amazonas Belem PA 48°30'08,90"W 36
Santarém . 02°26'25,58"S

Eixo Solimdes/Amazonas Santarem PA 54°41'54,70"W 42
Manaus 03°05'39,60"S

Eixo Solimdes/Amazonas Manaus AM 60°01'33,63"W 28
. 03°18'22,60"S

Tefé Tefé AM 64°45'33.50"W 18
Eixo Solimbées/Amazonas . 01°49'34,81"S

Japura AM 66°35'58 32" W 64
Tabatinga . 04°15'11,62"S

Eixo Solimdes/Amazonas Tabatinga AM 69°56'19,36"W 25
. . 02°50'23,75"N

Rio Branco Boa Vista RR 60°39'43 61"W 21
08°45'42,85"S

Porto Velho RO 63954'06. 77" W 51
. . L 10°47'27,28"S

Rio Madeira Guajara Mirim RO 65019'56.74"W 04
L, 05°48'33,77"S

Manicoré AM 61°18'01.77"W 02
. 07°12'20,72"S

Labrea AM oErine Qo 30

Boca do Acre AM 67°24'29 67"W 03

Cruzeiro do Sul AC %oigéggg\?\/ 05

i ura Eirunepé AM 06°37'40,87"S 08
P 69°54'04,24"W

Total 337
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Tabela 2 — Mutacdes nucleotidicas da regido controle do DNA mitocondrial de B. filamentosum e B. capapretum
utilizadas na identificacdo das sequéncias e suas respctivas espécies.

N° da amostra

0353
0354
0368
0370
0363
0369

Posicao do sitio nucleotidico
0oo000OO0O1I1111111111111222222333
Espécie 011122801123555566667446789223
5359349019161289125685624100091
B. filamentosum A A AAA A A
B. filamentosum A A AAA A A
B. filamentosum A A AAA A A

B. capapretum
B. capapretum
B. capapretum

N° da amostra

Posicao do sitio nucleotidico

33344445556666666666 7777772382838
Espécie 33635554690002456678012455023
48944569505898847826977301021

0353
0354
0368
0370
0363
0369

B. filamentosum
B. filamentosum
B. filamentosum
B. capapretum
B. capapretum
B. capapretum

> > |w w w
B~ IENN CIEN|

7
2
A
A
A
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Estimativa da frequéncia média de B. filamentosum e B. capapretum entre
as piraibas capturadas pela pesca comercial em rios de aguas brancas da

Amazobnia brasileira

Para cada local amostrado foi identificado, por meio das sequéncias de
DNA processadas, o numero de individuos de cada espécie. Posteriormente
esses numeros foram agrupados por regido e usados para calcular a
frequéncia de cada espécie no desembarque pesqueiro de cada regido
(Alcantara Filho, 1988). A média das frequéncias de cada espécie,
considerando todas as regides, foi assumida como a estimativa da frequéncia
média de cada espécie entre as piraibas capturadas pela pesca comercial, em
rios de aguas brancas da Amazénia brasileira.

Apos a identificacdo da espécie, os comprimentos furcais medidos nas
coletas foram agrupados por espécie e as suas médias comparadas por meio

do teste t com significancia estatistica de 5%.
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Regides

@® Becliém
Santarém
Manaus
Tefé
Tabatinga
Rio Branco

@ Rio Madeira
Rio Purus

@ Rioluruia

Figura 1 — Locais amostrados e seus respectivos agrupamentos por regiao
indicados pelas cores dos marcadores: 1) Belém; 2) Santarém; 3) Manaus; 4)
Tefé; 5) Japura; 6) Tabatinga; 7) Boa Vista; 8) Manicoré; 9) Porto Velho; 10)
Guajara Mirim; 11) Labrea; 12) Boca do Acre; 13) Eirunepé e 14) Cruzeiro do
Sul.

Estimativa da diversidade genética das espécies

Com auxilio do programa computacional Arlequin 3.11 (Excoffier et al.,
2005), foram estimados 0s seguintes parametros genéticos para a regido
controle do DNA mitocondrial de cada espécie: o niumero de haplétipos, o
namero de haplétipos unicos, a diversidade haplotipica (Hd: probabilidade de
duas sequéncias serem diferentes em uma populacdo) (Nei, 1987a), a
diversidade nucleotidica (1: numero de diferencas nucleotidicas por sitio entre

as sequéncias) (Nei 1987a), o numero total de sitios, 0 numero de sitios
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polimérficos (S), o nimero de transi¢ces (TS), o numero de transversdes (TV),

0 numero de indels e a composi¢do nucleotidica.

Estimativa da divergéncia genética entre as espécies

O modelo de substituicdo nucleotidica para a regido controle do DNA
mitocondrial, considerando as duas espécies em conjunto, foi elaborado por
meio do programa computacional Modeltest (Posada e Crandall, 1998). O
modelo TN93 (Tamura e Nei, 1993) e o valor da distribuicdo gamma (I =
0,3602), foram utilizados para estimar a média (+ e. p.) das divergéncias
genéticas par a par inter e intraespecifica, com o uso do programa

computacional MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007).

43



RESULTADOS E DISCUSSAO

Estimativa da frequéncia média de B. filamentosum e B. capapretum,
entre as piraibas capturadas pela pesca comercial em rios de adguas

brancas da Amazonia brasileira

O nudmero de amostras de B. filamentosum e B. capapretum
identificadas por meio da regido controle do DNA mitocondrial, para cada local
e agrupadas por regido, séo apresentados na Tabela 3. As frequéncias de cada
espécie por regido, e a estimativa da frequéncia média de cada espécie entre
as piraibas capturadas pela pesca comercial em rios de &guas brancas da
Amazonia brasileira, séo apresentadas na Figura 2. Em todas as regides,
exceto em Manaus e no rio Purus, a frequéncia de B. filamentosum foi superior
a frequéncia de B. capapretum. O valor médio das frequéncias indicou que de
cada trés piraibas comercializadas, aproximadamente duas sdo B.
filamentosum e uma B. capapretum.

O seglenciamento da regido controle e de genes mitocondriais €
empregado para detectar diferengas populacionais e elucidar relagdes
filogenéticas em peixes, além de identificar espécies e produtos oriundos da
pesca (Fraga et al., 2007; Gil, 2007; Hubert et al., 2008; Pappalardo et al.,
2008). No presente trabalho, o sequenciamento da regido controle do DNA
mitocondrial mostrou bom potencial para revelar a composi¢do especifica da
piraiba comercializada nos rios de aguas brancas da Amazénia brasileira, que
até entdo era desconhecida. O mesmo marcador molecular foi usado com

sucesso para inferir a filogeografia da dourada (Brachyplatystoma rouseauxxi),
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e a panmixia da piramutaba (Brachyplatystoma vaillanti) e do tambaqui
(Colossoma macropomum), no eixo dos rios Solimdes/Amazonas (Formiga-

Aquino, 2004; Batista e Alves Gomes 2006; Santos et al., 2007).
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Tabela 3 — Niumero de amostras identificadas como sendo de B. filamentosum e B. capapretum para cada regiéo e
seus respectivos locais.

. n° de amostras por local n° de amostras por regiao
Regiéo Local : .
B. filam. B. capap. B. filam. B. capap.
Belém .
Eixo Solimdes/Amazonas Belem 31 05 31 05
__ Santarem Santarém 25 17 25 17
Eixo Solimdes/Amazonas
Manaus
Eixo Solimdes/Amazonas Manaus 06 22 06 22
Tefé Tefé 12 06 56 26
Eixo Solimbes/Amazonas Japura 44 20
Tabatinga .
Eixo Solimdes/Amazonas Tabatinga 15 10 15 10
Rio Branco Boa Vista 18 03 18 03
Porto Velho 43 08
Rio Madeira Guajara Mirim 04 - a7 10
Manicoré - 02
. Labrea 15 15
Rio Purus Boca do Acre i 03 15 18
. Cruzeiro do Sul 05 -
Rio J 3 ; . 12 01
10 Jurua Eirunepé 07 01
Total 225 112
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Mais de 50 % das capturas da piraiba na Amazdnia ocorrem na regiao
fronteirica entre o Brasil, Peru e Colombia, e 90% dessas sdo comercializadas
na cidade colombiana de Leticia, vizinha a cidade brasileira de Tabatinga.
Nesse local, a produgdo anual de piraiba declinou de 4000 toneladas em 1983
para valores insignificantes em 2000, indicando a possibilidade de

sobreexplotagéo (Petrere 2004, Barthem e Goulding, 2007).

OB8. filamentosum @ B. capapretum
100 -
13,89 14,28 169 17,54
80 - 10,48 L0 40,00 23,19
_— 54,55
£
= 60 - 78,57
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¥ 92,31
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i 59,52 0830 60,00 Gk
20 - 45,45
21,43
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Regides

Figura 2 — Frequéncias de B. filamentosum e B. capapretum por regido, e a
estimativa da frequéncia média de cada espécie entre as piraibas
comercializadas nos rios de aguas brancas da Amazénia brasileira, reveladas
pelo sequenciamento da regiéo controle do DNA mitocondrial.

Os valores médios das proporcBes entre os desembarques de B.
filamentosum e B. capapretum obtidos no presente trabalho, permitiram uma
estimativa da producédo brasileira dessas espécies, quando os aplicamos aos

dados oficiais da estatistica pesqueira divulgados pelo Instituto Brasileiro de
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Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) entre 2001 e
2004 (Ruffino et al., 2002, 2005, 2006; Thomé-Souza, 2007). Desse modo,
estimamos que aproximadamente 670 toneladas de B. capapretum (33% do
total capturado como “piraiba”) podem ter sido comercializadas como B.
filamentosum naquele periodo, nos estados do Amazonas e Para. Devido a
interrupcéo do sistema de coleta de dados da estatistica pesqueira em 2005
(Rufinno, 2008), ndo foi possivel estimar essa producdo relativa a partir de
2004.

A piraiba é capturada principalmente, com o uso de dois apetrechos de
pesca, o espinhel e a rede de emalhe. Para o mercado, como néo hé distingdo
entre B. filamentosum e B. capapretum, inexiste a preferéncia pela carne ou
diferencas de prego entre ambas. Assim, assumindo que na ocasido da
captura, o esforgo de pesca e a seletividade dos apetrechos foram 0os mesmos
para as duas espécies, consideramos que esses fatores ndo influenciaram os
resultados das frequéncias por regido e suas médias estimadas, sendo esses
uma expressao aproximada das frequéncias encontradas no ambiente natural
abrangido pela area estudada. Porém, € importante considerar que devido ao
desconhecimento do tempo decorrido entre a retirada dos peixes da agua e a
coleta das amostras, além da aleatoriedade temporal na amostragem, as
estimativas das frequéncias entre as duas espécies podem ter sido
influenciadas por uma limitagdo amostral cujos efeitos foram impossiveis de
quantificar. Além disso, os valores de frequéncia discrepantes encontrados nas
regibes de Manaus e rio Purus, nas quais os de B. capapretum foram maiores

do que os de B. filamentosum, indicam que pode ter existido um fator
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desconhecido atuando no balanco das propor¢cdes entre as duas espécies, pelo
menos na regido de Manaus. A primeira vista, esse fator pode estar
relacionado ao movimento migratério, que provavelmente € distinto entre
ambas as espécies. Segundo Lowe McConell (1999), espécies de peixes
bioldgicamente semelhantes podem apresentar diferencas no comportamento.
Embora os seus padrbes migratorios sejam desconhecidos (Barthem e
Goulding, 2007), é fato que a piraiba realiza migragfes longitudinais em
direcdo as cabeceiras dos rios (Agudelo-Cordoba et al., 2000) e, como em
outros peixes da Amazdnia, esse comportamento € intimamente ligado ao ciclo
de cheias e vazantes da bacia (Santos e Jegu, 2004).

Na Amazénia colombiana, a época reprodutiva da piraiba ocorre durante
a descida do nivel das &guas e os primeiros eventos de reprodugdo
provavelmente se iniciam entre os seis e os dez anos de idade (Agudelo-
Cérdoba et al., 2000). Nesse sentido, estudos sobre os padrdes migratorios
das duas espécies e as suas relacdes com as proporcdes desembarcadas,
devem ser conduzidos com o auxilio de outras ferramentas além da genética,
como a biotelemetria (Slavik et al., 2007).

As médias (£ d. p.) dos comprimentos furcais foram obtidas para 164
exemplares de B. filamentosum (88,23 £ 25,75 cm) e 78 exemplares de B.
capapretum (71,35 + 23,01 cm), sendo que para essas, o teste t revelou néo

existir diferenca estatisticamente significativa.
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Estimativa da diversidade genética das espécies

As estimativas dos parametros genéticos para a regido controle do DNA

mitocondrial de B. filamentosum e B. capapretum s&o apresentados na Tabela

4.

Tabela 4 — Estimativas dos pardmetros genéticos para a regido controle
do DNA mitocondrial de B. filamentosum e B. capapretum.

Parametros

B. filamentosum B.capapretum

n° de amostras
n° de haplétipos
n° de haplétipos Unicos
Diversidade haplotipica (Hd)

Diversidade nucleotidica (1r)

225 112
130 53
96 40

0,9871 + 0,0028 0,9509 + 0,0106

0,0118 + 0,0060 0,0041 + 0,0023

n° total de sitios 914 913
n ° de sitios polimérficos (S) 68 34
Transicoes 63 27
Transversoes 06 03
Indels 02 04
A 32,72% 31,65%
O «
T C
T <
D= C 21,86% 20,72%
9 ¢
g g
C
8 = G 13,75% 14,60%
T 31,67% 33,02%
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Os valores da diversidade haplotipica foram semelhantes para ambas as
espécies. Por outro lado, os valores dos parametros genéticos (m e S) de B.
capapretum demonstraram que essa possui um menor nimero de substituicbes
na regido controle do DNA mitocondrial, quando comparada com B.
filamentosum. A taxa de substituicdo nucleotidica na sequéncia do DNA é uma
funcdo da taxa de mutagdo e sua probabilidade de fixagdo (Kimura, 1983).
Segundo Kocher e Carleton (1997), a taxa de sustituicdo nucleotidica no DNA
mitocondrial de peixes resulta de uma delicada interacdo entre mutacéo,
limitagdo seletiva na escala molecular e organismica e eventos populacionais.
Os tele6steos podem apresentar diferentes taxas de substituicdo da regido
controle do DNA mitocondrial entre espécies, que parecem estar relacionadas
a diferencas limitadas a estrutura ou fungéo dessa regidao (McMillan e Palumbi,
1997). A exposicao aos danos oxidativos da cadeia respiratéria e a falta de um
mecanismo de reparo sdo 0s principais fatores que contribuem para as
elevadas taxas de mutagdo observadas no DNA mitocondrial (Gray, 1989). As
composicdes nucleotidicas de B. filamentosum e B. capapretum foram
semelhantes as encontradas para a regido controle de outros genomas
mitocondriais, que demonstram possuir um maior nimero de bases A e T
(Chiang et al., 2006).

A comparagdo entre as sequéncias da regido controle do DNA
mitocondrial de duas espécies de peixe-pedra (género Sebastes) capturados
no Japdo, demonstrou que Sebastes thompsoni e Sebastes inermis possuiam
altos valores de diversidade haplotipica (Hd = 1,00 e 0,93 respectivamente),

mas o valor de diversidade nucleotidica para S. thompsoni (1 = 0,034) foi maior
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do que para S. inermis (m = 0,011). Segundo Higuchi e Kato (2002), essa
diferenca ocorreu devido ao tamanho efetivo da populagédo de S. thompsoni
(responsavel por 48% das capturas do género Sebastes) ser maior que de S.
inermis  (responsavel por 2% das capturas). Em outro estudo, o
sequenciamento da regido controle do DNA mitocondrial de Siganus spinus e
Siganus guttatus também revelou para ambas, altos valores de diversidade
haplotipica (Hd = 0,91) e valores diferentes de diversidade nucleotidica (S.
spinus 1 = 0,0061; S. guttatus ™ = 0,0181), e essa diferenga foi creditada a
uma maior velocidade de expansédo do tamanho populacional para S. spinus
(wamoto et al.,, 2009). Assim, mesmo com o alto valor de diversidade
haplotipica obtido para B. capapretum, o seu baixo valor da diversidade
nucleotidica em relagéo a B. filamentosum pode indicar que a primeira possuli
um menor tamanho populacional, o que parece ser confirmado pelos valores de
frequéncia média dos peixes comercializados.

O valor médio da diversidade nucleotidica (m = 0,0120) da regido
controle do DNA mitocondrial do tambaqui (C. macropomum) foi considerado
alto para essa espécie, que sofre forte pressdo por pesca (Santos et al., 2007).
Para a pescada amarela (Cynoscion acoupa), o valor médio da diversidade
nucleotidica da regido controle (m = 0,0028) foi considerado baixo, e
provavelmente esta associado a sobreexplotacdo (Rodrigues et al., 2008).
Esses valores comparativos sugerem que a pesca intensa praticada sobre a
piraiba, até o final da década de 1990 (Petrere et al., 2004; Barthem Goulding,
2007), pode ter causado uma diminuicdo da diversidade nucleotidica de forma

mais drastica apenas em B. capapretum. As diversidades nucleotidicas
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observadas para a regido controle da dourada e da piramutaba foram 1 =
0,0095 e 1= 0,0166, respectivamente (Batista e Alves-Gomes, 2006; Formiga-
Aquino, 2004). De acordo com a instrugdo normativa n° 5, de 21 de Maio de
2004, editada pelo Ministério do Meio Ambiente do Brasil, o tambaqui, a
dourada e a piramutaba foram incluidos na lista de espécies de peixes
sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotagdo (MMA, 2004). Assim, o
valor médio da diversidade nucleotidica de B. filamentosum sugere, do ponto
de vista genético, que essa espécie também seja incluida na lista de espécies
sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotagdo. Para B. capapretum, que
apresenta baixos valores de diversidade genética, além da sua inclusdo na
lista, serd necesséaria a adocdo de medidas urgentes de manejo pesqueiro.
Segundo Agostinho et al. (2005), o manejo pesqueiro deve priorizar tanto a
producdo pesqueira quanto a manutencdo da biodiversidade, além de manter
acbes que promovam a integridade de areas importantes para o ciclo de vida
das espécies, 0 monitoramento constante, e o envolvimento dos pescadores.

A interpretagdo proposta por Grant e Bowen (1998) para a relagéo entre
valores de diversidades haplotipica e nucleotidica para o DNA mitocondrial de
tele6steos marinhos, permite classificar B. filamentosum como uma espécie
que possui uma grande populacdo estavel, com uma longa historia evolutiva ou
com contato secundario entre linhagens diferentes, e B. capapretum como uma
espécie que sofreu um efeito de gargalo de garrafa seguido de um répido
crescimento populacional. Esses resultados nos levam a sugerir que B.
capapretum, além de apresentar naturalmente um menor tamanho efetivo

populacional, pode ter sofrido um efeito de gargalo de garrafa devido a
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sobreexplotagdo. Na Amazonia boliviana, Coronel et al. (2004) sugeriram por
meio da técnica de RFLP do DNA mitocondrial, que B. rouseauxii pode ter
sofrido o efeito de gargalo de garrafa devido a forte atividade pesqueira.
Contudo, a dinamica de contragdo-expansdo das populagcdes pode estar
associada a eventos nao relacionados a pesca, como as variagdes ambientais
durante o pleistoceno (Atarhouch et al., 2006, Hubert et al., 2007). De acordo
com Bouzat (2000), para nao incorrer em erros interpretativos, as inferéncias
sobre a relacdo entre diversidade genética e o tamanho efetivo da populagéo
devem ser acompanhadas de medidas de diversidade genética que sirvam
como um controle temporal. Dessa maneira, os resultados dos parametros
genéticos obtidos no presente trabalho poderdo ser usados como uma
marcacao temporal para o monitoramento genético de B. filamentosum e B.

capapretum no futuro.

Estimativa da divergéncia genética entre as espécies

O modelo de substituicdo nucleotidica TN93 (Tamura e Nei, 1993) é
considerado um dos mais realistas e baseia-se numa frequéncia desigual entre
as bases nucleotidicas, com as substituicdes apresentando duas classes de
transicdes e uma classe de transversao (Simon et al. 2006). A aplicagdo desse
modelo resultou na média (+ e. p.) estimada das divergéncias genéticas par a
par entre a regido controle do DNA mitocondrial de B. filamentosum e B.
capapretum, de 0,1018 £ 0,0082 (ou aproximadamente 10 %). As divergéncias
par a par dentro de cada espécie foram 0,0107 + 0,0018 para B. filamentosum,

e 0,0038 = 0,0012 para B. capapretum.
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Entre Pseudoplatystoma tigrinum e Pseudoplatystoma magdaleniatum,
Torrico et al. (2009), utilizando o mesmo marcador molecular e modelo de
substituicdo nucleotidica, estimaram o valor médio da divergéncia genética em
0,0830 = 0,0060, que se iniciou a aproximadamente 11,8 milhdes de anos, com
0 isolamento da bacia do rio Magdalena. No mesmo estudo, para o género
Pseudoplatystoma foi estimada uma taxa de substituicdo de 0,25% por sitio, a
cada milh&o de anos. Entre B. filamentosum e B. capapretum néo foi possivel
estimar a época em que pode ter ocorrido o evento da especiacdo. A area
geogréfica em que as amostras foram coletadas ndo apresentou elementos
suficientes para o reconhecimento de um possivel evento vicariante indicativo
de uma separagdo temporal entre as espécies, ou a existéncia de fésseis que
permitissem a calibracdo do reldégio molecular. Além disso, segundo Nei
(1987b), populagdes que sofreram o efeito de gargalo de garrafa, como
sugerido para B. capapretum, podem apresentar temporariamente um aumento
da distancia genética. Ainda assim, o valor de 10% de divergéncia entre as
duas espécies esta abaixo do limite maximo de 15%, necessario para uma boa
resolugdo filogenética (Faber e Stepien, 1997). Considerando que B.
filamentosum e B. capapretum sdo duas unidades taxondmicas distintas e
descritas morfologicamente, o valor médio da divergéncia genética entre elas
poderd ser usado como referéncia para a interpretagdo de possiveis valores de

disténcias genéticas entre morfotipos ou outras espécies do género.
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Estrutura genética da piraiba branca (Brachyplatystoma filamentosum,
Siluriformes: Pimelodidae) capturada comercialmente na Amazodnia
brasileira, inferida pelaregiédo controle do DNA mitocondrial.

RESUMO

A piraiba branca (Brachyplatystoma filamentosum, Siluriformes: Pimelodidae) é
0 maior bagre predador dos canais dos rios Amazodnicos. Essa espécie ocorre
em rios de aguas brancas, claras e pretas, sendo capturada comercialmente
em toda a bacia. Dados sobre a captura dessa espécie j& demonstraram
indicios de sobreexplotagdo. O presente trabalho teve o objetivo de inferir
sobre a estrutura genética de B. flamentosum na Amazénia brasileira, por meio
do sequenciamento da regido controle do DNA mitocondrial. Para isso foram
analisadas 262 amostras de B. flamentosum oriundas da captura comercial em
nove regides caracterizadas por possuir rios de dguas brancas, duas regides
com rios de &guas claras e uma regido com um rio de aguas pretas. A
SAMOVA resultou em um Fct de 0,62079 para k=3 grupos, nos quais as
regibes amostradas se agruparam de acordo com o tipo de 4gua. A analise
filogenética indicou a existéncia de trés clados que possuem uma forte relagéo
com a distribuicdo geogréfica dos trés tipos de 4guas da bacia amazdnica. Os
clados relacionados as aguas claras e pretas revelaram baixos valores de
diversidade nucleotidica (1= 0,0037 e 0,0036 respectivamente). Os resultados
foram discutidos no contexto evoluciondrio da bacia amazbnica e também
revelaram a necessidade de a¢gbes de manejo com fins conservacionistas para
B. filamentosum.

Palavras-chave: Bagre, peixe, genética, pimelodidae, pesca, dgua doce.
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Genetic structure of white piraiba (Brachyplatystoma filamentosum,
Siluriformes: Pimelodidae) caught commercially in the Brazilian Amazon,
inferred by the control region of mitochondrial DNA.

ABSTRACT

The white piraiba (Brachyplatystoma filamentosum, Siluriformes: Pimelodidade)
is the largest catfish predator of the river Amazon. This species occurs in
white, clear and black water rivers, and it is caught commercially throughout the
basin. Data on the capture of this species have shown signs of overfishing. This
study aimed to infer the genetic structure of B. filamentosum in the Brazilian
Amazon, based on the sequencing of the control region of mitochondrial DNA.
Two hundred and sixty two (262) samples of B. filamentosum were analyzed
from the commercial catch in nine regions characterized by having white-water
rivers, two regions of rivers with clear waters and one region with a black water
river. The SAMOVA resulted in Fct =0.62079, for k = 3 groups, where the
regions sampled were grouped according to water type. Phylogenetic analysis
indicated the existence of three clades that have a strong relationship with the
geographical distribution of three types of waters in the Amazon basin. Clades
related to the clear and dark waters showed low nucleotydic diversity (m =
0.0037 and 0.0036 respectively). The evolutionary implications of these results
were discussed for the Amazon basin and also revealed the need for
management regulations for conservation purposes of B. filamentosum.

Key words: Catfish, finfish, genetics, pimelodidae, fishery, freshwater.
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INTRODUCAO

A piraiba é o maior bagre predador que habita os canais dos rios
amazonicos. Até 2005 era considerada apenas uma espécie (Brachyplatystoma
filamentosum, Siluriformes: Pimelodidae), contudo, a partir de 2005 foi descrita
uma nova espécie (B. capapretum) com base em caracteristicas morfologicas
(Lundberg e Akama, 2005). H4 fortes indicios que os estoques de piraiba na
bacia amazbnica encontram-se em sobreexplotacdo (Petrere et al., 2004).
Além disso, por se tratar de espécies migradoras (embora seu padrdo de
migragdo ndo seja totalmente conhecido) e com ciclo de vida intimamente
associado aos canais principais dos rios (Santos e Ferreira, 1999), é provavel
que o movimento migratério seja extremamente susceptivel a alteracdes no
ambiente l6tico, causadas por barragens (Barthem et al., 1991) e outros tipos
de agdes antrdpicas. No texto, nos referimos & “piraiba” quando consideramos
as duas espécies em conjunto e a “piraiba branca” para B. filamentosum, e
‘piraiba negra” para B. capapretum.

As analises das sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial do
capitulo 1 revelaram que, em média, B. filamentosum é mais abundante que B.
capapretum nos rios de aguas brancas da bacia amazénica. Além disso, as
andlises, de acordo com a interpretagdo proposta por (Grant e Bowen, 1998),
indicaram que B. filamentosum provavelmente possui uma grande populagdo
estavel com uma longa histdria evolutiva ou com contato secundario entre

linhagens diferentes. Entretanto, essa espécie ndo possui uma distribuicdo

68



restrita a 4guas brancas, sendo também encontrada em aguas claras e pretas
(Barthem e Goulding, 1997).

Algumas hipoteses foram formuladas para explicar a elevada
diversidade de peixes na Amazonia. Entre elas, os efeitos vicariantes oriundos
da evolucdo geoldgica da bacia (Lundberg et al., 1998), o isolamento de rios
nos reflgios das terras emersas durante as transgressdes marinhas do
Mioceno (Hubert e Renno, 2006; Lovejoy et al., 2006), as conexdes entre
drenagens (captura de cabeceiras) (Wilkinson et al., 2006), as adaptacfes as
diferengcas da composi¢cdo quimica das aguas (Willis et al., 2007), e a
impossibilidade de pequenas espécies cruzarem 0s grandes canais. Contudo,
os padrbes biogeograficos dos peixes amazbnicos ainda necessitam
elucidac&o (Hubert e Renno, 2006). Devido a sua ampla distribuicdo geografica
e a sua alta capacidade natatoria, existe a possibilidade de que a diversidade
genética de B. filamentosum também fora submetida a influencias combinadas,
dos trés primeiros fatores. Essa espécie pode apresentar-se na forma de
panmixia, ou do contrario, pode ser estruturada em varias populagcbes. O
conhecimento de qual padrdo de estrutura genética esta estabelecido em B.
flamentosum é crucial para a elaboracdo de planos de manejo pesqueiro
(Waples, 1998), propostas para a conservacdo da espécie (Vrijenhoek, 1998) e
0 seu uso na aquacultura (Doupé e Lymbery, 2000; Godinho, 2007).

Na Amazonia, os habitats dos peixes sdo determinados pela descarga,
gradiente e geologia das bacias hidrogréficas (Junk et al., 2007). Sioli (1984)
classificou as 4guas dos rios amazénicos em trés tipos: aguas brancas, claras

e pretas, relativos a coloracdo e transparéncia das 4guas, mas de acordo com
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Furch (1984) e Tundisi e Tundisi (2008), as diferencas entre elas também
ocorrem na composi¢do quimica, como pH, elementos quimicos e nutrientes.
O objetivo do presente capitulo foi analisar a estrutura genética de B.
filamentosum capturada comercialmente em rios de 4guas brancas, claras e
pretas da Amazonia brasileira, por meio do sequienciamento da regido controle

do DNA mitocondrial.
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MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras e sequenciamento da regido controle do DNA

mitocondrial

O presente trabalho foi realizado no &mbito do projeto “Subsidios para
manejo e conservagdo dos grandes bagres migradores na AmazoOnia pela
identificacdo e caracterizagdo genética dos estoques pesqueiros” (PROJETO
PIRADA), realizado pelo Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA)
entre 1998 e 2008. Foram coletadas amostras de tecido muscular ou
nadadeiras de peixes comercializados sob o nome popular de “piraiba”, em
dois entrepostos de pescado localizados nas regifes do alto rio Negro (n=17) e
alto rio Tapajos (n=11) respectivamente. Foram realizadas 4 campanhas
amostrais em intervalos temporais diversos, adequados ao esfor¢o logistico
necessario para a coleta das amostras na grande extensdo geografica da area
estudada. Nao foi possivel determinar as datas exatas das capturas dos
exemplares amostrados e quantificar o tempo do armazenamento dos peixes
até a sua comercializagdo e coleta das amostras. Entretanto, para assegurar
que as amostras eram oriundas do local amostrado, os pescadores e
vendedores foram questionados acerca da area de pesca de origem das
mesmas. A coleta das amostras foi autorizada pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), por meio do processo
n° 02005.001811/04-65. Também foram utilizadas amostras de sangue de
piraibas do rio Araguaia (n=9), coletadas e cedidas pelo Laboratério de Biologia

e Genética de Peixes da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
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Filho (Unesp). As amostras foram conservadas em é&lcool 90%, numeradas e
depositadas no banco de tecidos do Laboratério Temético de Biologia
Molecular do INPA.

A extracdo do DNA total, a amplificagéo e o sequenciamento completo
da regido controle do DNA mitocondrial foram realizados seguindo os
procedimentos e primers descritos por Batista e Alves Gomes (2006). As 37
sequéncias obtidas foram identificadas por comparagdo com as 225
sequéncias de B. filamentosum do Capitulo |, as quais foram adicionadas as
andlises. O alinhamento das sequéncias foi feito manualmente com o auxilio
dos programas computacionais BioEdit 7.0.9.0 (Hall, 1999) e Chromas 2.24
(Technelisyum, 1998), resultando em uma matriz com 262 sequéncias de 914
sitios.

Os trés novos locais amostrados somados aos 14 locais descritos no
capitulo | foram agrupados em 12 regides, caracterizadas pelas sub-bacias
hidrograficas as quais estavam inseridas ou pela localizacdo em relacdo ao
eixo principal do rio Solimdes/Amazonas (Figura 1). A bacia hidrogréfica dos
rios Tocantins/Araguaia também foi considerada como uma dessas sub-bacias
(Tundisi, 1994). Cada local amostrado foi classificado por um dos trés tipos de
adgua que o caracterizava (4guas brancas, aguas claras e aguas pretas), em
funcéo do proposto por Sioli (1984).

As regides e seus respectivos locais de coleta, suas localizagbes
politico-geograficas, suas classificagbes por tipo de &gua e numero de
sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial de Brachyplatystoma

filamentosum, s&o apresentadas na Tabela 1.
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Regides

@ Belém - ESA
Santarém - ESA
Manaus - ESA
Tefé - ESA
Tabatinga - ESA
Rio Branco

@ Rio Madeira
Rio Purus

@ Rio Jurua
Rio Negro
Rio Tapajos
Rio Araguaia

Figura 1 — A bacia hidrogréafica amazénica e os locais amostrados: 1) Belém;
2) Santarém; 3) Manaus; 4) Tefé; 5) Japura; 6) Tabatinga; 7) Boa Vista; 8)
Porto Velho; 9) Guajara Mirim; 10) Labrea; 11) Eirunepé; 12) Cruzeiro do Sul;
13) Sdo Gabriel da Cachoeira; 14) Paranaita e 15) Sdo Miguel do Araguaia.
Os agrupamentos por regido séo indicados na figura pelas cores dos
marcadores, ESA=Eixo Solimdes/Amazonas.
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Tabela 1 — Regides, seus respectivos locais de coleta, localizagbes politico-geograficas, classificacdo por tipo de
dgua e numero de sequéncias de Brachyplatystoma filamentosum por local e regiéo.

Regido Local Estado Latitude/Longitude Tipo de 4gua NSL NSR Referéncia
Belém (ESA) Belém PA 01°27'18,04"S/48°30'08,90"W Branca 31 31 Capitulo 1
Santarém (ESA) Santarém PA 02°26'25,58"S/54°41'54,70"W Branca 25 25 Capitulo 1
Manaus (ESA) Manaus AM 03°05'39,60"S/60°01'33,63"W Branca 06 06 Capitulo 1
Tefé AM 03°18'22,60"S/64°45'33,50"W Branca 12 Capitulo 1
Tefé (ESA) 56
Japura AM 01°49'34,81"S/66°35'58,32"W Branca 44 Capitulo 1
Tabatinga (ESA) Tabatinga AM 04°15'11,62"S/69°56'19,36"W Branca 15 15 Capitulo 1
Rio Branco Boa Vista RR 02°50'23,75"N/60°39'43,61"W Branca 18 18 Capitulo 1
Porto Velho RO 08°45'42,85"S/63°54'06,77"W Branca 43 Capitulo 1
Rio Madeira a7
Guajara Mirim RO 10°47'27,28"S/65°19'56,74"W Branca 04 Capitulo 1
Rio Purus Labrea AM 07°12'20,72"S/64°50'36,99"W Branca 15 15 Capitulo 1
Cruzeiro do Sul AC 07°38'10,54"S/72°40'02,86"W Branca 05 Capitulo 1
Rio Jurua 12
Eirunepé AM 06°37'40,87"S/69°54'04,24"W Branca 07 Capitulo 1
Rio Negro Saga%ﬁggﬁgda AM  00°07'37,44"S/67°05'27,26"W Preta 17 17 F;:f;f&‘lge
Rio Tapajés Paranaita MT  09°27'12,18"S/56°29'35,33"W Clara 11 11 F;f;f&‘lge
Rio Araguaia Sazrgé%‘;?;do GO 13°12'45,73"S/50°34'21,84"W Clara 09 09 F;f;f&‘lge
Total 262

ESA=Eixo Solimdes/Amazonas; NSL=NUmero de sequéncias por local; NSR=NUmero de sequéncias por regiéo.
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Distribuicdo de haplétipos e anélise da estrutura genética

Foi realizada a distribuicdo da frequéncia de haplotipos por regido, com
auxilio do programa computacional Collapse 1.2. (Posada, 2004).

Para inferir a existéncia de relagdo entre regibes geograficamente
homogéneas e possiveis grupos de regifes, geneticamente diferenciados, foi
utiizado o programa computacional SAMOVA 1.0 (Analise de variancia
molecular espacial) (Dupanloup et al.,, 2002). A analise foi realizada
considerando os valores de k=2, k=3 e k=4, onde k foi o numero de grupos
simulados para as 12 regides amostradas. O valor de F representa a variancia
de cada grupo.

A segregacdo genética entre as regides foi calculada por meio do
programa computacional ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005), o qual gerou
indices de fixagéo par a par (®s) (andlogo ao Fst), com significancia estatistica
(p<0,05) submetida a corregcéo de Bonferroni (Rice, 1989) para comparagdes
multiplas.

A hipotese da n&o ocorréncia de isolamento genético por distancia foi
testada por meio do teste de Mantel (1967) usando o programa computacional
ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005). Foi obtido o coeficiente de correlagdo
entre a matriz dos valores de ®g par a par e uma matriz de distancias
geogréficas (em Km do curso dos rios) entre as regifes, o qual teve sua
significancia estatistica testada a partir de 10000 permutacdes. As distancias
entre as regides (dados ndo mostrados) foram mensuradas por meio do

software ArcGis (ESRI, 2006). Nas regides com dois locais de coleta, foi
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escolhido o ponto médio entre esses para mensurar a distancia até as demais

regioes.

Analise filogenética

As relag6es filogenéticas entre as sequéncias foram estimadas pela
construgdo de um filograma com o método de aproximagéo dos vizinhos (NJ)
(Saitou e Nei, 1987) por meio dos programas computacionais MEGA 4.0.2
(Tamura et al.,, 2007) e DENDROSCOPE 2.2.2 (Huson et al., 2007). Trés
sequéncias da regiao controle de B. capapretum foram usadas para enraizar 0
flograma, o qual teve os indices de sustentacdo dos clados calculados pelo
procedimento de bootstrap com 1000 réplicas. Na construcdo do filograma foi
utilizado o modelo de substituicao nucleotidica TN93 (Tamura e Nei, 1993) e o
valor da distribuicdo gamma [=0,4298, obtidos pelos HLRTs do programa
computacional MODELTEST 3.7 (Posada e Crandall, 1998). Para verificar a
relagdo entre o padrdo filogenético e sua distribuicdo geogréfica, foi feita uma
distribuicdo de frequéncia das sequéncias pelos principais clados revelados

pelo filograma, dentro de cada regiéo.

Estimativa da diversidade genética dos clados

Foram estimados 0s seguintes parametros genéticos para os principais
clados: o nimero de haplétipos, a diversidade haplotipica (Hd: probabilidade de
duas sequéncias serem diferentes em uma populagdo) (Nei, 1987a), a

diversidade nucleotidica (1: numero de diferencas nucleotidicas por sitio entre
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as sequéncias) (Nei 1987a), o numero de sitios polimérficos (S), o nimero de
transicdes (TS), o ndmero de transversfes (TV), o numero de indels e a
composicao nucleotidica. As estimativas foram obtidas por meio do programa

computacional ARLEQUIN 3.11(Excoffier et al., 2005).

Estimativa da divergéncia genética dentro e entre os clados

Foram estimados os valores médios (z e. p.) das divergéncias genéticas
par a par entre e dentro dos principais clados formados pelo filograma, por
meio do programa computacional MEGA 4.0.2. (Tamura et al., 2007). O erro
padréo foi estimado pelo procedimento de bootstrap com 10000 réplicas. Com
auxilio do programa computacional ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005) foi
estimado o fluxo génico entre os principais clados formados, pela estimativa do
namero de fémeas migrantes por geracdo: Nim = (1 - ®g)/(2 x D), onde Nim é
o0 numero de fémeas trocado entre os clados por geracao, e ®g é o valor do
indice de fixacdo entre os clados. Os calculos das divergéncias genéticas e dos
fluxos génicos foram baseados no modelo de substituicdo nucleotidica TN93

(Tamura e Nei, 1993) com valor da distribuicdo gama '=0,4298.

Analises de contracdo-expanséao populacional dos clados

As relagbes entre contragdo-expansao populacional para cada um dos
principais clados foram inferidas por meio de dois métodos: 1) o teste da

hip6tese de neutralidade mutacional (Fs) de Fu (1997), com significancia
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estatistica condicionada a 10000 permutagfes. Esse teste considera que néo
h& vantagem seletiva entre os haplétipos, e a existéncia de um desequilibrio
mutacional significativo esta associado a expanséo populacional recente ou a
um efeito de gargalo de garrafa; e 2) a andlise de distribuicdo de frequéncia
das diferencas genéticas par a par (mismatch distribution) (Rogers e
Harpending, 1992), a qual é bimodal em popula¢cbes estaveis e unimodal em
populacdes que sofreram expanséo. Os dois procedimentos foram realizados

por meio do programa computacional ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005).
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RESULTADOS

Distribuicdo de haplétipos e anélise da estrutura genética

Entre as 262 sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial
analisadas, foram encontrados 154 haplétipos, dos quais 114 foram haplotipos
anicos.

As nove regides de aguas brancas compartilharam 21 haplétipos entre
si, e 0 hapl6tipo H130 (18 individuos) foi encontrado em oito, exceto na regido
do rio Purus. Nenhum haplétipo encontrado em aguas brancas foi encontrado
em aguas claras e pretas.

Dos onze hapl6tipos encontrados na regido do rio Negro, um haplétipo
(H152, 4 individuos) foi compartilhado com os oito haplétipos encontrados na
regido do rio Tapajés (H152, 2 individuos). Essas duas regides n&o
compartilharam haplétipos com as demais.

Seis haplétipos foram encontrados exclusivamente na regido do rio

Araguaia, a qual ndo compartilhou haplétipos com outras regides (Tabela 2).

Tabela 2 — Frequéncia dos haplotipos de Brachyplatystoma filamentosum
nas regibes amostradas.

Regibes
Haplétipo ESA Total
BE SA MA TE TA BR MD PU JU NE TJ AR
H1 1 1
H2 1 1
H3 1 1
H4 1 1
H5 2 2
H6 1 1
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Tabela 2- Frequéncia dos haplotipos de Brachyplatystoma filamentosum nas
regioes amostradas.

H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15 1
H16
H17
H18
H19
H20 1
H21

H22 1
H23 1

H24

H25

H26 1
H27
H28 1
H29

H30

H31 1
H32
H33
H34 1
H35
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H41
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Tabela 2- Frequéncia dos haplotipos de Brachyplatystoma filamentosum nas
regioes amostradas.

H52
H53
H54
H57
H58
H59
H60
H61
H62
H63
H64
H65
H66
H67 1
H68
H69
H70
H71
H72
H73
H74
H75
H76
H77
H78
H79
H80
H81
H82
H83
H84
H85
H86
H87
H88
H89
H90 1 1 1
HI1 1
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Tabela 2- Frequéncia dos haplotipos de Brachyplatystoma filamentosum nas
regioes amostradas.

H99
H100
H101
H102
H103
H104
H105
H106 1
H107 1 2
H108
H109 1
H110 1
H111

H112

H113

H114

H115 1
H116

H11lv

H118

H119

H120

H121

H122 1
H123
H124
H125
H126
H127
H128
H129
H130
H131
H132
H133
H134 1
H135
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H140 3
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Tabela 2- Frequéncia dos haplotipos de Brachyplatystoma filamentosum nas
regides amostradas.

H144
H145
H146
H147
H148
H149
H150
H151
H152
H153
H154

NRPMANRRRPWRRRP

1
1
1
1
3
1
1
1
6
1
2
6

Total de sequéncias: 262

ESA= Eixo SolimGes/Amazonas; BE = Belém; SA=Santarém; MA=Manaus; TE=Tefé; TA=Tabatinga; BR=rio Branco;
MD-= rio Madeira; PU=rio Purus; JU= rio Jurud; NE= rio Negro; TJ= rio Tapajos; AR= rio Araguaia.

Os padr6es de compartilhamento de hapl6tipos indicaram uma tendéncia
de segregacdo genética de B. filamentosum relacionada aos tipos de aguas
encontrados nos rios amazonicos. Embora B. filamentosum seja capturada
junto com B. capapretum em &guas brancas (capitulo 1), nenhum exemplar da
segunda espécie foi identificado entre as amostras oriundas dos rios de aguas
claras e pretas.

O resultado da SAMOVA mostrou que o valor de F (0,62079) foi maior
para k=3 grupos de regides. Para essa simulagédo, o programa separou as 12
regibes amostradas em trés grupos, os quais estéo relacionados aos diferentes

tipos de 4guas (Tabela 3).
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Tabela 3 — Analise de variancia molecular espacial (SAMOVA) para B.

filamentosum considerando k=2, k=3 e k=4 grupos de regides.

k Regides

Fet

Belém, rio Purus, Tabatinga, rio Jurua, rio Madeira, Santarém, Tefé,
2 rio Branco, Manaus

rio Negro, rio Araguaia, rio Tapajos

0,58451

Belém, rio Purus, Tabatinga, rio Jurua, rio Madeira, Santarém, Tefé,
rio Branco, Manaus

rio Negro

rio Araguaia, rio Tapajos

0,62079

Belém, rio Purus, Tabatinga, rio Jurua, rio Madeira, Santarém, Tefé,
rio Branco, Manaus

4 rio Negro

rio Araguaia

rio Tapajos

0,61827

Valores de ®g par a par entre as nove regides de aguas brancas e entre

as duas regifes de aguas claras, ndo foram estatisticamente significativos. O

maior e o menor valor de @« par a par estatisticamente significativos foram

observados entre as regides dos rios Purus e Tapajés (Ps: =0,7300) e as

regides do rio Negro e rio Araguaia (Ps =0,5446), respectivamente (Tabela 4).

O teste de Mantel resultou em um coeficiente de correlagédo que ficou

acima do limiar da significancia estatistica (r = 0,4076; p = 0,0530), o que levou

a aceitacdo da hipotese de que nédo ocorre isolamento genético por distancia.
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Tabela 4 — Valores de @ par a par entre Brachyplatystoma filamentosum de 12 regi6es da Amaz6nia brasileira.

Belém Santarém Manaus Tefé  Tabatinga Rio Rio Rio Rio Rio Rio
(ESA) (ESA) (ESA) (ESA) (ESA) Branco Madeira  Purus Jurua Negro Tapajés

Santarém (ESA)  0,0036

Manaus (ESA)  -0,0311 - 0,0164
Tefé (ESA) 0,0210 0,0318 - 0,0318
Tabatinga (ESA) -0,0084 0,0091 -0,0437  -0,0167
Rio Branco 0,0236 0,0668 -0,0128  0,0312 -0,0215
Rio Madeira 0,0062 0,0215 -0,0067  -0,0018 0,0020 0,0526
Rio Purus 0,0712 0,0855 -0,0087  0,1048 0,1243 0,1479 0,1028
Rio Jurua 0,0236 0,0227 -0,0487  0,0064 -0,0264 -0,0203 0,0250 0,1127
Rio Negro 0,6297 0,6865 0,7016 0,6434 0,7019 0,6946 0,6472 0,7102 0,7142
Rio Tapajos 0,6453 0,7048 0,7149 0,6712 0,7185 0,7187 0,6702 0,7300 0,6581 0,5543
Rio Araguaia 0,5876 0,6522 0,6394 0,6193 0,6583 0,6581 0,6180 0,6757 0,6712 0,5446 0,0829

ESA=Eixo Solimdes/Amazonas; valores em negrito significativos a 5% ap6s a correcdo de Bonferroni.
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Analise filogenética

O filograma obtido pelo método de aproximagdo dos vizinhos
demonstrou que as sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial de B.
filamentosum formaram dois clados (A e B) de origem monofilética (Figura 2).

O clado “A” foi formado por 225 sequéncias (130 hapl6tipos), das quais
99% oriundas das nove regifes caracterizadas pelas 4guas brancas, 0,5% de
regido com aguas claras (rio Araguaia) e 0,5% de regido com aguas pretas (rio
Negro). Esse clado foi suportado por um baixo valor de bootstrap (57%).

O clado B foi suportado por um alto valor de bootstrap (91%) e originou
dois clados, B-I e B-Il, suportados pelos valores de bootstrap de 53% e 84%
respectivamente.

O clado “B-I" foi formado por 19 sequéncias (11 haplotipos), das quais
84,2% foram oriundas de regido com aguas pretas (rio Negro), 10,5% de regido
com &guas claras (rio Tapajés) e 5,3% de regido de &guas brancas (rio
Branco).

O clado “B-1I" foi formado por 18 sequéncias (13 haplétipos), das quais
94% foram oriundas das regifes de aguas claras (rios Tapajos e Araguaia), e
6% de regido com aguas brancas (Belém).

Na figura 3 sdo apresentadas as distribuicbes de frequéncia das
sequéncias ou haplétipos pelos trés principais clados, dentro de cada regido.

Os sub-clados formados a partir do clado “A” ndo apresentaram uma

relagdo com a posi¢do geogréafica das nove regides de dguas brancas.
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Clado A — Sequéncias em Verde
Clado B-I — Sequéncias em Azul
Clado B-Il — Sequéncias em Vermelho

Figura 2 — Filograma com 262 sequéncias (154 haplétipos) da regiao
controle do DNA mitocondrial de Brachyplatystoma filamentosum, estimado
pelo método de aproximag&o dos vizinhos. As sequéncias sao identificadas por
seus respectivos numeros haplotipicos e siglas das regides de amostragem,
como descrito na tabela 2. As cores das sequéncias correspondem a trés
clados suportados por valores de bootstrap indicados na figura. A barra
corresponde & escala de divergéncia genética.
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ECIado A
BlciadoB-|
[Jclado B - I

E5A - Tefd
O
Rio Purus

Rio Madeira

Figura 3 — Mapa indicando as distribuicbes de frequéncia dos hapl6tipos em
cada clado, dentro de cada regiéo.

Estimativa da diversidade genética dos clados

Os valores de diversidade haplotipica foram altos nos trés clados. A
diversidade nucleotidica foi alta no clado “A” e extremamente baixa nos clados

B-l e B-Il (Tabela 5).
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Tabela 5 — Estimativas dos par@metros genéticos da regido controle do DNA mitocondrial de Brachyplatystoma
filamentosum nos clados.

Composicéo nucleotidica (%)
Clados N°seq. N°hap. (Hd £d.p.) (rxd.p.) S TS TV Indels

A C G T

Clado A 225 130 0,9871+0,0028 0,01116+0,0059 63 57 6 2 32,72 21,86 13,75 31,67

Clado B-I 19 11 0,8889 + 0,0577 0,0036 +0,0021 14 13 1 0 32,65 21,82 13,58 31,95

Clado B-lI 18 13 0,9542+0,0335 0,0037+0,0022 15 14 1 0 32,42 22,11 13,92 31,55

N° seg=nUmero de sequéncias; N° hap. Nimero de haplétipos; Hd=Diversidade haplotipica; m=diversidade nucleotidica; S= nimero de sitios polimoérficos; TS= nimero de transicoes;
TV=nUmero de transversoes.
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Estimativa da divergéncia genética dentro e entre os clados

O maior valor de divergéncia genética par a par ndo corrigida foi
encontrado entre os clados A e B-Il (0,0294 + 0,0053). Internamente, o clado
“A” apresentou a maior divergéncia genética (0,0105 + 0,0019). Entre os trés
clados o fluxo génico em nimero de fémeas migrantes por geracgao foi restrito

(<1) (Tabela 6).

Tabela 6 — Estimativas médias (+ e.p.) das divergéncias genéticas par a
par ndo corrigidas de Brachyplatystoma filamentosum entre (abaixo da
diagonal) e dentro (diagonal) dos clados obtidos pelo método de
aproximagcéo de vizinhos. Acima da diagonal as estimativas do fluxo
génico entre os clados, em numero de fémeas migrantes por geracgéo
(Nm).

Clados Clado A Clado B - | Clado B - 11

Clado A 0,0105 £+ 0,0019 0,2614 0,2329
Clado B - | 0,0268 £ 0,0051 0,0036 + 0,0011 0,1750
CladoB - 11 0,0294 + 0,0053 0,0140 +0,0032 0,0036 + 0,0011

Analise de contracdo-expansao populacional dos clados

Os resultados obtidos com o teste Fs (Fu, 1997) demonstraram que 0
desvio da neutralidade mutacional foi estatisticamente significativo para todos
os clados. Esses resultados indicaram uma expansdo populacional ou um
efeito de gargalo de garrafa, aos quais os trés clados foram submetidos em um
passado recente. O formato da distribuicdo de frequéncia das diferengas
genéticas par a par (mismatch distribuition) foi unimodal para os trés clados,

corroborando a hipétese de expanséo populacional (Figura 4).
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Figura 4 — Estimativas dos valores do teste de neutralidade mutacional Fs e
histogramas de distribuicdo de frequéncia das diferencas genéticas par a par
dos trés clados, como os valores observados e simulados. * significativo a 5%.
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DISCUSSAO

A forte estruturagdo genética e a existéncia dos trés clados de B.
filamentosum, a primeira vista indica uma relagao direta desses com os trés
diferentes tipos de aguas encontrados nos rios da bacia, que, por sua vez, se
originam em regides geologicamente diferentes.

De acordo com Lundberg (2005) o género Brachyplatystoma j& existia a
oeste da bacia amazénica ha cerca de 13 milhdes de anos, portanto, um
ancestral comum aos trés clados de B. filamentosum provavelmente habitava a
regido oeste da bacia nessa época. O fraturamento do arco tecténico do Purus
h& oito milhdes de anos permitiu a ligacdo das duas bacias que drenavam a
Amazdnia (uma fluia para leste e a outra para oeste), estabelecendo o fluxo no
sentido atual, de oeste para leste (Lundberg et al., 1998). Com esse novo
padrdo na drenagem, o ancestral comum aos clados pode ter ampliado sua
distribuicdo, alcangando os rios dos escudos do Brasil e das Guianas.

Posteriormente, hd cerca de cinco milhdes de anos, ocorreu uma
transgressao marinha de grande magnitude que isolou os rios que drenavam a
cordilheira dos Andes e os escudos da Guiana e do Brasil, em trés areas que
serviram como reflgios de terras emersas (Hubert e Renno, 2006). Essa
transgressdo marinha, que durou aproximadamente 800 mil anos, pode ter
desencadeado um processo de especiagdo alopéatrica ao qual foram
submetidos os peixes que habitavam os rios desses reflugios, incluindo as
populacdes de B. filmentosum, estabelecendo o clado “A” nos rios oriundos da
drenagem Andina, o clado “B-1" nos rios do escudo das Guianas e o Clado “B-

II” nos rios do escudo Brasileiro. Por meio do sequenciamento do DNA
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mitocondrial dos peixes da familia Rivulidae, Hrbek e Larson (1999)
encontraram uma associagado entre os grupos filogeneticamente basais e a
existéncia dos escudos do Brasil e Guianas. Contudo, a hip6tese de alopatria
ndo é suficientemente robusta para explicar o predominio do clado “A” na
regido do rio Branco, que pertence ao escudo das Guianas.

Segundo Wilkinson et al. (2006), um mega fan-delta pode ter existido na
regido compreendida entre as bacias leste e oeste, nas quais a drenagem
amazonica encontrava-se dividida hd oito milhdes de anos. Esse mega fan-
delta possivelmente se conectava em periodos de tempo alternados com uma
das duas bacias, favorecendo a dispersdo da ictiofauna entre ambas. Essa
condicdo também leva-nos a sugerir que o ancestral comum dos trés clados de
B. filamentosum pode ter conseguido se estabelecer nos rios que drenavam o0s
escudos do Brasil e Guiana utilizando essas conexdes, e a partir delas, tenha
iniciado um processo de especiagdo peripétrica. Esse tipo de especiagdo é
geralmente associado ao efeito fundador. Entretanto, segundo a interpretagéo
de Grant e Bowen (1998), a alta diversidade haplotipica ndo sugere um efeito
fundador para os clados B-1 e B-II.

Os processos de diversificacdo alopatrico e peripatrico aqui propostos
para explicar a relagdo entre filogenética e distribuicdo geografica de B.
filamentosum, ndo incorporam toda a complexidade de eventos geoldgicos que
jA& atuaram na Amazdnia ao longo do tempo, sendo essa ainda uma das
regides geologicamente menos conhecidas do globo (Tassinari e Macambira,
2004). Para exemplificar a problemética envolvida entre os processos de

especiacdo nos ambientes aquaticos amazbnicos e a histdria geologica da
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bacia, consideramos a hipétese da formagéo do moderno sistema de drenagem
amazonico proposta por Campbell Jr et al. (2006), a qual sugere que o fluxo do
sistema amazénico no sentido oeste-leste s6 foi estabelecido a partir de 2,5
milhdes de anos, e no periodo anterior a esse (Neogeno inferior), grande parte
da bacia foi dominada por um grande lago (lago Amazonas) ou um complexo
de grandes lagos pontuado por regides pantanosas sujeitas a inundacdes
periddicas. De que maneira esses ambientes podem ter influenciado o
processo evolutivo da biota aquéatica da Amazénia? Os supostos lagos foram
capazes de isolar reprodutivamente populacdes de espécies com ciclo de vida
restrito a ambientes |6ticos? Essas questfes, somadas as hipdteses de
especiacdo alopétrica ou peripatrica, levam a uma incerteza acerca do inicio da
separacdo dos clados de B. filamentosum. Essa incerteza frustrou uma
estimativa sobre a taxa de substituicdo nucleotidica da regido controle ao longo
do tempo. Nesse sentido, estudos futuros visando elucidar a histéria evolutiva
de B. filamentosum, e a calibragdo do rel6gio molecular, deverdo contemplar a
andlise das populacdes que habitam os rios Orinoco e Essequibo. As bacias,
amazonica e do rio Orinoco ainda possuem uma conexéo efetiva pelo canal do
rio Cassiquiare. Nessa regidao ha um gradiente quimico entre as aguas negras
das cabeceiras do rio Negro e as 4guas claras das cabeceiras do rio Orinoco,
que atua como um filtro para dispersdo de espécies entre as duas bacias
(Winemiller et al.,, 2008). Contudo, ndo h&a informagbes sobre a possivel
migragao de B. filamentosum entre as duas bacias por esse canal. O rio Branco
foi ligado ao rio Essequibo e fluia para o norte (antigo sistema Proto-Berbice)

até o final do Mioceno quando entdo foi capturado pela drenagem amazdnica
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via rio Negro (Ferreira et al., 2007). Anualmente, as savanas de Rupununi,
localizadas entre as drenagens do rio Branco e do rio Essequibo, séo
inundadas, o que permite a conexao entre as duas bacias e a dispersao de
peixes adaptados as condi¢cdes daquele ambiente efémero (Lowe MacConell,
1999). No entanto, ndo é conhecida a presenca de B. filamentosum nessa
regido durante as inundacbes. Nos géneros Cichla, Prochilodus e
Semaprochilodus, foram verificadas tendéncias a divergéncia genética pela
existéncia de clados nos rios Orinoco e nas drenagens do Amazonas e
Guianas (Willis et al., 2007, Sivasundar et al., 2001 e Castro e Vari, 2004). Em
algumas areas da Amazdnia colombiana, as unidades geolégicas e as
diferengcas nos parametros quimicos dos corpos d’agua delas derivadas, sédo
considerados os fatores responsaveis pela diversidade e composicdo das
comunidades de peixes de igarapés (Arbeldez et al., 2008).

Outros aspectos importantes a serem considerados, sdo as provaveis
adaptacoes fisioldgicas de B. filamentosum aos diferentes tipos de &guas, as
quais também podem ter acentuado o isolamento genético dos clados. Nesse
contexto, as diferencas na composi¢éo quimica das aguas serviriam como uma
barreira ao fluxo génico mesmo quando da auséncia de barreiras geogréficas.
Em &guas pobres em ions e com baixo pH como as do rio Negro, os peixes
necessitam de adaptagbes fisiolégicas para manter a regulagdo idnica
(Gonzalez, 1996). Para a arraia de agua doce Potamotrygon cf. histrix, essa
adaptacdo parece limitar sua distribuicdo geografica nas aguas do rio Negro
acima da confluéncia com o rio Branco (Silva et al., 2007). Diferengcas na

composicdo quimica dos rios amazdnicos foram sugeridas como um dos
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fatores responsaveis pelo padréo filogeografico observado nos géneros
Symphysodon e Cichla (Willis et al., 2007; Farias e Hbrek, 2008). A existéncia
de afluentes com &guas pretas na regido do rio Tapajés, como o rio Cururu
(Sioli, 1984), pode estar relacionada a presenca do clado “B-I” nessa bacia.
Contudo, as fragfes do clado “A” nas regides dos rios Negro e Araguaia, do
clado “B-1" nas regibes dos rios Branco e Tapajds, e do clado “B-II" na regido
de Belém, podem indicar que as adaptacdes fisioldgicas aos diferentes tipos de
adguas sejam um fator de menor importancia para o isolamento genético dos
clados de B. filamentosum. Segundo Grant et al. (1999) algumas espécies de
peixes apresentam uma reassociagdo geografica de grupos geneticamente
diferentes quando da remocdo das barreiras fisicas ao fluxo génico, o que
poderia estar ocorrendo com B. filamentosum atualmente.

Com base nas suposi¢cbes aqui apresentadas, € provavel que a
existéncia dos trés clados de B. filamentosum seja resultante de uma
combinagdo de eventos, tanto hidrogeoldgicos, como do isolamento em
reflgios durante a subida do nivel do mar e das adaptagfes fisiolégicas aos
diferentes tipos de rios.

O clado “A” est4 distribuido nas aguas brancas da Amazénia central e
nos principais tributarios que possuem esse tipo de agua, incluindo a regido do
rio Branco. Os valores de ®g néo significativos entre essa regido e as demais
regibes de aguas brancas, indicam a existéncia de fluxo génico entre elas.
Entretanto, durante o deslocamento entre as regides do rio Branco e Manaus,
os peixes do clado “A” (possivelmente adaptados a composi¢cdo quimica das

adguas brancas) deveriam percorrer uma distancia minima de 320 Km nas
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aguas pretas do rio Negro, com baixo pH e concentracdo de ions. Ainda séo
desconhecidos os fatores que levam esses peixes a entrarem nas aguas pretas
do rio Negro. A entrada pode ter carater aleatdrio, com os peixes fazendo
incursdes esporadicas nas aguas do rio Negro a partir da foz do rio Branco ou
do rio Solimdes. Por outro lado, a subida de B. filamentosum pelo rio Negro a
partir de Manaus, pode ser induzida e orientada pela percepcdo da composi¢cao
quimica da agua do rio Branco pelos peixes, ou simplismente por perseguigdo
a presas, 0 que certamente compensaria 0 gasto energético da natagdo. .
Segundo Ferreira et al. (2006), os cétions ndo-metalicos e &nions no curso do
rio Negro aumentam sua concentragdo a jusante da foz do rio Branco.
Siluriformes sdo extremamente sensiveis a percepgéo de substancias diluidas
na agua, como aminodcidos (Caprio, 1977). Nesse caso, B. filamentosum
poderia apresentar um mecanismo de orientagdo e navegacado semelhante ao
observado para os salmonideos durante a migragcdo reprodutiva (homing), os
quais reconhecem os odores da composi¢do quimica das aguas dos rios onde
nasceram, e neles retornam para desovar (Keefer et al., 2006). O uso do olfato
para reconhecer areas de desova também foi observado para peixes que
habitam recifes de coral (Dgving et al., 2006). Para B. filamentosum, a
percepcdo do tipo de Agua ndo estaria exclusivamente relacionada a um
comportamento de Homing, mas também ao reconhecimento de ambientes que
possuem a composicdo quimica das &guas compativeis com a faixa de
conforto para os peixes (Leggett, 1977). O padrdo migratério de B.
flamentosum é desconhecido (Aradjo-Lima e Ruffino, 2003; Barthem e

Goulding, 2007) e para a espécie foi apenas observado o deslocamento
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reofilico para fins reprodutivos (Agudelo-Cérdoba et al., 2000). Embora os
resultados do presente capitulo ndo fornecam elementos suficientes que
suportem a ocorréncia do homing em B. filamentosum, sua possibilidade e a
relagdo direta com as diferentes composi¢cdes quimicas das &guas dos rios
Amazonicos, ndo podem ser descartadas. O comportamento de homing foi
sugerido por Batista e Alves Gomes (2006) como o responsavel pela
diminuicdo da variabilidade genética de B. rousseauxii entre as regides de
Belém e Tabatinga. Na bacia do rio Parana, também foi sugerido o
comportamento de homing para Pseudoplatystoma corruscans (outro
pimelodideo migrador de grande porte), baseado em diferencas genéticas
(Pereira et al., 2008). A exemplo do fluxo génico do clado “A” entre a regido do
rio Branco e as demais regides de aguas brancas, também s&o desconhecidos
os fatores que determinam o intercambio dos peixes do clado “B-II", entre as
regides dos rios Araguaia e Tapajos. Anteriormente a constru¢do da hidrelétrica
de Tucurui no rio Tocantins o0s peixes precisavam deslocar-se
aproximadamente 800 Km nas aguas brancas do canal principal do rio
Amazonas para manter o fluxo génico entre essas duas regides de aguas
claras (valor de @ par a par néo significativo). Apos a construcdo da barragem,
é provavel que o fluxo génico entre as duas regides tenha sido interrompido.

A evolucdo dos padrbes migratdérios em peixes resulta do sucesso
reprodutivo em certos locais, 0s quais tendem a maximizar a sobrevivéncia e o
crescimento dos juvenis (Dodson, 1997). No caso de B. filamentosum, os
peixes adaptados as caracteristicas quimicas de um tipo de 4gua poderiam ndo

obter sucesso reprodutivo ou diminui-lo expressivamente em aguas com outras
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caracteristicas quimicas. Estudos sobre a larvicultura de Rhamdia quelen
(Siluriformes: Heptapteridae) demonstraram que a sobrevivéncia das larvas foi
influenciada por alteracdes controladas do pH e da dureza da agua (Lopes et
al., 2001, Townsend et al., 2003). Segundo Leite et al. (2007) os ovos e larvas
dos grandes bagres migradores amazonicos parecem se desenvolver
exclusivamente no canal dos rios. Esses fatores nos levam a concluir que em
B. filamentosum, a migragéo e o ciclo de vida provavelmente estao restritos aos
diferentes tipos de aguas dos rios amazoénicos.

As localidades tipo dos cinco hol6tipos de B. filamentosum (Lundberg e
Littmann, 2003) e a facilidade de acesso a calha principal dos rios
Solimdes/Amazonas pelos primeiros naturalistas, sugere que 0S mesmMos
tenham sido coletados em rios de &guas brancas. Assim, ha grande
probabilidade dos hol6tipos pertencerem ao clado “A”. Apesar do tdxon B.
filamentosum ser bem estabelecido, essa situagcdo nos levou a questionar qual
seria a definicdo taxondmica dos demais clados. Em outras palavras, os trés
clados de B. filamentosum podem ser classificados como espécies distintas ou
populagbes da mesma espécie? O maior valor de divergéncia genética
encontrado entre os clados de B. filamentosum (2,9% entre o clado A e B-ll),
estd bem abaixo do valor (10%) encontrado entre as duas espécies de piraiba,
B. filamentosum e B capapretum (capitulo 1). Entretanto, dentro do género
Pseudoplatystoma, o seqienciamento da regido controle do DNA mitocondrial
revelou uma divergéncia minima de 4,8% entre P. tigrinum e P. reticulatum,
que foi suficiente para validar o status taxonémico dessas espécies (Torrico et

al.,, 2009). Dessa maneira, para a confirmacao da existéncia ou néo, de duas
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novas espécies de Brachyplatystoma correspondentes aos clados B-I e B-ll,
serd necessério o uso de outras ferramentas de estudo, como a morfologia
(osteologia) e o sequenciamento de genes nucleares (RAG).

Para suprir o lapso taxondmico, e abordar o contexto da conservagao,
consideramos que os clados de B. filamentosum correspondem apenas a
“Recursos Geneéticos Pesqueiros”, uma denominacdo geral recomendada pelo
Grupo Consultivo Internacional de Pesquisa em Agricultura (CGIAR) para as
diferentes categorias de recursos genéticos aquaticos (Pullin, 2000). Medidas
visando o manejo para fins de conservagdo desses trés recursos geneéticos
pesqueiros devem ser elaboradas e aplicadas separadamente para cada um
(Waples, 1998). O primeiro passo nesse sentido foi a definicdo das “unidades
de conservagdo”’ de B. filamentosum, e para qual utilizamos a classificagéo
baseada no nimero de fémeas migrantes por geragdo proposta por Wood e
Holtby (1998) para o Salméo sockeye (Oncorhynchus kitsch). De acordo com
essa classificagcdo, o numero de fémeas migrantes por geracao trocadas entre
0s trés recursos genéticos pesqueiros (ou clados) de B. filamentosum os define
como “populagdes fechadas”, as quais estdo completamente isoladas, trocando
menos que uma fémea migrante por geragdo e altamente vulneraveis quando
sua populagdo é reduzida. Esse € o menor tipo de unidade de conservagao
considerado pela IUCN (International Union for Conservation of Nature) para
inclusédo no livro vermelho de espécies ameacadas (Mace e Lande, 1991).
Assim, por meio dessa classificacdo, estabelecemos que os trés clados de B.
filamentosum correspondem a trés populagdes: populacdo “A”, populagao “B-I”

e populacéo “B-II", respectivamente.
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As composi¢des nucleotidicas da regido controle nas trés populacdes
apresentaram maiores quantidades das bases A e T e menores quantidades
das bases C e G. Esse padrdo é o mais comum para a regido controle dos
genomas mitocondriais (Chiang et al., 2006).

Devido & impossibilidade da calibragdo do relégio molecular, ndo foi
possivel estimar as épocas provaveis em que ocorreram as expansdes
populacionais subitas das trés popula¢des, demonstradas pelos resultados das
andlises de contragdo-expansdo. Entretanto, semelhante ao exposto no
capitulo 1 para B. filamentosum e B. capapretum, de acordo com Grant e
Bowen (1998), as relacdes entre diversidades haplotipicas e nucleotidicas
sugerem que a populacdo “A” é grande e estavel, e possui uma longa histéria
evolutiva ou contato secundario entre linhagens diferentes, e as populagdes “B-
I” e “B-II" foram submetidas a um efeito de gargalo de garrafa, seguido de um
rapido crescimento populacional.

A fragmentacao de habitats € um fator que pode potencialmente diminuir
a diversidade genética dos peixes (Templeton et al., 2001). A fragmentagéo de
habitats I6ticos na Amazénia em decorréncia da construgdo de barragens para
fins de gerac@o de energia elétrica interfere de forma negativa, principalmente
no ciclo de vida de espécies migradoras, como B. filamentosum (Godinho e
Kynard, 2008). Além disso, essa espécie, que demonstra possuir uma relacao
estreita com a composicdo quimica das aguas, também esta susceptivel a
mudancgas nessas caracteristicas, causadas pelo aumento da turbidez da 4gua
devido a eroséo do solo causada pelo desflorestamento, e a poluicdo aquatica

(Junk et al., 2007). Em B. filamentosum foram encontrados altos niveis de
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contaminagdo por mercario em amostras oriundas dos rios Tapajos e Madeira
(Uryu et al., 2001; Bastos et al., 2008).

O valor médio da diversidade nucleotidica da populagédo “A” foi similar
aos valores médios observados para a regido controle de outras espécies de
peixes migradores amazonicos, como a piramutaba B. vaillanti (171 = 0,0166), a
dourada (11 = 0,0095) e o tambaqui Colossoma macropomum (1 = 0,0120)
(Formiga-Aquino, 2004; Batista e Alves-Gomes, 2006; Santos et al., 2007).
Essas trés espécies foram incluidas na categoria de sobreexplotadas ou
ameacadas de sobreexplotacdo pelo Ministério do Meio Ambiente do Brasil
(MMA, 2004). Embora observado o indicio de sobreexplotagcdo de B.
filamentosum na regido Tabatinga (Petrere et al., 2004; Barthem e Goulding,
2007), a classificagdo dessa espécie em relacdo ao nivel de explotacdo ainda
ndo foi estabelecida pelo Ministério do Meio Ambiente. A presenca da
populagdo “A” em &aguas brancas nos leva a sugerir que o indicio de
sobreexplotagdo de B. filamentosum é, na verdade, relativo a essa populagao.
Além disso, os valores ainda mais baixos das diversidades nucleotidicas das
populagbes “B-I" e “B-II” sugerem que, do ponto de vista genético, as trés
populagBes devem ser incluidas de forma urgente na lista de espécies de
peixes sobreexplotados ou ameacados de sobreexplotagdo do Ministério do

Meio Ambiente do Brasil.
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CONSIDERACOES FINAIS

O fato de que apenas em 2005 para 0 recurso pesqueiro chamado
“piraiba” foi reconhecida a existéncia de duas espécies, e agora com a
possibilidade de existirem ainda mais duas espécies, mostra-se como um
exemplo da necessidade crescente do conhecimento sobre 0S recursos
aquéaticos amazdnicos, para subsidiar o seu manejo e conservac¢do adequados.

A exemplo de B. capapretum, um taxon recém descrito, e com
importancia econmica, que ja demonstra baixos valores de variabilidade
genética, também encontram-se na mesma situagédo as populagdes B-I e B-II.
Essas espécies e populagbes podem ainda possuir mais “subdivisbes”
genéticas, que sO poderdo ser acessadas com o0 uso de marcadores
moleculares com maior poder de resolugdo, como o0s microssatélites.
Resultados preliminares da estrutura genética de B. capapretum baseados na
regido controle (dados ndo mostrados aqui) revelaram que provavelmente a
espécie compde-se de uma Unica populagdo panmitica ao longo dos rios de
adguas brancas da Amazébnia brasileira. Entretanto, sua ditribuicdo também
ocorre em aguas pretas, e para uma inferéncia confiavel da estrutura genética
dessa espécie, amostras desses ambientes devem também ser analisadas.

B. filamentosum e B. capapretum sdo duas espécies capturadas e
comercializadas sem distingdo, e nesse caso, sugerimos que a primeira acéo
dos o6rgédos publicos que regulamentam a atividade pesqueira na bacia
amazonica, deva ser enfocada na implantagdo de medidas legais que
monitorem a comercializacdo das piraibas com a cabeca, assim como o

treinamento dos agentes responsaveis pela coleta de dados da estatistica
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pesqueira para identificar morfologicamente as espécies durante o
desembarque e a comercializagéo, a fim de incluir B. capapretum nos registros
estatisticos. A identificagdo correta dessas espécies também serd necesséria
para a realizacdo de futuros estudos sobre os seus ciclos de vida e as
dindmicas populacionais. Além disso, a ado¢do de medidas de manejo e
conservacao para esses dois recursos tera maior possibilidade de éxito quando
0S setores pesqueiro e governamental incorporarem em sua rotina o fato de
que as piraibas capturadas nas aguas brancas da Amazénia brasileira, na

verdade, correspondem a duas espécies.
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