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1. Raias de agua doce 2. Genética da Conservacdo 3. Filogegrafia

Sinopse:

As raias de agua doce pertencem a familia Potamotrygonidae sendo exclusivas da
regido neotropical. Essa familia possui trés géneros validos, Paratrygon, Poyamotrygon
e Plesiotrygon. A espécie Paratrygon aiereba é uma das trés espécies da familia
Potamotrygonidae que possui uma ampla distribuicdo, assim, foram estudadas
geneticamente populagdes dos rios Negro, Solimdes-Amazonas, Tapajés, Xingu,
Araguaia e Ilha de Marajo. Os resultados mostraram que estas populagdes estdo
estruturadas dentro dos rios, ndo apresentando fluxo génico, ou este ¢ restrito, estando
separadas geograficamente. As populacdes dos rios Negro, Solimdes-Amazonas e
Xingu possuem uma diversidade genética muito baixa, o que chama a aten¢do para
medidas de conservagao e manejo dessa espécie.
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RESUMO

A filogeografia é o segmento da biogeografia que consiste no estudo dos principios
e processos que governam a distribuicdo geografica das linhagens genéticas. Ela lida com a
distribuicao espacial de alelos cuja relagdo filogenética ¢ conhecida ou pode ser estimada.
Assim, através de estudos filogeograficos, ¢ possivel a investigagdo de processos
populacionais ¢ modelos regionais que interferem na diversidade e distribuigdo das
populacdes. Estudos de filogeografia também podem gerar subsidios para estudos sobre a
conservagdo dos organismos, pois a diversidade das espécies representa o alcance das
adaptagdes evolutivas e ecoldgicas em relacdo a determinados ambientes. Para esses
estudos de filogeografia, a ferramenta historicamente utilizada ¢ o DNA mitocondrial
(mtDNA) que permite estudos genéticos entre populacdes, espécies e niveis taxondmicos
mais altos. As raias fazem parte da Classe Chondrichthyes, grupo de peixes cartilaginosos,
subclasse Elasmobranchii. O grupo de espécies de elasmobranquios que sdo
verdadeiramente de agua doce, com ciclo de vida completo em aguas continentais, esta
contido na familia Potamotrygonidae, que ocorre exclusivamente na regido neotropical,
México e América do Sul. A familia Potamotrygonidae forma um clado monofilético com
trés géneros: Paratrygon Dumeril, Potamotrygon German e Pleisiotrygon Castello &
Thorsan. A maioria das espécies dessa familia possui distribuicdo restrita a uma unica
bacia ou sistema fluvial, e somente as espécies Potamotrygon motoro, Potamotrygon
orbignyi e Paratrygon aiereba estdo presentes em mais de uma bacia. O presente estudo
teve como objetivo investigar a estrutura genética de Paratrygon aiereba em seis rios da
regido Amazodnica, Rio Negro, sistema Solimdes-Amazonas, Tapajos, Xingu, Ilha de
Marajé e Araguaia. Para tal foi utilizado como marcador molecular o fragmento de

ATPase. Os resultados desse trabalho mostraram que essas populagdes estdo estruturadas
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dentro dos rios, com fluxo génico restrito, ou mesmo sem fluxo génico, apresentando uma
correlacdo positiva entre distancia genética e distancia geografica. Também foi observado
que a variabilidade genética ¢ muito baixa nas populacdes do Rio Negro, Solimdes-
Amazonas ¢ rio Xingu. O Rio Negro ¢ conhecido por sua pesca ornamental, ¢ na calha
Solimdes-Amazonas, esses animais sao utilizados como fonte de proteina e sofrem com a
pesca comercial. No rio Xingu eles estdo isolados geograficamente pelas cachoeiras acima
de Belo Monte. Esses fatores, portanto, podem estar influenciando na baixa diversidade
genética de P. aiereba. Em vista disso medidas de conservagao para esta espécie devem ser
tomadas em niveis locais, considerando cada rio separadamente, ao invés de empregar

escalas regionais maiores.



ABSTRACT

Phylogeography is a branch of biogeography that investigates the processes that
rules the geographic distribution of genetic lineages. It deals with the spatial distribution of
alleles which phylogenetical relationships is known or can be estimated. Thus, through
phylogeographic studies its possible to investigate population processes and regional
models that interferes on diversity and distribution of populations. Phylogeography studies
can also generate a basis for conservation studies because species diversity represents the
amplitude of evolutionary and ecological adaptations in relation to certain environments.
For this, in phylogeographycal studies, the historical tool commonly used is mitochondrial
DNA (mtDNA), because it allows genetic studies among populations, species and higher
taxonomic levels. Stingrays are part of Chondrichthyes Class, cartilaginous fishes,
Elasmobranchii subclass. The species group of Elasmobrachii, that, in fact, comes from
sweet water, have a complete lifecycle in continental waters, are placed on
Potamotrygonidae family, and occurs exclusively on the neotropical region, México and
South America. Potamotrygonidae family is composed by one monophyletic clade with
three genera: Paratrygon Dumeril, Potamotrygon German and Pleisiotrygon Castello &
Thorsan. Most part of its species have a restricted distribution to one unique basin or
fluvial system. Just Potamotrygon motoro, Potamotrygon orbignyi e Paratrygon aiereba
species are found in more than one basin. The present study aims to investigate the genetic
structure of Paratrygon aiereba in six rivers from Amazon region: Rio Negro, Solimdes-
Amazonas system, Tapajos, Xingu, Marajo Island and Araguaia. For that, the ATPase
fragment was used as molecular marker. The results showed that the populations of this

specie are structured inside each river, with restrict gene flow, or even without gene flow,
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showing a positive correlation between genetic and geographic distances. It was also
observed that genetic variability is very low at Rio Negro populations, Solimdes-
Amazonas system and Xingu River. The Rio Negro is very well known for its ornamental
fishery and at Solimdes-Amazonas system these animals are used as a protein source and
suffer commercial fishery. At Xingu River they are geographically isolated below Belo
Monte waterfalls. All these factors, therefore, can influence the low genetic diversity in P.
aiereba. Considering that, conservation strategies need to be taken in local scales, for each

river, instead of using higher regional scales.
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1. INTRODUCAO

Os organismos possuem padroes de distribuicdo geografica que variam em seu
alcance, freqiliéncia de ocorréncia e grau de continuidade geografica (Humphries & Parenti,
1986). Sugerir e/ou explicar esses padrdes através dos processos historicos, analisando
como a formagdo geologica e evolutiva de uma regido influenciaram na atual distribuicao
dos seus organismos ¢ o papel da ciéncia conhecida como biogeografia (Pianka, 1982;
Ricklefs, 1993).

Em 1858, Sclater foi o primeiro naturalista a sugerir a divisio mundial em regides
biogeograficas a partir de observagdes da distribuigdo geografica de passaros. Alguns anos
mais tarde, Wallace (1876) considerou que essa divisdo era valida ndo s6 para passaros

como para outros taxons. (Figura 1).

Figura 1: Regides Biogeograficas propostas por Wallace em 1876.



O estudo dos principios e processos que governam a distribuicdo geografica das
linhagens genéticas enfocando a distribui¢ao espacial de alelos cuja relagdo filogenética ¢é
conhecida ou pode ser estimada é chamado de filogeografia (Avise, 2000).

Andlises filogeograficas permitem estudos detalhados sobre a evolucdo da
paisagem, incluindo a dispersao de taxons, migracdo de espécies ao longo de uma regido,
especiagdo, radiacdo adaptativa e extingdo, além de, enfatizar as pressoes ecoldgicas na
modelagem da distribui¢do dos organismos (Avise, 2000). Logo, estudos filogeograficos
possibilitam a investigacdo de processos populacionais e modelos regionais que interferem
na diversidade e distribuicao das populac¢des (Berminghan & Mortiz, 1998).

Os primeiros estudos a introduzir as idéias da filogeografia da maneira como elas
sdo apresentadas hoje foram publicados no final da década de 70 por Avise et al. (1976),
com pequenos mamiferos Lepomis macrochiru,. S6 em meados da década de 80, Avise et
al. (1984) viriam realizar trabalhos com filogeografia de vertebrados aquaticos, ainda que
tenham sido pioneiros no assunto.

A dispersdo de peixes de dgua doce esta diretamente relacionada as conexdes entre
as bacias de drenagem e seu historico de formagdo, de modo que a andlise de sua
biogeografia permite inferir sobre a biologia de suas espécies e geologia da regido em
questao (Berminghan & Mortiz, 1998).

Rios sdo considerados bons cenarios para a criagdo de modelos de subdivisao de
taxons, podendo permitir a caracterizagdo da dinamica de dispersdo, diferenciacdo
geografica e formagao de novas espécies (Berminghan & Mortiz, 1998). Lovejoy & Aratijo
(2000) observaram o processo de estruturacdo genética populacional, ndo apresentaram
haplotipos compartilhados, em peixe-agulha Potamorraphis guianensis, quando
comparadas as bacias do Orinoco, Amazonas e Guianas, o que pode ser um indicativo de

pouco ou nenhum contato genético por longos periodos de tempo, ¢ concluem que a



conexao entre Orinoco, Amazonas e Guianas, e mais recente do que a conexao com o r1io
Casiquiare, no qual ¢ hoje em dia a ligacdo entre as bacias do Amazonas e Orinoco.

O nivel de variacdo genética inter e intra populacional, tanto entre populagdes
geograficamente diferentes, como entre individuos de uma mesma populagdo ¢ muito
relevante para qualquer espécie manter a vitalidade reprodutiva, a resisténcia a doengas ¢ a
habilidade para se adaptar a mudangas ambientais. Uma vez que a diversidade das espécies
representa o alcance das adaptagdes evolutivas e ecoldgicas em relagdo a determinados
ambientes, estudos de filogeografia também podem gerar subsidios para a conservagdo de
organismos (Primack & Rodrigues, 2001).

Interagdes de processos como selecdo natural, deriva genética, mutagdo e migracio,
juntamente com pressdes ambientais, podem resultar em grandes populacdes amplamente
distribuidas com tendéncia a altos niveis de diversidade genética ou ainda, populacdes
pequenas, isoladas e de espécies ameagadas, que normalmente possuem esses niveis mais
baixos (Frankhan et al. 2002). Além de ser importante para a evolugdo das espécies, a
variabilidade genética esta diretamente relacionada com o fluxo génico entre populagdes,
que pode ser utilizado para verificar afinidades e limites entre espécies e serve para
detectar padrdes de distribuigdo e migracdo (Heist, 2004).

A caracterizagdo da estrutura genética e historia evolutiva das populagdes através
de técnicas moleculares ¢ uma a parte importante dentro da genética da conservagao (Silva
et al., 2004). Neste sentido, a associagdo do DNAmt a filogeografia, tem levado a um
melhor entendimento sobre a distribuicdo geografica, relagdes filogenéticas e distancias
entre linhagens evolutivas, permitindo um melhor entendimento sobre a biogeografia da
regido e areas de endemismo (Berminghan & Mortiz, 1998).

Aproximadamente 70% dos estudos de filogeografia utilizam o DNA mitocondrial

(DNAmt) (Avise, 2000). Na década de 80, houve um “boom” no conhecimento sobre a



estrutura e evolucdo da mitocondria, onde varias hipdteses mostram as vantagens na
utilizacdo dessa estrutura (Avise, 2000).

Marcadores moleculares que possuem altas taxas evolutivas sao uteis em estudos de
fluxo génico, migragdo de individuos e populagdes, enquanto aqueles que possuem um
baixo grau de mutacdo sdo mais utilizados em estudos de identificagdo de espécies e em
eventos de diferenciagdo filogenética mais antigas e abrangentes (Heist, 2004).

Alguns trabalhos tém destacado as vantagens de se fazer trabalhos de filogeografia
com DNA mitocondrial (DNAmt) como: alta taxa evolutiva, possui uma taxa de mutagao
de cinco a dez vezes maior que o DNA nuclear, grande nimero de copias por célula,
auséncia de recombinacdo (devido ao modo de heranga materna), baixo peso molecular e
formato circular, propriedades estas que conferem algumas vantagens em estudos
populacionais (v. Brown, 1980, Brown et al., 1981, Avise, 1998). O tamanho do genoma
mitocondrial pode variar de 6Kb a 2000Kb e sua organizacdo nos vertebrados parece ser
extremamente conservada em grupos taxondmicos distintos (Matioli, 2001). Em espécies
de elasmobranquios marinhos ja foram publicadas algumas seqiiéncias completas de
DNAmt, evidenciando que seu tamanho ¢ similar ao de outros vertebrados (Heist, 2004)

(Figura 2).



Genoma
Mitocondrial

de Peixes

Figura 2: Esquema do DNA mitocondrial em peixes, destacando a regido D-Loop ¢

ATPase sub-unidades 6 € 8.

Existem evidéncias de que o DNAmt dos tubardes varia a uma taxa menor que dos
mamiferos (Martin, 1999; Martin et al, 1995). Trabalhos utilizando a regido D-Loop
mostraram-se muito eficientes em estudos populacionais em tubardes (Heist, 2004). No
entanto, outros fragmentos do DNAmMt como ND2/ND4 e¢ ATPase 6 e 8, também se
mostraram eficientes em estudos de filogeografia nos mais diversos organismos. Registros
bibliograficos publicados com consideracdes sobre estudos genéticos de filogeografia com
raias de agua doce inexistem até o presente momento.

Raias ou arraias, juntamente com os tubardes, sdo peixes cartilaginosos e fazem parte
da Classe Chondrichthyes (Subclasse Elasmobranchii) (Nelson, 1994). Habitam areas que
abrangem desde ecossistemas marinhos, eurialinos e de agua doce (Brooks e McLennan,
1991). Apesar de sua ampla distribui¢do mundial, pouco ¢ conhecido sobre a biologia,
historia natural e ecologia desses organismos e pouca informacdo ¢ disponivel sobre os

modelos de reproducdo, demografia e/ou estrutura genética para a maioria dos



elasmobranquios (Feldheim et al., 2001) e tais informagdes, em geral, sdo restritas as
espécies marinhas.

O unico grupo de espécies de Elasmobranchii verdadeiramente de agua doce, com
ciclo de vida completo em aguas continentais ¢ pertencente a Familia Potamotrygonidae,

exclusiva da regido neotropical (Aratjo et al., 2004) (Figura 3).

3 Orinoco

Amazonas

Figura 3: América do Sul em destaque os rios Orinoco € Amazonas.

A Familia Potamotrygonidae forma um clado monofilético (Lovejoy, 1996;
Carvalho et al. 2003) com trés géneros: Potamotrygon German (com 20 espécies
descritas); Pleisiotrygon Castello & Thorsan, um grupo monoespecifico e; Paratrygon
Dumeril, que até 2004 era considerado um género monoespecifico mas agora vem sendo

reconhecido por alguns especialistas como um complexo de espécies.



No Brasil ¢ encontrado um total de 17 espécies pertencentes aos trés géneros, mas
esse numero ainda ndo € definido, pois novas espécies vém sendo descritas para os rios
Negro e Tapajos e para baia de Marajo, onde um novo género vem sendo descrito (Mould,
1997; Aragjo, 1998; Charvet-Almeida, 2001).

Poucas espécies, como Potamotrygon motoro, Potamotrygon orbignyi e
Paratrygon aiereba estdo presentes em mais de uma bacia. Ainda que dentro de seu
ambiente, as raias de agua doce exploram diversos habitats, que vao desde praias, florestas
inundadas, pequenas enseadas de fundo rochoso ou barrento, folhi¢o e até lagos (Carvalho
etal., 2003).

Analises filogenéticas feitas por Lovejoy et al. (1998), indicaram que na Familia
Potamotrygonidae, o género Paratrygon ¢ o mais basal, sendo Potamotrygon e
Plesiotrygon géneros irmaos. Com base em biogeografia historica, propuseram que as raias
de agua doce derivaram de espécies marinhas, diferenciadas em fun¢do de transgressoes
que abrangeram o alto Amazonas no comeco do Periodo Mioceno (15-23 milhdes de anos
atras) antes do fechamento do istimo do Panama. Com a volta do oceano ao seu nivel
normal, esse grupo teria ficado preso dentro do continente, resultando no
compartilhamento de um ancestral comum, filogeneticamente mais proximo aos
potamotrigonideos, o género Himantura, de raias marinhas (Dunn et al., 2003).

As raias de agua doce possuem algumas similaridades com os elasmobranquios
marinhos como, baixa fecundidade, maturacdo sexual tardia e baixa taxa de crescimento
(Aragjo et al., 2004). A gestacdo (variando 3 a 12 meses conforme a espécie) pode ser
restrita a determinadas estagcdes ou ocorrer ao longo do ano e a temporada de nascimento
dura de 3 a 4 meses (Carvalho et al., 2003).

Para Paratrygon aiereba, em especifico, estudos sobre sua biologia reprodutiva na

bacia do rio Orinoco constataram que esses animais possuem uma fecundidade baixa



(média de dois filhotes por gestagdo) (Lasso et al., 1996), maturidade sexual atingida a
partir dos 15 anos e longevidade estimada em torno dos 70 anos (P. Charvet-Almeida,
comunicagao pessoal).

Entre os representantes da Familia Potamotrygonidae, a espécie Paratrygon aiereba
¢ a que atinge o maior tamanho (Figura 4) (Lasso et al., 1996). No Brasil, pesquisadores do
Projeto de Manejo de Recursos Naturais da Varzea, recentemente capturaram na calha do
rio Solimdes um exemplar de 72Kg e aproximadamente 2m de didmetro (P. Charvet-

Almeida, comunicacdo pessoal).

Figura 4: Espécie Paratrygon aiereba (Foto: M.L. Araujo)

No Estado do Amazonas, as raias de agua doce sao exploradas tanto pela pesca
ornamental, servindo como objeto de aquarismo e exportacdo para a Europa, como pela
pesca artesanal, servindo como alimento em varios locais da bacia amazdnica. Ao longo
do sistema Solimdes-Amazonas, elas também sofrem com a pesca comercial em grande

escala, onde sdo acidentalmente capturadas em redes malhadeiras (Aratjo et al., 2004).



Entretanto, as raias de agua doce ndo sofrem apenas por sua captura para servir
como fonte de subsisténcia e/ou geracdo de renda, mas também pela sua pesca
indiscriminada no periodo da seca, onde a reducdo e isolamento de habitats, as tornam
mais susceptiveis a captura e predacdo. Nesta época, ¢ muito comum no baixo rio Negro, a
pratica da “limpeza”, isto ¢, a remog¢ao de todas as raias encontradas nas praias a fim de
prevenir acidentes, com estimativas de captura de até 21 mil individuos num sé ano
(Aragjo, 2001). Além disso, ¢ muito comum encontrar esses animais mutilados pela
retirada da extremidade da cauda onde se encontra o ferrdo de defesa, tornando-os mais
vulneraveis a predacdo, dificultando sua natacdo e comprometendo todas as atividades
dependentes deste comportamento.

Esse conjunto de pressdes humanas exercidas sobre as raias de agua doce
amazonicas de maneira geral, aliadas as caracteristicas reprodutivas de Paratrygon
aiereba, faz com que esses animais sejam muito vulneraveis sob o ponto de vista de sua
conservagdo. Além disso, mesmo com o aumento da atencdo que essa espécie vem
recebendo, devido as argumentagdes de que seja composta por um complexo de espécies
(Charvet-Almeida, 2005) estudos sobre a sua biologia ainda sdo escassos ¢ sobre a
ecologia e estrutura de suas populacdes, dispersdo e migragdo, sdo inexistentes.

Portanto, esse trabalho teve como objetivo verificar se ha estruturacdo genética
entre as populagoes de Paratrygon aiereba na bacia Amazonica ¢ sua relagdo geografica,
bem como caracterizar essas populagdes geneticamente e verificar o distanciamento

genético e o fluxo génico entre elas.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de Estudo
Com o objetivo de amostrar os principais corredores de dispersao de Paratrygon
aiereba ¢ os diferentes tipos de agua, foram geneticamente analisados exemplares
provenientes das seguintes drenagens: Solimdes-Amazonas (calha principal), rio Negro
principal afluente da margem direita, rios Tapajos, Xingu, principais afluentes da margem
esquerda, e rio Arari, ja na ilha de Marajo, foz do rio Amazonas. Também foram
analisadas amostras provenientes do rio Araguaia a fim de servir como referéncia da
distancia geografica de distribuicdo da espécie.
Foram abrangidos os trés tipos de aguas que sao encontrados na bacia amazodnica;
claras, brancas e negras (Sioli, 1985) com diferentes valores de pH, condutividade e
turbidez, devido a quantidade de sedimento carreado, que influenciam na distribuicdo da
ictiofauna (Hinch & Collins, 1993).
O rio Solimdes nasce na regido dos Andes e quando encontra o rio Negro, passa
a ser chamado de rio Amazonas. Caracteriza-se por possuir aguas barrentas devido a
grande quantidade de sedimento em suspensdo. O sistema Solimdes-Amazonas possui
aproximadamente 6.000km de extensao, sendo metade na Colémbia e Peru e, metade
em territorio brasileiro, correndo de oeste para leste até encontrar o Oceano Atlantico

(Barthem, 2001).

Drenando terras baixas originarias do Periodo Terciario, o rio Negro caracteriza-se
por possuir agua de cor negra ¢ pH acido (3,5 a 5,5) devido a grande quantidade de himus
dissolvido e ao baixo nivel de sedimento transportado (Ayres, 1995). Sua bacia de

drenagem possui aproximadamente 2.500km de extensdo, abrangendo no Brasil os estados
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do Amazonas e Roraima, além de uma ligacdo pelo canal de Casiquiare, na bacia do rio
Orinoco, onde se conecta com a Venezuela (Goulding et al., 1988).

Os rios Tapajos, Xingu e Araguaia tém origem no Escudo Central Brasileiro, que
possui sedimentos do Periodo Cretaceo e o solo ja bastante erodido com pouco sedimento
disponivel para carreamento (Barthem, 2001). Como o rio Negro, podem ser pobres em
sedimento, caracterizando-se como rios de aguas claras (Sioli,1985; Ayres, 1995), mas
também podem apresentar alguns trechos mais ricos em matéria organica dissolvida,
devido a contribui¢do de suas sub-bacias. O rio Araguaia ¢ um dos principais afluentes do
rio Tocantins que desagua proximo a foz do rio Amazonas, o que torna suas aguas mais
turvas em seu trecho inferior (Barthem e Goulding, 1997). O rio Arari, saindo da ilha de

Marajo, por sua vez, desdgua no rio Tocantins.

2.2. Amostragem

As amostras de tecido utilizadas para analise genética de Paratrygon aiereba foram
gentilmente doadas por trés grupos de pesquisa atuantes na regido norte do Brasil: dos rios
Negro e Tapajos, por uma equipe da pesquisadora MSc. Lucia Araujo; dos rios Tocantins e
Arari, por uma equipe da Universidade de Sdo Paulo (USP) coordenada pelo Prof. Dr.
Fernando Marques e; dos rios Solimdes/Amazonas e Xingl, por uma equipe do Museu
Paraense Emilio Goeldi/Universidade Federal do Para (MPEG/UFPA) e Universidade
Federal da Paraiba (UFPB) coordenada pela pesquisadora Dra. Patricia Charvet-Almeida
(Dra).

Com apoio da equipe da pesquisadora MSc. Lucia Aratjo, uma Unica campanha para
coleta de Paratrygon aiereba foi realizada na regido do médio rio Negro, proximo a sede

do municipio de Barcelos-AM. Realizada em outubro durante a estacdo seca do ano de
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2004, quando o rio encontrava-se com nivel d’agua mais baixo formando grandes praias
que facilitavam a observacao dos animais na agua, nesses ambientes foi utilizado pug¢a para
captura de exemplares. Devido ao maior periodo de atividade desses animais ocorrer
durante a noite, foram dispostos espinhéis ao entardecer, os quais eram verificados
aproximadamente a cada 2-3h, até o amanhecer do dia seguinte. Para as iscas foram
utilizados pedacos de peixes. ApoOs a captura, os animais foram previamente identificados,
fotografados e tiveram suas medidas tomadas de comprimento total (Lt), comprimento
padrdo (Lp), didmetro do disco (Dd) e peso total (Pt). As amostras de tecido muscular,
assim como daquelas doadas, foram retiradas da regido ventral do animal e conservadas em
alcool 70%.

Cada rio amostrado foi pré-estabelecido como sendo uma populacdo. Todas as

areas de amostragem foram georreferenciadas e estdo indicadas na Figura 5.
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Figura 5:

Mapa das areas de coleta, em destaque os pontos amostrados no Rio Negro.
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2.3. Procedimentos Laboratoriais

Todos os procedimentos laboratoriais foram feitos no Laboratério Tematico de
Biologia Molecular (LTBM) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) e

consistiram em trés etapas: extra¢ao, amplifica¢ao e seqiienciamento do DNA.

2.3.1 Extracao:

A extragdo do DNA foi feita de acordo com o protocolo descrito por Sambrook et
al. (2001) com algumas modificagdes (Anexo 1). Apds a extragdo, foi verificada a
integridade e concentragdo do DNA através de uma eletroforese em gel de agarose 0,8%,
corado com brometo de etidio, visualizado e fotografado no fotodocumentador Eagle Eye,

com um marcador na concentracdo de 100ng.

2.3.2. Amplificacio e seqiienciamento:

Foram amplificados dois fragmentos do DNAmt, a regido D-Loop e a ATPase

subunidades 6 € 8.

Regido Controle do DNA mitocondrial (D-Loop):

Devido a falta de informagao genética para esse grupo fez-se necessario desenhar

um par de primers especifico para a regido D-Loop de Paratrygon aiereba. Para isso foram

utilizados os primers universais, CB3R e 12SAR (cf. Palumbi, 2001) para a amplificagdo

de uma porcao do Citocromo b (cytb) e do 128, regides adjacentes ao D-Loop (Figura 2).
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Com esses primers foi possivel amplificar o final do cytb, inicio do D-loop ¢ o final
do D-loop, inicio do 12S. Apds a amplificagdo o fragmento foi seqiienciado a fim de ser
desenhado um primer interno. O produto gerado pelo seqiienciamento foi alinhado com
fragmentos de espécies de raias marinhas, disponiveis no GeneBank, a fim de que o primer
interno pudesse ser desenhado na regido mais conservada possivel. Foi desenhado um
primer foward no final do cytb - inicio do RNAt treonina (TPA-F) e um reverso no RNAt
fenilalanina (PHE), este ultimo desenvolvido pelo Prof. Fernando Marques (Figura 6). A

Tabela 1 apresenta as seqiiéncias dos primers utilizados.

TPA-F PHE

CytB T|P D-Loop F 128

CB3R

Figura 6: Esquema da localizagdo dos primers.

Tabela 1. Seqiiéncias dos primers utilizados para a amplificacdo da regido D-Loop.

Fragmento Primer Seqiiéncias Referéncia

Citocromob CB3R 5’ — CATATTAAACCCGAATGATATTT -3’ Palumbi, 2001
128 12SAR  5°- ACCTGGGGATTAGACCCCACTAT -3’ Palumbi, 2001
D-Loop TPA-F 5- CGGTCTTGTAAACCGAAG -3’ Este estudo

D-Loop PHE 5’ — GCACTGAAGATGCTAAGATA -3 Marques, com. pess.
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A amplificagdo do DNA foi feita através da técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (Polimerase Chain Reaction - PCR), no qual foram utilizados os primers
desenhados e temperaturas especificas (Anexo 2). Em seguida, o produto do PCR foi
verificado por uma eletroforese horizontal em gel de agarose 1%, conforme ja mencionado,
utilizando o marcador Ladder 1Kb plus (Invitrogen®) e purificado por rea¢ao enzimatica

através das enzimas Exonuclease I / Shrimp Alkaline Phosphatase (ExoSAP-I) (Anexo 3).

A reacdo de seqiienciamento foi feita em placas de 96 pogos, com 0s mesmos
primers utilizados na rea¢dao de PCR seguido de precipitagdo da placa para eliminar o
produto ndo incorporado durante a reacdo de seqiienciamento (Anexos 4 e 5,
respectivamente). A reagdo foi levada ao seqiienciador automatico de DNA MegaBACE
1000 (GE® - Health Care) nas condi¢cdes de injecdo e corrida recomendadas pelo

fabricante.

Para confirmar se o fragmento seqiienciado correspondia ao D-loop, as seqiiéncias
obtidas foram comparadas com outras depositadas no banco de dados do GeneBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), com auxilio do programa Blast.

ATPase:

Para amplificagdo da ATPase foram utilizados primers desenhados para o género
Potamotrygon (Tabela 1) desenvolvidos por Daniel Toffoli do Laboratério de Genética

Animal (LEGAL) da UFAM.

A amplificagdo foi feita com primers PotaATPf2 Lys (Foward) e PotaATPr2
(reverso) (D. Toffoli, comunicacdo pessoal), localizados na regido inicial ¢ final da
ATPase, subunidades 6 ¢ 8 (Anexo 2). A verificacdo do produto de PCR, assim como a

purificacdo, a precipitacio e o seqienciamento, foram realizados conforme ja

16



mencionados. No entanto, para a reagdo de seqiienciamento foram utilizados primers
internos, PotaATP_F3 (foward) e PotaATP-r (reverso), a fim de obter seqiiéncias mais

limpas, também desenvolvidos por D. Toffoli (com. pess.).

2.4. Anilises das seqiiéncias

As seqiiéncias foram editadas e alinhadas com o auxilio dos programas BioEdit 7.0
e Chromas 2.31, sendo que nos sitios que ndo puderam ser determinadas as bases
nitrogenadas foram adicionados “N”. A determinacdo dos haplodtipos e a obtencdo de suas
arvores foram feitas pelo programa TCS 1.18 (Clemente et al., 2000).

Para as andlises filogenéticas, a fim de estimar as relagdes entre as populagdes,
foram feitas analises de Maxima Parciménia - MP (Hennig, 1966) que consiste em buscar
a arvore filogenética com menos passos evolutivos. Esta analise foi feita por busca
heuristica com adi¢ao aleatdria dos terminais (Random Stepwise Adition), 1000 réplicas e
rearranjo dos ramos pelo método TBR (Tree Bisection Reconection).

A procura pela arvore mais parcimoniosa foi feita a partir de matrizes com e sem
pesos moleculares diferenciados entre transi¢des (TS - mutagdes entre purinas-purinas e
pirimidinas—pirimidinas), transversdes (TV - mutacdes entre purinas-pirimidinas) ¢ gaps
(G - insercoes ou delegdes de bases nitrogenadas). Primeiramente, as TV e TS foram
tratadas com mesmo peso (TS=1 e TV=1) e G como quinto estado e, depois, com pesos
diferentes TV=3, TS=1 G como quinto estado, com caracteres ndo ordenados. A
determinag@o da melhor arvore foi feita através de consenso estrito e da regra da maioria
(>50% de ocorréncia) enquanto a robustez dos nds encontrados, foi feito pelo método de

Bootstrap, com 100 replicas.
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Utilizando o programa MODELTEST 3.6 (Posada & Crandal, 1998), foi
determinado o modelo evolutivo que melhor apresenta a heterogeneidade nas taxas de
substituicdo nucleotidica. Isto foi necessario para poder ser feita a analise de Maxima
Verossimilhanga — MV (Felsenstein, 1981) que considera a arvore que apresenta a melhor
probabilidade de explicar a natureza dos dados. Assim como na MP, a procura da arvore
foi feita por busca heuristica, adi¢ao aleatéria dos ramos e rearranjo pelo método TBR. No
entanto, essa andlise foi feita com 100 réplicas. Além disso, foram determinadas as
distdncias genéticas, nao corrigida “p” e corrigida, conforme o modelo evolutivo
estabelecido pelo programa MODELTEST 3.6. Todas essas andlises foram feitas com o
auxilio do programa PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002).

As andlises dos polimorfismos das seqiiéncias foi determinada pelo programa
DnaSP 4.0 (Rozas et al., 2004),onde foram analisadas: diversidade nucleotidica, média do
numero de diferencas nucleotidicas por sitios entre duas seqiiéncias, diversidade
haplotipica, nimero de sitios polimorficos, numero de sitios que apresentam mais de um
alelo por locus; mutagdes compartilhadas entre as populagdes e, o indice de estimativa de
fluxo génico entre as populacdes (Fy).

Os parametros de estruturacdo e variabilidade genética encontrada dentro das
populagdes ou dentro dos rios e entre as populagdes ou entre os rios, foram determinados
pela Analise de Variancia Molecular (AMOVA), pelo programa ARLEQUIN 2.0 (Ecoffier
et al., 1992). O mesmo programa foi utilizado para testar a significancia da correlagdo
entre a matriz de distancia genética e distancia geografica das populagdes de Paratrygon

aiereba pelo teste de Mantel.
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3. RESULTADOS

3.1. D-Loop

O resultado da amplificagdo com os primers que foram desenhados para a regido
D-Loop foi um fragmento de aproximadamente 1800 pb. Entretanto, ndo foi possivel
seqiienciar o fragmento inteiro, devido ao seu tamanho e para isso seria necessario
desenhar um primer mais interno, obtendo-se um total de 1400pb, sendo aproximadamente
700pb no inicio do fragmento (L) e 700pb no final do fragmento (H). Esse primeiro
seqiienciamento teve como objetivo desenhar um primer mais interno, para poder obter o
fragmento inteiro. No entanto, quando feito o blast das seqiiéncias L ¢ H, separadamente,
ndo foi encontrada equivaléncia com as seqiiéncias de D-Loop depositadas no GeneBank.
O resultado foi o alinhamento de pequenos fragmentos, aproximadamente 100pb, com os
mais variados fragmentos de DNA, mitocondrial e nuclear, de mamiferos, teledsteos e
elasmobranquios, ndo havendo uma similaridade, que possibilitasse afirmar que o

fragmento gerado era D-Loop.

Em vista disso, esse trabalho sofreu uma mudanga metodologica, passando utilizar
como marcador molecular a ATPase, pois outros grupos de pesquisa ja estavam fazendo
trabalhos com este marcador obtendo sucesso. Mesmo assim, foram feitas algumas analises
com essas seqiiéncias, que serdo apresentadas a seguir. Entretanto, para o D-Loop foi
possivel obter seqii€ncias de apenas troes das seis localidades propostas, € como ainda nao
foi desenhado um primer interno, também ndo foi possivel obter a sobreposigdo entre as

seqiiéncias, assim, elas foram analisadas separadamente.
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Assim, foram obtidas um total de 30 seqiiéncias correspondentes a 30 individuos,

sendo 21 foward (L) e 9 reversas (H), para os rios Negro, Araguaia ¢ Xingu, distribuidas

em 20 haplotipos L e 9 haplotipos H, onde nenhum deles foram compartilhados entre essas

localidades (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2. Namero de seqiiéncias foward e reversas para o D-Loop em cada rio amostrado.

Localidade
Seqiiéncia Rio Negro Rio Araguaia Rio Xingu Total
Foward 14 6 1 71
Reversa 4 4 1 9

Tabela 3: Lista de haplotipos encontrados para as seqiiéncias de D-Loop foward (L) e

reversa (H) separadamente.

Posicao Haplotipos Seqiiéncias Local
Rio Negro 1 RNOO1L Rio Negro

Foward Rio Negro 2 RNOO2L Rio Negro
Rio Negro 3 RNOOSL Rio Negro
Rio Negro 4 RNOOSL Rio Negro
Rio Negro 5 RNOI1L Rio Negro
Rio Negro 6 RNOI15L Rio Negro
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Tabela 3: Continuagao

Posicao Haplotipos Seqiiéncias Local
Rio Negro 7 RNO16L Rio Negro
Rio Negro 8 RNO17L Rio Negro
Rio Negro 9 RNO20L Rio Negro

Rio Negro 10 RNO022L Rio Negro

Foward Rio Negro 11 RNO026L Rio Negro
Rio Negrol2 RNO028L Rio Negro
Rio Negrol3 RNO56L Rio Negro

Rio Negro 14 RNO78L Rio Negro

Araguaia 1 ARAO7L Araguaia

Araguaia 2 ARAO9L Araguaia

Araguaia 3 ARA10L Araguaia

Araguaia 4 ARAI1IL Araguaia

Araguaia 5 ARA13L Araguaia

ARA14L Araguaia

Xingu 1 X000BL Xingu

Reversa Rio Negro 15 RNOOSH Rio Negro
Rio Negro 16 RNO13H Rio Negro

Rio Negro 17 RNO15H Rio Negro



Tabela 3: Continuagao

Posicao Haplétipos Seqiiéncias Local
Rio Negro 18 RNO022H Rio Negro
Araguaia 6 ARAO9H Araguaia
Araguaia 7 ARA10H Araguaia
Araguaia 8 ARAI13H Araguaia
Araguaia 9 ARA14H Araguaia
Xinga X000AH Xingu

As arvores de haplotipos apresentaram uma segregacdo entre as amostras do rio

Negro e rio Araguaia, para os dois lados (L e H) das seqiiéncias (Figura 7).

Figura 7: Arvore de haplétipos D-Loop, lado H e L resoectivamente. Onde*“-“= missing

data.
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Também foram construidas arvores de distdncia genética pelo método de
agrupamento de vizinhos, com o modelo de substituicdo nucleotidica HKY+G, para as

seqiiéncias L e HKY, para as seqiiéncias H.

Essas topologias foram semelhantes as encontradas nas arvores de maxima
parcimonia (MP), inclusive quanto aos lados (L e H) (Figuras 8 e 9). Com apenas uma
seqiiéncia para cada lado (L e H), os resultados obtidos para o rio Xingi foram

utilizados para enraizar as arvores filogenéticas.

RNO1L

RNO8L

RNO8H
RN16L
RN17L
RN56L —— RN13H
RN15H
RN20L
RNZ6L — RN22H
RN28L
TOO9H
ARA10H
ARA7L
ARA10L LI
ARAQ9L ~ ARA13H
| ARA13L
ARALAL ARA14H
ARAL1L
X000BL
0.005 substitutions/site X000AH

= 0.001 substitutions/site

Figura 8: Arvore de distancia genética (D-Loop), lados L e H, respectivamente.
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RNO1L

—— RNOSL

—— RNI16L

— RN17L

— RN56L

RN11L

RNO2L

RN15L

RN20L

— RN26L

RN28L

RN22L

RN78L

RNO5L

_E ARAO7L
ARA1O0OL

ARAQ09L
{ ARA13L
ARA14L

ARA11L

X000BL

RNO8H

RN13H

RN15H

RN22H

ARAO09H

ARA10H

ARA13H

ARA14H

X000AH

Figura 9: Arvore de maxima parcimonia (D-Loop) lados L e H, respectivamente.

A divergéncia genética foi dada pela distancia genética ndo corrigida, distancia

(I3

p.

A maior divergéncia encontrada dentro das populagdes foi de 1,19% para o rio Araguaia L,

e 7,43%,e entre as populagdes do Araguaia e Rio Negro L (Tabela 4).
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Tabela 4: Valores percentuais (média e desvio-padrao) da divergéncia genética “p”, dentro

e entre as populacdes analisadas.

Localidade Rio Negro .  Rio Araguaia L Rio Negro H Rio Araguaia H
Rio Negro L 0,7994+0,3804 - - -
Araguaia L 7,4346+0,2987  1,1968+0,8481 - -

Rio Negro H - - 0,3330+0,1485 -
Araguaia H - - 1,1903+0,1577 0,4378+0,2295

Também foram calculadas algumas estimativas de variabilidade e diferenciacdo

genética, como: numero de sitios polimorficos, diversidade haplotipica, nucleotidica e

mutagdes compartilhadas, sendo que para essas analises, ndo foram utilizadas as

seqiiéncias do rio Xingu (Tabela 5).

Tabela 5: Variabilidade genética do D-Loop L e H, por localidade de coleta. N - nlimero de

seqiiéncias, H - namero de haplotipos, S - nimero de sitios polimoérficos, Hd — diversidade

haplotipica, m — diversidade nucleotidico e SD — desvio padrao.

Local N H S Hd £ SD T

Rio Negro L 14 14 14 1,00+ 0,019 0,0070
Araguaia L 6 5 19 0,8670 £ 0,129 0,0122
Rio Negro H 4 4 4 1,000 £ 0,177 0,0033
Araguaia H 4 4 4 0,833 +£0,161 0,0039
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3.2. ATPase

Os primers que foram desenhados para ATPase amplificaram um fragmento de
aproximadamente 800pb. Desta vez, quando comparadas as seqiiéncias do GeneBank,

pode-se confirmar que as seqliéncias geradas realmente eram da ATPase.

Foram obtidas um total de 38 seqiiéncias completas de ATPase, subunidades 6 ¢ &,
correspondentes a: 6 rio Negro, 6 Solimdes/Amazonas (Calha), 4 Tapajos, 16 Xingu, 2
Cachoeira da Arari e 4 Araguaia. Dentro dessas 36 seqiiéncias foram obtidos 20
haplotipos diferentes, com apenas um sendo compartilhado entre sistema Solimdes-

Amazonas ¢ Arari (Tabela 6).

A arvore de haplotipos gerada para ATPase, apresentou a formacao de trés arvores,
porém com seis segregacgoes, sendo os haplotipos do rio Araguaia (1 e 2), e Arari 1

completamente separados dos demais haplotipos (FiguralO0).

um total de seis segregacoes, com trés arvores (Figura 10)
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Tabela 6: Haplotipos por localidade entre os individuos seqiienciados para ATPase .

Haplotipos

Localidades

Rio Negro

Calha

Tapajos

Xingu

Arari

Araguaia

RioNegrol
RioNegro2
RioNegro3
RioNegro4
RioNegro5
Calhal
Calha2
Calha3
Calha4
Tapajosl
Tapajos2
Tapajos3
Xingul
Xingu2
Xingu3
Xingu4
Araril
Araguaial

Araguaia2

2

1
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Figura 10: Arvore de haplotipos de ATPase, onde cada cor corresponde ao rio indicado
pelo haplétipo. Calha - Amarelo, Rio Negro - Laranja, Tapajos - Verde, Xinga — Azul,

Araguai-Azul escuro e Arari — Vermelho.

O modelo de substituicdo nucleotidica que melhor explicou a natureza dos dados
foi o modelo evolutivo de Tamura-Nei, Esse modelo foi utilizado para a obtencdo das
arvores de distancia genética de maxima verossimilancia (MV) (Figura 11). Para a analise

de MV foi obtida somente uma topologia (figura 12).

As arvores obtidas pela andlise de maxima parcimdnia tratadas com pesos iguais
entre transicdo e transversao (TS1 e TV1), e as arvores com pesos diferenciados (TV3 e
TS1), foram muito semelhantes (Figuar 13). Estd ultima apresentou-se melhor resolvida,

tanto para o consenso estrito, quanto para a regra da maioria.

Em todas as topologias analisadas (distancia, MV ¢ MP) houve uma separacao

entre dois grandes grupos: 1. rio Negro e Calha (Solimdes-Amazonas) e; 2. afluentes do

28



baixo Amazonas, Tapajos, mais dois subgrupos monofiléticos distintos, Xingu e
Araguaia.

Ca04
Ca01
Ca02

Ca03

RNO2
RNO3
RNO5

RNO4

e TJO3
ARA02

e ARA01

TJO4

= AROL

— Potamotrygon sp
— 0.005

Figura 11: Arvore de distdncia genética dada a partir do modelo evolutivo de Tamura-Nei
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Figura 12: Arvore de méaxima verossimilhanga para ATPase.
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Figura 13: Arvores de maxima parciménia, regra da maioria, com pesos iguais (TS1e TV1) e diferentes (TS1 e TV3), respectivamente.
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A distancia “p”, ndo corrigida, par a par, entre os haplotipos indicada na tabela
7, mostra que a maior divergéncia ¢ dos haplotipos Araguia 1 e 2 quando comparados com

os demais.

Ce 9

Na Tabela 8 esta representada a média da distdncia “p” dentro e entre as
populagdes. As divergéncias encontradas dentro das populagdes foram baixas,
aproximadamente 1%, somente as divergéncias encontradas entre a populagdo do rio

Araguaia e as outras populacdes foram mais altas variando de 4 a 6%.

Os indices de diversidade genética (Tabela 9) indicam que as populagdes do Rio
Negro, Solimdes-Amazonas e Xingu possuem uma diversidade nucleotidica muito baixa.
O teste de neutralidade D de Tajima ndo foi significativo para nenhuma populagdo (p <
0,05), indicando que ndo houve um desequilibrio de neutralidade de mutacao dentro das

localidades amostradas, como expanséo ou efeito de gargalo de garrafa (botleneck).

O resultado da Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) mostrou que existe
uma maior variancia dentro das populagdes/rios (72,52%), do que entre as
populacdes/rios (27,48%) (Fst=0,7251; P=0). Essa estruturagdo dentro dos rios ¢
corroborada pelos altos valores encontrados para o Fst (indice de fixagdo) e pela
diferenga entre as seqiiéncias das diferentes populagdes. Somente na popula¢do Arari,
os valores de Fst foram baixos, pois essa populacdo ¢ a Unica que compartilha
haplotipos, com a populagdo da calha principal. (Tabela 10). O teste de Mantel mostrou
uma correlagdo positiva quando comparados distdncia geografica e distancia genética (r

=0.533,P =0,0306).
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Tabela 7: Distancia genética “p”, par a par, entre os haplotipos de ATPase

Calha Calha Calha Calha  Tapajéos Tapajés Tapajéos Arari Araguaia Araguaia  Xingu Xingu Xingu Xingu RioNegro RioNegro  RioNegro RioNegro

1 2 3 4 1 2 3 1 1 2 1 2 3 4 1 2 3 4
Calha
1
Calha
2 0,0032
Calha
3 0,0080  0,0080
Calha
4 0,0016 0,0016 0,0064
Tapajés
1 0,0080 0,0048 0,0064 0,0064
Tapajés
2 0,0240  0,0240 0,0208  0,0224 0,0224
Tapajos
3 0,0208 0,0208 0,0192 0,0192 0,0192 0,0128
Arari
1 0,0256 0,0224 0,0273  0,0240 0,0240 0,0305 0,0273
Araguaia
1 0,0625 0,0625 0,0593  0,0609 0,0577 0,0416 0,0544  0,0659
Araguaia
2 0,0400 0,0400 0,0384 0,0384 0,0384 0,0352 0,0224  0,0434 0,0321
Xingu
1 0,0305 0,0305 0,0289  0,0289 0,0289 0,0225 0,0192  0,0241 0,0610 0,0385
Xingu
2 0,0224  0,0224 0,0272  0,0208 0,0272 0,0304 0,0240  0,0321 0,0721 0,0464 0,0241
Xingu
3 0,0290  0,0290 0,0306  0,0274 0,0307 0,0242 0,0209  0,0291 0,0661 0,0435 0,0113  0,0129
Xingu
4 0,0241  0,0241 0,0289  0,0225 0,0289 0,0289 0,0225  0,0306 0,0706 0,0449 0,0225  0,0016 0,0113
RioNegro
1 0,0064 0,0064 0,0048  0,0048 0,0048 0,0208 0,0176  0,0224 0,0593 0,0368 0,0273  0,0256 0,0290 0,0273
RioNegro
2 0,0080 0,0080 0,0064 0,0064 0,0064 0,0224 0,0192  0,0240 0,0609 0,0384 0,0289  0,0272 0,0306 0,0289 0,0016
RioNegro
3 0,0080 0,0080 0,0064 0,0064 0,0064 0,0224 0,0192  0,0240 0,0609 0,0384 0,0289  0,0272 0,0307 0,0289 0,0016 0,0032
RioNegro
4 0,0096 0,0096 0,0080  0,0080 0,0080 0,0240 0,0208  0,0256 0,0625 0,0400 0,0305  0,0288 0,0323 0,0305 0,0032 0,0048 0,0016
RioNegro
5 0,0112 0,0112 0,0096  0,0096 0,0096 0,0256 0,0224  0,0273 0,0641 0,0416 0,0321 0,0304 0,0339 0,0321 0,0048 0,0064 0,0032 0,0048
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Tabela 8: Média e desvio padrdo da distancia “p” para ATPase dentro e entre as populagdes.

€e_ 9

Populagdes Rio Negro Calha Tapajos
Rio Negro 0,0030+0,0014
Calha 0,0072+0,0018 0,0032+0,0029
Tapajos 0,0138+0,0076 0,0138+0,0076 0,016+0,0085
Xingu 0,0291+0,0018 0,0251+0,0030 0,0267+0,0033  0,0083+0,0100
Arari 0,0154+0,0093 0,0130+0,0121 0,0200+£0,0090  0,0265+0,0038  0,0240+0,0000
Araguaia 0,0554+0,0100 0,0556+0,0098 0,0480+0,0109  0,0622+0,0114  0,0577+0,0107 0,0160+0,0175




Tabela 9: Indices de Polimorfismos de DNA para ATPase para as populagdes. N-nimero
de seqiiéncias, nH — namero de haplotipos, S — sitios polimorficos, Hd — diversidade

haplotipica, T — diversidade nucleotidica, D — indice de Tajima.

Polimorfismos

Populagdes N nH S Hd L D
Rio Negro 6 5 5 0,933 0,00309 0.31875
Calha 6 4 6 0,800 0,00320 -1.36732
Tapajos 4 3 17 0,833 0,01600 0.80053
Xingu 16 4 15 0,543 0,00883 0.73862
Arari 2 2 15 1,000 0,02408 0.00000
Araguaia 4 2 20 0,500 0,01605 -0.85430
Total 38 20 67 0,902 0,02656

Tabela 10: Valores de Fst encontrados entre as populagdes.

Populacgdes Calha Rio Negro Tapajos  Xingu Arari
Calha
*

RioNegro 0.56296

e 0.37500* 0.38302*
Tapajos
. 0.73096 0.76690 0.61446
Xingu

. 0.34498 0.47642* 0.06494  0.60059*
Arari

. 0.85330 0.85432* 0.66667*  0.84106 0.68338
Araguia

s valores significativos (P < 0,05)



4. DISCUSSAO

4.1. D-Loop

A Regido Controle do DNA mitocondrial, ou alga D (D-Loop), ¢ assim chamada
porque controla a replicacdo da fita pesada (H) da mitocondria. Essa regido ndo expressa
proteina, podendo assim acumular muta¢des sem conferir valor adaptativo aos organismos.
Tal caracteristica lhe confere uma alta taxa de substituicdo, em relagdo ao restante da
mitocondria, sendo um dos marcadores mais indicados em estudos de fluxo génico,
migracao de individuos ¢ populagdes (Solé-Cava, 2001; Balakrishnam et al. 2003; Martins
et al. 2003). Este estudo tinha como proposta inicial trabalhar com a regido D-Loop, o que
ndo foi possivel devido a dificuldade em seu seqiienciamento, inédito para esse grupo,
conforme detalhado em Resultados.

Em algumas espécies de elasmobranquios marinhos (Scyliorhinus canicula,
Mustelus manazo, Squalus acanthias, Raja radiata ¢ Heterodontus franscisci) o DNAmt
varia de 16,707 a 16,783pb. Similar a outros vertebrados, dos treze genes codificadores,
doze sdo encontrados na fita pesada (H), 22 tRNAs, 2 rRNAs ¢ a regido controladora (D-
Loop) contém aproximadamente 1000 a 1100pb (Heist, 2004). Em Hexatrygon briklei,
uma espécie de raia marinha, a regido controle possui aproximadamente 1350pb. Neste
trabalho, o fragmento amplificado possuia aproximadamente 1800pb.

Existem pouquissimos dados e informacgdes genéticas sobre a Familia
Potamotrygonidae, sendo para o género Paratrygon praticamente inexistentes. Assim,
existe uma possibilidade de que o fragmento seqiienciado neste trabalho seja realmente o

D-Loop, ja que esta familia divergiu das espécies marinhas ainda no inicio do Periodo
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Mioceno, 15 a 23 milhdes de anos atras (Lovejoy et al. 1998). Porém, tal hipotese
necessitaria de investigagdes mais detalhadas, uma vez que nio existem até o momento

dados genéticos que possibilitem maior embasamento.

5.2. ATPase

As analises filogenéticas parecem indicar que as populagdes de Paratrygon aiereba
analisadas, encontram-se separadas em dois grandes grupos. Em um grupo estdo as
populacdes do Rio Negro, Solimdes-Amazonas (Calha) e um haplotipo na foz do rio
Tapajos (1). No outro grupo, estdo as populacdes dos afluentes do baixo rio Amazonas,
outros haplétipos dos rios Tapajos, Xingu e Arari.

Parece haver uma tendéncia dos haplotipos se agruparem por rio, sendo que cada
rio amostrado poderia formar uma grupo monofilético. Este resultado foi notado quando os
haplétipos do rio Xingt (n=16) e rio Araguaia (n=4) formaram grupos monofiléticos bem
resolvidos em todas as arvores geradas. Vale ressaltar, que ambos estdo geograficamente
separados das demais populagdes. O rio Xingu esta separado pela barreira geografica
exercida pelas cachoeiras acima da regido de Belo Monte, médio rio Xingl, e o rio
Araguaia, pelo isolamento de mais de 2000km de distancia das populacdes do Xingu e
Tapajos, as populagdes filogeneticamente mais proximas das do rio Araguaia.
Provavelmente, um aumento no nimero de individuos analisados em cada populagdo
esclareceria melhor essa tendéncia.

Entre os haplotipos, apenas um (Calha 4) ¢ compartilhado entre as localidades
Calha e Arari, os demais estdo restritos as suas populagdes locais, apresentando uma alta
diversidade haplotipica. Apesar disso, a diversidade nucleotidica encontrada nos rios

Negro, Solimdes-Amazonas ¢ Xingl sdo muito baixas, ndo chegando hd 1%. Essa baixa
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diversidade pode ser devido ao historico de exploragdo de P. aiereba, isolamento
populacional e a propria biologia da espécie.

Um dos fatores que podem contribuir para a diminui¢do da diversidade genética de
uma populagdo e/ou espécie € a sua exploracdo. Uma vez que a diversidade genética é
gerada por mutacdes decorrentes de pressdes de selecdo, mudancas no ambiente, e
migracao de individuos entre populacdes, a manutengao dessa diversidade ¢ necessaria
para que as populacdes evoluam e se adaptem as mudancas ambientais, um processo
continuo na natureza. Logo, populagdes pequenas, em ilhas, ou ameacadas, normalmente
apresentam baixos niveis de diversidade genética, pois acabam perdendo-a ao longo do
tempo (Frankham et al. 2002). Heist et al. (1995) também observaram uma baixa
diversidade genética em Carcharhinus plumbeus, no Golfo do México, atribuindo tal perda
a exploracdo comercial dessa espécie.

No rio Negro, as espécies da Familia Potamotrygonidae geram renda para as
comunidades humanas locais, sendo exploradas pela pesca ornamental, indastria que
movimenta milhdes de reais/ano no Estado do Amazonas. No final da década de 90, foi
proibida a pesca e comercializacdo das raias neste Estado. Entretanto, essa medida foi
revista e, desde junho de 2003, ha uma portaria do IBAMA (N° 036/03) que regulariza
quotas anuais para exportacdo de apenas sete espécies de raias, proibindo a
comercializagdo de Paratrygon aiereba. Essa medida foi tomada a fim de proteger essa
espécie, inviavel de ser mantida sobre pressdo antropogénica muito forte, ja que devido a
sua baixa abundancia ¢ considerada uma das espécies de raias mais vulneraveis da
Amazonia (Aragjo, 2001).

Catanhede et al. (2005) destacam que foi necessario de 30 ha 40 anos de protegdo

integral para o peixe-boi da Amazonia, Trichechus inunguis, comegar a sofrer uma
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expansdo populacional, ainda que, mesmo sendo muito cagada, essa espécie ndo sofreu
uma grande perda em sua diversidade nucleotidica.

Para a Calha Solim3es-Amazonas, a vulnerabilidade de P. aiereba ¢é ainda mais
agravada pela ocorréncia local dos maiores individuos desta espécie, a maior da Familia
Potamotrygonidae, atraindo ainda mais a industria pesqueira. Pesquisadores do ProVarzea-
Projeto Manejo dos Recursos Naturais da Varzea - MMA/IBAMA, coletaram na calha do
Solimdes-Amazonas um individuo dessa espécie com 72Kg de peso total (Charvet-
Almeida, com. pess.)

Diferente do rio Negro e da calha do Solimdes-Amazonas, muito provavelmente a
baixa diversidade genética encontrada no rio Xingu, ndo se deve a pesca comercial, ja que
as raias nao sdo utilizadas como fonte de subsisténcia ou geracdo de renda local. Neste
caso, a baixa diversidade nucleotidica pode ser decorrente do isolamento geografico,
isolando-as geneticamente das demais populagdes.

Populagdes fragmentadas e isoladas acabam sofrendo um aumento de
endocruzamento, acarretando na perda de diversidade genética e, consequentemente,
elevando o risco de extingdo, variando conforme a estrutura populacional e o fluxo génico
(Frankham, 2003).

Apesar do numero de individuos analisados ter sido baixo, os resultados desse
trabalho mostram que essas populagdes podem estar estruturadas dentro dos rios, sugerindo
inicialmente uma separacdo induzida pela distancia geografica.

A Familia Potamotrygonidae estd distribuida por toda a Regido Neotropical, onde a
maioria de suas espécies possui uma distribuicdo restrita a uma bacia hidrografica. A
espécie P. aiereba, trata-se de uma das trés excegdes a este padrdo na Familia
Potamotrygonidae, distribuindo-se amplamente por toda a bacia Amazonica e do Orinoco

(Carvalho et al. 2003). Entretanto, baseados em dados morfologicos, Charvet-Almeida et



al. (2005) consideraram o género Paratrygon, antes considerado monotipico, como um
complexo de pelo menos trés espécies diferentes, indicando que sua distribui¢do espacial
cientificamente reconhecida pudesse vir a sofrer alteracdes. No presente trabalho, essa
questdo nao foi corroborada pelas analises genéticas utilizando o fragmento de ATPase.
Isso pode ter ocorrido devido a sensibilidade do marcador molecular utilizado, que ndo se
mostrou sensivel o suficiente.

Apesar disso, a populacdo do rio Araguaia apresentou uma alta divergéncia
genética em relacdo as demais populacdes analisadas. Nas arvores filogenéticas ela forma
um grupo monofilético e estd geograficamente mais distante das outras populacdes.

O mesmo padrio divergéncia genética identificado neste trabalho ¢é relatado
também por Silva & Patton (1998) para duas espécies de pequenos mamiferos, Proechimys
steerei e Micoureus demerare, com uma divergéncia intra-populacional de 6% e 5,2 a
8,7%, respectivamente. Segundo esses autores, essas linhagens sdo muito antigas, com a
divergéncia entre essas populagdes sendo possivelmente do final do Periodo do Mioceno.

Utilizando o gene nuclear RAG 1, para comparar sete espécies de tubardes com
seres humanos, camundongos ¢ marsupiais, o trabalho de Martin (1999) mostrou que o
DNAmt de tubardes evolui a uma taxa, de aproximadamente, nove vezes menor que dos
mamiferos. Extrapolando essa informagao para as raias de agua doce, elasmobranquios
como os tubardres, a divergéncia encontrada para a populagdo de P. aiereba no rio
Araguaia pode ter sido tdo antiga quanto o resultado encontrado por Silva & Patton (1998).
Os resultados para o rio Araguaia devem ser investigados com mais atencao, juntamente
com dados morfologicos da espécie estudada, pois existem indicativos de que essa

populagdo seja um grupo diferenciado dentro de P. aiereba.
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Estudos utilizando evidéncias filogeograficas sugerem que pelo menos 71% de
todos os eventos de especiagdo tiveram inicio por separacido geografica em duas ou mais
populagdes (Brooks et al. 1992).

Os resultados deste trabalho também indicaram que ndo ha fluxo gé€nico ou este ¢
restrito entre as populagdes das localidades estudadas, um indicativo de que essa espécie
ndo percorre grandes distancias, podendo levar a um maior isolamento dessas populacdes.
Frankham (2003) considera que populagdes isoladas, normalmente, possuem baixa
diversidade genética, valendo destacar mais uma vez que P. aiereba pode estar cada vez
mais vulneravel as pressdes que suas populagdes vém sofrendo.

Devido aos modelos obtidos neste trabalho sobre a estruturagdo genética e fluxo
génico de P. aiereba na Amazonia, ao se¢ tratar de estratégias e agdes voltadas para
conservagdo e¢ manejo dessa espécie, sugerimos que as populagdes das localidades
analisadas sejam tratadas como unidades separadas, considerando as diferencas em suas

caracteristicas populacionais, ambientais e pressdes antropogénicas.
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Anexo 1

Protocolo Extracdo de DNA com Fenol (modificado de Sambrook):

1. Picar 200mg de tecido muscular

2. Adicionar 500uL de tampao de lise

3. Adicionar 20uL de proteinase K

4. Adicionar 15uL de RNAse

5. Incubar a 45°C over night, até digerir o tecido

6. Adicionar 500uL de fenol. Agitar Smin (movimentos leves ou vortex). Centrifugar
5 min a 6000rpm. Retirar o sobrenadante e repetir a operagao.

7. Adicionar 500uL (ou 1 volume) de fenol — cloroférmio - alcool isoamilico
(25:24:1). Agitar 5 min. Centrifugar 5 min (6000 rpm). Retirar o sobrenadante e
repetir a operagao.

8. Adicionar 500uL de cloroférmio - dalcool Isoamilico (24:1). Agitar 5 min.
Centrifugar 5 min (6000 rpm). Retirar o sobrenadante. Repetir a operagao.

9. Adicionar ImL de etanol 100%. Deixar a -20°C over night. Centrifugar a 6000 rpm
por 30 min. Descartar o sobrenadante e adicionar 200uL de etanol 70%.
Centrifugar 14000 rpm por 30min . Deixar secar e ressuspender em 50ulL de TE 1X
(1:4). Deixar eluindo over nigth. Correr em gel de agarose 0.8%.

Tampao:

50mM Tris-HCL, pH 8.0

10mM EDTA, pH 8.0

1% SDS

1% B-mercaptanol
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Anexo 2

Condicoes de amplificacdo D-Loop € ATPase:

As concetracdes dos reagentes descritas abaixo sdo para serem utilizada para um
volume final de solucao de 25ul
- dNTP mix: 0,3mM
- primers: 0,3mM (cada)
- MgCl12: 3mM
- Taq polimerase: 1U
- DNA aproximadamente 50ng

- Agua para completar o volume de 25ul

Perfil de temperatura:
- desnaturagdo 94°C por 4 min
- anelamento 53 °C por 1 min — D-Loop
- anelamento 50 °C por 1 min - ATPase
- extensdo 72 °C por Imin 30 seg
- 35 ciclos

- extensdo final de 72 °C por 5 min
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ANEXO 3

Purificacdo enzimatica do produto de PCR:

A purificagdo ¢ realizada por duas enzimas Exonuclease I / Shrimp Alkaline
Phosphatase (ExoSAP-I).

- Em 3uL do produto do PCR ¢ colocado 1uL do mix das duas enzimas ExoSAP-I.

- O mix PCR + ExoSAP ¢ incubado por 15 min a 37°C e 15 min a 80°C.

Apos esse procedimento a o DNA ja estara limpo para ser utilizado na reacdo de

seqiiénciamento.
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Anexo 4

Reacdo de Seqiienciamento:

Para a reacdo de seqiienciamento foi utilizado o kit DYEnamic ET Terminator

Cycle Sequencing kit (GE — Health Care)
Fazer uma reagdo com solucado final de 10ul
1.1.  2uL do pré mix
1.2.  1uL de primer (5 pmol) de cada
1.3.  4ul do purificado
1.4.  completar com agua milliQ para 10uL
1.5. Dar um spin na placa
Colocar no termociclador ser processados:
- 30 ciclos
- desnaturagdo 94°C por 20seg
- anelamento 50°C por 15seg

- extensdo 60°C por 1min e 20seg
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