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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. Paratrygon aiereba é uma das trés espécies da familia
Potamotrygonidae que possui uma ampla distribuicao, ocorrendo na Bacia Amazodnica
e do Orinoco, assim, foram estudadas geneticamente populagdes dos rios Negro,
Solimdes-Amazonas, Tapajos, Xingu, Araguaia. Os resultados mostraram que estas
populagdes estdo estruturadas dentro dos rios, nao apresentando fluxo génico, ou este ¢

restrito, estando separadas geograficamente e possuem uma alta diversidade genética.
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RESUMO

A filogeografia ¢ o segmento da biogeografia que consiste no estudo dos
principios e processos que governam a distribui¢do geografica das linhagens genéticas.
Através de estudos filogeograficos, € possivel a investigacao de processos populacionais
e modelos regionais que interferem na diversidade e distribui¢do das populacdes. Além
de gerar subsidios sobre a conservacao dos organismos, pois a diversidade das espécies
representa o alcance das adaptagdes evolutivas e ecologicas em relacao a determinados
ambientes. As raias fazem parte da Classe Chondrichthyes, grupo de peixes
cartilaginosos, subclasse Elasmobranchii. Dentro desse grupo a unica linhagem
exclusiva 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 Duméril, Potamotrygon Garman e Plesiotrygon Rosa, Castello &
Thorson. A maioria das espécies dessa familia possui distribui¢do 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 alguns rios
da regido Amazodnica: Negro, sistema Solimdes-Amazonas, Tapajos, Xingu, e Araguaia.
Para tal foi utilizado como marcador molecular os genes das subunidades 6 e¢ 8 da
ATPase e D-Loop localizados no DNA mitocondrial de Paratrygon aiereba. Os
resultados desse trabalho mostraram que essas populagdes estio estruturadas dentro dos
rios, com fluxo génico restrito, ou mesmo sem fluxo génico, apresentando uma
correlacdo positiva entre distdncia genética e distancia geografica. A populagdo do rio
Araguaia apresentou a maior divergéncia genética, o que pode ser conseqliéncia desse

isolamento geografico que pode datar periodo do Mioceno. Foi nesse periodo que
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houve o soerguimento dos Andes ¢ a modelagem da bacia amazonica como ela é hoje.
Assim, a separagao dessas populagdes pode ter ocorrido nesse mesmo periodo. Apesar
dessas populagdes estarem isoladas, elas ainda possuem uma alta diversidade genética,
que pode ser perdida na ocorréncia de pressdes antropicas.O Rio Negro é conhecido por
sua pesca ornamental, ¢ na calha Solimdes-Amazonas, esses animais sdo utilizados
como fonte de proteina e sofrem com a pesca comercial. Em vista disso medidas de
conservagao para esta espécie devem ser tomadas em nivel local, considerando cada rio

separadamente, ao invés de empregar escalas regionais maiores.
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ABSTRACT

Phylogeography is a lack of biogeography that investigates the processes that
rules the geographic distribution of genetic lineages. Thus, through phylogeographic
studies are 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. Stingrays are part of Chondrichthyes Class, Elasmobranchii subclass.
The species of Elasmobrachii, that are exclusively from freshwater and have a complete
lifecycle in continental waters, are placed on Potamotrygonidae family, and occurs only
on the neotropical region, México and South America. Potamotrygonidae family is
composed by a monophyletic group with three genera: Paratrygon Duméril,
Potamotrygon Garman and Pleisiotrygon Rosa, Castello & Thorson. 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 five rivers from Amazon region: Rio Negro, Solimdes-Amazonas
system, Tapajos, Xingu and Araguaia. For that, the molecular markers used were the
fragment of ATPase and D-Loop of mtDNA of Paratrygon aiereba. The results showed
that the populations of this specie are structured inside each river, with restrict gene
flow, or even without gene flow, showing a positive correlation between genetic and
geographic distances. It was also observed a high level of genetic diversity in the
populations, and the populations at the Araguaia river was the most different form the

others, making them a different evolutionary unit. Considering that, conservation
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strategies need to be taken in local scales, for each river, instead of using higher

regional scales.
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1. INTRODUCAO

Organismos possuem padroes de distribuicdo geografica que variam em seu
alcance, freqiiéncia de ocorréncia e grau de continuidade geografica (Humphries & Parenti,
1986). Entender esses padrdes através dos processos historicos, analisando como a
evolucdo da geomorfologia de uma regido influenciou na atual distribuicdo dos
organismos, ¢ o papel da ciéncia conhecida como biogeografia (Pianka, 1982; Ricklefs,
1993).

Em 1858, o naturalista W.L. Sclater foi o primeiro a sugerir a divisdo mundial em
regides biogeograficas a partir de observagdes da distribuigdo geografica de pdassaros.
Alguns anos mais tarde, Wallace (1876) considerou que essa divisdo era valida ndo
somente para passaros como também para outros taxons. Assim, foram propostas cinco
grandes regides biogeograficas, Paleartica, Nedartica, Australiana, Etiopica e Neotropical,
sendo que essa abrange toda a América do Sul e central até o México (Figura 1).

A regido Neotropical tem sido alvo de muitos estudos biogeografico dos mais
diversos tdxons. A complexa historia geomorfoldgica das Américas do Sul e Central, assim
como, a topografia acidentada de algumas por¢des dessa regides fazem, particularmente,
da ictiofauna Neotropical, uma rica fonte potencial para estudos de biogeografia historica
(Vari e Malabarba, 1998).

A dispersao de peixes de agua doce esta diretamente relacionada as conexdes entre
as bacias de drenagem e seu histérico de formacao, de modo que a andlise de seus padrdes
biogeograficos permite inferir sobre a distribui¢do de espécies da regido em questdo ao
longo do tempo geologico. Dessa forma, os rios podem ser considerados bons cendrios
para a criagdo de modelos de subdivisdo de taxons, permitindo a caracterizacdo da
dindmica de dispersdo, diferenciagdo geografica e formacdo de novas espécies

(Berminghan e Mortiz, 1998; Lundberg et al, 1998; Montoya-Burgos, 2003).
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Figura 1: Regides Biogeograficas propostas por Wallace em 1876.

Quando o estudo desses principios e processos € por meio de linhagens genéticas,
cuja relagdo filogenética ¢ conhecida ou pode ser estimada pela distribuicdo espacial dos
alelos, ¢ chamado de filogeografia. As andlises filogeograficas também permitem obter
informagdes sobre a evolucdo da paisagem, incluindo a dispersdo de taxons, migracao de
espécies ao longo de uma regido, especiagdo, radiacdo adaptativa e extingdo, além de,
indicar possiveis pressdes ecoldgicas evolutivas que resultaram na modelagem da
distribuicdo dos organismos (Avise, 2000). Logo, possibilitam a investigacdo de processos
populacionais ¢ modelos regionais que interferem na diversidade e distribuicdo das
populacdes (Berminghan e 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 e



colaboradores, e somente em meados da década de 80, comegariam realizar-se trabalhos de
filogeografia em peixes (Avise, 2000). A partir de entdo, muitos trabalhos vém sendo feitos
na tentativa de buscar padrdes e entender melhor os processos evolutivos relacionados a
formacao das bacias hidrograficas e a divisdo dos tdxons na regido Neotropical, como por
exemplo, estudos com os géneros Brachyhypopomus, Pimelodela e Roeboides na América
Central (Berminghan e Martin 1998), género Potamorraphis nas bacias do Amazonas e
Orinoco (Lovejoy e Aratjo, 2000), género Prochilodus nas bacias do Amazonas, Orinoco
e Parana (Sivansundar et al., 2001), género Leporinus na bacia do Parand (Martins et al.
2003), género Hypostomus nas principais bacias da regido Neotropical (Montoya-Burgos,
2003), género Brachyplatystoma no eixo Estudrio-Amazonas-Solimdes (Formiga, 2004 ¢
Batista, 2006) género Hypopygus na bacia do rio Negro (Schmitt, 2005) e ordem
Characiformes também nas principais bacias hidrograficas da América do Sul (Hubert e
Renno, 2006).

Uma parte significativa da diversificacdo de peixes de 4gua doce e outros
organismos aquaticos Neotropicais ocorreram devido a dinamica de formagao dos rios da
América do Sul durante o final do periodo Cretaceo e Cenozoico (Lundberg et al., 1998).
Esses mesmos autores sugeriram que esse processo durou aproximadamente 90 milhdes de
anos, e durante esse periodo ocorreram trés importantes eventos geoldgicos que
contribuiram para a diversificagdo da ictiofauna neotropical: (1) a abertura do oceano
Atlantico e o isolamento da América do Sul; (2) a complexa formagao dos Andes; (3) e a
formacao do istimo do Panama separando o oceano Atlantico do Pacifico, e conectando as
Américas do Sul e do Norte.

O soerguimento dos Andes teve um grande impacto em relacdo a ictiofauna, por ter
causado fragmentacdo da regido do alto Amazonas, o que separou alguns grupos

monofiléticos de peixes (Albert et al., 2006). Alterou a mudanca do curso do rio



Amazonas, na medida que o “paleo” sistema Solimdes-Amazonas, que drenava de Leste
para Oeste, passou a drenar de Oeste para Leste e desaguar no oceano Atlantico. Como
parte deste processo, houve também a formacgdo de arcos estruturais que auxiliaram na
modelagem de toda a bacia Amazodnica e no estabelecimento de seus tributarios (Hoorn et
al., 1995; Lundberg et al., 1998; Montoya-Burgos, 2003; Hubert ¢ Renno, 2006).

Além destes processos, durante todo o periodo de formacdo da hidrografia da
América do Sul ocorreram invasdes marinhas no continente. Essas ingressdes
aparentemente foram mais intensas no periodo do Mioceno, ha aproximadamente 20 a 10
milhdes de anos, mesmo periodo em que ocorreu a formagdo dos Andes e o fechamento do
istimo do Panama (Lundberg et al., 1998). Lovejoy e colaboradores (2006) mostraram que
essas ingressdes marinhas levaram a origem de grupos peixes de agua doce derivados de
grupo de marinhos, como as anchovas, os peixes-agulha, e as raias de dgua doce. Os
autores também argumentaram que a regido do Caribe e/ou oceano Pacifico funcionaram
como a porta de entrada desses ancestrais. Assim, os autores sugerem que deve ter ocorrido
uma longa conectividade dos sistemas alagados da regido alto Amazonas com o oceano,
possibilitando a formagdo habitats com vdarios niveis de salinidade e barreiras
intermitentes, que levou as condigdes ideais para a evolucao da tolerancia a agua doce e o

isolamento dessas linhagens evolutivas (Figura 2).
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Figura 2: Mapa ilustrando como ocorreram as incursdes marinhas no inicio do periodo do

Mioceno (20 a 11,8 Milhdes de anos). Lundberg et al., 1998.

1.1 Raias de agua doce

Raias ou arraias, juntamente com os tubardes e quimeras, sdo peixes cartilaginosos e
fazem parte da Classe Chondrichthyes (Subclasse Elasmobranchii) (Nelson, 1994). Estas
habitam 4reas que abrangem ecossistemas marinhos, eurialinos e de dgua doce (Brooks e
McLennan, 1991). Apesar de sua ampla distribuicdo mundial, pouco ¢ conhecido sobre a
biologia, histéria natural e ecologia das raias e pouca informagdo ¢ disponivel sobre os

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



elasmobranquios (Feldheim et al., 2001). As poucas informacgdes disponiveis em geral sdo
restritas as espécies marinhas.

O unico grupo de espécies de Elasmobranchii verdadeiramente de dgua doce, com
ciclo de vida completa em 4dguas continentais, pertence a Familia Potamotrygonidae,
exclusiva da regido Neotropical (Aratjo et al., 2001). Acredita-se que seu ancestral era
marinho (Lovejoy et al., 1998 e Carvalho et al., 2004).

A Familia Potamotrygonidae forma um clado monofilético com trés géneros:
Potamotrygon German (com 16 espécies descritas); Plesiotrygon Rosa, Castello &
Thorsan, um género monoespecifico e; Paratrygon Duméril (Carvalho et al. 2003), que até
2004 era considerado um género monoespecifico, mas agora vem sendo reconhecido por
especialistas como um complexo de espécies (Charvet-Almeida et al., 2005).

No Brasil sdo encontradas 15 espécies de raias pertencentes aos trés géneros, mas
esse total ainda ndo ¢ definitivo, pois novas espécies, incluindo um novo género, vém
sendo descritas para os rios Negro e Tapajo e para baia de Marajo, (Araujo, 1998; Charvet-
Almeida, 2001, Carvalho et al., 2003).

Poucas espécies, como Potamotrygon motoro, Potamotrygon orbignyi e
Paratrygon aiereba estdo presentes em mais de uma bacia hidrografica na regido
Neotropical (Figura 3). Apesar dessas caracteristicas, as raias de agua doce exploram
diversos habitas, que vao desde praias, florestas inundadas, pequenas enseadas de fundo
rochoso ou barrento, folhico e até lagos (Carvalho et al., 2003).

As raias de agua doce possuem compartilhamento de caracteres bioldgicos com os
elasmobranquios marinhos como, baixa fecundidade, maturacio sexual tardia e baixa taxa
de crescimento (Araujo et al., 2001). A gestacdo (variando de 3 a 12 meses, conforme a
espécie) pode ser restrita a determinadas estagdes do ano, a temporada de nascimento dura

de 3 a 4 meses ou pode ocorrer ao longo do ano todo (Carvalho et al., 2003).



Orinoco

Amazonas

Figura 3: Mapa hidrografico da América do Sul, em destaque, os rios Orinoco e

Amazonas.

Para Paratrygon aiereba, 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, comunicagdo 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 comprimento (P. Charvet-

Almeida, comunicagdo pessoal).

Figura 4: Espécie Paratrygon aiereba, coletada no Rio Negro. (Foto: M.L. Araujo)

Anadlises filogenéticas feitas por Lovejoy (1996) com caracteres morfologicos e
Lovejoy e colaboradores (1998) utilizando marcador molecular, o citocromo B, indicaram
que dentro da 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 introgressdes que abrangeram o alto Amazonas no comeco do Periodo Mioceno
(15-23 milhdes de anos atras) antes do fechamento do Panamé. Com a volta do oceano ao
seu nivel normal, um grupo ancestral teria ficado preso dentro do continente dando origem
a familia Potamotrygonidae, € o mesmo ancestral teria dado origem ao grupo Himantura
Amphi-Americana, de raias marinhas (Dunn ef al., 2003). Entretanto, segundo Carvalho et
al. (2004), comparando caracteres morfoldgicos de fosseis de raias de agua doce dos
organismos atuais, mostrou que a origem deste grupo foi ha aproximadamente 50 milhdes

de anos, no periodo do Eoceno, quase 30 milhdes de anos antes do que foi sugerido por



Lovejoy et al., (1998). Segundo Lundberg et al., (1998) também houve incursdes marinhas
no Eoceno, no entanto, no periodo do Mioceno elas foram mais intensas e freqiientes
(Figura 5). Apesar, de alguns conflitos, os autores concordam que a familia
Potamotrygonidae ¢ um grupo monofilético, corroborando a hipotese de apenas um grupo

ancestral invadiu o continente e deu origem a esse grupo.
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Figura 5: Mapa ilustrando como ocorreram as incursdes marinha no periodo do Eoceno

(Terciario 60 a 43 Milhdes de anos). Lundberg ef al., 1998.



2. OBJETIVOS
Verificar se ha estruturagdo genética relacionada a geografia entre as populagdes da

espécie Paratrygon aiereba na bacia Amazonica.

2.1. Objetivos especificos
- Caracterizar geneticamente essas populacdes por meio de seqiiéncias de DNA
mitocondrial.
- Calcular a divergéncia genética e outros parametros evolutivos entre essas populagdes
- Verificar se ha fluxo génico entre essas populacdes, e relacionar com a geografia e

eventos geologicos.

10



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de Estudo

A bacia Amazodnica, incluindo o rio Tocantins, possui uma area de drenagem de
aproximadamente 7.050.000 km? abrangendo toda a regido norte, uma por¢do do Brasil
central, e partes da Venezuela, Colombia, Equador, Peru e Bolivia (Lundberg, 1998;
Goulding et al., 2003). O “sistema Solimdes-Amazonas”, aqui considerado, esta localizado
entre os escudos das guianas e brasileiro, sendo que a sua geomorfologia ¢ influenciada e
modelada por esses escudos e pelos arcos estruturais. A maioria dos grandes tributarios da
margem direita do sistema Solimdes-Amazonas possui suas cabeceiras no escudo brasileiro
como os rios Tocantins-Araquaia, Xingu e Tapajds, ou nos Andes como o rios Madeira
Jurua e Purus. Ja os rios Negro, Branco e os demais principais tributarios da margem
esquerda do Solimdes-Amazonas como, Uatuma, Trombetas, Paru e Jari, drenam o escudo

das guianas, e os rios I¢d, Japurd e Napo possuem suas cabeceiras nos Andes (Lundbeg,

1998).

Com o objetivo de amostrar alguns dos principais afluentes baixo do sistema
Solimdes-Amazonas com diferentes tipos de dgua, foram analisados exemplares
provenientes das seguintes drenagens: Solimdes-Amazonas (calha principal area logo a
montante de Tefé até a foz do Amazonas na ilha de Maraj0), rio Negro (principal afluente
da margem esquerda), rios Tapajos, Xingu, (principais afluentes da margem direita) e rio
Araguaia (principal afluente do rio Tocantins) (Figura 6).

Abrangeu-se os trés tipos de aguas em que as raias sdo encontrados na bacia
amazoOnica: 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, Goulding et al., 1988).
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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
proximadamente 6.000km de extensdo, sendo metade na Colombia e Peru e, metade em
territério brasileiro, correndo de oeste para leste até desaguar no Oceano Atlantico

(Barthem, 2001).

Drenando terras baixas originarias do Periodo Terciario, o rio Negro caracteriza-se
por possuir dgua de cor negra e pH acido (3,5 a 5,5) devido a grande quantidade acidos
himicos dissolvido e ao baixo nivel de sedimento transportado (Goulding et al., 1988;
Ayres, 1995). Sua bacia de drenagem possui aproximadamente 2.500km de extensdo,
abrangendo no Brasil os estados do Amazonas e Roraima, além de uma ligagdo pelo canal
de Casiquiare, com a bacia do rio Orinoco (Goulding ef al., 1988).

Os rios Tapajos, Xingl e Araguaia tém origem no Escudo Central Brasileiro, que
possui sedimentos do Periodo Cretaceo e solo j& 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 contribuicdo de suas sub-bacias. O rio Araguaia, também nasce no escudo
Brasileiro, ¢ um o principal afluente do rio Tocantins que desdgua préoximo a foz do rio
Amazonas, o que torna suas aguas mais turvas em seu trecho inferior (Barthem e Goulding,

1997).
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Figura 6: Mapa da Amazonia Legal e em destaque os rios onde foram coletados os especimens de P. aiereba para esse estudo. Circulos

vermelhos indicam a regido onde os especimens foram coletados. Fonte: SDS — Batista, R.
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3.2. Amostragem

As amostras de tecido utilizadas para analise genética de Paratrygon aiereba foram
gentilmente fornecidas por trés grupos de pesquisa atuantes na regido norte do Brasil: dos
rios Negro e Tapajos, pela equipe da pesquisadora MSc. Lucia Aratijo (UFAM); dos rios
Araguaia, pela equipe da Universidade de Sao Paulo (USP) coordenada pelo Dr. Fernando
Marques; e dos rios Solimdes - Amazonas e Xingu, 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.

Com apoio da equipe da pesquisadora MSc. Lucia Araujo, uma unica campanha
para coleta de amostras de Paratrygon aiereba foi realizada na regido do médio rio Negro,
proximo a sede do municipio de Barcelos-AM. Essa campanha ocorreu no més de outubro
de 2004, periodo de seca nessa regido onde o nivel de dgua do rio estava baixo, o que
facilitou a coleta dos exemplares. Para a coleta dos animais foram utilizados espinheis,
para capturar os animais na calha do rio, e pugés, para a captura nas praias.

Considerando que o maior periodo de atividade desses animais ocorrer durante a
noite (Araujo, 1998; Charvet-Almeida, 2001), os espinhéis foram dispostos ao entardecer,
e foram verificados aproximadamente a cada 2-3h, até o amanhecer do dia seguinte. Para
as iscas foram utilizados pedagos de peixes disponiveis no local sem preferéncia por
espécie. Apds a captura, os animais foram identificados, fotografados e tiveram suas
medidas tomadas de comprimento total (Lt - cm), comprimento padrao (Lp - cm), diametro
do disco (Dd - cm) e peso total (Pt - g). As amostras de tecido muscular (assim como
daquelas doadas) foram retiradas da regido ventral do animal e conservadas em etanol 70%

ou 100%.
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Para fins de andlise genética, a priori, cada rio amostrado foi considerado
hipoteticamente como sendo uma populacdo e todas as areas de amostragem foram

georreferénciadas.

3.3. Marcador Molecular

Aproximadamente 70% dos estudos de filogeografia utilizam o DNA mitocondrial
(DNAmt) como ferramenta de analise. Na década de 80, houve um aumento exponencial
no conhecimento sobre a estrutura ¢ evolugdo da mitocondria, e varios estudos mostraram
as vantagens na utilizagdo dessa estrutura para a filogeografia (Avise, 2000).

Alguns trabalhos tém destacado as vantagens de se fazer estudos sobre de
filogeografia utilizando DNA mitocondrial (DNAmt), como: alta taxa evolutiva, taxa de
mutagdo de cinco a dez vezes maior que o DNA nuclear, grande nimero de copias por
célula, auséncia de recombinagdo (devido ao modo de heranga materna, pode-se monitorar
com maior fidelidade a questdo da migragdo), baixo peso molecular e formato circular
(Figura 6), propriedades estas que conferem algumas vantagens em estudos populacionais
(v. Brown, 1980, Brown et al., 1981, Avise, 1998 ¢ 2000).

O tamanho do genoma mitocondrial dos vertebrados pode variar de 6Kb a 2000Kb
€ sua organizagdo parece ser extremamente conservada em grupos taxondmicos distintos
(Sole-Cava, 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).

Existem indicios de que o DNAmt dos tubardes varia a uma taxa menor que dos
mamiferos (Martin et al, 1995; Martin, 1999) e trabalhos utilizando a regido D-Loop
mostraram-se muito eficientes em estudos populacionais deste grupo de organismos (Heist,

2004). Ainda, outros fragmentos do DNAmt como ND2/ND4 e ATPase 6 e 8, também se
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mostraram eficientes em estudos de filogeografia nos mais diversos organismos, mas

estudos genéticos ou de filogeografia com raias de dgua doce sdo quase inexistentes.
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Figura 7: Esquema do DNA mitocondrial em peixes, destacando a regido D-Loop e

ATPase, subunidades 6 ¢ 8.

3.4. Procedimentos Laboratoriais
Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério Tematico de
Biologia Molecular (LTBM) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) e

consistiram em trés etapas: extragdo, amplificacdo e seqiiénciamento do DNA.

3.4.1 Extracao:

A extracdo do DNA foi feita de acordo com o protocolo descrito por Sambrook et
al. (1989), com algumas modificagdes (Anexo 1). Apo6s 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 concentragdo de 100ng.
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3.4.2. Amplificacdo e seqgiienciamento:

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

subunidades 6 ¢ 8.

Regido Controle do DNA mitocondrial (D-Loop)

Devido a falta de estudos genéticos prévios 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
amplificacdo de uma por¢do do Citocromo b (Cytb) e do 128, regides adjacentes ao D-

Loop (Figura 7).

Com esses primers foi possivel amplificar o final do Cytb e o inicio do D-loop,
sentido 5° - 37, fita L, e o inicio do 12S e o final do D-loop, fita H. Ap6s a amplificagdo o
fragmento foi seqiienciado a fim de ser desenhado um primer interno que abrangesse
somente a regido D-loop. O produto gerado pelo seqiiénciamento foi alinhado com
fragmentos de espécies de raias marinhas, disponiveis no banco dedados genético na
internet, GeneBank, para que o primer interno pudesse ser desenhado na regido mais
conservada possivel. Foram desenhados um primer forward no final do cytb - inicio do
RNALt treonina (TPA-F), e um reverso no RNAt fenilalanina (PHE), Figura 8, este tltimo
desenvolvido pelo Dr. Fernando Marques da Universidade de Sao Paulo (USP). A Tabela 1

apresenta as seqiiéncias dos primers utilizadas nesse trabalho.
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TPA-F PHE

128

CB3R

Figura 8: Esquema da localizacdo dos primers em P. aiereba. CB3R- primer universal

localizado no citocromo B, PHE — primer desenhado por F. Marques, localizado

no final da fenilalanina e final do D-loop ¢ TPA-F — primer desenhado neste

estudo, adjacente ao inicio da regido D-loop.

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

ATPase de Paratrygon aiereba.

Fragmento Primer Seqiiéncias

Referéncia

Citocromo b CB3R 5" —CATATTAAACCCGAATGATATTT -3’

128

D-Loop
D-Loop
ATPase

ATPase
ATPase

ATPase

12SAR 5’- ACCTGGGGATTAGACCCCACTAT -3’

TPA-F 5’- CGGTCTTGTAAACCGAAG - 3°
PHE 5" - GCACTGAAGATGCTAAGATA -3’
PotaATPf2 Lys 5- GGGTCYAGCATTAGCCTTT -3’
PotaATPr2  5—- GTTAGTGGTCAGGGGCTTGG -3’
PotaATP _F3 Nao publicado
PotaATP-r  Nao publicado

Palumbi, 2001
Palumbi, 2001

Este estudo

Marques, com. pess.
Toffoli, 2006

Toffoli, 2006

Toffoli, com. pess.

Toffoli, com. pess

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
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verificado por uma eletroforese horizontal em gel de agarose 1%, conforme ja mencionado,
utilizando o marcador Ladder 1Kb plus (Invitrogen®) e purificado por reagdo enzimatica

com as enzimas Exonuclease I e Shrimp Alkaline Phosphatase (ExoSAP-I) (Anexo 3).

A reagdo de seqiiénciamento foi feita em placas de 96 “wells” (pocos), com os
mesmos primers utilizados na reacdo de PCR seguido da precipitacdo da reagdo na propria
placa, para eliminar o produto ndo incorporado durante a rea¢do de seqiiénciamento
(Anexos 4 e 5, respectivamente). A reagdo foi levada ao seqiienciador automatico de DNA
MegaBACE 1000 (GE® — Health Care) nas condigdes de injecao e corrida recomendadas

pelo fabricante.

Para confirmar se o fragmento seqiienciado correspondia ao D-loop, as seqii€ncias
obtidas foram comparadas com  seqiiéncias  depositadas no  GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando o programa Basic Local Alignment Search Tool

- Blast (Zhang et a/, 2000).

ATPase

Para amplificacdo da ATPase foram utilizados primers desenhados para o género
Potamotrygon (Tabela 1) desenvolvidos por Toffoli (2006) do Laboratério de Genética

Animal (LEGAL) da UFAM.

A amplificacdo foi feita com primers PotaATPf2 Lys (Forward) e PotaATPr2
(reverso) ( Toffoli, 2006), localizados na regido inicial e final da ATPase, subunidades 6 ¢
8. As condigoes de amplificacdo desse fragmento estdo descritos no anexo 2. A
verificagdo do produto de PCR, assim como a purificacdo, a precipitagdo e o
seqiiénciamento foram realizados conforme ja mencionados para P. aiereba. No entanto,

para a reagdo de seqliénciamento foram utilizados primers internos, PotaATP_F3
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(forward) e PotaATP-r (reverso), a fim de obter seqiiéncias melhores, também

desenvolvidos por D. Toffoli (2006), como mostra a figura 9.

PotaATP_F3 PotapTP r

CO 111 col

*

PotaATPf2 Lys PotaATPr2

Figura 9: Esquema da localizacdo dos primers em P. aiereba. PotaATPf2 Lys e
PotaATPr2 — primers usados para amplificacdo, PotaATP F3 e ATP r — primers

usados para o seqii€nciamento.

3.5. Analises das seqiiéncias

As seqiiéncias foram conferidas com os eletroferogramas, editadas e alinhadas
manualmente com o uso dos programas BioEdit 7.0 e Chromas 2.31, sendo que nos sitios
que ndo puderam ser determinadas as bases nitrogenadas foram adicionados “N”, ou seja,
qualquer uma das bases nitrogenadas pode ser considerada pelos programas de andlises
subsequentes. A determinagdo dos haplotipos e a obtengdo das respectivas arvores foram
feitas pelo programa TCS 1.18 (Clemente ef al., 2000).

Para as analises filogenéticas a fim de estimar as relagdes evolutivas entre os
individuos e as populacdes, foram feitas analises de Méaxima Parcimonia - MP (Hennig,
1966), cujo principio metodoldgico consiste em buscar a arvore filogenética com menor

nimero passos evolutivo, a mais parcimoniosa. Esta analise foi feita por busca heuristica
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com adi¢do aleatéria dos terminais (Random Stepwise Adition), com 1000 réplicas e
rearranjo dos ramos pelo método TBR (7Tree Bisection Reconection).

A procura pela arvore mais parcimoniosa foi feita a partir de matrizes com e sem
ponderacdo diferenciada entre transi¢des (TS - mutacdes entre purinas-purinas e
pirimidinas—pirimidinas) e transversdes (TV - mutagdes entre purinas-pirimidinas).
Primeiramente, as transi¢des e transver¢des foram ponderadas iguais (TS=1 e TV=1) e,
depois, diferenciadas (TS=1, TV=3) com caracteres ndo ordenados. A determinacdo da
melhor arvore foi feita através de consenso estrito ¢ da regra da maioria (>50% de
ocorréncia) enquanto a robustez dos nos encontrados foi estabelecido pelo método de
Bootstrap, re-amostragem com 1000 réplicas.

Utilizando o programa MODELTEST 3.6 (Posada & Crandal, 1998), foi
determinado o modelo evolutivo que melhor representa a heterogeneidade nas taxas de
substituicdo nucleotidica. Os parametros deste modelo evolutivo foram aplicados na
analise de Maxima Verossimilhanga — MV (Felsenstein, 1981), que busca uma arvore que
apresente a melhor probabilidade de explicar os dados observados. Assim como na MP, a
procura da arvore de MV foi feita por busca heuristica, adicdo aleatéria dos ramos e
rearranjo pelo método TBR, com 1000 réplicas. Além dessas analises, foram determinadas
a distancia genética ndo corrigida (p) e a distancia genética corrigida a partir do modelo
evolutivo dado pelo programa MODELTEST 3.6. Todas essas analises foram feitas
utilizando programa PAUP 4.0b10 (Swofford, 1999).

Para as andlises de polimorfismos das seqiiéncias de DNA foi utilizado do
programa DnaSP 4.0 (Rozas et al., 2003), onde foram obtidos os seguintes parametros:
diversidade nucleotidica (média do ntimero de diferengas nucleotidicas por sitios entre

duas seqiiéncias), diversidade haplotipica, nimero de sitios polimérficos (ntimero de sitios
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que apresentam mais de um alelo por /ocus) mutagdes compartilhadas entre as populacdes
e, estimativa indireta de fluxo génico entre as populacdes.

Os parametros de estruturagdo e variabilidade genética intra-populacionais (dentro
dos rios) e inter-populacionais (entre os rios) foram determinados pela Andlise de
Variancia Molecular - AMOVA (Ecoffier ef al., 1992), pelo programa ARLEQUIN 3.0. O
mesmo programa foi utilizado para testar a significancia da correlacdo entre a matriz de
distancia genética e distancia geografica das populag¢des de Paratrygon aiereba, com o uso

do teste de Mantel.
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4. RESULTADOS

4.1. D-Loop

A amplificagdo com os primers desenhados para a regido D-Loop de Paratrygon
aiereba resultou em um fragmento de aproximadamente 1800 pares de base (pb).
Entretanto, foi possivel obter apenas 1400 pb correspondentes, 700 pb do inicio do
fragmento (fita L), e 700 pb do final do fragmento (fita H), faltando a por¢do mediana com
aproximadamente 400 pb (Figura 10). Assim, para que todo o fragmento pudesse ser
seqiienciado seria necessario desenhar mais um par de primers interno. No entanto, quando
feito o blast das seqiiéncias geradas, isto ¢, quando comparadas com as seqiiéncias
depositadas no banco de dados genético disponivel na internet (GeneBank), ndo foi
possivel determinar se a seqiiéncia era da regido D-Loop de Paratrygon aiereba. O
resultado foi o alinhamento de pequenos fragmentos, aproximadamente 100pb, com os
mais variados fragmentos de DNA (mitocondrial e nuclear), dos mais variados grupo de
organismos como mamiferos, teledsteos e elasmobranquios. Assim, ndo houve uma
similaridade consistente que possibilitasse afirmar que o fragmento gerado correspondia a
porcdo D-Loop de elasmobranquios. O tempo disponivel para o termino deste estudo nao
permitiu a eliminar completamente a possibilidade de contamina¢do das amostras, mas
varias etapas subseqlientes de trabalho no laboratério apontam para um fendmeno real no

D-Loop de Paratrygon. Estudos adicionais serdo necessarios para esclarecer esse problema.
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Inicio D-Loop (forward)

. Fita L
Y700 pb
CytB P - F 128
700 pb
4
00pb Fita H
Final D-Loop (reverso)

Figura 10: Esquema da por¢ao D-Loop. Onde fita L, representa o inicio do fragmento com
700pb seqiienciados, H € o final da fita também com 700pb seqiienciados, ¢ a

por¢ao em vermelho faltou ser seqiienciada.

Em vista disso, esse trabalho sofreu uma mudanc¢a metodoldgica, passando a
utilizar como marcador molecular os genes das subunidades 6 ¢ 8 de ATPase, pois outros
grupos de pesquisa ja estavam trabalhando com este marcador e obtendo sucesso (D.
Tofolli, com. pess). Mesmo assim, foram feitas algumas analises com as seqiiéncias de D-
Loop, que serdo apresentadas a seguir. Foram obtidas seqiiéncias para apenas trés
localidades de coleta. Essas seqiiéncias foram analisadas separadamente como fita L, inicio
do fragmento de D-Loop, e fita H, final do fragmento de D-Loop, pois como ainda nao foi
desenhado um par de primers internos, ndo foi possivel obter a sobreposicdo dessas

seqiiéncias e obter todas as seqiliéncias para os mesmos individuos.

Foram obtidas 30 seqiiéncias correspondentes a 30 individuos, sendo 21 forward (L) e
9 reversas (H), para os rios Negro, Araguaia e Xingu, distribuidas em 20 haplotipos L e 9

haplotipos H, onde nenhum deles foram compartilhados entre essas localidades (Tabelas

2).
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Tabela 2. Numero de seqii€ncias por haplotipos encontrados para a regido D-Loop forward

(L) e reversa (H) separadamente de P. aiereba.

Posicao da Individuos Haplétipos Localidade
Fita Rio Negro  Araguaia Xingu
RNOOIL Rio Negro 1 1 - -
RNOO2L Rio Negro 2 1 - -
RNOOSL Rio Negro 3 1 - -
RNOO8L Rio Negro 4 1 - -
RNOI11L Rio Negro 5 1 - -
RNOI5SL Rio Negro 6 1 - -
RNO16L Rio Negro 7 1 - -
RNOI17L Rio Negro 8 1 - -
RNO20L Rio Negro 9 1 - -
Forward RNO022L Rio Negro 10 1 - -
RNO026L Rio Negro 11 1 - -
RNO28L Rio Negrol2 1 - -
RNO5S6L Rio Negrol3 1 - -
RNO78L Rio Negro 14 1 - -
ARAOQ7L Araguaia | - 1 -
ARAQO9L Araguaia 2 - 1 -
ARAI10L Araguaia 3 - 1 -
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Continuagao Tabela 2

Posicao da Individuo Haplotipos Localidade
Fita Rio Negro  Araguaia Xingu

ARAIIL Araguaia 4 - 1 -

Forward ARA13L Araguaia 5 - 2 -
ARA14L
X000BL Xingu 1 - - 1

Reverso RNOO8H Rio Negro 4 1 - -
RNO13H Rio Negro 15 1 - -
RNO15H Rio Negro 16 1 - -
RNO22H Rio Negro 10 1 - -
ARAO9H Araguaia 2 - 1 -
ARA10H Araguaia 3 - 1 -
ARA13H Araguaia 5A - 1 -
ARA14H Araguaia 5B - 1 -
X000AH Xingt 2 - - 1

Na figura 11 estdo representadas as arvores de haplotipos para as duas fitas (L e H)
do rio Negro, rio Araguaia e rio Xingu. As divergéncias genéticas “p”, ndo corrigida,

dentro das populagdes dos rios Negro e Araguaia e entre as populagdes, estdo

representadas na tabela 3.
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Para a analise de méxima parciménia (MP) foram obtidas 80 arvores com IC =
0,794 para a fita L, e uma arvore com IC = 0,911 para fita H. A fim de obter apenas uma
arvore, para a fita L, foram usadas as medidas de consenso estrito e da regra da maioria (>

50%), na qual, essa ultima se mostrou melhor resolvida (Figuras 12).

Figura 11: Arvore de haplotipos do fragmento de D-Loop de P. aiereba, fita L e H, nos rios
Negro, Araguaia e Xingu. A — fita L, inicio do fragmento. B — fita H, final do

fragmento. Onde““-“= missing data. Rio Negro = Laranja, rio Xingu = Verde e rio

Araguaia = Azul.
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Rio Negro 1

Rio Negro 2 Rio Negro 04
Rio Negro 3
Rio Negro 6
Rio Negro 9 Rio Negro 15
54 e Rio Negro 10
Rio Negro 11 Rio Negro 16
Rio Negro 12
Rio Negro 14 Rio Negro 10
Araguaia 1
Araguaia 2
94 ) Araguaia 2
Araguaia 3
100 Araguaia 5 o roy
e ALY — Araguaia 3
Araguaia 4
166
Xingu 1 Araguaia 5A
Rio Negro 5 a0
. TUU
Rio Negro 4 199
. — Araguaia 5B
Rio Negro 7
Rio Negro 8
A Rio Negro 13 B Xingu 2

Figura 12: Arvore de méaxima parciménia (D-Loop) fitas L e H de P. aiereba. A — fita L. B — fita H. Numero dos ramos correspondem aos

valores de boostrap.
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Tabela 3: Valores percentuais (média + desvio padrao) da divergéncia genética “p”, dentro

e entre populacdes de P. aiereba dos rios Araguaia e Negro.

Localidade Rio Negro L. Rio Araguaia L.  Rio Negro H Rio Araguaia H
Rio Negro L 0,79+0,38 - - -
Araguaia L 7,43+0,29 1,19+0,84 - -

Rio Negro H - - 0,33+0,14 -
Araguaia H - - 1,19+0,15 0,43+0,22

Para estes segmentos também foram feitas outras estimativas de variabilidade e

diferenciagdo genética, como: numero de sitios polimorficos, diversidade genética e

diversidade nucleotidica, sendo que para essas analises, ndo foram utilizadas as seqiiéncias

do rio Xingu, pois havia somente uma seqii€ncia para cada fita (Tabela 4).

Tabela 4: Variabilidade genética do D-Loop L e H, por localidade de coleta. N - nimero de

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

genética, SD — desvio padrdo e m — diversidade nucleotidica.

Local N H S Hd + SD n

Rio Negro L 14 14 14 1,000 £ 0,027 0,0074
Araguaia L 6 19 0,867 + 0,129 0,0121
Rio Negro H 5 1,000 £ 0,177 0,0041
Araguaia H 4 6 0,833+ 0,222 0,0055
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4.2. ATPase

Os primers que foram desenhados para ATPase subunidades 6 e 8 amplificaram um
fragmento de aproximadamente 800pb. Desta vez, quando as seqiiéncias geradas foram
comparadas com as seqiiéncias existentes no GeneBank, pode-se confirmar que elas
realmente correspondiam ao fragmento de ATPase de elasmobranquios. Assim, foram
obtidas um total de 63 seqiiéncias completas de ATPase, subunidades 6 e 8,
correspondentes a: 16 do rio Negro, 12 do sistema Solimdes/Amazonas (Calha), duas do
rio Tapajos, 19 do rio Xingl, 13 do rio Araguaia e 1 do rio Tocantins. Essas apresentaram
31 haplotipos diferentes, com apenas um compartilhamento entre os rios Xingu e Araguaia

(Tabela 5).

Tabela 5: Numero de seqiiéncias por hapldtipos para o fragmento de ATPase subunidades

6 e 8 em individuos de P. aiereba.

Individuos Haplotipos Localidades
Calha __ Rio Negro  Tapajos Xingu  Araguaia _Tocantins
PRVO1 Calha 1 1 - - - - -

PRV02 Calha 2 5 - - - -
PRV04
PRVO5
PRV08
AR003
PRVO03 Calha 3 1 - - - -
PRV06 Calha 4 1 - - - -
PRVO07 Calha 5 1 - - - -
AR002 Calha 6 1 - - - -
TJO1 Calha 7 2 - - - -
TJ02
RNO1 Rio Negro 1 - 5 - - -
RN11
RN17
RN27
RN62
RNO02 Rio Negro 2 - 1 - - -
RNOS5 Rio Negro 3 - 1 - - -
RN16 Rio Negro 4 - 1 - - -
RN20 Rio Negro 5 - 3 - - -
RN28
RN35
RN24 Rio Negro 6 - 1 - - -
RN26 Rio Negro 7 - 1 - - -
RN54 Rio Negro 8 - 1 - - -
RN77 Rio Negro 9 - 1 - - -
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Continuagao Tabela 5

Individuos Haplotipos Localidade
Calha __ Rio Negro  Tapajos Xingu  Araguaia __Tocantins
RN78 Rio Negro 10 - 1 - - -
TJO3 Tapajos 1 - - 1 - -
TJO4 Tapajos 2 - - 1 - -
X001 Xingu 1 - - - 3 -
X020
X027
X003 Xingu 2 - - - 12 1 -
X006
X007
X008
X010
X011
X012
X013
X014
X015
X016
X022
ARA23
X004 Xingu 3 - - - 2 - -
X005
X018 Xingu 4 - - 1 - -
X025 Xingu 5 - - - 1 - -
ARAO1 Araguaia 1 - - - - 1 -
ARAO02 Araguaia 2 - - - - 7 -
ARAO03
ARA06
ARA07
ARAO07
ARAO08
ARA09
ARA18
ARA04 Araguaia 3 - - - -
ARAO05 Araguaia 4 - - - -
ARA14 Araguaia 5 - - - -
ARA16 Araguaia 6 - - - -
TO19 Tocantins 1 - - - - - 1

—_— e —
1

O programa TCS 1.18 gerou uma topologia com 6 arvores de haplotipos para o
fragmento de ATPase, sendo que o haplotipo “Araguaia 04” esta completamente separado
das demais arvores. Os haplotipos Tocantins 1 e Calha 6 apresentam-se em uma arvore
pois estes estdo geograficamente proximos, Tocantins 1, esta proximo a foz do rio

Tocantins, e Calha 6 esta na foz do rio Amazonas. (Figura 13).
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Dentre os 56 modelos evolutivos testados, o que melhor se adequou as seqiiéncias foi o
modelo evolutivo substituicdo nucleotidica de HKY+G utilizado para a obtencdo das
arvores de distancia genética corrigida e de maxima verossimilhanga (MV). Para a anélise
de MV foi obtida a topologia, pela regra da maioria (Figura 14). Para a analise de MV
foram utilizados os parametros alpha (G) = 0,35, taxa de transi¢ao/transversao = 0,3006 e
freqliéncia nucleotidica A = 0,30900, C = 0,34030, G = 0,09930 ¢ T = 0,25140, dado pelo

modelo evolutivo citado acima.

Para a analise de maxima parcimdnia (MP) com ponderagao igual entre transi¢do e
transversao (TS1/TV1) foi obtido um total de 225 arvores com e IC = 0,787. J4 a andlise de
MP com ponderagdo diferenciada entre transi¢do e transversao (TS1/TV3) resultou em 225
arvores com IC = 0,851. Para a visualizagdo o de apenas uma arvore foram feitos os
consensos estrito e regra de maioria (> 50%) de freqiiéncia dos ramos, em ambas as
analises. Os resultados dessas topologias foram iguais (TS1/TV1 = TS1/TV3) para o

consenso de regra de maioria, sendo arvore que melhor representa os dados (Figura 15).
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‘ Rio Negro 10 |

Figura 13: Arvores de haplétipos de P. aiereba geradas para o fragmento de ATPase, onde
cada cor corresponde ao rio indicado pelo hapldtipo. Calha = Amarelo, Rio Negro =
Laranja, rio Tapajos = Verde, rio Xingu = Azul escuro, Araguaia = Azul claro, Tocantins =

Rosa .
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Calha 01
Calha 02
Calha 03

Calha 04
Calha 05

Rio Negro 01
Rio Negro 02

—Rio Negro 04
 — Rio Negro 09

Rio Negro 10
Rio Negro 05
Rio Negro 06
Rio Negro 07
Rio Negro 08
Rio Negro 03
Calha 07
Tapajos 01

Tapajos 02
—Xingu
Xingu

Xingu

Xingu
Araguaia 01
‘Araguaia 02

Araguaia 03
Araguaia 05

Araguaia 06

Araguaia 04
| Calha 06

Tocantins 01
Hexatrygon

Figura 14: Arvore de méaxima verossimilhanga gerada a partir do modelo evolutivo de

HKY+G para o fragmento de ATPase de P. aiereba.
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Calha 01
Calha 02
Calha 03
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Calha 05
Rio Neero 01
Rio Negro 02
Rio Neero 03
79 Rio Neero 04
{Rio Neero 09
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Rio Neero 05
Rio Neero 06
Rio Neero 07
Rio Neero 08
Rio Negro 10
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Figura 15: Arvore de maxima parcimonia gerada para o fragmento de ATPase em

Paratrygon aiereba, nimeros acima dos ramos sao os valores de boostrap.
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Com os resultados das filogenias (MP e MV) foi possivel observar o mesmo padrio
para os diferentes métodos, com principios diferentes. As arvores geradas foram muito
semelhantes entre si, mostrando o mesmo padrdo de agrupamento entre as populacdes.
Esses resultados corroboram esse padrao indicando a existéncia de dois grandes grupos (1)
um grupo formado pelos haplotipos encontrados na Calha e no Rio Negro, (2) e outro
grupo formado pelos tributdrios do baixo do médio-baixo amazonas, incluindo os rios
Tapajos, Xingu e Tocantins (Figuras 14 e 15). Entretanto, mesmo havendo uma ligacdo na
arvore de haplotipos as populacdes do Rio Negro e da Calha, essas parecem ser populacdes
separadas, ¢ as populacdes dos rio Xingu e Araguaia apresentaram-se separadas nas

arvores de haplotipos e monofiléticas nas arvores filogenéticas.

A distancia “p” (ndo corrigida) par a par, entre os haplotipos (Tabela 6) mostra que
a maior divergéncia genética ¢ entre os haplotipos Araguaia 1 e Xingu 3, quando
comparados aos demais. Na Tabela 7 estd representada a média e o desvio padrio da
distancia “p” dentro e entre as populacdes. As divergéncias encontradas dentro das
populagdes foram baixas, entre 1 e 3%, sendo que os valores encontrados para a populagao
do rio Araguaia, entre 4,5 a 6%, quando comparada com as outras populagdes, pode ser um

indicativo que essa populagdo ¢ uma unidade evolutiva diferenciada.
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Tabela 6: Divergéncia genética entre os haplotipos encontrados para cada localidade amostrada para P. aiereba.

Haplétipos  Calha Calha Calha Calha Calha Calha Calha Rio Rio Rio Rio Rio Rio Rio Rio Rio Rio
1 2 3 4 5 6 7 Negro Negro Negro Negro Negro Negro Negro Negro Negro Negro
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Calha
1
Calha 0,0017
2
Calha 0,0034  0,0017
3
Calha 0,0034  0,0017  0,0034
4
Calha 0,0086  0,0068  0,0085  0,0085
5
Calha 0,0259  0,0257  0,0274  0,0240  0,0291
6
Calha 0,0086  0,0068  0,0085  0,0051  0,0068  0,0257
7

Rio Negro  0,0069  0,0051  0,0068 0,0068 0,0051 0,0240  0,0051
1
Rio Negro  0,0208  0,0188 0,020 0,0205  0,0188  0,0377 0,0188  0,0136

Rio lflegro 0,0086  0,0068  0,0085 0,0085 0,0068 0,0257  0,0068  0,0017 0,0119

Rio liegro 0,0121  0,0102 0,0119 0,0119 0,0102 0,0291  0,0102  0,0051 0,0154 0,0068

Rio I:egro 0,0086  0,0068  0,0085 0,0085 0,0068 0,0257 0,0068  0,0017 0,0119 0,0034 0,0068

Rio ISegro 0,0104  0,0085 0,002 0,0102 0,0085 0,0274  0,0085  0,0034 0,0136 0,0051 0,0085 0,0017

Rio lflegro 0,0103  0,0085 0,0102 0,0102 0,0085 0,0274  0,0085  0,0034 0,0136 0,0051 0,0085 0,0017 0,0034

Rio lzlegro 0,0121  0,0102  0,0119 0,0119 0,0102  0,0291  0,0102  0,0051 0,0154 0,0068 0,0102 0,0034 0,0051 0,0051

Rio lgegro 0,0173  0,0154  0,0171  0,0171  0,0154  0,0343  0,0154  0,0102 0,0171 0,0119 0,0085 0,0085 0,0102 0,0102 0,0119

Rio l\?egro 0,0121  0,0102 0,0119 0,0119 0,0102 0,0291  0,0102  0,0051 0,0119 0,0068 0,0068 0,0034 0,0051 0,0051 0,0068 0,0085
10
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Haplétipos  Calha Calha Calha Calha Calha Calha Calha Rio Rio Rio Rio Rio Rio Rio Rio Rio Rio
1 2 3 4 5 6 7 Negro Negro Negro Negro Negro Negro Negro Negro Negro Negro

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tapajos 0,0259  0,0239  0,0256  0,0256  0,0222  0,0326  0,0239  0,0222 0,0359 0,0239 0,0273 0,0239 0,0256 0,0256 0,0273 0,0325 0,0273
Taplaj(is 0,0224  0,0205 0,0222  0,0222  0,0205 0,0291  0,0205 0,0188 0,0325 0,0205 0,0239 0,0205 0,0222 0,0222 0,0239 0,0291 0,0239
Xirzlgu 0,0330  0,0309 0,0326  0,0326  0,0309  0,0258  0,0309  0,0292 0,0429 0,0309 0,0343 0,0309 0,0326 0,0326 0,0343 0,0395 0,0343
Xilllgll 0,0260  0,0240  0,0257  0,0257  0,0309  0,0327  0,0309  0,0292 0,0430 0,0309 0,0344 0,0309 0,0326 0,0326 0,0344 0,0395 0,0344
Xirzngu 0,0242  0,0222  0,0239  0,0239  0,0291  0,0343  0,0291  0,0273 0,0410 0,0291 0,0325 0,0291 0,0308 0,0308 0,0325 0,0376 0,0325
Xiflgu 0,0314  0,0293  0,0310 0,0310  0,0328  0,0311  0,0328  0,0310 0,0448 0,0328 0,0362 0,0328 0,0345 0,0345 0,0362 0,0414 0,0362
Xi:gu 0,0347  0,0326 0,0343  0,0343  0,0326  0,0275  0,0309  0,0309 0,0446 0,0326 0,0360 0,0326 0,0343 0,0343 0,0360 0,0412 0,0360
Aragsuaia 0,0694  0,0684 0,0702 0,0702  0,0667 0,0738  0,0650  0,0667 0,0770 0,0684 0,0719 0,0684 0,0702 0,0702 0,0719 0,0736 0,0719
Ara;uaia 0,0642  0,0633  0,0650  0,0650 0,0616  0,0687  0,0599  0,0616 0,0753 0,0633 0,0667 0,0633 0,0650 0,0650 0,0667 0,0719 0,0667
Araéuaia 0,0660  0,0651  0,0668  0,0668 0,0634 0,0705 0,0617  0,0634 0,0737 0,0651 0,0651 0,0651 0,0669 0,0668 0,0686 0,0703 0,0651
Arazuaia 0,0432  0,0411 0,0428 0,0428 0,0411 0,0464 0,0411 0,0398 0,0531 0,0411 0,0445 0,0411 0,0428 0,0428 0,0445 0,0497 0,0445
Araguaia 0,0694  0,0684 0,0702  0,0702  0,0667 0,0738  0,0650  0,0667 0,0770 0,0684 0,0684 0,0684 0,0702 0,0702 0,0719 0,0702 0,0684
Arazuaia 0,0607  0,0599 0,0616 0,0616 0,0582  0,0653  0,0565  0,0582 0,0719 0,0599 0,0633 0,0599 0,0616 0,0616 0,0633 0,0684 0,0633
Tocaﬁntins 0,0294  0,0291  0,0308  0,0273  0,0325 0,0017 0,0291  0,0273 0,0410 0,0291 0,0325 0,0291 0,0308 0,0308 0,0325 0,0376 0,0325

1
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Haplétipos  Tapajés Tapajos Xingu Xingu Xingu Xingu Xingu Araguaia Araguaia Araguaia Araguaia Araguaia Araguaia  Tocantins
1 2 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 1
Tapajos
1
Tapajos 0,01369
Xilzlgll 0,0240 0,0205
Xirlngu 0,0309 0,0240 0,0240
Xirzlgu 0,0325 0,0256 0,0257 0,0017
Xil::gu 0,0258 0,0224 0,0120 0,0120 0,0138
Xizgu 0,0257 0,0223 0,0017 0,0257 0,0274 0,0138
Araguaia 0,0479 0,0616 0,0686 0,0790 0,0804 0,0742 0,0686
Ara;uaia 0,0428 0,0565 0,0634 0,0738 0,0753 0,0690 0,0634 0,0085
Aragzuaia 0,0445 0,0583 0,0653 0,0756 0,0771 0,0708 0,0653 0,0137 0,0051
Arag3uaia 0,0377 0,0239 0,0412 0,0480 0,0497 0,0466 0,0429 0,0411 0,0325 0,0343
Ara‘g‘uaia 0,0479 0,0616 0,0686 0,0789 0,0804 0,0742 0,0686 0,0136 0,0051 0,0068 0,0377
Aragsuaia 0,0393 0,0530 0,0600 0,0703 0,0719 0,0655 0,0600 0,0119 0,0034 0,0051 0,0291 0,0085
Toca?ltins 0,0359 0,0325 0,0292 0,0360 0,0376 0,0345 0,0309 0,0770 0,0719 0,0737 0,0497 0,0770 0,0684

1
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€6 9

Tabela 7: Valores médios percentuais de média + desvio padrdo da distancia “p” para

ATPase dentro e entre as populagdes de P. aiereba.

Populagoes Calha Rio Negro Tapajos Xingu Araguaia

Calha 1,15+0,99

Rio Negro 1,35+0,75 1,12+0,70

Tapajés 2,41£0,35  2,55£0,0044  2,46+0,44

Xingu 2,99+0,0036  3,45+0,42 2,54+0,38 3,03+0,73

Araguaia 5,67+1,60 5,92+1,43 4,60+1,14 5,68+2,11  5,50+1,88

Os indices de variabilidade genética estdo apresentados na tabela 8. Esses indicam
que as populagdes analisadas possuem uma alta diversidade genética, variando de 0,7 a
1,0, com exce¢do da populagdo do rio Xingu com um indice de diversidade genética igual

a 0,591.

O resultado da Analise de Variancia Molecular (AMOVA) mostrou que existe uma
maior variancia dentro das populacgdes/rios (70,93%), do que entre as populagdes/rios
(29,07%) (Fs=0,7093; P=0). Essa estruturacdo dentro dos rios ¢ corroborada pelos altos
valores encontrados para o F,, (indice de fixagcdo alélica) e Nm (niimero de migrantes). O
F,, ¢ uma medida indireta de fluxo génico que varia de 0 a 1, quanto mais proximo de 1
menor ¢ a permuta de material genético e maior a fixacdo de alelos na populagdo. J4 0 Nm
¢ numero de migrantes por geracdo dentro de cada populacdo, na tabela 9, pose-se
observara que esses valores foram menores que um. A correlagdo entre distancia genética e

distancia geografica obtida pelo teste de Mantel ndo foi significativa, sendo o coeficiente
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de correlacdo r =0.307 ¢ P = 0,094, o que indica que essa estruturacdo ndo ¢ devido a

distancia geografica entre as populagdes.

Tabela 8: indices de Polimorfismos de DNA para o fragmento de ATPase em populagdes
de P. aiereba. N-nimero de seqiiéncias, nH — ntmero de hapldtipos, S — sitios

polimérficos, Hd — diversidade genética, i1 — diversidade nucleotidica.

Polimorfismos

Populacoes N nH S Hd n

Calha 12 7 20 0,833 0,0076
Rio Negro 16 10 18 0,892 0,0054
Tapajos 2 2 8 1,000 0,0139
Xingu 19 5 16 0,591 0,0099
Araguaia 13 6 60 0,796 0,0251
Total 63 31 83 0,935 0,0347

Tabela 9: Valores de F,abaixo ¢ Nm acima encontrados entre as populagdes. * indica

valores significativos de acordo com a corre¢do de Bonferroni (P < 0,005)

Populacoes Calha Rio Negro Tapajos Xingu Araguaia
Calha 0,8086 0,2934 0,2331 0,2157
Rio Negro 0,3820* 0,31366 0,15462 0,16978
Tapajos 0,6301 0,7337* 0,31366 0,52185
Xingt 0,6819%* 0,7638* 0,6145 0,18011
Araguia 0,6986* 0,7465* 0,4893 0,7351*
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5. DISCUSSAO

A Regiao Controle do DNA mitocondrial, ou alca D (D-Loop), ¢ assim chamada
porque controla a replicacdo da fita pesada (H) da mitocondria. Essa regido ndo expressa
proteina, podendo acumular mutagdes sem conferir valor adaptativo aos organismos. Tal
caracteristica lhe proporciona uma alta taxa de substituicdo nucleotidica, em relagdo ao
restante da mitocOndria, sendo um dos marcadores mais indicados em estudos de fluxo
génico, migracao de individuos e populacdes (Solé-Cava, 2001; Balakrishnam et al. 2003;
Martins et al. 2003).

Devido as caracteristicas acima citadas, este estudo teve como proposta inicial
trabalhar com a regido D-Loop do DNAmt de Paratrygon aiereba. Entretanto, ndo foi
possivel utilizar esse marcador, pois como ja mencionado ndo foi possivel seqiienciar o
fragmento inteiro, além de ndo haver a certeza que o fragmento ¢ homoélogo ao D-Loop dos
elasmobranquios. Existem algumas evidéncias que a regido seqiienciada era realmente o
fragmento de D-Loop, como a porcentagem de nucleotideos encontrados nas seqiiéncias e
o completo alinhamento delas, um total de 30 seqiiéncias (21 fita L e 9 fita H). Isso ndo
teria ocorrido se o fragmento seqiienciado fosse, por exemplo, um pseudogene ou
contaminagao de amostras.

Em algumas espécies de elasmobranquios marinhos (Scyliorhinus canicula,
Mustelus manazo, Squalus acanthias, Raja radiata e 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 bickelli,
uma espécie de raia marinha da familia Hexatrygonidae, ordem Miliobatiformes, mesma
ordem da familia Potamotrygonidae (McEarchran e Aschliman, 2004), a regido controle

possui aproximadamente 1350pb. Neste trabalho, o fragmento amplificado tem
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aproximadamente 1800pb. Assim, existe uma possibilidade de que o fragmento
seqiienciado neste trabalho seja realmente o D-Loop, ja que esta familia divergiu das
espécies marinhas ha aproximadamente 50 milhdes de anos, no periodo do Eoceno,
segundo Carvalho e colaboradores (2004), ou ainda no inicio do Periodo do Mioceno, 15 a
23 milhdes de anos atras (Lovejoy et al. 1998). Estes resultados merecem estudos
adicionais, pois podem ajudar a elucidagdo de mecanismos moleculares operando em um
tempo relativamente recente.

Ha pouquissimos dados e informagdes genéticas sobre a Familia Potamotrygonidae,
sendo que para o género Paratrygon sao praticamente inexistentes. Os resultados obtidos
para esse fragmento foram semelhantes aos obtidos para ATPase. Apesar das arvores de
parcimOnia ndo estarem enraizadas, a relagdo dos haploétipos encontrados no rio Araguaia
foi monofilética tanto para a fita L, quanto para a fita H, separando os rios Negro, Araguaia
e Xingu. Os indices de divergéncia genética nesse rio foram altos quando comparados ao
Rio Negro, assim como os resultados encontrados para o fragmento de ATPase, onde o rio
Araguaia apresentou os mais altos valores de divergéncia genética.

Para o fragmento de ATPase foi possivel obter seqiiéncias das cinco localidades
propostas. As andlises filogenéticas indicam que as populagdes de Paratrygon aiereba,
encontram-se separadas em dois grandes grupos: (1) um grupo com as populacdes do rio
Negro e do sistema Solimdes-Amazonas (Calha), (2) e outro, com as populagdes dos
afluentes do médio-baixo rio Amazonas, formadas pelas populagdes dos rios Tapajos,
Xingu e Araguaia.

Essa relagdo de separagdo em grupos monofiléticos entre a Calha, rio Negro e os
afluentes do médio-baixo Amazonas também foram observadas por Hubert e Renno (2006)
analisando 345 espécies de characiformes. Utilizando a analise de parcimonia de

endemicidade (PAE), esse autores, encontraram 11 areas de endemismo, entre elas houve a
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formagao de dois grupos monofiléticos, um denominado baixo Amazonas, areas que
correspondem ao rio Amazonas, baixo Rio Negro, baixo rio Madeira e rio Branco, e outro
grupo denominado Xingu-Tocantins, correspondentes aos rios Tocantins, Araguaia, Xingu
e Tapajos.

Em relagdo aos haplotipos houve uma tendéncia desses se agruparem dentro dos
rios, sendo que cada rio amostrado formou um grupo monofilético, principalmente em
relacdo aos rios Xingu e Araguaia. Estes agrupamentos ficam bem evidente quando
observadas as arvores de haplotipos: somente os locais de coleta Negro e Calha possuem
haplotipos interligados e os rios Tapajos, Xingu e Araguaia apresentam arvores
segregadas.

A populagdo que apresentou a maior divergéncia genética em relacdo as outras foi a
do rio Araguaia. Isso pode ser um indicativo que esta populagdo estd a mais tempo isolada
do restante ou que o Araguaia contém mais de uma unidade populacional. Essa afirmagao ¢
corroborada pelos altos valores de Fy € os baixos valores de Nm, que mostram que o fluxo
génico ¢ restrito ou inexistente, ndo s6 para a populacdo do rio Araguaia, como também
para as outras populagdes.

A fragmentagcdo das arvores de hapldtipos também ¢ um indicativo do baixo
intercAmbio de material genético entre estas populagcdes. Assim, as populacdes,
principalmente, dos afluentes do médio-baixo amazonas estdo restritas aos rios onde
ocorrem, estando geneticamente separadas por longos periodos de tempo.

A Familia Potamotrygonidae esta distribuida por toda a Regido Neotropical, mas a
maioria de suas espécies possui uma distribuicdo restrita a uma bacia hidrografica. A
espécie P. aiereba, representa uma excecao a este padrao distribuindo-se amplamente por
toda a bacia Amazdnica e bacia do rio Orinoco (Carvalho et al. 2003). Entretanto,

analisando em dados morfologicos, Charvet-Almeida et al. (2005) consideraram o género
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Paratrygon, antes descrito como monotipico, como um complexo de pelo menos trés
espécies diferentes, indicando que a distribuicdo geografica registrada para a espécie ndo
corresponde a realidade. No presente trabalho, existe um indicativo que pode haver mais
de uma espécie, isto ¢ devido a alta divergéncia genética encontrada para a populagdo do
rio Araguaia em relagdo as demais. Mas, esses resultados devem ser investigados
juntamente com dados morfologicos desse grupo, pois existem fortes indicativos genéticos
de que essa populacdo seja um grupo diferenciado dentro de P. aiereba, uma unidade
geneticamente diferenciada.

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

Utilizando os genes mitocondrial Citocromo B e nuclear RAG 1, para comparar
sete espécies de tubardes com seres humanos, camundongos e marsupiais, o trabalho de
Martin (1999) mostrou que o DNAmt de tubardes evolui a uma taxa aproximadamente
nove vezes menor que aquela de mamiferos, com uma taxa média de substituicdo de
1,6X10"° substitui¢des/sitio/ano em tubardes, quanto que em mamiferos é de 19,3X10"°
substituigdes/sitio/ano. Extrapolando essa informag¢do para as raias de dgua doce
(elasmobranquios como os tubardes), a origem da divergéncia encontrada para a populacao
de P. aiereba no rio Araguaia pode ser também muito antiga. Essa divergéncia pode datar
do mesmo periodo geoldgico referido por Silva e Patton (1998) pois, a origem desse grupo
¢ muito antiga aproximadamente 50 milhdes de anos, periodo do Eoceno (Carvalho ef al.,

2004) ou 20 milhodes de anos, periodo do Mioceno (Lovejoy et al., 1998). Entretanto, no
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presente trabalho ndo foi feito relégio molecular a fim de estimar o tempo de divergéncia
entre essas populacdes.

Muitos trabalhos de filogeografia em peixes t€ém mostrado que o periodo do
Mioceno foi muito importante para a modelagem da distribuicdo e formagao da ictiofauna
Neotropical (Lovejoy et al., 1998 e 2006, Lundberg et al, 1998, Hubert ¢ Renno, 2006,
Albert et al., 2006). Foi nesse periodo houve a formacdo dos Andes e consequentemente a
formagao dos arcos tectonicos influenciou na modelagem dos tributirios do sistema
Solimdes-Amazonas (Lundberg et al., 1998, Hubert ¢ Renno, 2006). Existem alguns
estudos sobre a hipdtese arcos tectonicos atuar como barreira geografica separando alguns
grupos organismos terrestres como, pequenos mamiferos (Silva e Patton, 1998) e em
anfibios (Lougheed et al., 1999).

Setenta e um por cento dos trabalhos utilizando evidéncias filogeograficas sugerem
os eventos de especiagdo tiveram inicio por separacdo geografica em duas ou mais
populagdes (Brooks et al. 1992). Entretanto, ndo existe estudo estudos sobre o efeito dos
arcos na formacdo da ictiofauna Neotropical, e também ndo ha evidencia de que esses
arcos chegaram a ficar expostos a ponto de separar as bacias de drenagem.

Uma das hipdteses que poderia explicar o padrdo genético encontrado nesse
trabalho ¢ que com a formagao dos tributarios, pode ter ocorrido uma fragmentagdo na
populagdo. O estabelecimento da geomorfologia dos rios pode ter atuado como um evento
vicariante que ajudando na fragmentacao e fazendo com que essas populacdes perdessem o
contato. Além disso, devido ao aspecto bioldgico da espécie, como ciclo reprodutivo lento,
e ao evento ocorrido ser muito antigo, essas populacdes conseguiram acumular algumas
mutagdes para se diferenciarem geneticamente, mas pode ser que esse processo ainda

esteja ocorrendo. Pois, somente na populacdo do rio Araguaia essa divergéncia ¢ maior
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(Tabela7), o que pode ser divido ao isolamento geografico pela distdncia em relagdo as
outras populagdes.

Além disso, os resultados deste trabalho também indicaram que o fluxo génico nao
existe, ou € restrito entre as populagdes das localidades estudadas, um indicativo de que
essa espécie nao percorre grandes distidncias, podendo levar a um maior isolamento.
Assim, o nivel de variacdo genética inter e intra populacional ¢ muito relevante para
qualquer espécie manter a vitalidade reprodutiva, a resisténcia a doengas e a habilidade
para se adaptar a mudangas ambientais. Uma vez que a diversidade das espécies representa
o alcance das adaptacdes evolutivas e ecologicas em relagdo a determinados ambientes,
estudos de filogeografia também podem gerar subsidios para a conservagdo de organismos
(Primack & Rodrigues, 2001).

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

Interagdes de processos como selecdo natural, deriva genética, mutagao e migragao,
juntamente com pressdes ambientais, podem resultar em grandes populagdes amplamente
distribuidas com tendéncia a altos niveis de diversidade genética ou ainda, populagdes
pequenas, isoladas e de espécies ameagadas, que normalmente possuem esses niveis mais
baixos (Frankhan et al. 2002).

Um dos fatores que podem contribuir para a diminui¢do da diversidade genética de
uma populacdo e/ou espécie ¢ a sua exploracdo. Uma vez que a diversidade genética pode

ser influenciada por muta¢des deriva genética, mudangas no ambiente, ¢ migragcdo de
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individuos entre populagdes, a manutencdo dessa diversidade ¢ necessaria para que as
populagdes evoluam e se adaptem as mudangas ambientais, um processo continuo na
natureza. Logo, populagdes pequenas, em ilhas, ou ameagadas, normalmente reduzem
niveis de diversidade genética, pois acabam perdendo-a ao longo do tempo (Frankham et
al. 2003).

No Estado do Amazonas, as raias de dgua doce sdao exploradas tanto pela pesca
ornamental, servindo como objeto de aquarismo e exportagao para a Europa, EUA e Japao,
como pela pesca artesanal, servindo como alimento em varios locais da bacia amazonica.
Ao longo do sistema Solimdes-Amazonas, elas também sofrem com a pesca comercial em
grande escala, onde s3o acidentalmente capturadas em redes malhadeiras (Aradjo et al.,

2001).

No rio Negro, as espécies da Familia Potamotrygonidae geram renda para as
comunidades humanas locais, sendo exploradas pela pesca ornamental, indudstria 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, em junho de 2003, foi langada uma portaria do IBAMA (N° 036/03) que
regulariza quotas anuais para exportacao de apenas sete espécies desta familia, proibindo a
comercializacdo de Paratrygon aiereba. Essa medida foi tomada a fim de proteger essa
espécie, invidvel de ser mantida sobre pressdo antropogénica, ja que devido a sua baixa
abundancia ¢ considerada uma das espécies de raias mais vulnerdveis da Amazonia
(Araujo et al, 2001). Em setembro de 2006 saiu uma nova portaria do IBAMA proibindo a
pesca de qualquer espécie da familia Potamotrygonidae para comercializacdo como
ornamental, entretanto, essa medida nao se refere a comercializagdo com outros fins, como

alimenticio.
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Para a Calha Solimdes-Amazonas, existe uma maior vulnerabilidade de P. aiereba
pela ocorréncia local dos maiores individuos desta espécie, a maior da Familia
Potamotrygonidae, atraindo, assim, a industria pesqueira. Entretanto, as raias de 4gua doce
ndo sofrem apenas por sua captura para servir como fonte de subsisténcia e/ou geragdo de
renda, mas também pela sua pesca indiscriminada no periodo da seca, onde a redugdo 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 é, a remoc¢do de todas as
raias encontradas nas praias a fim de prevenir acidentes com banhistas, com estimativas de
captura de até 21 mil individuos num s6 ano na regido Amazodnica (Araujo et al, 2001).
Além disso, ¢ muito comum encontrar esses animais mutilados pela retirada da cauda onde
se encontra o ferrdo de defesa, tornando-os mais vulneraveis a predagao, dificultando sua
natacdo e comprometendo todas as atividades dependentes deste comportamento.

Esse conjunto de pressdes antropicas exercidas sobre as raias de agua doce
amazoOnicas, aliado as caracteristicas reprodutivas de Paratrygon aiereba, faz com que
esses animais sejam muito vulneraveis sob o ponto de vista de sua conservacdo. Além
disso, mesmo com o aumento da atencdo que essa espécie vem recebendo devido as
argumentacdes de que seja composta por um complexo de espécies (Charvet-Almeida et
al., 2005), estudos sobre a sua biologia ainda sdo escassos e sobre a ecologia e estrutura de
suas populacdes, dispersdo e migracdo, sdo praticamente inexistentes.

Devido aos modelos obtidos neste trabalho sobre a estrutura¢do genética e fluxo
génico de P. aiereba na Amazodnia, ao se tratar de estratégias e acdes voltadas para
conservagdo ¢ manejo dessa espécie, sugerimos que as populagdes das localidades
analisadas sejam tratadas como unidades separadas, considerando as diferengas 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 5min (movimentos leves ou vortex).
Centrifugar 5 min a 6000rpm. Retirar o sobrenadante e repetir a operacao.

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 cloroféormio - alcool 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 200ulL de etanol 70%.
Centrifugar 14000 rpm por 30min . Deixar secar e ressuspender em 50ul 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

Condicgdes de amplificacdo D-Loop e ATPase:

As concetragdes dos reagentes descritas abaixo sdo para serem utilizada para um
volume final de solugdo de 25ul
- ANTP 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:
- desnaturacdo 94°C por 4 min
- anelamento 53 °C por 1 min — D-Loop
- anelamento 50 °C por 1 min - ATPase
- extensdo 72 °C por 1min 30 seg
- 35 ciclos

- extensao final de 72 °C por 5 min
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Anexo 3

Purificag¢do enzimatica do produto de PCR:

A purificacdo ¢ 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 0 DNA ja estard 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 reagao com solugao 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

- desnaturacao 94°C por 20seg

- anelamento 50°C por 15seg

- extensdo 60°C por Imin e 20seg
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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