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Resumo

A espécie Brycon amazonicus € conhecida por matrinxa e vive sazonalmente em areas
alagadas onde utilizam o canal do rio como via migratéria. E uma espécie muito apreciada na
alimentacéo das populagOes locais tendo grande importancia em sistemas de pesca comercial
e na pesca de subsisténcia. Partindo de uma hipo6tese nula que a espécie B. amazonicus
corresponde a uma Unica populacdo na bacia Amazonica, esse trabalho visou verificar a
existéncia de estruturacdo entre a calha principal e alguns tributarios da bacia Amazonica por
meio de marcador molecular, nesse caso, DNA mitocondrial. A area de estudo compreendeu o
rio Amazonas e alguns de seus tributarios. Os resultados mostraram evidéncia de sub-
estruturacdo populacional com fluxo génico restrito e que as populacdes de Santarém e de
Jacareacanga sdo geneticamente distintas das demais. Entretanto, tal resultado deve ser visto
com cautela uma vez que pode ter sido pelo fato da amostragem ter sido feita em apenas um

cardume (irmandades), e ndo representando uma amostragem aleatéria das populagdes.

PALAVRAS-CHAVE: Estruturacdo, DNA mitocondrial, Matrinxa.

1. Introducéao

Com uma area de aproximadamente 6.000.000 km2, uma rede de bacias hidrogréaficas
inigualaveis e a ictiofauna mais rica do planeta, a Amazbnia tem, na pesca, uma das
atividades econdmicas mais importantes para a regido, ndo s6 como fonte de renda, mas
também como fonte de proteina de facil acesso para as populagcfes locais. Cerca de 30
espécies de peixes sdo capturadas para fins alimenticios e comerciais na Amazénia sendo que,
do ponto de vista pratico e da cultura local, elas podem ser divididas em dois grandes grupos:
peixes de escamas (0s representantes das Characiformes, Osteoglossiformes, Perciformes e
Clupeiformes) e peixes lisos (os bagres da ordem Siluriformes). Os Characiformes sdo o
grupo de peixes de maior riqueza especifica da Regido Amazonica (Ferreira et al. 1996),
vivem sazonalmente em éareas alagadas e utilizam em geral o canal dos rios como rota

migratoria. Dentre as espécies que se destacam esta Brycon amazonicus (Matrinxa).



Figura 1 — Exemplar de Brycon amazonicus (Matrinxa)

A espécie Brycon amazonicus € conhecida por Matrinxd na maior parte da Amazonia
Central (Santos et al. 2006, Lima 2003), sendo também chamada na bacia do rio Madeira de
“Jatuarana” (Goulding 1979, 1980). Esta distribuida ao longo do rio Solimdes-Amazonas e
tributarios, na bacia do Rio Orinoco e no Rio Essequibo na Venezuela (Lima 2003). Essa
espécie € migradora, onivora (estagio adulto), ou seja, alimenta-se de frutos, sementes e
insetos e, ocasionalmente, de pequenos peixes, além disso, se reproduz com desova total no
inicio da enchente. Seus principais predadores na natureza sdo o homem e os botos, Inia
geoffrensis (Blainville, 1817) e Sotalia fluviatilis (Gervais & Deville, 1853) (Smith 1879,
Goulding 1979, 1980, Santos et al. 2006).

Na Amaz6nia, os piscicultores manejam a matrinxd em canais de igarapés. Seu manejo €
relativamente facil, uma vez que se adapta bem em aguas correntes e limpas. A espécie ainda
tem a vantagem de resistir a aguas mais frias e &cidas. Pela tolerancia a areas de altas
densidades, possui 6timo crescimento em sistemas de cultivo. Entdo, é necessario que se
facam estudos que visem a estrutura genética das populagdes de B. amazonicus na calha do
rio amazonas. O conhecimento da estrutura genética da espécie pode contribuir para futuros
planos de manejo, bem como para melhoramento genético em cativeiro.

Uma maneira de estudar a variabilidade genética de um determinado organismo é
utilizando como marcador molecular o DNA mitocondrial, cuja estrutura em animais é uma
molécula de DNA circular de fita dupla e contida em multiplas cdpias na mitocéndria. Seu
tamanho é relativamente estavel para animais, em torno de 16500 + 500 pares de bases (pb)
(Clark-Walker, 1985; Moritz, et al., 1987). O DNAmt é geneticamente mais eficiente do que
0 DNA nuclear, (Attardi, 1985; Gray, 1989), quando se considera que ndo contem sequéncias
duplicadas, ndo possui introns e 0s genes sdo geralmente separados por menos do que 10
pares de bases (Wolstenholme & Clary, 1985).



Uma das vantagens no uso do DNAmt em estudos populacionais € que ele possui uma
taxa de evolugdo (mutacdo) de 5 a 10 vezes maior (5,7 X 10-8 substitui¢ao/sitio/ano) do que
os genes codificadores de proteinas do DNA nuclear (Perler et al., 1980; Brown et al. 1982).
O DNAmt é também muito utilizado devido ao grande numero de cépias por célula, seu
tamanho pequeno, sua organizagéo simples (Avise et al., 1984; Hayashi et al., 1985), por sua
suposta heranga estritamente materna e uniclonal (Vaughn et al., 1980; Avise et al., 1986,
1994). A heranca materna gera hipoteses que refletem a filogenia das fémeas de uma
populacdo, sendo util, por exemplo, no estudo da movimentacdo de fémeas em populacGes
naturais de uma espécie (Lasman et al., 1981; Avise et al., 1984). A alta taxa de mutacéo
ainda permite que o DNA mitocondrial seja utilizado para inferir relagdes filogenéticas entre
populacdes ou espécies com tempos de divergéncia relativamente recentes entre milhares e
alguns milhdes de anos (Brown et al., 1979). Entre trabalhos realizados com este marcador
em espécies de Characiformes dois sdo descritos abaixo.

Utilizando o DNAmt como ferramenta molecular, Sivasundar et al. (2001), estudando o
género Prochilodus verificou que analises filogeograficas, incluindo analises do clado
aninhado, sugerem altos niveis de fluxo génico dentro da bacia do Parana. O DNAmt também
foi empregado como ferramenta molecular por Sanches et al. (2007) onde verificaram que a
espécie Brycon hilarii apresenta um modelo de sub-estruturacdo com individuos se
organizando em unidades reprodutivas geneticamente diferenciadas que mantém sua
integridade, co-existindo e co-migrando em um mesmo sistema de rio.

A espécie B. amazonicus é muito apreciada na alimentacdo das populacdes locais tendo
grande importancia em sistemas de pesca comercial e na pesca de subsisténcia (Smith 1979,
Batista et al. 2000). Desta forma, estudos sobre a genética populacional dessa espécie na
bacia do rio Amazonas podem contribuir para o conhecimento da constituicdo genética, o
grau de variabilidade genética e ainda verificar se ha algum padrdo de estruturacdo na espécie
em questdo, usando o DNA mitocondrial como marcador molecular.

Partindo de uma hip6tese nula que a espécie B. amazonicus corresponde a uma Gnica
populacdo na bacia Amazoénica, esse trabalho visa verificar a existéncia de estruturacdo entre
a calha principal e alguns tributarios da bacia Amazonica por meio de marcador molecular,
nesse caso, DNA mitocondrial.

Por esse motivo e pelo fato da espécie em questdo ter uma grande importancia
comercial é necessario que se facam estudos que visem a estrutura genética das populacdes de

B. amazonicus na calha principal do rio Amazonas e seus tributarios. O conhecimento da



estrutura genética da espécie podera contribuir para futuros planos de manejo, bem como para

melhoramento genético em cativeiro.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Caracterizar geneticamente as populacfes de matrinxa (Brycon amazonicus) e verificar a
existéncia de estruturacdo genética entre as localidades da calha principal do Rio Amazonas e

seus tributarios.

2.2. Objetivos especificos

e Sequenciar o gene ATPase8 do DNA mitocondrial dos individuos de matrinxa.
e Estimar os niveis de variabilidade genética nas populac@es naturais de matrinxa.

o Verificar a relacdo genealdgica entre as localidades amostradas de B. amazonicus.
3. Materiais e Métodos

3.1. Amostragem

A area de estudo compreende o rio Amazonas e alguns de seus tributarios (Figura 1). A
amostragem teve dois tipos de bancos de dados: localidades que foram sequenciadas em

estudos anteriores e localidades que foram incluidas nesse banco de dados maior (Tabela 1).
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Figura 2. Mapa da distribuicdo das localidades de Brycon amazonicus

Tabela 1. Localidades amostradas de matrinxa

Rio principal/Tributarios

Localidades/Amostras

populacionais

Tamanho amostral (N)

Tabatinga 14

Coari 13

Rio Solimbes/Amazonas Santarém 23

Lago Janauaca 17

RDS Amana 14

Rio Madeira Borba e
Humaita 25*

Rio Tapajos Jacareacanga 15
Total= 133

* 19 amostras desta localidade sdo do banco de dados incluido posteriormente.

Os individuos de matrinxa de todas as localidades citadas encontram-se depositadas na
Colecdo de Tecidos de Genética Animal — CTGA/ICB/UFAM (Fiel Depositéario).

3.2. Metodologia do Laboratério

Para a extragdo do DNA total foram utilizadas amostras de tecido da nadadeira peitoral

dos peixes. As amostras de cada individuo serdo colocadas em tubos Eppendorf 2uL para

serem digeridos em uma solucdo contendo: 500 pL de Tampédo CTAB e 15uL de Proteinase

K. Estes tubos foram acondicionados em estufa a 60 °C até que o tecido fosse totalmente

digerido. Apds a digestdo, o produto passou por lavagens com Cloroférmio-Alcool Isoamilico



(24:1), em seguida 0 DNA foi precipitado com alcool, ao final desse procedimento o DNA foi
ressuspendido com 50uL de agua deionizada e autoclavada (Milli-q). O material genético que
foi extraido corresponde ao DNA gendmico das populacdes de B. amazonicus, cujas amostras
de DNA foram quantificadas em gel de agarose 1% e comparadas com um marcador de peso
conhecido para estimar suas concentragoes.

ApoGs a extracdo e quantificagdo do DNA gendmico, foi amplificado o segmento em
estudo, a regido ATPase8 do DNA mitocondrial. A técnica da PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) foi utilizada para as reacdes de amplificacdo do segmento de DNA estudado. Para
isto foi utilizado um par de iniciadores (primers — ATP8 e CO3) especificos para peixes
caracideos desenvolvidos e publicados por Sivasundar et al., (2001). As reacbes de
amplificacdes tém como volume final 14,3uL contendo 5uL de 4gua milli-g, 2uL de MgCly,
2uL de dNTP, 1,5uL de buffer (tampéo), 1,5uL de cada primer, 0,3uL de Tag DNA
polimerase. As amplificagdes passam por ciclos nas seguintes condi¢fes: 1- desnaturacao
inicial a 92 °C por 1 minuto; 2- logo apos, 35 ciclos que consistem em desnaturacéo a 92 °C
por 1 minuto, anelamento dos primers a 50 °C por 40 segundos e extensao a 72 °C por 1,5
minutos; 3- extensdo final a 72 °C por 5 minutos. Apés a reacdo, a eficacia da amplificacdo
foi verificada atraves de eletroforese em gel de agarose 1% em comparagdo com um marcador
para estimar o tamanho dos fragmentos obtidos e verificar se esta ocorrendo a amplificacdo da
regiao de interesse.

Uma vez obtidos os fragmentos especificos do DNA em estudo, através da técnica de
PCR, o proximo passo foi sequencia-las, ou seja, obter a ordem correta das bases nitrogenadas
(nucleotideos) que compBdem o seguimento de DNA.

Os produtos de PCR foram submetidos a uma purificacdo com enzimas exonuclease e
fosfatase alcalina de acordo com as especificacBes do fabricante (GE-Healthcare) para a
retirada de restos de primers e moléculas de RNA. Apos essa etapa realiza-se a reacdo de
sequenciamento utilizando 2ul de DNA purificado, 2ul de cada primer, 2,5uL de tampao Big
Dye, 0,5 de Big Dye terminator (cycle sequencing kit da Applied Biosystems). A etapa
seguinte inclui a precipitacdo das amostras purificadas com a utilizacdo do protocolo de
etanol/EDTA finalizando com o sequenciamento das amostras em sequenciador automatico
ABI 3130x! (Applied Biosystems).

Apols a obtencdo das sequéncias pelo sequenciador, estas sdo editadas no programa
Bioedit (Hall, 1999), alinhadas com o auxilio do programa Clustal W (Thompson et al.,
1994), sendo a base para a construgdo de uma matriz de dados contendo todas as sequéncias

nucleotidicas.
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3.3. Andlises Genético-Populacionais do DNAmt

Ap0s a edicdo de todas as sequéncias e criacdo das matrizes de dados, estas foram usadas
para analisar a presenca de estrutura genética populacional e fluxo génico das populacGes de
Brycon amazonicus, em cuja anélise utilizou-se o teste de AMOVA (Analise de Variancia
Molecular) (Excoffier et al. 1992), e pairwise Fst (Cockerham & Weir, 1993), implementados
no programa Arlequin 3.0 (Excoffier et al. 2005).

Os indices de diversidade genética e testes de neutralidade seletiva de mutacdes (Teste D

de Tajima e Teste FS de Fu) foram acessados utilizando-se também o programa Arlequin 3.0.

4. Resultados e Discussoes

Foram seqlenciados 520 pares de bases para 133 individuos, onde se observou 13
haplotipos sendo que destes, oito foram hapl6tipos Unicos (Tabela 2). A média da composicao
de bases nucleotidicas foi definida como: 27,33% para Adenina, 28,40% para Timina, 31,16%
para Guanina e 13,11% para Citosina. Foi encontrado um total de 13 sitios polimorficos,

sendo que oito foram decorrentes de transi¢cdes e cinco de transversdes.

Tabela 2. Amostras populacionais com hapl6tipos Unicos de Brycon amazonicus

Haplotipos Unicos
N° da amostra Localidade

12 Coari

6 Coari

13 Coari

7 Amana

13 Tabatinga
10 Coari

7 Tabatinga
12 Coari
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As sequéncias de ATPase obtidas foram submetidas ao programa MEGA 5.0, para
traducdo de aminoéacidos (AA) hipotéticos, a qual foi realizada a partir da 22 posi¢do do
cddon. Apds a traducdo foram obtidos 173 AA, e ndo houve deteccdo de codon de parada.
Houve seis sitios variaveis para mudancas de AA (Tabela 3). As mutacdes que resultam na

mudanca de AA foram observadas em sua maioria nos individuos de Coari.

Tabela 3. Sitios variaveis que resultaram em mudanca de AA para o gene da ATPase de

Brycon amazonicus

Sitios Mudanca de AA Localidade
11,12, 13 Isoleucina = Metionina Coari
17,18, 19 Tirosina - Cisteina RDS Amana
38, 39, 40 Triptofano - Glicina Coari
74,75, 76 Cisteina - Glicina Coari

134, 135, 136 Alanina - Treonina Coari
335, 336, 337 Valina - Metionina Coari

A AMOVA (Analise da Variancia Molecular) revelou que a maior variacdo genética se

encontra dentro das populagdes de matrinxa (Tabela 4). O valor de Fgt= 0,11757 (P > 0,05)

ndo foi significante.
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Tabela 4. Resultado da Anélise de Variancia Molecular (AMOVA)

_ ) Componente variante Porcentagem de variacao
Tipos de variante
(ATPase) (ATPase)
Entre populagdes 0,06827 11,76
Dentro das populagdes 0,51244 88,24
TOTAL 0,58071

Fs7= 0,11757 (P > 0,05).

Segundo os valores para o indice de fixacdo Fgy referente as comparac@es par-a-par entre

as amostras de matrinxa, as populacdes de Santarém e Jacareacanga estariam diferenciadas
geneticamente das demais localidades. No entanto, entre Santarém e Jacareacanga ndo foi
observado diferenciacdo genética. Com relacdo as outras localidades, observou-se uma
diferenciacdo genética entre Amana e Coari. Antes da correcdo de Bonferroni 13 comparacdes
par-a-par mostraram diferenciacdo genética entre elas. Andlise feita ap6s a correcdo de
Bonferroni identificaram 9 comparaces significantes as quais incluem as comparagdes
envolvendo Santarém com todas as demais localidades, exceto com Jacareacanga (Tabela 5).
A respeito do NUmero de Migrantes por geracdo (Nm), os menores valores de Nm,
variando de Nm= 2 a Nm= -1 foram observados entre Santarém e Jacareacanga com as outras
localidades. O menor valor de Nm (Nm= 0,48) foi observado entre Santarém e Amana.
Valores de Nm considerados infinito foram observados entre nove comparacdes par-a-par. Os

valores observados para 0 Fgy sdo inversamente proporcionais aos valores de Nm, assim,

quanto maior foi o nimero de migrantes, menores foram os valores de Fgy (Tabela 5).

13



Tabela 5. Valores de Fgt par-a-par (diagonal abaixo) e valores de Nm (diagonal acima) para

Brycon amazonicus. (inf)= infinito. * Apos correcdo de Bonferroni (P < 0,0017).

Janauaca | Tabatinga | Amand | Humaita | Borba Coari | Santarém | Jacareacanga

Janauacéa — inf 50,80 inf inf 7,16 1,01 1,36
Tabatinga -0,0217 - 7,91 inf inf Inf 1,61 2,33

Amana 0,0097 0,0594 — 6,04 inf 4,71 0,48 0,64
Humaita -0,0186 -0,0373 0,0763 - inf 43,19 1,95 2,60
Borba -0,0730 -0,0485 -0,0015 | -0,0484 — 19,84 0,92 1,30
Coari 0,06525 -0,0036 0,0959 | 0,0114 0,0245 — 1,18 1,68
Santarém 0,3294* 0,2367* 0,5081* | 0,2033* | 0,3513* | 0,2965* — Inf

Jacareacanga | 0,26771 0,1766 0,4357* | 0,1610 | 0,2771* | 0,2287* 0,0000 —

A diversidade génica ou haplotipica variou de 0,0000 (Jacareacanga e Santarém) a 0,8462

(Coari). A diversidade haplotipica total para as amostras de Brycon amazonicus foi de 0,5850.

A diversidade nucleotidica variou de zero (Jacareacanga e Santarém) a 0,0033 (Amand),

sendo que a diversidade nucleotidica total foi de 0,0022 (Tabela 6).

Tabela 6. Parametros genéticos obtidos através da regido da ATPase para Brycon

amazonicus.
L ocalidade N N° de Sitios Diversidade Diversidade TAJIMA’S | FUS’S
haplotipos (Na) | variaveis | génica (h) nucleotidica () | D Test Fs Test
Janauacéa 17 |4 4 0,6544 +0,0891 | 0,0029 +0,0020 | 0,8574 0,7861
Tabatinga 14 |5 5 0,6703 £ 0,1262 | 0,0025 +0,0018 | -0,5826 -0,9649
Amana 14 |6 5 0,8352 +0,0617 | 0,0033 +0,0023 | 0,3369 -0,2886
Humaita 25 |4 4 0,6767 +0,0749 | 0,0024 +0,0017 | 0,5118 0,8005
Borba 12 |4 4 0,7121 + 00,1053 | 0,0029 + 0,0021 | 0,5060 0,2821
Coari 13 |7 7 0,8462 + 0,0758 | 0,0028 + 0,0020 | -1,3352 -3,3345
Santarém 23 |1 0 0,0000 + 0,0000 | 0,0000 + 0,0000 | 0,0000 0,0000
Jacareacanga | 15 |1 0 0,0000 + 0,0000 | 0,0000 + 0,0000 | 0,0000 0,0000
TOTAL 133 | 13 13 0,5850 + 0,0439 | 0,0022 +0,0015 | -1,3488 -4,8172
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Os resultados dos testes de neutralidade (D de Tajima e FS de Fu P=0,05) apresentaram
valores negativos e significantes para algumas popula¢des como Tabatinga, Coari, Santarém e
Jacareacanga, indicando que estas amostras populacionais de matrinxa sofreram recente
expansdo populacional ou reducdo no tamanho efetivo. Os testes ndo foram significantes
(P=0,05) em certas localidades, sugerindo que estas estdo em equilibrio genético com relacéo
aos haplotipos do DNAmt (Tabela 6).

As populacdes de Santarém e de Jacareacanga encontram-se diferenciadas geneticamente
das outras e iguais entre si, que é bem evidente quando se analisou 0 Nm infinito entre essas
localidades e baixo entre as demais.

Os indices de polimorfismo de DNA (diversidade haplotipica, nimero de mutacdes e de
sitios polimorficos) revelaram uma alta variabilidade genética. Os valores nulos dos
parametros genéticos encontrados nas populacdes de Santarém e Jacareacanga indicam que
esta havendo fluxo génico normal entre essas duas localidades, mesmo existindo uma
corredeira entre elas servindo de barreira geografica. Isto se deve provavelmente ao fato de
gue as amostras referentes a essas localidades sejam artefato de coleta, ou seja, provavelmente
sdo peixes do mesmo cardume uma vez que se observa para as duas somente um Unico
haplétipo.

A AMOVA mostrou alta diferenciacdo genética (Fgt = 0,11757 P<0,05), indicando a
existéncia de estrutura de populagdo. Segundo Hartl e Clark (1997) considera-se baixa

diferenciacdo genética quando os valores de Fg7 variam de 0 a 0,05; moderada diferenciagao

quando variam de 0,05 a 0,15; alta diferenciacdo de 0,15 a 0,25 (como encontrado para as
populacdes de matrinxd) e muito alta quando os valores estdo acima de 0,25. Na analise dos
parametros genéticos, todas as populacdes apresentam fluxo génico, com exce¢do das
populacBes de Santarém e Jacareacanga devido ao provavel problema citado acima (presenca
de um dnico haplétipo sugerindo um Unico cardume amostrado). O fluxo génico foi infinito
entre varias comparac6es, sugerindo que esta havendo migracdo entre as populagdes, porém
entre as populacdes de Santarém e de Jacareacanga e as demais se observou um fluxo génico
restrito, ou seja, baixo nimero de migrantes.

Todos os resultados que envolvem as localidades de Santarém e de Jacareacanga
evidneciando estruturagdo genética e fluxo génico restrito podem ser apenas um artefato de
amostragem, uma vez que se observou somente um Unico haplo6tipo para estas localidades.

Novas amostras deverao ser realizadas para se confirmar ou ndo o padréo observado.
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A matrinxd é cada vez mais apreciada para o consumo pelas populagdes da regido

Amazobnica. Entdo, ja existe uma preocupacdo com esta espéecie, visto que atualmente o

género da espécie da matrinxa esta incluido na lista de espécies protegidas pelo defeso, sendo

protegida durante seu periodo de reproducdo natural, evitando a pesca. Dessa forma, este

trabalho teve como objetivo contribuir para a conservagdo das matrinxas.

5. Cronograma de Atividades

N° | Descrigéo Ago |Set |Out [Nov |Dez |Jan |Fev |Mar |Abr |Mai [Jun |Jul
2010 2011
Extraces de DNA X | X| X | X | X | X
AmplificagOes no gene X| X | X | X X
ATPase via PCR
Analises genético- X | X | X | X | X | X ]| X | X
populacionais
Elaboragdo do Resumo e X
Relatdrio Final
Preparagdo da Apresentacao X

Final para o Congresso
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