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Resumo

A dourada (Brachyplatystoma rousseauxii), € um bagre migrador que ocorre
em toda a bacia Amazénica. Vem sendo explorada com intensidade fora do estuario.
E uma espécie de grande importancia na pesca comercial e artesanal. Essa espécie
€ composta por uma Unica populacdo que sazonalmente migra desde as areas de
alimentacdo e crescimento até area de reproducado. O objetivo principal deste
trabalho foi estimar a variabilidade genética entre os individuos de Brachyplatystoma
rousseauxii, coletados em trés localidades do rio Japura (Vila Bitencourt; Boca do
lago do Jacaré, comunidade do Cuiu cuiu) totalizando 37 individuos amostrados.
Foram sequenciados 911 pb da regiao controle do DNA mitocondrial dos 37
individuos os quais foram utilizados nas Andlises de polimorfismo de DNA e
estimados varios indices de variabilidade genética. A menor variabilidade genética
encontrada foi entre os individuos da localidade do Cuiu cuiu e a maior na Boca do
jacaré. As trés localidades apresentaram alto fluxo génico supondo que
Brachyplatystoma rousseauxii, possa formar uma Unica populacdo migradora ao
longo do rio Japura. Os lagos de varzea da regido entre Tefé-Solimdes até o alto
Japura possam ter uma relativa importancia por esta servindo como “mini-bercgarios”

de dourada.

Palavras-chave: DNA mitocondrial; Regido controle; Dourada; Amazénia; rio
Japura.



ABSTRACT

The gold (Brachyplatystoma rousseauxii), it is a catfish migratory that happens
in the whole Amazon basin, it has been explored out with intensity of the estuary. It is
a type of great importance in the commercial and handmade fishing. it is captured in
Leticia and in the river Japura and both in the Amazonian Colombian. That species is
composed for only population that sazonalmente it migrates from the feeding areas
and growth to reproduction area. The objective principal of this work: To esteem the
genetic variability among individual of Brachyplatystoma rousseauxii, collected at
three places (I laugh Japura; Mouth of the alligator, Cuiu-cuiu being analyzed 37
analyzed individuals). it Verified - if that are correlated with genetic and geographical
distribution. The sequence of 911 pb of the area controls of the 37 individuals' of
Brachyplatystoma rousseauxii DNA mitochondrial, they were used: Analysis
biogenetical of the sequences nucleotidicas, analysis of the hapldtipos and
polimorfismos of DNA, was accomplished with aid of the programs DNAsp (Rozas
and Rozas, 1999), it Programs TCS for verification of the hapldtipos among the
individuals of Brachyplatystoma rousseauxii. Of the 37 individual seqlienciados, the
river Japura possesses 12 haplotipos, mouth of the alligator 11 haplotipos and Cuiu-
cuiu 9 hapldtipos totaling 32 hapldtipos of individual seqlienciados. The smallest
found genetic variability was in the high river Japura Vila Bitencourt and the largest in
the Mouth of the alligator in the community of Maraa, it supposes that
Brachyplatystoma rousseauxii, possesses an only population migratory along the
river Japura, Mouth of the Alligator, Cuiu-Cuid.

Key Word: DNA; Gold; Amazonian; migration; haplotipos.
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1. INTRODUCAO

A Amazobnia forma a maior Bacia hidrografica do mundo com cerca de 1400
espécies de peixes descritas, sendo que as estimativas indicam que este numero
varia entre 1500 a 5000. Esta riqgueza dar-se também em funcdo da prépria
composicao fisico-quimica dos rios Amazo6nicos. Neste contexto, ressalta-se a
importancia comercial e social de uma significativa parcela desta ictiofauna por gerar
renda e ser fonte protéica na dieta da populagéao (Barbosa, 1962; Salati et al., 1983;
Lowe-McConnel, 1999).

A bacia Amazbnica tem como rio principal o Amazonas, com cerca de
6.400Km de extensdo. Ele nasce nos Andes peruanos, com o nome de Ucayali e
entra no territério brasileiro com o nome de Solimdes e volta a se chamar Amazonas
ao receber o rio Negro. Os afluentes do rio Amazonas de maior destaque s&o:
Javari, Jurua, Purus, Madeira, Tapajos, Xingu, I¢a, Japura, Negro, Trombetas, Paru
e Jari. Recebe ainda as aguas da bacia do Tocantins-Araguaia. O ciclo hidrologico
na bacia Amazénica é fortemente influenciado pela vasta floresta Umida que recicla
aproximadamente a metade das chuvas que caem estabilizando o ciclo hidroldgico e
diminui o escoamento superficial (Salati&Vose, 1984).

Um dos grupos mais significativos da biodiversidade ictiofaunistica na regiao
neotropical é os grandes bagres migradores que pertencem a ordem dos
Siluriformes da familia Pimelodidae. E de notavel interesse para pesca comercial
(Barthem & Goulding, 1997), tem sido alvo de varios estudos na Amazénia. Sao
piscivoros e migram para os paranas da varzea durante a seca e possuem
diferentes estratégias para ocupar areas alagadas disponiveis e sdo abundantes nos
produtivos rios de aguas brancas(Junk & Honda, 1976; Barthem & Goulding, 1997).

Alguns dos pimelodideos de maior valor comercial s&o: a Dourada
(Brachyplatystoma rousseauxii), a Piraiba (Brachyplatystoma filamentosum), a
Piramutaba (B. Vaillanti)), o Jau(Paulicea luetkeni), o Surubim (Pseudoplatystoma
fasciatum) e o Caparari (Pseudoplatystoma tigrinum). (Eigenmann &
Eigenmann,1971).

1.1 Biologia da Dourada
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A dourada (figura 01) foi classificada em 1855 por Castelnau e
taxonomicamente revisada recentemente por Lundberg et al. (1991) e seu nome
especifico modificado de Brachyplatystoma flavicans para Brachyplatystoma
rousseauxii. Possui grande porte tendo o maior tamanho conhecido de 192 cm e
possui como principais caracteristicas morfolégicas: cabeca prateada e achatada,
corpo dourado e presenca de barbilhdes maxilares curtos. E diferente de outras
espécies do género Brachyplatystoma nao so6 pela cor mas também pelo tamanho
dos barbilhdes e pela maxila e mandibula serem de iguais dimensdes (Ferreira et al.,
1998).

Figura 01 — Dourada, Brachyplatystoma rousseauxii.(Cortesia de Batista).

A espécie é similar a da bacia do rio Orinoco, talvez a mesma. E comum
nas aguas doces e de baixa salinidade da foz Amazobnica habitando com mais
freqiéncia o canal dos principais rios e afluentes de aguas brancas como os rios
Madeira, Japura, Solimées e Ucayali (Eigemann & Eigenmann, 1971; Goulding,
1979, Zuanon, 1990; Barletta, 1995, Sanyo, 1998).

A dourada é um peixe migrador que parece se desenvolver em trés regides
diferentes: 1. As cabeceiras — locais de reproducéao ; 2. O estuario — area de criacao
e 3. O médio Amazonas para alimentagéo e crescimento (figura 02) (Barthem &
Goulding, 1997). Esse bagre em sua migracdo percorre mais de 4.000 Km do
estuario até as areas de desova a fim de completar o seu ciclo de vida(Barthem,
1990).
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|Dourada

Figura 02 - As migracdes da dourada. 1) Area hipotética da desova; 2) Area de criagdo; 3) Area de
Alimentagao dos pré-adultos e adultos. Adaptado de Barthem & Goulding, (1997).

1.2 Importancia comercial da Dourada

A atividade pesqueira movimenta anualmente cerca de US$ 100 bilhdes em
todo o mundo, produzindo aproximadamente 85.000.000t/ano. Destes
13.000.000t/ano séo provenientes da pesca em aguas doces de todo o mundo
(Bone et al., 1995). A maior parte da pesca continental é realizada na Asia, seguida
pela Africa. Em terceiro lugar, encontra-se a América Latina, produzindo anualmente
em torno de 800.000t de pescado, sendo que cerca de 10% deste total € produzido
nas aguas doces da Amazénia (Welcomme, 1996).

A dourada é uma das duas espécies de bagres mais importantes para pesca
comercial e artesanal na Amazénia e capturada em cinco paises: Brasil, Colémbia,
Peru, Venezuela e Equador (Barthem & Goulding, 1997). Devido a ampla
distribuicdo na Amazénia Central é explorada pelas frotas pesqueiras das maiores
cidades e vilas ao longo do rio Amazonas-Solimdes, desde lquitos, no Peru, até a
regidao do estuario do rio Amazonas, em Belém e nos rios Madeira, Purus, Jurua,
Japura (Salinas,1993; Barthem & Goulding, 1997).

Dados de desembarque, ainda que atualmente inscipientes, mostram o
seguinte cenario para alguns dos locais onde a pesca da dourada é intensa ao longo
de sua area de distribuicao: A regidao do alto Solimdes, que inclui Amazbnia peruana

e colombiana, sdo regides complexas por compreenderem zonas de fronteira. Seus
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principais centros de desembarque de pescado sdo lquitos, no Peru, Leticia, na
Colémbia, e Tabatinga, no Brasil (Bayley, 1981).

As espécies de exploracao comercial sdo mais de 200, porém a composi¢ao
do desembarque é baseada em um numero reduzido de espécies. Em 1992, na
cidade de lquitos, na Amazodnia peruana, foi registrado um desembarque de cerca
de 5.000t de pescado e verificou-se que a dourada se encontrava entre as 13
espécies que representaram 82% da captura comercial total (Barthem, 1992).

A estimativa de desembarque de pescado na cidade de Tabatinga foi em
torno de 8.500t de dourada em 1987(SUDEPE). Na cidade de Leticia, do outro lado
da fronteira, o desembarque foi em torno de 3.200t/ano nos anos de 1977 e 1982 e
onde a pesca ocorre 0 ano inteiro (Petrere Jr., 1983; Ruffino et al. 2000; Salinas,
1993).

Os mercados de Tefé e Alvaraes anualmente comercializam cerca de 90t a
1.500t de pescado, onde esta estatistica n&o inclui o peixe seco e salgado e nem o
que é comercializado pelos frigorificos da regido, tendo em vista que este tipo de
pescado é desembarcado fora do mercado e tende a abastecer consumidores de
outras regides (Goulding, 1993).

Na Amazbnia central, a pesca é selecionada e na cidade de Manaus o
consumo de bagres possui um certo tabu, que pode esta relacionado com
interpretacdes biblicas aversas ao consumo de peixes sem escamas, além de
crendices interioranas dizerem que esses bagres causam ou pioram inumeras
doencas dentre as quais estao as inflamacdes da pele e danos ao figado, embora
nao se tenham evidéncias cientificas (Barthem & Goulding, 1997, Begossi, 1992;
Smith, 1979).

Petrere Jr. (1978) mostrou com dados de desembarque pesqueiro, que 0S
bagres representam menos de que 1% dos peixes comercializados em Manaus,
consequientemente, possui baixo valor econémico, comparado com a situacao em
Belém, onde os bagres séo peixes populares no mercado e bastante consumidos.

Em Belém, Santarém e Manaus, entre agosto e novembro ocorre um pico de
captura de dourada quando as mesmas, em cardume, estdo subindo o rio. (Ruffino
et al., 2000).

Em func&o da exploragdo comercial deste recurso ocorrer em diversas areas,
que abrange o territério de cinco paises, estudos populacionais precisam ser
realizados ao longo de toda a area de migracao a fim de conhecer melhor o seu ciclo
de vida. Neste intuito Batista (2001) realizou um trabalho pioneiro no qual a hipétese,
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anteriormente postulada por Barthem & Goulding (1997), baseada em dados
morfométricos e meristicos, foi testada pela primeira vez, sob o ponto de vista
genético. Este estudo verificou que na calha do rio Solimées-Amazonas ha uma
mistura dos individuos provenientes das regides de desova. Porém, a decrescente
variabilidade genética apresentada no sentido estuario AmazoOnico-Leticia (alto
Solimbes) dar-se em funcao da escolha nao aleatoria dos rios para reproduzir, sendo
os afluentes vias de “diluigcdo e distribuicdo” dessa variabilidade.

Diante deste cenario, este trabalho objetiva-se também em melhor conhecer
as razoes que possam explicar o decréscimo da variabilidade genética entre o0 médio
e o alto Solimdes, contribuindo assim para a melhor compreensao do ciclo de vida
da dourada na Amazénia baseados em dados genéticos. Para tanto, foram
analisados individuos de dourada proveniente de trés localidades ao longo do rio
Japura, um dos afluentes utilizados na rota migratéria para desovar. Os resultados
obitidos poderdo contribuir na elaboragdo de um plano de conservagdo e manejo
que visa explorar esse recurso de forma sustentavel em toda a area de distribuicéo e
exploracao da dourada.

1.3 Uso de DNA em estudos de genética de populacoes

Os DNAs de varios seres vivos sdo extremamente grandes, porém, todo a
informagéo génica esta contida praticamente dentro do nucleo celular. O DNA possui
um alto grau de organizacao estrutural. Ele esta muito bem empacotado formando
hélices em espirais (Lehninger, 1995).

O uso das informagdes contidas no DNA vem proporcionando estudos
sobre a historia evolutiva de populagbes e espécies abrindo novos horizontes nos
estudos de biologia molecular. Esses estudos podem gerar subsidios primordiais
para fins de conservacao e manejo de varios organismos(Moritz et al., 1987).

Um dos marcadores moleculares mais utilizados em estudos populacionais é
a sequéncia nucleotidica de um ou mais genes ou fragmentos de DNA. Os mais
freqientemente estudados para este fim € o DNA mitocondrial (DNAmt) (Avise,
1994).

O DNAmt dos animais € circular, de fita dupla e de multiplas copias na
mitocondria. Seu tamanho é em torno de 16500£500 pares de bases(pb) (Moritz, et
al., 1987).Sua organizacao inclui 13 genes codificadores de proteinas, 22 de RNA
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transportador (tRNAs), 2 de RNAs ribossémicos(12S e 16S rRNA) e uma regido nao
codificadora chamada de regiao controle ou alga-D (D-loop) (Meyer, 1993).

A heranca mitocondrial é distinta da cromossémica, assim na contribuicdo
biol6gica para a fecundacao nao é igual para fémeas e machos. S6 elas transmitem
o chamado “outro genoma”, o DNA mitocondrial, que s6 existe nos évulos. Ou seja,
sabe-se que o DNA mitocondrial (DNAmt) de filhas e filhos é herdado apenas da
méae. (Oliveira, 1997).

O desenvolvimento acelerado das técnicas de sequenciamento nas ultimas
duas décadas permitiu uma grande revolucao no uso das ferramentas moleculares.
Hoje é cada vez mais comum o sequenciamento de genomas no campo recém-
batizado de “genémica” (Wilson et al, 1999).

Entre os genomas que ja foram sequienciados, 0s genomas mitocondriais se
destacam em numero e abrangéncia dos estudos realizados. Entre os filos, ha mais
200 genomas mitocondriais completamente sequenciados, e vem sendo publicada a
taxa de um genoma por més (Curole e Kocher,1999). Em um avango que seria
imprescindivel a uma década, a técnica hoje é utilizada inclusive em estudos
intraespecificos(Ingman et al., 2000; Rand, 2001). A importancia dos estudos da
“mitogénica” vem aumentando de forma crescente, devido as propriedades Unicas
do DNAmt(Ingman et al., 2000; Rand, 2001).

Essa estrutura econdmica de conteudo da maioria dos genomas mitocéndrias
animais € atribuida a uma intensa selecédo a favor de um genoma pequeno (Moritz et
al, 1987).

Por outro lado, essa molécula apresenta uma alta taxa de evolugdo por
mutacgao (Brow, 1985), cerca de 5 a 10 vezes mais rapida do que a taxa de mutacao
de um gene nuclear de copia unica (Moritz et al, 1987; Harrison, 1985). Os erros de
replicacao e as altas concentragdes de compostos de oxigénio, capazes de danificar
o DNA, aliado a um sistema de reparo ineficiente, parecem ser os responsaveis pelo
acumulo de mutagdes do DNAmt (Wilson et al., 1999). Ha uma hipbétese de que tais
substituicbes devam ser menos restritas em relagcdo ao DNA do nucleo, porque o
genoma mitocondrial codifica poucas cadeias polipeptidicas e nenhuma delas é
diretamente envolvida com sua replicacao e transcricao (Moritz et al., 1987).

Além de todos esses genes ha uma regido rica em AT (em vertebrados, €
chamado D-Loop), nao codificadora e que parece conter o controle da replicacéo e
transcricao do DNAmt (Wolstenholme, 1985). Essa regiao é muito variavel nos
organismos em termos de conteldo e tamanho ao contrdrio dos genes, que se
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apresentam similares em tamanho em ampla gama de espécies, entre invertebrados
e vertebrados (Brown, 1983; Moritz et al., 1987).
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2 - OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Estimar a variabilidade Genética da Dourada (Brachyplatystoma rousseauxii)
do rio Japura na Amazoénia, através da sequéncia nucleotidica da regidao controle, de
individuos provenientes de trés localidades situadas ao longo do referido rio: Boca
do lago do Jacaré, Vila Bittencourt (alto Japura) e da comunidade pesqueira do
Cuiu-Cuiu localizada préximo ao municipio de Maraa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v' Determinar a seqUéncia nucleotidica da regido controle do DNA
mitocondrial dos individuos de dourada coletados em trés localidades:
Boca do lago do Jacaré, cuiu cuiu e Vila Bitencourt;

v Definir a distribuicdo da variabilidade genética em (Brachyplatystoma
rousseauxii) dos trés locais de coletas ao longo, Boca do jacaré, cuiu-cuiu
e Vila Bittencourt ao longo do rio Japura, complementando os dados ja
obtidos por Batista (2001).

v" |dentificar os haplotipos dos individuos coletados e sequenciados de
dourada do rio Japura;

v' Verificar geneticamente se os individuos coletados nas trés localidades
Boca do jacaré, cuiu-cuiu, pertencem a um mesmo estoque pesqueiro.



19

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de coleta, obtencao e preservacao do material

Foram coletadas 37 amostras de tecido muscular de dourada junto a
desembarques pesqueiros em trés localidades: sendo 17 em Vila Bitencourt alto do
rio Japurd; 11 da boca do lago do jacaré, e 09 na comunidade ribeirinha do Cuiu
Cuiu, sendo este proximo ao municipio de Mara3, e a Reserva de Desenvolvimento
Sustentavel de Mamiraua-RDSM na Amazoénia. As amostras de tecido (musculo)
dos espécimens foram retiradas com material cirargico esterilizado e preservadas
em alcool 70% e levadas ao Laboratério Tematico de Biologia Molecular do INPA até
a extracdo do DNA em laboratorio.

3.2 Métodos laboratoriais
As etapas laboratoriais seguidas para a obtencdo das sequéncias
nucleotidicas e dos resultados podem ser visualizadas na figura 03.

Coleta das amostras de B.rousseauxii
Extracdo de DNA
Eletroforese e diluicdo do DNA
Amplificagao via PCR da regiao controle do DNA mitocondrial
Eletroforese para verificar a iualidade do produto amplificado
Purificacao do produto amplificado com colunas
Eletroforese para estimar concentracdo de DNA
Reacao de seqiienciamento via PCR
Precipitacdo do produto

Seqlienciamento automatico

Obtencao das seaiiéncias nucleotidicas

Andlise dos dados

Figura 03 - Esquema com as etapas envolvidas no presente trabalho (Batista, 2001).
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3.2.1 Extracao de DNA

O DNA total (DNA mitocondrial + DNA nuclear) de cada individuo foi extraido
seguindo o protocolo descrito em Alves-Gomes et al. (1995) com modificacdes de
Batista (2001).

3.2.2 Digestao

E retirada uma quantidade de aproximadamente 200mg de tecido, o mesmo é
macerado e colocado em um tubo eppendorf de 1,5 ou 2,0 ml, adiciona-se 330uL de
tampdo de extragcdo a base de cloreto de sddio, Tris, Hcl e EDTA, 15uL de
proteinase K, 10uL de DTT em seguida a amostra é levada para o banho-maria a
uma temperatura de 37°C durante 12 horas sendo dado inicio ao processo de
digestédo, nesta fase havera o rompimento de membranas com a degradagdo das
proteinas, lipideos e outras macromoléculas.

3.2.3 Extracao do DNA a partir do material digerido

Apoés o periodo de digestdo, cada tubo foi centrifugado durante 5 minutos a
13000g e depois o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionou-se
uma solucdo de 180uL cloreto de sodio(NaCL) 5M ao sobrenadante a fim de
precipitar substanclas organicas com excecao do DNA. O tubo foi novamente
centrifugado durante 5 minutos a 13000g e transferiu-se o0 sobrenadante para um
novo tubo. Em seguida o DNA foi precipitado com isopropanol 100%, nesse
momento € possivel a visualizagdo de uma “nuvem” que se pressupdem ser 0 DNA,
centrifugou-se e houve posteriormente a formacao de um pellet que foi lavado com
alcool 70% e centrifugado por 1 minuto a 13000g € em seguida descartado o alcool
e levado a estufa para secar. Por fim a amostra ressuspensa em 150 uL de agua
milli-Q.

A andlise da concentracdo e qualidade do DNA total extraido foi estabelecida
através de comparacbes com marcadores moleculares de concentracdes
conhecidas em eletroforese de gel de agarose a 1%. O gel foi colocado em uma
cuba eletroforética sob uma voltagem de 70 Volts e corrente de 30 miliAmperes por
aproximadamente 40 minutos. Apo6s a corrida, o gel foi corado em uma solucéo de
brometo de etidio, colocado em transluminador UV, e fotografado em sistema de foto
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documentacdo Eagle Eye. A concentracdo da amostra foi estimada visualmente
mediante a comparagcdo da amostra com marcador molecular em diferentes
concentragoes.

Uma vez extraido e checada a qualidade, o DNA de cada espécime foi
armazenado em tubos de eppendorf, rotulado e mantido em freezes -20°C até uso
posterior. O DNA extraido foi utilizado como substrato nas etapas seguintes.

3.2.4 Amplificacao in vitro do DNA pela PCR (Mullis & Fallona, 1987).

A PCR (Polimerase Chain Reaction) € uma técnica da reacdo de polimerase
em cadeia, consiste na amplificacdo em milhares de cépias do fragmento a ser
estudado, que em questéo é a regiao controle do DNA mitocondrial, com a utilizagdo
de primers especificos.

A reagéo foi realizada em tubos de eppendorf de 0.2 ml, com os seguintes
reagentes e suas concentragdes finais como mostra tabela 01:

Tabela 01- Concentragdes finais dos reagentes utilizados na amplificagao da regido controle do
DNAmt dos espécimens de dourada.

Reagentes Concentracao Final
Cloreto de magnésio 2mM
Tampao 1X
DNTPs [0,2 mM]
F-TTF 0,2 uM]
F-12R [0,2 uM]
Taq DNA polimerase [0,03 U/pL]
DNA total do espécime [0,4 — 4 ng/pL]

Os “primers” (iniciadores) (Sivasundar, 2000) utilizados localizam-se
adjacentes a regiao controle do DNA mitocondrial, e tem as seguintes sequéncias:
-F-TTF: 5 - GCC TAA GAG CAT CGG TCT TGT AA-3;

-F-12R: 5 — GTC AGG ACCATG CCTTTG TG - 3..

Cada tubo foi colocado em termociclador, programado para realizar 30 ciclos
com o seguinte perfil de temperatura: os primeiros cinco ciclos constituidos de um
minuto a 94°C para a desnaturagao das fitas complementares do DNA, um minuto a
53°C para anelamento dos primers complementares a regido controle e um minuto e
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meio a 72 °C para a extensao dos segmentos amplificados de DNA. Os demais vinte
e cinco ciclos com as mesmas condicées de temperatura de desnaturagdo e
extensdo, porem com 50 °C de temperatura de anelamento dos primers.

Ao término da reagéo, o produto de PCR foi avaliado quali-quantitativamente
com a aplicagdo de 3uL do produto em gel de agarose 1%, sendo efetuada a
eletroforese durante 40 minutos com corrente de 70 amperes, corado em 10%
brometo de etidio e verificado o tamanho do fragmento comparando-o com marcador

molecular.

3.2.5 Purificacao do produto amplificado

O processo de purificagdo tem por objetivo retirar produtos que nao foram
incorporados durante o processo de PCR, como dNTPs, primers, sais entre outros. A
purificacdo foi realizada com o Kit GFX PCR (Amersham Biosciences), de acordo
com as especificagdes do fabricante.

No tubo de PCR contendo a amostra ja amplificada, foi adicionado o reagente
para captura do produto amplificado e transferido para a coluna de purificagdo. Em
seguida foi centrifugado por 30s a 13000g e adicionada um tampao de lavagem a
base de etanol; posteriormente centrifugou-se por 30s transferiu-se a coluna de
purificagdo para um novo tubo eppendorf, e a ela acrescentou-se 50uL de agua
quente, em média 90°C, para o DNA. A coluna foi novamente centrifugada por 30s, e
por fim o DNA amplificado e purificado é avaliado quali-quantitativamente em gel de
agarose 1%, posteriormente armazenado a — 20°C, para ser utilizado na reagao de
sequenciamento.

3.2.6 Reacao de seqiienciamento

O DNA das amostras de B.rousseauxii foi sequenciado utilizando o kit de
sequenciamento MegaBACE Dynamic ET. Em fungédo de a regiao controle ter em
torno de 1000pb, cada amostra foi seqlenciada em duas etapas, uma com o primer
F, obtendo-se em torno de 600pb e outra com primer R obtendo-se mais 600pb
iniciando-se, a partir da extremidade F do gene. Desta forma, foram geradas duas
seqliéncias para cada individuo.
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A reacao de seqlienciamento foi realizada através da técnica de PCR, da qual
para um volume final de 10 pL foram utilizados os seguintes reagentes:
e 4 uL de Dyenamic dye terminator (ET);
e Primer (F) ou (R) a [0.4uM];
e 120 ng de DNA purificado
e Agua Milli-Q autoclavada.
A reacdao foi realizada em uma placa tipo saia para sequenciamento contendo
96 Wells. A mesma foi levada ao termociclador por 30 ciclos com um perfil de
temperatura de 20 segundos a 95°C para desnaturar as fitas complementares, 15
segundos a 50°C, para o anelamento do primer e 1 minuto e 20 segundos para
extensdo da regido a ser sequenciada.

3.2.7 Precipitacao do produto da reacao de seqiienciamento

Apobs a reacao de sequienciamento é dado inicio ao processo de precipitacao
das amostras, com a finalidade de eliminar reagentes nao incorporados na reagao.

Cada produto da reagao de sequenciamento é precipitado com 1l acetato de
amodnio, 7,5 M e 27,5 pl etanol 100%, seguido de incubagao a temperatura ambiente
por 10 minutos. Em seguida é centrifugado por 45 minutos a 4000rpm, descartado o
sobrenadante por inverséo, o “pellet’ (DNA purificado) foi lavado com 120 pl etanol
70%. Centrifugado novamente por 10 minutos a 4000 rpm, descartado novamente o
sobrenadante por inversdo e secar em temperatura ambiente por aproximadamente
15 minutos. A amostra foi ressuspensa em 10ul formamida (agente desnaturante
das fitas de DNA), e em seguida eletroinjetada.

3.2.8 Eletroforese de sequenciamento

Para a obtencao da seqliéncia nucleotidica final, o DNA foi submetido a uma
eletroforese capilar em gel de policrilamida, a reacdo foi eletroinjetada no
seqlienciador automatico megaBace 1000 do Laboratério Tematico de Biologia
molecular do INPA, seguindo a metodologia padrao do fabricante, sendo feitas
eletroforeses com parametros de injegdo de 2Kv durante 100 segundos e de corrida
com 6 Kv por 220 minutos.
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3.2.9 Edicao e alinhamento das seqiiéncias nucleotidicas

Ap6s a obtencdo das sequéncias nucleotidicas, a partir do sequenciador
automatico, elas foram editadas (conferéncia, compilacao e alinhamento) com auxilio
dos programas computacionais Bioedit Hall (1999), e Chromas 2,23
(www.technelysium.com.au/chromas.html). Foi originada uma matriz de dados

contendo 37 individuos de B.rousseauxii coletados.
3.2.10 Analises estatisticas dos haplotipos e polimorfismos de DNA
Foram estimados as analise dos haplotipos e indices de polimérficos de DNA,

com auxilio do programa Arlequin 2.0(Schneider et al., 2000) e DNAsp 3.0 (Rozas &
Rozas, 1999).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Extracao e amplificacao da regiao controle

Foram extraidos o DNA total de 37 espécimens de B.rousseauxi coletados em
trés localidades: sendo 17 de Vila Bittencourt (alto rio Japurd), 11 da boca do lago do
Jacaré e 09 da comunidade do Cuiu cuiu. As duas ultimas localidades ficam
proximas ao municipio de Maraa e da reserva de desenvolvimento sustentavel
Mamiraua.

A eletroforese, em gel de agarose 1%, do DNA total dos 37 espécimens de B.
rousseouxii coletados pode ser visualizada na figura 04.

100 ng

Figura 04 — eletroforese em gel de agarose 1% do DNA total dos 37 espécimens de B.rousseauxii.

Na figura 05 consta o produto amplificado de 1000 pb da regido controle de
alguns individuos de B. rousseauxii coletados.

Figura 05 — eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos amplificados de alguns espécimens de
B. rousseauxii.
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4.2 — Composicao da freqliéncia de bases nucleotidicas

A figura 06 mostra a frequiéncia de bases obtidas a partir da matriz de dados
contendo os 37 individuos seqlenciados de dourada. A porcentagem da composi¢ao
das bases nucleotidicas foi: 21,24% de adenina; 31,76% de citosina; 32,95% de

guanina e 14,05% de timina. As maiores porcentagens foram de citosina e guanina.
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Figura 06- Porcentagem da freqiiéncia de bases nucleotidicas da seqliéncia nucleotidica da regido
controle dos 37 individuos de B. rousseauxii amostrados.
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4.3 - Analise das seqiiéncias nucleotidicas da Regiao controle

Ao término da corrida eletroforética, as seqUéncias nucleotidicas foram
obtidas, conferidas, alinhadas, editadas e compiladas com o auxilio dos programas
Bioedit (Hall, 1999) e Chromas 2.23 (www.technelysium.com.au/chromas.html). Apés
a compilagao foi gerada uma matriz de dados contendo a sequéncia nucleotidica
dos 37 individuos de B. rousseauxii. Cada sequéncia totalizou 911 pb para cada
individuo sequienciado, nos quais nao foi necessario introduzir nenhum gap
(insercdes e/ou delegdes).

4.4 - Anadlises de Polimorfismo de DNA

A tabela 02 mostra os indices de polimorfismo de DNA para cada localidade
amostrada de B. rousseauxii. Os seguintes indices foram obtidos com o auxilio dos
programas Arlequin 2.0 (Schneider et al., 2000) e DNAsp 3.51 (Rozas &Rozas,
1999): N = numero de individuos amostrados e sequienciados; H = frequéncia
haplotipica; TS = ndmero de transi¢cdes; TV = numero de transversbes; ETA =
nuamero total de mutagdes; S = numero de sitios polimérficos e K = numero de
diferengas nucleotidicas par a par.

Dentre os 911 pb de cada um dos 17 individuos seqlenciados provenientes
de Vila Bittencourt, foram observadas 29 mutacdes, distribuidas em 28 sitios, sendo
27 transicoes, 2 transversdes e 12 haplotipos.

Entre os 11 individuos coletados na boca do lago do Jacaré verificou-se um
total de 33 mutagdes distribuidas em 29 sitios sendo 29 eventos de transicao e 4 de
transversodes. Para cada espécimen seqlenciado obteve-se um haplotipo.

Nos 09 individuos sequenciados, procedentes da comunidade do Cuiu cuiu,
foram verificadas 26 mutacoes, 24 transicdes e 02 transversoes, distribuidas em 25
sitios. Nessa localidade também obteve 01 haplotipo para cada espécimen coletado.

Tabela 02 - indices de polimorfismo de DNA obtidos da seqtiéncia nucleotidica da regido controle do
DNA mitocondrial de 37 individuos de B. rousseauxii coletados em 03 localidades do rio
Japura.

Populacao N H TS TV S ETA K

Vila Bittencourt 17 12 27 2 28 29 7.985+3.904

BocadodJacaré 11 11 29 4 29 33 9.290+4.627
Cuiu Cuiu 9 9 24 2 25 26 8.166%4.185
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A figura 07 mostra um histograma comparativo entre os individuos
seqlenciados de dourada proveniente das trés localidades do rio Japura
amostradas. A fim de melhor visualizar a variabilidade genética desses individuos o
mesmo foi construido com base em trés indices de polimorfismos de DNA obtidos
para cada localidade tais como: o numero total de sitios polimérficos, S; o numero
total de mutagdes, ETA; e a média das diferengas nucleotidicas par a par, K.

Mediante o histograma apresentado na figura 07 e os resultados
apresentados na tabela 02, pode-se visualizar que o0s maiores indices de
polimorfismos de DNA foram encontrados entre os individuos de dourada,
provenientes da localidade da boca do lago do Jacaré (S = 29, ETA =33 e K =
9.290), apresentando, assim a maior variabilidade genética entre as 03 localidades
amostradas. No entanto, os espécimens oriundos da comunidade do Cuiu Cuiu
apresentaram os menores indices de variabilidade genética (S =25 e ETA = 26).
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Figura 07 - Histograma representativo da variabilidade nucleotidica observada nas amostras de
B.rousseauxii provenientes de Vila Bitencourt (alto rio Japurd) em amarelo, a boca do lago
do Jacaré (Verde) e Cuiu Cuiu (Azul); onde S é numero de sitios polimérficos; ETA é o
numero total de mutagdes e K é a média da variabilidade nucleotidica par a par.
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Na tabela 03 constam os indices de polimorfismo de DNA estimados para
cada comparagao par a par das localidades amostradas de B. Rousseauxii do rio
Japura. Os indices sao: N = nimero de individuos amostrados e sequenciados; S =
nuamero de sitios polimérficos; ETA = numero total de mutagbes; P1m2 = sitios
polimérficos na populagdo 1 e monomérficos na populacdo 2; P2m1 = sitios
polimérficos na populacao 2 e monomorficos na populagéao 1; DF = diferenga fixadas
nas populacdes; MC = numero de mutacées compartilhadas entre as populacdes; K
= média das diferencas nucleotidicas par a par.

Verifica-se, mediante os valores de S = 39, ETA = 43, p1im2 = 17, p2m1 = 10
e MC = 16 (tabela 03), que a maior distancia genética ocorreu entre os individuos
coletados na boca do lago do jacaré e da comunidade do Cuiu cuiu. Enquanto que
os valores de ETA = 26, p1im2 = 10, p2m1 = 7 e MC = 19 (tabela 03) demonstram
que a menor variabilidade genética esta entre as localidades de Vila Bitencourt e a
comunidade do Cuiu-cuiu.

Tabela 03- Resultados da andlise de polimorfismos de DNA obtidos entre pares de populagdes do
B.rousseauxii do rio Japura.

N S ETA Pim2 P2m1 DF

O=

Vila Bitencourt (1)

X 28 35 39 6 10 0 23
Boca do Jacaré (2)
Vila Bitencourt (1)

X 26 35 26 10 7 0 19
Cuiu Cuiu(2)
Boca do Jacaré (1)
X 20 39 43 17 10 0 16
Cuiu Cuiu(2)

Nao foram encontradas diferencas fixadas entre os individuos sequenciados
para cada localidade. Essa pode ser uma medida indireta de que possa haver fluxo
génico entre 0s mesmos.

A fim de verificar o compartilhamento de individuos e haplotipos entre os
espécimens provenientes da trés localidades amostradas do rio Japura, foi gerada
uma matriz genética de compartilhamento (tabela 04), com o auxilio do programa
ARLEQUIN 2.0 (Schneider et al., 2000). Verifica-se que houve compartilhamento de
haplotipos, representados por 03 individuos, entre as localidades provenientes de
Vila Bittencourt e a boca do lago do Jacaré e também entre a primeira e a
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comunidade do Cuiu cuiu. Nao houve haplotipos compartilhados entre as localidades
da boca do lago do Jacaré e da comunidade do Cuiu cuiu. No entanto, esse
resultado ndo é um indice estimador de segregacao genética entre tais localidades.
Essa hipotese é corroborada pelos resultados de diferencas fixadas obtidas(DF = 0,
tabela 03).

Tabela 04 — Matriz de compartilhamento de haplétipos e individuos entre os individuos de B.
rousseauxii provenientes das trés localidades no rio Japura.

Japura Bocado Jacaré Cuiu-Cuiu

Japura *
Boca do Jacaré 3 *
Cuiu-Cuiu 1 0 *

Alguns trabalhos ja foram realizados com genética de populagdes, filogenia e
filogeografia de peixes amazénicos, utilizando também como marcador molecular
seqliéncias nucleotidicas da regido controle do DNA mitocondrial. Dentre os quais
pode-se destacar: o realizado por Porto (1999), ao utilizar a alga-D, e outros genes
mitocondriais e dados cariotipicos, com 0 objetivo de caracterizar geneticamente trés
populacées de Mylesinus paraschomburrkii (uma espécie de pacu) da bacia de
drenagem do Uatuma, trombetas e Jari, e tentar tracar relacdes filogenéticas com
algumas espécies da familia Serrasalmidae. Foi verificado que a regiao controle tem
um indice maior de divergéncia interpopulacional de 5,2%.

Ja o trabalho realizado por Lucena & Alves-Gomes (2003) foi realizado no
intuito de estudar a filogeografia de Hypopygus lepturus (Rhamphichthyidae,
Gymnotiformes) com o objetivo de Testar a hipotese do rio Negro ser uma Barreira
de dispersédo bem como verificar o nivel de variabilidade intraespecifica entre os
individuos dessa espécie.

O trabalho pioneiro em genética de B.rousseauxii foi realizado por Batista
(2001). Até entdo a hipotese de migragdo e a existéncia de um unico estoque
pesqueiro para essa espécie, postulada por Barthem & Goulding (1997), ainda néao
havia sido testada. Mediante esse estudo, ao estudar individuos de dourada
proveniente do estuario Amazonico, sendo uma localidade representativa da area de
criacdo, Manaus, sendo da 4rea de alimentagdo e crescimento e Leticia, alto
Solimbes, represen