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Resumo

Os grandes bagres do género Pseudoplatystoma desempenham importante papel como
predadores de topo nos ecossistemas de agua doce na regido neotropical. As espéecies
desse género sdo importantes recursos pesqueiros e apresentam um elevado valor
comercial em sua area de distribui¢do. Durante muito tempo a riqueza de espécies desse
género foi negligenciada, onde eram reconhecidas apenas 3 espéecies. No entanto, ap0os a
revisdo morfoldgica do género o nimero de espécies aumentou para oito. No primeiro
de estudo de sistematica molecular o a riqueza de espécies voltou a ser negligenciada,
pois foram reconhecidas apenas quatro espécies distintas para 0 género:
Pseudoplatystoma magdaleniatum, Pseudoplatystoma corruscans, Pseudoplatystoma
tigrimun (sensu lato) e Pseudoplatystoma fasciatum (sensu lato). Assim, o primeiro
capitulo deste estudo teve como objetivo: Testar os marcadores mitocondriais citocromo
oxidase | (COI) e a regido controle (RC) como ferramentas de avaliacdo da diversidade
de espécies para 0 género Pseudoplatystoma com base nos métodos de delimitacdo de
espécies-linhagens de locus Unico. O COI néo foi eficiente em delimitar as diferentes
morfo-espécies, onde foram delimitadas apenas cinco espécies-linhagens. No entanto, a
RC com base nos métodos GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent) e bGMYC
(implementacdo bayesiana do GMYC), delimitaram 9 espécies-linhagens, das 8 morfo-
espécies descritas para 0 género Pseudoplatystoma, reconhecendo assim a diversidade
taxonémica do género. Até que estudos de taxonomia integrativa sejam realizados para
definicdo dos status taxondémicos das espécies de Pseudoplatystoma, sugerimos que as
medidas de conservagdo (caso necessarias) sejam realizadas de forma independente para
essas nove espécies-linhagens identificadas neste estudo. Para o segundo capitulo:
Utilizando marcadores microssatélites e mitocondrial (COIl), para estimar a diversidade,
diferenciacdo genética e fluxo génico para Pseudoplatystoma punctifer, entre sub-bacias
dos rios Madeira e Mamoré/Guaporé. Foi testado se as corredeiras funcionavam como
barreiras que limitam o fluxo génico para esta espécie. Foi identificado trés grupos
populacionais, um representando os individuos da sub-bacia do Mamoré/Guaporé (a
montante das corredeiras) e 0s outros dois representando os individuos da sub-bacia do
baixo Madeira (a jusante das corredeiras). Alguns fatores podem estar contribuindo para
a diferenciacdo genética observada nas sub-bacias do baixo Madeira e
Mamoré/Guaporé. Entre esses fatores, destacamos o isolamento por distancia (dado que
a espécie é parcialmente migratéria), o fluxo génico restrito e a heterogeneidade
hidroquimica e ecoldgica em toda a area de estudo. Estudos adicionais sdo claramente
necessarios para entender o padrdo de diferenciacdo genética associado a diferentes
tipos de agua para P. punctifer na bacia Amazénica. Considerando a importancia
econdmica e ecoldgica de P. punctifer, acreditamos que os resultados deste estudo
podem se tornar uma importante contribuicdo para subsidiar medidas adequadas de
conservacdo e manejo para essas especies nas sub-bacias da Madeira e
Mamoré/Guaporé.
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Abstract

The catfishes of the genus Pseudoplatystoma play an important role as top predators in
freshwater ecosystems in the neotropical region. The species of this genus are important
fishing resources and have a high commercial value in their area of distribution. For a
long time, the richness of species of this genus was neglected, where only 3 species
were recognized. However, after the morphological revision of the genus, the number of
species increased to eight. In the first study of molecular systematics, the species
richness was again neglected, as only four distinct species were recognized for the
genus:  Pseudoplatystoma  magdaleniatum,  Pseudoplatystoma  corruscans,
Pseudoplatystoma tigrimun (sensu lato) and Pseudoplatystoma fasciatum (sensu lato).
Thus, the first chapter of this study aimed to: Test the mitochondrial markers
cytochrome oxidase I (COI) and the control region (RC) as tools to assess species
diversity for the genus Pseudoplatystoma based on the methods of delimiting species-
lineages single locus. The COI was not efficient in delimiting the different morpho-
species, where only five species-lineages were delimited. However, the RC based on the
GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent) and bGMYC (Bayesian implementation
of GMYC) methods, delimited 9 lineage species, of the 8 morpho-species described for
the genus Pseudoplatystoma, thus recognizing the taxonomic diversity of the genus.
Until integrative taxonomy studies are carried out to define the taxonomic status of the
species of Pseudoplatystoma, we suggest that conservation measures (if necessary) be
carried out independently for these nine lineage species identified in this study. For the
second chapter: Using microsatellite and mitochondrial (COI) markers, to estimate
diversity, genetic differentiation, and gene flow for Pseudoplatystoma punctifer,
between sub-basins of the Madeira and Mamoré/Guaporé rivers. It was tested whether
the rapids functioned as barriers that limit the gene flow for this species. Three
population groups were identified, one representing individuals from the
Mamoré/Guaporé sub-basin (upstream of the rapids) and the other two representing
individuals from the lower Madeira sub-basin (downstream of the rapids). Some factors
may be contributing to the genetic differentiation observed in the lower Madeira and
Mamoré / Guaporé sub-basins. Among these factors, we highlight the isolation by
distance (given that the species is partially migratory), the restricted gene flow, and the
hydrochemical and ecological heterogeneity throughout the study area. Additional
studies are needed to understand the pattern of genetic differentiation associated with
different types of water for P. punctifer in the Amazon basin. Considering the economic
and ecological importance of P. punctifer, we believe that the results of this study can
become an important contribution to subsidize adequate conservation and management
measures for these species in the sub-basins of Madeira and Mamoré/Guaporé.
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1. Introducao geral
1.1. Diversidade de Peixes

As &guas doces, salobras e salgadas do mundo abrigam cerca de 35.423 espécies
validas de peixes, de acordo com o Catalog of Fishes (Eschmeyer, 2020), das quais pelo
menos 4.231 tém distribuicdo na regido Neotropical (Lévéque et al., 2008). Este nUmero
continua aumentando, podendo chegar a mais de 6.000 espécies, incluindo espécies
reconhecidas, mas ainda ndo descritas (Reis et al., 2003). Considerando os peixes de
agua doce, existe registro de elevado endemismo de espécies pertencentes as Ordens
Characiformes e Siluriformes. A provincia da Amazonia (bacia Amazonica, do Orinoco,
do Araguaia-Tocantins, do Paraiba e dos rios costeiros das Guianas) apresenta 0 maior
nivel de endemismo do mundo com 2.072 espécies de peixes. Seguida da provincia do
Parana (bacia do Sdo Francisco, do Parana-Paraguai e La Plata) com 517 espécies
(Lévéque et al., 2008).

Os grandes bagres (Siluriformes: Pimelodidae) constituem um dos grupos mais
significativos, em termos de diversidade da ictiofauna da regido Neotropical (Ferraris,
2007). A principal caracteristica desta Ordem € a auséncia de escamas, 0S peixes sdo
revestidos por pele espessa ou por placas dsseas (total ou parcialmente). Sdo conhecidos
como peixes lisos, bagres, cascudos, acaris, entre outros (Santos et al., 2006; Buitrago-
Suérez & Burr, 2007).

De acordo com o Catalog of Fishes (Eschmeyer, 2020) a familia Pimelodidae é
constituida por 63 géneros com 202 espécies. Muitas das espécies desta familia tém
grande importancia ecoldgica como predadores de topo de cadeia, como por exemplo: a
dourada (B. rousseauxii), a piramutaba (B. vaillantii), a piraiba (B. filamentosum), o jal
(Zungaro zungaro) e o surubim (P. punctifer). Além do que, estas espécies sdo usadas
como fonte de alimento por populacdes locais, gerando emprego e renda (Barthem &
Goulding, 1997). Considerando, a importancia comercial e ecologica dessas espécies,
estudos genéticos populacionais sdo indispensaveis para subsidiar politicas de

conservacao e manejo destas, na bacia Amazonica.

1.2 O Género Pseudoplatystoma - taxonomia e filogenética

O Género Pseudoplatystoma é exclusivamente de agua doce e possui ampla
distribuicdo na América do Sul (Buitrago-Suarez & Burr, 2007). Durante muito tempo,

a riqueza de espécies deste género foi subestimada pela falta de estudos taxonémicos,
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que pudessem delimitar e descrever as espécies. A delimitacdo de espécies é 0 processo
de determinar o que é uma espécie e, portanto, requer um conceito de espécie associado.
Para 0 género Pseudoplatystoma eram reconhecidas apenas trés espécies: P. fasciatum,
P. tigrinum e P. corruscans (Welcome, 1985; Petrere, 1995; Lundberg & Littmann,
2003). Atualmente, apos a revisdo do género realizada por Buitrago-Suarez & Burr,
(2007) séo reconhecidas oito espécies (Figura 1). As espécies foram determinadas,
reconhecidas, diagnosticadas e descritas seguindo o conceito morfoldgico de espécies.
Estes autores validaram as espécies P. punctifer (Castelnau, 1855) e P. reticulatum
(Eigenmann & Eigenmann, 1889) e descreveram trés novas espécies: P. orinocoense, P.

metaense e P. magdaleniatum.

Pseudoplatystoma orinocoense (Buitrago-Suarez e Burr, 2007).

) . . Qs 5
Pseudoplatystomareticulatum (Eigenmann e Eigenmann 1889). Pseudoplatystomamagdaleniatum (Buitrago-Suarez ¢ Burr,2007).

Figura 1. As oito espécies do género Pseudoplatystoma. (Imagens de Buitrago-Suérez & Burr,
2007).

As especies do género Pseudoplatystoma possuem a seguinte distribuicéo
geografica (Figura 2): P. punctifer e P. tigrinum séo simpatricas na bacia Amazonica; P.
metaense e P. orinocoense sdo simpatricas na bacia do Orinoco; P. reticulatum e P.
corruscans sao simpatricas nas bacias do Parand-Paraguai, com P. corruscans

ocorrendo também na bacia do Sdo Francisco; P. reticulatum ocorre também na
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Amazénia central (hol6tipo: MCZ 23813, originério do rio Negro). P. magdaleniatum
ocorre na Bacia do rio Magdalena e P. fasciatum nos rios das Guianas.

@ P. magdaleniatum
' P. orinocoense
@ P. reticulatum
P. corruscans
@ P. fasciatum
@ P. metaense
) P. punctifer
@ P. tigrinum

Figura 2. Distribuicdo das espécies de Pseudoplatystoma (adaptado de Buitrago-Suérez & Burr,
2007).

Existem divergéncias na literatura atual, com relagdo a distribuicdo e ao real
nimero de espécies de Pseudoplatystoma, considerando os resultados taxonémicos
(Buitrago-Suarez & Burr, 2007) e moleculares (Torrico et al., 2009; Carvalho-Costa et
al., 2011).

Usando os dados de marcadores moleculares da regido controle (RC) e
citocromo b (Cit-b) do DNA mitocondrial, Torrico et al. (2009) validaram o estado
taxonbmico de P. corruscans, P. reticulatum, P. tigrinum e P. magdaleniatum.
Sequéncias nucleotidicas da regido controle, correspondentes a P. metaense e P.
orinocoense, ambos da bacia do Orinoco, resultaram em um Unico clado. N&o foi
verificada diferenciacdo genética entre estas duas espécies, que sdo morfologicamente
distintas. No entanto, os proprios autores afirmam que, uma maior amostragem e
analises complementares, sdo necessarias para definir a relacao filogenética exata entre
as espécies da bacia do Orinoco. Da mesma forma, ndo foi possivel diferenciar P.
punctifer (da bacia Amazénica) de P. fasciatum (da bacia das Guianas), em nivel

molecular (Torrico et al., 2009).
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Lundberg et al., (2011) estudando a filogenia de Pimelodidae da América do
Sul, analisaram mais de sete kilobases de sequéncias nucleotidicas, dos genes nucleares
RAG1 e RAG2, e o0s genes mitocondriais 12S, 16S e citocromo b. Os autores
reconheceram quatro espécies de Pseudoplatystoma: P. magdaleniatum, P. corruscans,
P. fasciatum e P.tigrinum. Note-se que para este género 0s autores usaram apenas um
espécime para cada espécie.

Carvalho-Costa et al., (2011) com base na sistematica molecular do género
Pseudoplatystoma, usando os marcadores RAG1 (intron), S7 e Cit-b, sugerem a divisao
em apenas quatro espécies: P. magdaleniatum, P. corruscans, P. tigrinum (lato sensu) e
P. fasciatum (lato sensu). Estes autores afirmam que a questéo continua mal resolvida e
que outros marcadores moleculares podem ser a solucéo.

Segundo Hausdorf et al., (2011) as sequéncias de RAG1 dificilmente
contribuirdo para a reconstrucdo de arvores filogenéticas e ndo sdo Uteis para distinguir
espécies, porque ha pouca variacdo dessas sequéncias entre 0s grupos e o polimorfismo
é compartilhado entre as espécies. Carvalho-Costa et al. (2011) sugeriram, que seja feita
uma reavaliacdo critica dos caracteres morfoldgicos, utilizados para a separacao destas
espécies.

Espécies cripticas de peixes do género Pseudoplatystoma foram identificadas
com o uso de sete locos microssatélites e marcadores do mtDNA (regido controle, RC
854 pb; COI 576 pb). A RC e os microssatélites foram mais precisos na identificacdo
molecular (Garcia-Davila et al., 2013). Nesse trabalho, foram coletados 103 espécimes
adultos de P. punctifer (83) e P. tigrinum (20), as coletas foram realizadas em um
mercado de lquitos no Peru. Foram identificados dois clusters dentro do grupo de P.
punctifer, os quais apresentam também diferencas no padrdo de coloracdo corporal
(Figura 3). Apesar de terem sido usados sete locos microssatélites, apenas trés locos
tiveram alelos exclusivos para identificacdo de P. punctifer cluster 1 e dois locos para o
cluster 2.

De acordo com Garcia-Davila et al. (2013) o cluster 1 é mais abundante na bacia
Amazonica e pode corresponder a P. fasciatum (Linnaeus, 1766), ja o cluster 2 pode
corresponder a P. punctifer (Castelnau,1855) (Figura 3). No entanto, de acordo com 0s
autores, outras analises morfoldgicas por taxonomistas sdo obviamente necessarias, para
confirmar esta hipotese e para tentar encontrar coeréncia entre os dados morfolégicos e

moleculares.
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Quando descrito por Linnaeus, (1766) P. fasciatum tinha como localidade tipo o
Brasil (bacia Amazonica) e os rios das Guianas. No entanto, o primeiro revisor do
género (Mees, 1974) restringiu a distribuicdo desta espécie as Guianas, distribuicao essa
que foi seguida pelos ultimos revisores (Buitrago-Suarez & Burr, 2007).

Embora tenham sido identificadas espécies cripticas na regido do Peru (P.

fasciatum e P. punctifer), o conhecimento sobre a variabilidade genética e a distribuicéo

dessas duas espécies ao longo da bacia Amazonica ainda continuam desconhecidas.

Figura 3. Pseudoplatystoma punctifer Al) cluster 1 (479 mm); A2) cluster 2 (462 mm)
identificados por Garcia-Davila et al., (2013). B1) Nedtipo de P. fasciatum (516 mm) (Buitrago-
Suarez & Burr, 2007); B2) llustracdo da descricdo original do holétipo de P. punctifer
(Castelnau,1855).

A questdo taxonémica do género Pseudoplatystoma mostra-se complexa a
medida que estudos moleculares vém sendo realizados (Torrico et al., 2009; Carvalho-
Costa et al., 2011; Garcia-Davila et al., 2013). Todos os trabalhos sugerem a realizagdo
de mais estudos, quer seja com um nimero amostral maior por espécie, quer seja pela
revisao de caracteres morfologicos ou o uso de outros marcadores moleculares.

Portanto, é uma questdo ainda aberta.

1.3 Identificacdo molecular de espécies

As incertezas taxonémicas resultam, predominantemente, da auséncia de dados
adequados. A descricdo de muitas espécies é baseada em informacdes limitadas, sobre a
distribuicdo geografica, sobre um pequeno numero de caracteristicas (geralmente
morfoldgicos), sendo a base genética totalmente desconhecida na maioria das vezes
(Frankham et al., 2004). As limitacdes inerentes a identificacdo baseada na morfologia,

tais como: a plasticidade fenotipica e os caracteres utilizados para reconhecimento de
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especies, a negligéncia de taxons morfologicamente cripticos, comuns em muitos
grupos, pode conduzir a identificages incorretas (Knowlton, 1993; Jarman e Elliott,
2000). QOutra limitacdo resulta do uso de chaves de identificacdo, que muitas vezes exige
um nivel elevado de conhecimento. Essas e outras limitacfes sdo comuns (Hebert et al.,
2003) e podem levar ao agrupamento incorreto de espécies diferentes, dentro de uma
Unica espeécie, deixando sem protecdo espécies em perigo (Frankham et al., 2004).

A precisdo taxondmica sempre foi uma questdo crucial para 0s conservacionistas
que usaram ao longo do tempo, analises geneticas que estavam ao alcance, para a
delimitacdo de espécies. Ha mais de 40 anos, a eletroforese de proteinas (isoenzimas)
em géis de amido foi, pela primeira vez, utilizada para identificar espécies (Manwell e
Baker, 1963). Nos estudos taxondmicos essas ‘“novas” categorias de dados t€m sido
sempre adicionadas aos dados morfolégicos, nunca pretendendo substitui-los
(Henriques, 2010).

Tautz et al., (2002) afirmam que um sistema baseado na taxonomia do DNA
“DNA Taxonomy” pode ser construido para integrar os pontos fortes do sistema
tradicional. Constituindo-se em um novo pilar para o conhecimento taxonémico
acumulado, sendo uma ferramenta molecular confiavel para descricéo e identificacdo de
espécies.

Na verdade, hd um numero crescente de casos em que sistemas de identificacdo
baseados em DNA tém sido aplicados para organismos superiores (Brown et al., 1999;
Bucklin et al., 1999; Trewick, 2000; Vincent et al., 2000). Porém, a utilizacdo do DNA
foi usada apenas como um critério adicional para identificacdo de uma espécie ou de um
taxon, sem tentar dar-lhe um papel central (Tautz et al., 2002). Esse tipo de abordagem
so foi possivel com os avancos técnicos da genética molecular, que inclui o advento da
PCR (polymerase chain reaction) reacao de polimerase em cadeia e do sequenciamento
de DNA, como rotina em laboratérios de biologia (Sunnucks, 2000).

As sequéncias de DNA podem ser vistas como Barcode (codigos de barras)
genéticos que sdo incorporados em cada célula (Herbert et al., 2003). O termo Barcode
em estudos genéticos foi usado primeiramente por Arnot et al., (1993). Estes autores
sugeriram, 0 uso da extrema variabilidade do DNA como Barcoding, para identificar
populacbes e linhagens do parasita Plasmodium falciparum. Basearam-se em
informacdes sobre a variacdo de sequéncias de DNA nuclear, repetidas em tandem e de
alelos hipervariaveis ligados ao gene CS (citrate synthase). (Hebert et al., 2003)

propuseram, para metazoarios, 0 uso de curto segmento de 648 nucleotideos do gene
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mitocondrial citocromo oxidase subunidade 1 (COI) como DNA Barcoding, dando-lhe
um papel central de utilizacdo, referéncia universal para identificacdo de espécies ja
descritas e para descricdo de novas espécies. O uso do gene COIl como marcador
molecular tem algumas vantagens. Disponibilidade de primers universais para este
gene, que permitem a recuperacao de sua extremidade 5°, representativa da maioria dos

filos de animais (Folmer et al., 1994; Zhang & Hewitt, 1997).

1.4 DNA Barcode de peixes

O primeiro grande trabalno com DNA Barcode de peixes foi de Ward et al.,
(2005), no qual foram analisadas duzentas e sete espécies de peixes marinhos da costa
australiana. Todas as espécies foram diferenciadas por sua sequéncia nucleotidica do
gene COIl. Os autores observaram que determinados taxa mostraram niveis de
divergéncia genética maior do que outros. Embora, o0 DNA barcode vise o sistema de
identificacdo de espécies, algum sinal filogenético foi aparente nos dados. Trés grupos
taxonémicos foram analisados mais rigorosamente: os atuns do género Thunnus, que
apresentaram divergéncia media interespecifica de 1.11%; os peixes cachorros do
género Squalus, que apresentaram divergéncia média interespecifica de 4,17% e os
peixes de cabeca chata da familia Platycephalidae (géneros Platycephalus,
Neoplatycephalus e Cymbacephalus) que apresentaram divergéncia média dentro dos
géneros de 15,55%.

Evidéncias de diferenciacdo do DNA nuclear levaram a suspeitar que as espécies
de atuns, tiveram divergéncia relativamente recente (Elliott e Ward, 1995). Os
resultados de Elliott e Ward, (1995) foram corroborados pelas analises do gene
mitocondrial COl (Ward et al., 2005). As diferencas entre espécies de um mesmo
género, provavelmente, refletem a idade média de divergéncia entre as espécies, embora
dentro de alguns géneros algumas espécies sejam mais velhas do que outras (Ward et
al., 2005).

Hebert et al., (2003), usando o DNA barcode, observou um limiar de
divergéncia genética interespecifico de 3% para Lepidoptera. Mas, deixaram claro que
este limiar ndo € uma regra para a identificacdo de todas as espécies. Os limiares podem
ser menores do que se poderia esperar, como foi observado nos atuns (Ward et al.,
2005). De modo que limiares de divergéncia genética precisam ser estabelecidos para 0s
diferentes grupos taxondmicos de diferentes regides geograficas, com base em

caracteristicas, tais como, tempo de geracdo ou regime de dispersdo, que s&o
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susceptiveis de alterar as taxas de evolucdo molecular ou a extensdo da subdivisdo
populacional (Hebert et al., 2003). De acordo com Bermingham et al. (1997) uma
divergéncia de 1-3% ¢é alcangada a cada 1 milh&o de anos, entre sequencias do gene COI
para peixes marinhos do Istmo do Panama.

O sucesso da identificacdo de espécies de DNA barcode baseia-se na diferenca
entre as divergéncias genéticas intra e interespecificas, o chamado barcode gap (Herbert
et al., 2003; Hebert et al., 2004a e Meyer e Paulay, 2005).

Em um dos primeiros trabalhos para peixes na regido neotropical usando
sequencias de genes mitocondriais COl e ND2 (NADH dehydrogenase subunidade 2),
foi observado o valor 5,39% de divergéncia para o gene COIl e 10,39% para 0 gene
ND2, entre Prochilodus magdalenae (nome popular Curimatd) da bacia do Magdalena e
outras espécies de Prochilodus da bacia do Orinoco e da bacia Amazonica (Turner et
al., 2004).

No entanto, para arraias do género Potamotrygon a identificacdo através do COI
ndo foi eficiente. De dez espécies de arraias do género Potamotrygon estudadas, 40%
ndo foram discriminadas pelos critérios do DNA barcode, tendo sido observado o
compartilhamento de haplo6tipos entre P. motoro, P. orbignyi, e P. scobina e uma
pequena divergéncia genética de 0,8% entre sequencias de P. aff. schroederi da
Venezuela e P. schroederi do Rio Negro (Toffoli et al., 2008).

Ortiz (2010), estudando o DNA barcode de quatro espécies do género
Pseudoplatystoma, observou uma média da divergéncia genética intraespecifica de
0,10% e intraespecifica de 3,08%, com altos valores de Bootstrap. A distancia genética
entre P. fasciatum (atual P. punctifer), P. tigrinum e P. reticulatum sdo menores que 3%
e a distancia genética entre P. tigrinum e P. reticulatum foi de apenas 1,6%. Vale
destacar que o COI ndo foi eficiente em separar morfotipos diferentes de
Pseudoplatystoma na regido do Peru (Garcia-Davila et al., 2013).

Ardura et al., (2010) identificaram, utilizando métodos do DNA barcode seis
espécies de peixes diferentes (originarias de 4 localidades na Amazonia: Tefé, Manaus,
Novo Airdo e no rio Tapajos. Estas espécies eram comercializadas com o nome de
Acaras e consideradas nas estatisticas pesqueira como se fossem apenas uma unidade
bioldgica. Erros e imprecisdes de identificacdes de espécies comerciais, pode mascarar
as estatisticas de pesca de uma ou algumas especies (Garcia-Vazquez et al., 2009).

Pereira et al., (2013), utilizando o método do DNA barcode, analisaram 254

espécies de peixes totalizando 1.244 amostras coletadas em 208 sitios de amostragem na
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bacia do alto rio Parana. Concluiram que o método do DNA barcode é muito eficaz,
discriminando corretamente 252 das 254 espécies analisadas. Usaram a abordagem de
distancia genética (Neighbour joining, NJ e Kimura-2-parédmetros, K2P), demonstrando
a existéncia barcode gap para as espécies analisadas, confirmando a sua utilidade como
uma ferramenta poderosa para determinacdo de espécies.

O uso de 2% de divergéncia como limiar para a delimitacdo de espécies,
mostrou-se Util para 80% das comparacGes interespecificas, no caso de peixes
neotropicais de agua doce (Pereira et al., 2013).

No entanto, para cinco géneros (Astyanax, Characidium, Neoplecostomus,
Hypostomus e Trichomycterus), observou-se que o valor maximo de divergéncia
genética intraespecifica excede o valor minimo observado dentro do género. Estes casos
devem ser cuidadosamente analisados para a identificacdo das espécies. O uso de 2% de
divergéncia como valor de corte, pode esconder a verdadeira diversidade do grupo
(Pereira et al., 2013).

Existem criticas quanto ao uso dos valores de divergéncia genética do DNAmt
como unico critério para delimitacdo de espécies (Hausdorf et al., 2011). Em alguns
casos, as espécies estreitamente relacionadas, podem ter divergido ha “pouco tempo”
para serem claramente separadas (Toffoli et al., 2008; Steinke et al., 2009; Serra-Pereira
et al., 2010; Smith et al., 2011).

1.5 Genética de populac@es nos diferentes tipos de 4gua da bacia Amazénica

A genética de populacdes diz respeito a origem, quantidade e distribuicdo da
variabilidade genética presente em populacGes de organismos e ao destino desta
variacdo no tempo e no espaco (Templeton, 2011).

Do ponto de vista da conservacdo, € importante e necessario entender a
distribuicdo da variacdo genética das espécies, dentro e entre populacBes naturais
(Spruell et al., 2003). A variabilidade genética permite que as espécies se mantenham
no tempo e no espaco, adaptando-se aos efeitos das flutuacGes ambientais (O"Connel e
Wright, 1997).

Em peixes, a variabilidade genética intraespecifica tem despertado um grande
interesse devido a sua importancia tanto na aquicultura como no manejo da pesca
(Ramirez, 2001). A \variabilidade genética inter e intrapopulacional é a base

fundamental de qualquer programa de melhoramento genético. Mediante a selecéo
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artificial e/ou a manipulacdo genética dos genoétipos de uma dada populacdo com
caracteristicas desejaveis, que o0s espécimes sdo escolhidos, incluindo-se aspectos
econdmicos e comerciais (Zapata, 1987). Assim, é muito importante conservar as
populacdes naturais, fontes da variabilidade genética, matéria prima para aumentar a
produtividade e o valor comercial das espécies de peixes de cativeiro (Ramirez, 2001).
Portanto, o conhecimento da variabilidade genética entre populaces naturais tem
grande importancia para a formulacéo de planos de manejo da pesca.

Os trabalhos de genética de populacbes de peixes da Amazbnia, que tém
importancia comercial devido a utilizacdo na alimentacdo e ornamentacao, identificaram
pelo menos trés padrGes populacionais na bacia amazOnica: espécies que ndo
apresentam estruturacdo genética, tais como a dourada (Brachyplatystoma rousseauxii)
(Batista & Alves-Gomes, 2006; Batista, 2010), piramutaba (Brachyplatystoma
vaillantii) (Formiga-Aquino, 2004), filhote capapreta (Brachyplatystoma capapretum)
(Lira, 2013), o tambaqui (Colossoma macropomum) (Santos, 2018), o curimatd
(Prochilodus nigricans) (Machado et al., 2016) e o jaraqui (Semaprochilodus insignis)
(Passos, 2009); espécies com padrdoes de diferenciacdo genética, amplamente
distribuidas em regides geograficas na bacia amazbnica, como a piraiba
(Brachyplatystoma filamentosum) (Huergo, 2009), o aruand (Osteoglossum
bicirrhosum) (Silva, 2009) e o pirarucu (Arapaima gigas) (Hrbek et al., 2005; Hrbek et
al., 2007); e espécies com padrdes de forte estruturacdo populacional, como o acara-
disco (Symphysodon spp.) (Farias & Hrbek, 2008, Amado et al., 2011), o babdo
(Brachyplatystoma platynemum) (Ochoa et al., 2015) e o peixe borboleta (Carnegiella
marthae) (Piggott et al., 2011).

Um dos fatores que pode estar contribuindo para a forte diferenciacdo genética
gue vem sendo observada em algumas espécies de peixes amazonicos € o tipo de agua
do rio onde ocorrem (Huergo, 2009; Cooke et al., 2012a; Cooke et al., 2012b; Cooke et
al., 2014).

Os rios amazonicos sdo diferentes ndo apenas na morfologia de seus cursos, mas
também nas composi¢cfes dos sedimentos, caracteristicas fisico-quimicas e
caracteristicas dpticas de suas aguas (Sioli, 1984). Com base nestes fatores Sioli (1984)
classificou as dguas dos rios amazénicos em trés tipos: brancas, claras e pretas.

As aguas brancas tém origem andina, apresentam-se turvas e com coloragéo
barrenta, em razdo de carrearem grandes quantidades de solidos em suspensdo,

resultantes dos processos de erosdo das margens dos rios e da Cordilheira dos Andes
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(Barthem et al., 2004). Os sedimentos em suspensdo conferem a agua branca uma
composi¢do quimica rica em sais minerais, com pH quase sempre préximo ao neutro
(6,5 a 7) e alta condutividade (> 60 uS/cm) (Meade et al., 1979; Schmidt 1982; Guerra
et al., 1990). Os rios de aguas claras sdo relativamente transparentes e originam-se nos
escudos: Brasileiro e das Guianas e contém um baixo teor de sélidos em suspensdo
(Barthem et al., 2004). Como resultado, estas 4guas sdo quimicamente puras, com baixa
condutividade (6-5 puS/cm) e um pH quase neutro (5-6) (Sioli, 1967). J& a cor escura dos
rios de aguas pretas, estad relacionada as grandes concentracdes de acidos organicos. A
matéria organica das folhas e troncos, depositados sobre o0s solos arenosos das campinas
e campinaranas que circundam os rios, € completamente decomposta. A porosidade dos
solos permite a lixiviagdo dos acidos humicos na forma coloidal até os rios, reduzindo o
pH (4 e 5,5) da agua e gerando a caracteristica de coloracdo escura destes rios, que
apresentam condutividade até 8 uS/cm (Junk, 1997; Barthem et al., 2004).

Entender como a heterogeneidade ambiental influencia na distribuicdo da
variacdo genetica e na evolugdo da biodiversidade, no ecossistema amazonico, € de
fundamental importancia, para que sejam tomadas medidas de conservacdo, diante das
acOes antrdpicas, mudancas ambientais e climaticas (Cooke et al., 2012a; Cooke et al.,
2012b).

Huergo (2009) através de analises moleculares observou forte estruturacdo
genética e a existéncia de trés clados de Brachyplatystoma filamentosum. A primeira
vista, supdem-se uma forte relacdo com os trés diferentes tipos de dguas para 0s rios da
bacia Amazé6nica. O isolamento genético dos clados podem ter sido acentuados por
adaptacOes fisiologicas de B. filamentosum. Nesse contexto, as diferencas na
composicao quimica das dguas seriam uma barreira ao fluxo génico, mesmo na auséncia
de barreiras geograficas. Foram considerados que esses clados de B. filamentosum
correspondem a ‘“estoques pesqueiros”, uma denominagdo geral recomendada pelo
Grupo Consultivo Internacional de Pesquisa em Agricultura (CGIAR) para as diferentes
categorias de recursos genéticos aquaticos (Pullin, 2000).

De acordo com Beaumont & Hoare (2003) sdo usadas varias denominacdes para
grupos geneticamente diferenciados: “variedades”, “racas”, “linhagens”, “populacdes” e
“estoques”. Estes termos sdo utilizados desde o passado para descrever diferenciagdo
genética dentro das espécies, mas nem sempre foram claramente definidos. No caso da
biologia pesqueira, a palavra “estoque” tem sido frequentemente utilizada pelos gestores

de pesca.
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Alguns termos vém sendo utilizados em sinonimia na literatura para denominar
grupos geneticamente diferenciados, o que inclui “Unidades de Conservacio”
(Conservation Units, CUs) que s@o unidades populacionais identificadas dentro da
especie (Fraser & Bernatchez, 2001; Allendorf & Luikart, 2007; Funk et al., 2012). O
termo “estoque” significa: populacdo intercruzante geneticamente homogénea (pool de
genes comum), cujos individuos possuem 0s mesmos parametros de crescimento e
mortalidade, que habitam uma &rea geografica particular, geneticamente distinguivel de
outros estoques contemporaneos e passivel de ser manejado (Larkin, 1972; Jamielson,
1973; Sparre & Venema, 1995, Batista, 2010).

Identificar Unidades de Conservagdo ou estoque é o primeiro passo para que 0S
gestores conhecam unidades populacionais que devem ser conservadas separadamente
(Funk et al., 2012). Ndo é possivel avaliar o status de uma populacdo ou desenvolver
uma gestdo estratégica, para aumentar as taxas de crescimento da populacdo, sem
sabermos os limites populacionais (Funk et al., 2012).

Neste sentido 0 manejo da pesca e a aplicacdo de modelos estatisticos para
administracdo pesqueira dependem do conhecimento da diferenciacdo genética

populacional das espécies (Ramirez, 2001).

1.6 Marcadores Moleculares utilizados em espécies do género
Pseudoplatystoma para estudos genéticos populacionais

Para Pseudoplatystoma foram utilizados: marcadores isoenzimaticos e RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) (Ramirez, 2001), isoenziméticos e PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) (Coronel et al., 2004), sequéncia de DNA
de marcadores mitocondriais (COl e D-loop) e microssatélites (Abreu et al., 2009;
Pereira et al., 2009; Torrico et al., 2009; Carvalho-Costa et al., 2011; Carvalho et al.,
2012, Garcia-Dévila et al., 2013).

Ramirez (2001), avaliando a genética populacional de duas espécies de bagres
na Amazodnia, Pseudoplatystoma fasciatum (surubim) (atual P. punctifer), P. tigrinum
(caparari), coletadas nas bacias hidrograficas, Magdalena, Orinoco e Amazonica,
observou que a maioria dos locos de isoenzimas analisados apresentaram-se
monomorficos para duas espécies. Porém, ao analisar dois sistemas isoenzimaticos PGl
(Glucose-6-fosfato isomerase) e MDHP (Malato desidrogenase) e cinco marcadores
RAPD foi possivel observar um alto grau de diferenciacdo genética entre as populagdes

nas diferentes bacias hidrograficas.
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Coronel et al. (2004), também usando locos de isoenzimas, observaram um
baixo nivel (ou auséncia) de diferenciacdo genética em populagdes de P. fasciatum
(atual P. punctifer) dos rios Beni e Ichilo da sub-bacia Boliviana, no entanto, usando
PCR-RFLP para trés marcadores mitocondriais: NADH dehydrogenase subunidade 2
(ND2), Citocromo-b e D-loop detectaram diferenciacdo genética de linhagem materna
entre as duas populagdes dos dois rios e que as mesmas passaram por um declinio
populacional.

Abreu et al. (2009) usando sete marcadores microssatélites, observaram alta
estruturacdo genética entre duas populacbes de Pseudoplatystoma reticulatum de dois
rios da bacia do Paraguai. Diferenciacdo genética que também foi observada para P.
corruscans. Pereira et al., (2009) confirmaram a divisdo P. corruscans em seis grupos,
que coincidem com seis rios onde foram amostrados na bacia do Paraguai.

Existem semelhancas morfoldgicas entre os espécimes de P. corruscans
oriundos da bacia do S&o Francisco e espécimes da bacia do Parana-Paraguai. Apesar
desta semelhanga, Carvalho et al. (2012), usando COI e microssatélites, identificaram
alta divergéncia genética entre as populacdes de P. corruscans destas duas bacias. Estas
diferencas foram associadas com a separacdo historica destas bacias hidrogréaficas,
indicando fortemente que os dois grupos populacionais de P. corruscans evoluiram
independentemente, a partir de um ancestral comum. Estas populacbes foram
classificadas como duas UES (Unidade Evolutiva Significativa) (Evolutionarily
significant units, ESUs) distintas.

Telles et al., (2014) usando sete microssatélites heterdlogos, observaram uma
alta correlacdo entre distancia genética e geografica para P. punctifer, ao longo do rio
Madeira, resultado que foi relacionado a uma escala de migracdo local para essa
especie.

Estes estudos, abordando a variabilidade genética de P. punctifer, restringiram-
se a rios de aguas brancas e ndo levaram em consideracdo a possivel existéncia de outra
espécie, a espécie criptica P. fasciatum, como observado por Garcia-Davila et al.,
(2013).
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2. Justificativas

Os grandes bagres do género Pseudoplatystoma sdo espécies de alto valor
comercial, sdo predadores de topo (Barthem & Goulding, 1997; 2007) e como tal, tém
papel fundamental na manutencdo do equilibrio da cadeia alimentar nas bacias
hidrograficas onde ocorrem (Winemiller & Jepsen, 1998; Lucas & Baras, 2001;
Winemiller, 2005). AlteragOes na abundancia dos predadores de topo, frequentemente,
levam a intensas alteracdes dos ecossistemas através de efeitos em cascata (Pace et al.,
1999; Myers et al., 2007).

O manejo adequado e a conservacdo das espécies de Pseudoplatystoma e de
outros grandes bagres pimelodideos sdo cruciais, marcadamente nos ecossistemas
amazonicos. Para que, isto seja possivel, o status taxonémico das diferentes espécies
precisa ser determinado acuradamente. Estudos recentes representam esforcos neste
sentido, mas a taxonomia do género Pseudoplatystoma ainda permanece indefinida
(Buitrago-Suarez & Burr, 2007; Torrico et al., 2009; Carvalho-Costa et al., 2011;
Garcia-Davila et al., 2013).

Além da exploracdo pesqueira as espécies de Pseudoplatystoma podem estar
ameacadas pelas construcbes de hidroelétricas, desmatamento e contaminagao
(Carolsfeld et al., 2003). Estes séo os principais fatores que podem contribuir para
extincdo e aumento dos efeitos estocasticos ambientais e genéticos dentro das
populacdes (Frankham et al., 2004). E, principalmente, pela exploracdo pesqueira é que
P. reticulatum e P. corruscans se encontram vulneraveis a extin¢do, de acordo com as
categorias de ameaca recomendadas pela IUCN (International Union for Conservation
of Nature) nas bacias do Parana-Paraguai (Marques et al., 2002).

Este trabalho justifica-se, pela importancia da avaliacdo da riqueza de espécies
do género Pseudoplatystoma, o que € possivel usando métodos de delimitacdo de
espécies-linhagens. Assim como, o conhecimento da dindmica evolutiva e os padrées de
distribuicdo da diversidade genética, do surubim P. punctifer, nos diferentes tipos de
agua da bacia amazénica, é indispensavel, a0 manejo adequado e conservacdo dessa

especie.
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3. Objetivos

Os objetivos de cada capitulo foram os seguintes:

Capitulo 1. Testar o COI e a RC como uma ferramenta de avaliacdo da biodiversidade
com base nos métodos de delimitacdo de espécies-linhagens de locus Unico para o

género Pseudoplatystoma.

Capitulo 2. Estimar a diversidade, diferenciacdo genética e fluxo génico de P. punctifer
entre a sub-bacias dos rios Mamoré/Guaporé e a sub-bacia do rio Madeira, utilizando

amostras obtidas antes das construces das duas hidrelétricas.
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Introducéo
Os peixes sdo organismos com maior biodiversidade entre os vertebrados,

representando mais de 30.000 espécies descritas, sendo que 43% das espécies (~13.000
espécies) ocorrem em ecossistemas de dgua doce (Lévéque et al., 2008; Nelson et al.,
2016). Infelizmente, as incertezas no um numero exato de espécies, tem sido restrito a
espécies ainda ndo descritas e na descoberta de novas espécies. No entanto, isso tem
levado a inimeras tentativas indiretas em responder a essa pergunta e a0 mesmo tempo
gerado diversas controversas (Mora et al., 2011). Uma estimativa mais conservadora,
estima a existéncia de mais espécies desconhecidas, do que espécies conhecidas na terra
(Mora et al.,, 2011). No entanto, processo para determinar o que é uma especie
(delimitacdo de espécie) requer um conceito de espécie associado, o que torna a questdo
controversa (Cook et al., 2010). No mais basico, uma espécie pode ser 'um tipo
morfologico diferente de outros tipos' (Mayr, 1996). Para alguns taxonomistas, iSso
pode ser suficiente, e tradicionalmente, o conceito morfoldgico de espécie foi um dos
mais utilizado e também aceito para a descricdo de espécies de peixes e outros grupos.
No entanto, a delimitacdo de espécies com base em uma abordagem integrativa que
busca unir varias linhas de evidéncias bioldgicas (morfologia, genética, distribuicao
geografica, habitat ou comportamento) geralmente fornece hipdteses taxonémicas
robustas e consensuais (Dayrat, 2005; Padial et al., 2010). Para espécies de peixes
Amazénicos estudos de taxonomia integrativa utilizando informacGes genéticas e
morfoldgicas para delimitacdo e descricdo de espécies vém em uma crescente (Andrade
et al., 2017; Bernt et al., 2018; Escobar et al., 2019). No entanto, muitas espécies foram
descritas com base apenas em informacGes morfoldgicas, a exemplo das espécies do
género Pseudoplatystoma.

Durante muito tempo a riqueza de espécies do género foi subestimada, e apenas
trés espécies eram reconhecidas: P. fasciatum (Linnaeus, 1766), P. tigrinum
(Valenciennes, 1840) e P. corruscans (Spix & Agassiz, 1829). Apds revisdo do género
realizada por Buitrago-Suarez & Burr (2007) (com base em analises morfolégicas) ficou
estabelecida a ocorréncia de oito espécies (morfo-espécies) sendo elas: P. punctifer
(com listras pretas) (Castelnau, 1855) e P. tigrinum (Valenciennes, 1840) simpatricas na
Bacia Amazébnica; P. metaense e P. orinocense (Buitrago-Suarez & Burr, 2007)
simpatricos na Bacia do Orinoco; P. corruscans (Spix & Agassiz, 1829) e P reticulatum
(Eigenmann & Eigenmann, 1889) simpatricas na bacia do Parana-Paraguai (sendo que

P. corruscans também ocorre na bacia do Sdo Francisco e P reticulatum também ocorre
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no rio Negro na bacia Amazobnica). JA& P. magdaleniatum (Buitrago-Suarez & Burr,
2007) é restrito a bacia de Magdalena e P. fasciatum com listras pretas) (Linnaeus,
1766) restrito aos rios do escudo da Guiana.

Uma pratica comum para ndo taxonomistas é aplicar ferramentas moleculares
para identificar espécies ja descritas (com base na morfologia). Torrico et al. (2009)
utilizando marcadores moleculares da DNA mitocondrial (regido de controle e
citocromo b/Ctyb) validaram o estado taxonémico de P. corruscans, P. reticulatum
(Bacia Parana/Paraguai), P. tigrinum e P. magdaleniatum. Surpreendentemente, as
sequéncias da regido controle (CR) correspondentes a P. metaense e P. orinocoense da
bacia do Orinoco resultaram em um Unico clado, sem diferenciacdo entre essas duas
espécies morfologicamente distintas. No entanto, os préprios autores afirmam que
amostragens e analises complementares seriam necessarias para definir a relacdo entre
as duas espécies da Bacia do Orinoco. Da mesma forma, ndo foi possivel diferenciar P.
punctifer (Amazonia) de P. fasciatum (Guyanas) a nivel molecular. Carvalho-Costa et
al. (2011) com base em marcadores nucleares (Ragl intron 1 e S7 intron 1) e
mitocondrial (citocromo b), reconheceram e recomendaram que o género fosse dividido
em apenas quatro espécies: P. magdaleniatum, P. corruscans, P. tigrinum senso lato e
P. fasciatum senso lato.

Usando sequéncias de regido de controle Garcia-Davila et al. (2013)
identificaram dois clusters genéticos para P. punctifer na regido de lquitos no Peru. Os
espécimes representantes desses dois clusters genéticos também apresentam diferencas
no padrdo de coloracdo corporal. Sendo que o cluster 1 com listras pretas pode
corresponder a P. fasciatum (Linnaeus, 1766), ja o cluster 2 sem listras pode
corresponder a P. punctifer (Castelnau, 1855).

A questdo taxondmica do género Pseudoplatystoma mostra-se complexa a
medida que estudos moleculares vém sendo realizados (Torrico et al., 2009; Carvalho-
Costa et al., 2011; Garcia-Davila et al., 2013). No entanto, os resultados da regido
controle (RC) do DNAmt apresentaram clados bem suportados e mais proximos da
classificacdo das morfo-espécies de Pseudoplatystoma (Torrico et al., 2009; Garcia-
Davilaetal., 2013).

O uso de marcadores moleculares na perspectiva de DNA barcode pode
compreender dois objetivos distintos: identificagdo de espécimes (molecular) e
descoberta de espécies (Schindel & Miller, 2005). A identificacdo de espécimes

(molecular) envolve a atribuicdo de nomes taxonémicos a amostras desconhecidas,
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usando um banco de dados de referéncia de DNA, de vouchers morfologicamente pré-
identificados (Collins & Cruickshank, 2013). A descoberta de espécies (species-
discovery) com base em marcadores moleculares, por outro lado, € mais bem pensada
como um processo de “parataxonomia molecular”, analogo a classificacdo fisica de
amostras em morfo-espécies (Brower, 2006; Collins & Cruickshank, 2013). Nos casos
onde a descobertas de espécies-linhagens ndo forem condizentes com a taxonomia
existente, hipoteses baseadas nas sequéncias de DNA, poderdo ser o ponto de partida
para uma revisao taxonémica de um grupo especifico.

Os métodos de andalises com dados de locus unico como o GMYC (generalized
mixed Yule coalescent) (Fujisawa & Barraclough, 2013), bGMYC (implementagéo
bayesiana do GMYC) (Reid & Carstens, 2012) e mPTP (The Poisson tree process
method) (Kapli et al., 2017) fornecem agrupamentos significativos (clados ou linhagens
de mtDNA), proximos a espécies taxonomicamente reconhecidas e estdo muito mais
préximos de uma perspectiva de descoberta de espécies-linhagens. Assim nos referimos
a eles como métodos de descoberta de espécies-linhagens de locus Unico.

Nesse sentido, o presente estudo pretende testar o COl e a RC como uma
ferramenta de avaliacdo da diversidade de espécies com base nos métodos de descoberta
de espécies-linhagens de locus Unico para o género Pseudoplatystoma. As hipoteses de
riqueza de espécies-linhagens foram estimadas independentemente dos nomes

taxondbmicos e comparadas a posteriori com as espécies descritas taxonomicamente.

Material e métodos
Amostragem e extragdo de DNA

Amostras de tecido muscular de 976 individuos das espécies do género
Pseudoplatystoma foram coletadas entre os anos de 1998 a 2015 em 50 localidades em
30 rios, buscando abranger toda a area de distribuicdo do género na América do Sul. As
amostras foram depositadas na Colecdo de Recursos Genéticos do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazobnia (INPA) e na Colecdo de Tecidos de Genética Animal da
Universidade Federal do Amazonas (CTGA/UFAM) Manaus, Brasil. Com a adicdo de
sequencias do GenBank, obtivemos para as analises o total de 65 localidades de 35 rios
(Figura 1 e Tabela 1).
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Extracdo de DNA e amplificacdo do COIl e RC

As extracfes de DNA foram realizadas de acordo com o protocolo de fenol-
cloroférmio/proteinase K (Sambrook & Russell, 2001). Os fragmentos do DNA
mitocondrial, citocromo oxidase subunidade 1 (COIl) e regido controle (RC) foram
amplificados por reacdo da polimerase em cadeia (PCR), usando os primers BOLCOI
F3: 5> TCA ACY AAT CAY AAA GAT ATY GGC CAC 3’ ¢ COI R3: 5> ACT TCY
GGG TGR CCR AAR AAT CA 3’ (Ortiz, 2010); e FTTP - F: 5° CCA AGC GCC GGT
CTT GTA A - 3") (Batista, 2010) e F12-R: 5-GTC AGG ACC ATG CCT TTG TG -3'
(Sivasundar et al., 2001), respectivamente.

Para ambos os marcadores o volume total da PCR foi de 25 pL com 20 ng de
DNA, 1.5 mM MgClz, Tampao 1X, 200 uM dNTPs, 4 uM de cada primer e 2.5
unidades de Tag DNA Polimerase (Invitrogen). A amplificacdo do COIl foi realizada
com as seguintes temperaturas: um ciclo inicial de desnaturacdo a 94°C por dois
minutos, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto (desnaturacdo), 55°C por 40
segundos (anelamento) e 72°C por 1 minuto (extensdo) e um ciclo de extensdo final a
72°C por 10 minutos. A amplificagio da RC foi realizada com as seguintes
temperaturas: um ciclo inicial de desnaturagcéo a 94°C por dois minutos, seguidos de 35
ciclos de 94°C por 30 segundos (desnaturacao), 54°C por 40 segundos (anelamento) e
72°C por 1 minuto (extensdo) e um ciclo de extensédo final a 72°C por 10 minutos. As
amplificacbes foram visualizadas em gel de agarose 1% com marcador de peso
molecular Ladder 1 Kb (Sinapse Biotecnologia).

Purificacdo das PCRs e sequenciamento do DNA

Todos os produtos das PCRs foram purificados via polietilenoglicol (PEG 8000
a 20% e NaCl 2,5M) as reacdes de sequenciamento foram realizadas de acordo com
Platt et al., (2007) utilizado o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems). O sequenciamento foi realizado no analisador de DNA 3130xI Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Para edigdo das sequéncias dos dois marcadores foi
usado o programa SeqScape® Software v2.7 (Applied Biosystems). Para o alinhamento
das sequéncias nucleotidicas foi utilizado o programa Muscle (Edgar, 2004).
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Delimitacao de linhagens

Os bancos de dados de sequencias de DNA dos marcadores COIl e RC foram
analisados separadamente com base na inferéncia filogenética bayesiana utilizando os
programas do pacote BEAST v2.5.2 (Bouckaert et al., 2019). Os bancos de dados foram
reduzidos e para as analises foram usadas as sequéencias dos haplo6tipos que foram
contabilizados como programa DNASP (Librado & Rozas, 2009). (Sequencias idénticas
resultam em muitos ramos de comprimento zero na ponta da arvore e fazem com que o
modelo particione demais o conjunto de dados) (Reid & Carstens, 2012). O modelo de
substituicdo nucleotidica foi estimado (para cada gene) no programa PartitionFinder
v2.1.1 (Lanfear et al., 2017) com base no Bayesian Information Criterion (BIC). Os
modelos de substituicdo nucleotidica selecionados para o COIl e RC foram o TN+l e
TN+I+G, respectivamente. Para ambos os bacos de dados foi considerado um rel6gio
molecular estrito com o prior da &rvore Yule. Para o COIl foi usado uma taxa de
substituicdo de 0.01 (arbitraria) e para a RC foi usada a taxa de 0,0062 (Torrico et al.,
2009). Para cada banco de dados foram conduzidas trés corridas independentes de 20
milhGes de geracfes de MCMC (Markov Chain Monte Carlo) com amostragem das
arvores a cada 18000 geracgdes, resultando em 3,333 arvores (das quais 333 foram
descartados como burn-in). Para verificar se as cadeias (MCMC) convergiram a
estacionariedade foi usado o programa Tracer v1.7 (Rambaut et al., 2018). Os valores
de ESS (effective sample sizes) > 200 indicaram a convergéncia e estacionariedade das
cadeias. As 3000 arvores geradas, foram combinadas no programa LogCombiner e
sumarizadas pelo método maximum clade credibility (MCC) tree no programa
TreeAnnotator (ambos programas do pacote BEAST v 2.5.2).

A identificacdo das linhagens genéticas foram realizadas com base em trés
métodos de andlises com dados de locus Unico: 0 GMYC (generalized mixed Yule
coalescent) (Fujisawa & Barraclough, 2013), bGMYC (implementacdo bayesiana do
GMYC) (Reid & Carstens, 2012) e mPTP (The Poisson tree process method) (Kapli et
al., 2017). Como input das analises GMYC e bGMYC foi utilizada a maximum clade
credibility (MCC) tree. As analises foram conduzidas no programa R v. 3.6.0 (R Core
Team, 2019). Os pacotes utilizados foram: bGMYC_1.0.2 (Reid & Carstens, 2012),
splits_1.0-19 (Fujisawa & Barraclough, 2013) e ape_5.0 (Paradis et al., 2004). Como
input para 0 mPTP foi usada uma arvore Maximum Likelihood gerada no programa

RaxML v. 8 (Stamatakis, 2014) e posteriormente submetida para a analise na web page
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https://mptp.h-its.org. Os resultados das trés analises de delimitacdo foram sumarizadas

e visualizadas usando ggtree (Yu et al., 2017), também implementado no R.

Para as linhagens genéticas delimitadas pelos métodos GMYC e bGMYC
foram estimados as distancias genéticas com base nos modelo de distancia Tamura-Nei
(TN93) (Tamura & Nei, 1993) e Kimura-2-parametros (K2P) (Kimura, 1980) com
suporte de bootstrap com 1000 replica¢des no programa MEGA X (Kumar et al., 2018).

Realizamos também uma PCA (Principal Coordinates Analysis) para o banco
de dados do COI e RC usando o pacote do R, spider_1.5.0 com a funcdo ordinDNA
(Brown et al., 2012). Na PCA a distancia entre os dos aglomerados é aproximadamente

proporcional as distancias genéticas entre as espécies.

Resultados

Foram recuperadas sequéncias para as 8 morfo-espécies do género
Pseudoplatystoma. Para o COIl foram sequenciadas 976 amostras e adicionadas 42
sequencias do genbank (Carvalho et al., 2011, 2012; Pereira et al., 2013), totalizando
1018 sequencias (Tabela 1). Foram observados 67 hapldtipos, 94 sitios polimorficos, 74
sitios informativos (parcimonia).

Para a RC foram sequenciadas 468 amostras e adicionadas 211 sequencias do
genbank (Torrico et al., 2009; Garcia-Davila et al., 2013), totalizando 679 sequencias
(Tabela 1). Foram observados 339 haplotipos, com o total de 230 sitios polimérficos
(162 sitios informativos parcimonia e 68 sitios com polimorfismo unico) 18 gaps e 607
sitios monomorficos totalizando 855 sitios analisados.

Com base no COI, as trés analises de delimitacdo de linhagens (GMYC,
bGMYC e mPTP) foram congruentes e recuperaram 5 espécies-linhagens, todas com
valores de probabilidade posterior > 95% (Figura 2), mas nao tiveram correspondéncia
com as 8 morfo-espécies. Sendo que P. punctifer agrupou junto com P. reticulatum da
bacia do Parana Paraguai (Azul). P. tigrinum agrupou junto com P. metaense (verde). P.
reticulatum do rio Negro agrupou junto com P. orinocoense (roxo). Apenas P.
corruscans (vermelho) e P. magdaleniatum (amarelo) ndo agruparam com outras
morfo-espécies (Figura 2).

Para a RC, duas andlises de delimitagdo de linhagens (GMYC e bGMYC)
recuperaram 9 espécies-linhagens (Figura 3). Sendo que P. punctifer agrupou junto com
P. fasciatum e P. punctifer com listas pretas (cluster 1 Garcia-Davila et al., 2013) (azul).

P. punctifer agrupou junto com P. punctifer sem listras pretas (cluster 2 Garcia-Davila
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et al., 2013) (cinza). P. reticulatum da bacia do Parana-Paraguai (azul escuro) néo
agrupou com outra morfo-espécie, no entanto, ndo teve relacdo com P. reticulatum do
rio Negro, que agrupou junto com P. orinocoense (roxo) (Figura 3). A grande maioria
das amostras de P. tigrinum ndo agrupou com outra morfo-espécie (verde escuro). No
entanto, algumas amostras de P. tigrinum agruparam com P. metaense (verde claro)
(Figura 3). P. corruscans separou em duas linhagens uma da bacia do Parané-Paraguai
(marrom) e outra da bacia do S&o Francisco (vermelho). P. magdaleniatum (amarelo)
ndo agruparam com outras morfo-espécies (Figura 3).

Ja 0 mPTP recuperou 6 espeécies-linhagens (Figura 3). Agrupou P. punctifer
(sem listras pretas); P. fasciatum (com listras pretas) e P. reticulatum da bacia do
Parana-Paraguai (azul claro) (Figura 3). P. reticulatum do rio Negro agrupou junto com
P. orinocoense (roxo). P. tigrinum agrupou junto com P. metaense (verde escuro). P.
corruscans separou em duas linhagens uma da bacia do Parana-Paraguai (marrom) e
outra da bacia do Séo Francisco (vermelho) e por altimo P. magdaleniatum (amarelo)
(Figura 3).

As distancias genéticas estimadas com base nos modelos Tamura-Nei (TN93) e
Kimura-2-parametros (K2P), ndo tiveram diferencas significativas, por tanto,
apresentamos as distancias Tamura-Nei (TN93). A maior distancia genética (TN93)
para o COI foi de 9% (P. magdaleniatum x P. tigrinum) e a menor foi de 2,2% (P.
reticulatum x P. tigrinum) (Tabela 2). Para a RC a maior distancia genética (TN93) foi
de 7.9% entre P. reticulatum da bacia do Parana-Paraguai com P. corruscans da bacia
do S&o Francisco. A menor distancia foi de 1.3% observada entre P. reticulatum da
bacia do Parana-Paraguai com P. punctifer (com listras pretas); e entre P. tigrinum e P.
metaense (Tabela 3).

O PCA do COI também foi possivel observar 5 agrupamentos (Figura 4a) que
foram congruentes com as 5 espécies-linhagens (Figura 2). J& para o PCA da RC foi
possivel observar 7 agrupamentos (Figura 4b). Sendo que as espécies-linhagens
referente a P. metaense e P. tigrinum; ficaram parcialmente sobrepostos, e as espécies-
linhagens referente a P. punctifer (com listras pretas) e P. reticulatum (do

Parana/Paraguai) também ficaram sobrepostos no PCA (Figura 4b).
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Discussao

Assumindo que quanto mais proxima a delimitacdo de linhagens genéticas
estiverem da taxonomia atual, maior a probabilidade de corresponder as espécies reais.
Obtivemos maior precisdo relativa com o uso da RC e com base nos métodos GMYC e
bGMYC, onde foram delimitadas 9 espécies-linhagens, das 8 morfo-espécies descritas
para 0 género Pseudoplatystoma. Como ja foi observado em muitos outros estudos de
biodiversidade molecular, o nimero de espécies-linhagens delimitadas geralmente
excede 0 nimero de tdxons nominais ou mesmo morfo-espécies analisadas (Machado et
al., 2018; Carvalho et al., 2019).

P. magdaleniatum foi a Unica espécie que foi recuperada por todos o0s
marcadores (COIl e RC) e métodos analisados (GMYC, bGMYC, mPTP e PCA) a e
exemplo do que foi encontrado em estudos prévios (Torrico et al., 2009; Carvalho-
Costa et al., 2011). As analises moleculares confirmam o status taxondmico dessa
espécie, que foi descrita apenas com dados morfoldgicos e que alguns casos 0s mesmos
podem ser suficientes, para a descricdo de uma espécie. No entanto para as demais
espécies do género os caracteres morfoldgicos usados para a separacéo e classificacdo
taxonémica precisam ser reavaliados.

Para P. corruscans, todos os métodos (MPTP, bGMYC, GMYC e PCA) com
base na RC recuperaram duas espécies-linhagens, uma da bacia do Parana-Paraguai e
outra da bacia do S&o Francisco com distancia genética de 3,3% (Tabela 3). Duas
linhagens genéticas j& haviam sido identificas por anélises de microssatélites e do gene
COl para P. corruscans (Carvalho et al., 2012). Apesar de nossas analises com COIl ndo
terem separado as duas linhagens os valores de probabilidade posterior de suporte do
clados foram > 95%, maiores que haviam sido observados por Carvalho et al. (2012) na
mesma area de estudo (maior valor de probabilidade posterior = 85%).

Todas as amostras de P. metaense ficaram em um Unico clado. No entanto, sete
amostras de P. tigrinum agruparam no clado de P. metaense (4 amostras de Iquitos e 3
do rio Madeira, PV4 e 3 e HM3) (Fig. 3). Esse pode ser mais um caso de introgressao
do DNA mitocondrial, que ja foi relatado para espécies de Pseudoplatystoma em
analises com o a regido controle (Garcia-Davila et al., 2013). As demais amostras de P.
tigrinum como o esperado agruparam em um Unico clado e ndo agruparam amostras de
P. metaense. Vale destacar que a distancia genética (RC) entre esses dois clados foi de
apenas de 1,3% e o PCA separou parcialmente essas duas especies-linhagens. Essas
duas espécies podem ter divergéncia recente, o que pode explicar a baixa distancia
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genética e os hapldtipos compartilnados. Apesar de todas as espécies do género
apresentar 2n=56, foi observado que existem algumas diferencas cromossomicas entre
P. metaense (bacia do Orinoco) e P. tigrinum (rio Solimdes bacia Amazonica)
(Fenocchio & Bertollo, 1992; Nirchio et al., 2013). Foi observado também com base em
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism markers, 371 loci 207.294 pb) que P. metaense
e P. tigrinum possuem diferencas nas frequéncias alélicas e composi¢do gendmica
independente (Martinez, 2015).

As amostras de P. reticulatum do rio Negro na bacia Amazonica agruparam em
uma Unica linhagem, juntamente com P. orinocoense da bacia do Orinoco, tanto com a
RC e com o COI para todos os métodos analisados. Para a revisdo morfoldgica do
género nédo foram realizadas coletas no Rio Negro (bacia Amazonica, Brasil) localidade
tipo de P. reticulatum. Por esse motivo erroneamente podem ter separado P.
orinocoense de P. reticulatum (Buitrago-Suarez & Burr, 2007) que podem corresponder
a mesma espécie morfoldgica. Apesar do padréo de coloragdo corporal ndo ser um forte
caractere, 0 mesmo também ¢é utilizado para a separacdo das espécies e pode ser
importante na auséncia de um especialista. Buitrago-Suarez & Burr (2007) apresentam
dois padrdes de colacdo para P. reticulatum, sendo que cor reticulada definida por eles
como padrdo da espécie é diferente do hol6tipo (por eles mesmo apresentados). Na
chave de identificacdo para P. reticulatum é definido como cor padrdo da espécie,
barras ou reticuladas grossas ao lado do corpo (espécime da bacia do Parana-Paraguai)
(Buitrago-Suarez & Burr, 2007). Porém, tanto o hol6tipo quanto as amostras do rio
Negro analisadas no presente estudo apresentaram barras ou reticuladas finas no lado do
corpo. As filogenias com base nos marcadores Cytb e Raglintl analisados
separadamente mostram um clado para as amostras de P. orinocoense exclusivo para
amostras do Orinoco (ndo amostraram no Rio Negro) (Carvalho-Costa et al., 2011). No
entanto, trés amostras coletadas proximo ao canal do Rio Casiquiare que foram
nomeadas como P. orinocoense agruparam no clado de P. punctifer (nomeados de P.
fasciatum sensu lato). A identificacdo incorreta das amostras foi descartada pelos
autores, pelo fato de P. orinocoense ser endémico da bacia do Orinoco (Carvalho-Costa
et al., 2011). Mas destacamos que P. punctifer (com listras pretas) também ocorre no
alto rio Negro (S&o Gabriel) que fica proximo do Rio Casiquiare, acreditamos que essa
espécie também pode ocorrer nessa regido da bacia do Orinoco, até pela sua capacidade
de dispersdo (Hahn et al., 2019). A falha na separacdo dessa espécie na andlise de

arvores de espécies da sisteméatica molecular (Carvalho-Costa et al., 2011) pode estar
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relacionado ao agrupamento de amostras de P. punctifer como sendo P. orinocoense, e
ao uso um marcador (S7 gene ribosomal, na anlise concatenada) que néo foi eficiente
em separar essas duas espécies.

Por outro lado, as amostras de P. reticulatum da Bacia do Parana-Paraguai
agruparam em um unico clado e ndo apresentaram relacdo com P. reticulatum/P.
orinocoense do rio Negro e Orinoco (Fig. 3). Sendo que a distancia genética entre as
mesmas foi de 4,4% (RC) (Tabela 3). A localidade tipo de P. reticulatum é o rio Negro
(Bacia Amazonica, Brasil). No entanto, na revisdo do género a distribuicdo dessa
especie foi expandida do rio Negro (bacia Amazonica) para bacia do Parana-Paraguai
(Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai) e essa expansdo da distribuicdo ndo foi
explicada.

P. reticulatum da Bacia do Parana-Paraguai esta mais proximo de P. punctifer
(com listras pretas) com a distancia genética de 1,3% (Tabela 3). Apesar de dois
métodos de delimitacdo terem separados essas duas espécies-linhagens, essa
proximidade genética pode ser evidenciada no PCA, onde as mesmas ficaram
sobrepostas (Fig. 4B). Essa separacdo de P. punctifer (com listras pretas) para P.
reticulatum da Bacia do Parana-Paraguai tinha sido encontrada por Torrico et al. (2009),
onde também apresentaram uma baixa distancia genética de 1,4%. Essa menor distancia
genéticas pode estar relacionada com a divergéncia recente entre essas espécies que foi
estimada em ~ 800 mil anos atras (Torrico et al., 2009). A especiacdo entre essas duas
espéecies foi relacionada a eventos desconhecidos (Torrico et al., 2009). Mas a
divergéncia entre as espécies também pode estar relacionado com o comportamento
migratorio parcial (com individuos residentes e migratorios de média distancia) (Hahn
et al., 2019). Apesar de existirem rotas de migracdo entre a bacia Amazénica com a
bacia do Parana-Paraguaia, vem sendo observado que as espécies ndo migram longas
distancias e sdo geneticamente diferenciadas dentro de cada bacia onde ocorrem (De
Abreu et al., 2009; Hahn et al., 2019).

Da mesma forma que observado por um estudo prévio P. fasciatum (das
Guianas) agrupou junto com P. punctifer (com listras pretas) (Torrico et al., 2009). P.
fasciatum e P. punctifer (com listras pretas) apresentaram o padrdo de coloracdo
corporal e anatomia semelhantes (cabeca e corpo) (Buitrago-Suarez & Burr, 2007). Na
PCA com base em caracteres morfologicos ndo foi eficiente em separar 0s espécimes
das Guianas e bacia Amazbnica, mesmo assim foram separadas em duas espécies

(Buitrago-Suarez & Burr, 2007). Com base nas informacBes genéticas (do presente
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estudo e de estudos prévios) e morfoldgicas (Buitrago-Suarez & Burr, 2007) podemos
afirmar que P. fasciatum e P. punctifer (com listras pretas) se tratam de uma Unica
espécie, que pode ser considerada a descricdo original de Linnaeus (1766) (P.
fasciatum).

Supreendentemente, encontramos dois clados para P. punctifer (com e sem
listras pretas) ocorrendo em simpatria em praticamente toda a bacia Amazonica, com
uma distancia genética de 2,1% (Tabela 3). Essa distancia € maior do que foi observada
entre P. tigrinum e P. metaense e entre P. punctifer (com listras pretas) e P. reticulatum
do Parana-Paraguaia (espécies que ocorrem em bacias distintas) (Tabela 3). Na PCA os
agrupamentos (P. punctifer com e sem listras pretas) ficaram préximos (Fig. 4B), mas
ndo sobrepostos como observados para outras espécies. Esses dois clados apresentam
também diferencas no padrdo de coloracdo corporal, um com listras pretas e outro sem
listras pretas, que podem corresponder aos originalmente descritos P. fasciatum
(Linnaeus, 1766) e P. punctifer (Castelnau, 1855), respectivamente. Na revisdo do
género é apresentada a ilustracdo original da descricdo de P. punctifer que também néo
apresenta listras pretas, mas o padrdo de coloracdo é relacionado a outra imagem que
apresenta um espécime com listras pretas (Buitrago-Suarez & Burr, 2007). Espécimes
com esse mesmo fenotipo (sem listras pretas) ja haviam sido registrados na regido de
Iquitos (Peru), onde também a hipGtese de serem espécies distintas também foi
considerada (Garcia-Davila et al., 2013). Com base em analises da RC e microssatélites
foi possivel separar esses dois morfotipos (Garcia-Davila et al., 2013). No entanto,
alguns hapl6tipos foram compartilhados entre os fen6tipos, do clado sem listras pretas
com o clado dos espécimes predominantemente com listras pretas (Garcia-Dévila et al.,
2013), o que também foi observado no presente trabalho. Isso também pode ser
explicado retencdo do polimorfismo ancestral ou introgressdo do mtDNA, levando em
consideracdo a possivel especiacdo mais recente, ndo sO para essas duas espécies-
linhagens. Mas também entre P. tigrinum e P. metaense que também compartilharam
haplo6tipos, e para P. punctifer com listras pretas com P. reticulatum do Parana-
Paraguai, que ndo compartilharam hapl6tipos, mas apresentou uma menor distancia
genética. Apesar de ndo ter sido considerado pelos autores, a hibridizagdo pode estar
ocorrendo, visto que 2 individuos com listras pretas foram designados ao grupo sem
listras pretas e 1 individuo do grupo sem listras pretas foi atribuido ao grupo com listras

pretas (Garcia-Davila et al., 2013).
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Garcia-Davila et al. ( 2013) apresentam uma possivel area de distribuicdo para
P. punctifer sem listras pretas, com base em informacgdo pessoal e de outros autores
(visto que as andlises foram realizadas apenas com amostras da regido de Iquitos no
Peru). No presente trabalho foi possivel inserir uma grande amostragem da bacia
amazonica e ter uma real nocdo da distribuicdo da espécie. Onde foi possivel confirmar
sua ocorréncia no Rio Negro (Manaus) e no rio Amazonas (Santarém) (informacdes de
Garcia-Davila et al., 2013). Também foi possivel realizar novos registros de espécies no
Rio Purus (Boca do Acre e Labrea), Rio Solimdes (Tefé), Rio Madeira (Humaita), Rio
Iriri, Rio Xingu, Rio Tapajos (Itaituba e Jacareacanga), Rio Negro (Sdo Gabriel) e Rio
Amazonas (Oriximind). Néo registramos a ocorréncia de P. punctifer sem listras pretas
acima das corredeiras do rio Madeira (Mamoré/Guaporé) confirmando informacges de
Garcia-Davila et al., (2013).

As espécies de Pseudoplatystoma que ocorrem na bacia amaz6nica podem ter
divergido através da especiacdo ecologica. P. reticulatum/P. orinocoense pode ter se
adaptado as aguas pretas do rio Negro e as condi¢fes climéticas da bacia do Orinoco.
Visto que ndo houve diferencas significantes entre valores de pH da agua onde habitam
peixes sedentarios, obtidos de 26 pontos entre as bacias do Orinoco e Negro (pH de 4,78
+ 0,46 e 4,54 * 0,60, respectivamente) (Martinez, 2015). Algumas espécies de
Pseudoplatystoma séo residentes (sedentaria) (Godinho et al., 2007; Hahn et al., 2019).
Entre os pontos analisados com pH é&cido da bacia do Orinoco, estdo algumas
localidades que foram amostradas no presente trabalho (Puerto Carrefio, Puerto Inirida e
Guaviare) (Martinez, 2015). P. tigrinum e P. punctifer com listras pretas sdo conhecidos
por terem diferentes requisitos de habitat: o primeiro é mais frequente em ambientes
abertos e Iénticos, enquanto o segundo se favorece condi¢des loticas estruturadas (com
toras e galhos de madeira e area de vegetacdo) (Reid, 1983; Loubens & Panfili, 2000;
Garcia-Davila et al., 2013). Ja P. punctifer sem listras pretas tem preferencias por
bancos arenosos ou enlameados dos canais dos rios de agua branca (Garcia-Davila).
Nossas analises revelou maior frequéncia de individuos dessa linhagem em rios de
aguas claras, onde bancos de areia sdo mais frequentes.

O mPTP recuperou apenas 6 clados, agrupou em um Unico clado P. punctifer
(com e sem listras pretas) e P. reticulatum da Parana-Paraguai; e P. tigrinum com P.
metaense. Vem sendo observado que o mPTP tem sido o método que delimita o menor
namero de espécies-linhagem para espécies de peixes amazonicos, com relagdo a outros

métodos (Machado et al., 2018; Carvalho et al., 2019). Em alguns casos mPTP ndo

49



445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478

conseguiu distinguir varios pares de espécies irmas que sdo facilmente reconheciveis
pela morfologia.

Todos os outros marcadores moleculares de sequencias (Cytb, COI, Raglintl e
S7intl) (Garcia-Davila et al., 2013; Carvalho-Costa et al., 2011) usados até 0 momento
apresentaram menor variabilidade genética em comparacdo a regido controle.
Provavelmente isso explica a incapacidade dos mesmos em separar as linhagens-
espécies de Pseudoplatystoma evidenciadas pela topologia da arvore da RC com o0s
métodos bGMYC e GMYC (Fig. 3). O tamanho efetivo populacional (Ne) de alguns loci
(particularmente aqueles do mtDNA codificadores de proteinas) ou diferentes padrdes
de selecdo podem levar alguns loci a atingirem monofilia reciproca mais cedo do que
outros (Di Candia & Routman, 2007). Isso pode explicar da regido controle delimitar
melhor espécies-linhagens do que os locos autossdmicos ou genes mitocondriais
codificadores de proteinas para o género Pseudoplatystoma. Tais dificuldades
associadas aos marcadores que nao conseguiram separar as espécies evidenciam a
necessidade de considerar a regido controle para futuros estudos de Pseudoplatystoma,
além do uso de marcadores microssatélites diagndsticos e SNPs. O uso de marcadores
moleculares ndo deve ser a unica linha de evidéncia usada para tirar conclusbes
taxondmicas (DeSalle et al., 2005), assim como apenas caracteres morfoldgico para
ditar mudancas sistematicas é desaconselhavel (Will et al., 2005). Porém, o uso de
marcadores moleculares pode ser o primeiro passo para descoberta de espécies de
espécies-linhagens anteriormente negligenciadas, fornecendo um roteiro para grupos de
taxons que precisam de um estudo mais completo.

Diferentemente da sistematica molecular que voltou a subestimar a riqueza de
Pseudoplatystoma (Carvalho-Costa et al., 2011). Nossos resultados de delimitacdo de
espécies-linhagens de locus Unico sustentam a diversidade taxonémica do género
revelando nove espécies-linhagens. Até que estudos de taxonomia integrativa sejam
realizados para definicdo dos status taxondmicos das espécies de Pseudoplatystoma,
sugerimos que as medidas de conservagao (caso necessarias) sejam realizadas de forma
independente para essas nove espécies-linhagens identificadas no presente estudo.
Destacamos também que seja dada a devida atengdo para P. punctifer sem listras pretas,
visto que essa morfo-espécie nédo é diferenciada nos dados de estatistica pesqueira, e que
também pode estar sofrendo impacto da pesca visto que é menos abundante que P.

punctifer com listras pretas e P. tigrinum na bacia amazénica Brasileira.
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Tabelas

Tabela 1. Pontos do mapa e localidades de amostragem para as espécies de
Pseudoplatystoma nimero total de amostras sequenciados para cada marcador.

Ponto Mapa  Localidade Cadigo Bacia/Tributario Pais Espécie n.COl n.RC
1-* Wonotobo falls Wo Rio Corantijn Guiana fas 1
2-* Ireng Iren Branco Guiana pun 1
3-t Castillos Cas Orinoco Venezuela met 2
ori 5
4~ Ciudad Guayana CG Orinoco Venezuela met 5
ori 7
5-+ San Félix SF Orinoco Venezuela met 1
ori 7
6-1 Caicara del Orinoco Cdo Orinoco Venezuela met 6
ori 3
7-1 Puerto Carrefio PC Orinoco Colémbia met 36 10
ori 19 3
8-t Puerto Inirida PIN Orinoco Colémbia met 14
ori 10
9-t San José del Guaviare SJIG Orinoco/Guaviare Colémbia met 14
ori 16
10-t Puerto Lépez PL Orinoco/Meta Colémbia met 38 8
ori 28 10
11-f* Magdalena mag Magdalena Coldmbia mag 9 12
12-% La Pedrera LP Amazonica/Caqueta Coldémbia pun 19
tig 1
13-*A lquitos 1Q/Clus Amazdnica/Amazonas Peru *Apun 16
*tig 13
14-* Pucallpa PU Amazodnica/Ucayali Peru *pun 9
*tig 10
15-* Puerto Maldonado MD Amazonica/Madre de Dios  Bolivia *pun 9
*tig 9
16-* Manuripi MAN Amazonica/Madre de Dios  Bolivia *pun 11
*tig 4
17-* Yata Y Amazdnica/Mamoré Bolivia *pun 7
18-* Securé Se Amazonica/Mamoré Bolivia *pun 10
*tig 17
19-* Ichilo IC Amazdnica/Mamoré Bolivia *pun 7
*tig 9
20-* Puerto Salinas BS Amazonica/Beni Bolivia *pun 13
*tig 7
21-* San Martin GSM Amazonica/Iténez Bolivia *pun 14
*tig 6
22-* Paraguay Iténez GPG Amazonica/lténez Bolivia *pun 19
*tig 5
23-1 Rio Cautério Ca Amazonica/Cautario Brasil pun 9 8
tig 1
24-+ Guajara Mirim GM Amaz6nica/Mamoré Brasil pun 29 17
tig 33
25-1 Porto Velho PV Amazonica/Madeira Brasil pun 24 15
tig 13 3
26-1 Humaita HM Amazonica/Madeira Brasil pun 29 21
tig 7 1
26-t Lago Carapanatuba C Amazdnica/Madeira Brasil pun 17 14
tig 2
28-1 Manicoré Mc Amazonica/Madeira Brasil pun 30 30
tig 4
29-F Rio Branco RB Amazonica/Purus Brasil tig 9 2
30-t Boca do Acre Ba Amazonica/Purus Brasil pun 19 16
tig 2
31-1 Lébrea La Amaz6nica/Purus Brasil pun 35 31
tig 4
32-1 Eirunepé Ju Amaz6nica/Jurua Brasil pun 15 14
tig 2
33 Tabatinga Ta Amazonica/Amazonas Brasil pun 22 20
tig 14 1
34-1 Rio Ica Ica Amazonica/Ica Brasil tig 1
35-1 Manad An Amazonica/Japura Brasil tig 22
36-1 Tefé Fe Amaz6nica/Amazonas Brasil pun 27 22
tig 21 1
37- Coari Co Amazonica/Amazonas Brasil pun 2
tig 2
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Tabela 1. Continuagéo.

38- Manaus Mn Amazdnica/Amazonas Brasil pun 27 19
tig 16 2
ret 1
39-1 Boa Vista BV Amazbnica/Branco Brasil pun 24 19
tig 4
40-t Caracarai Car Amazonica/Branco Brasil pun 9 7
41-1 Séo Gabriel da Cachoeira RN Amazbnica/Negro Brasil pun 16 13
tig 1
ret 20 4
42-1 Itacoatiara Itc Rio Amazonas Brasil pun 3
tig 19
43-F Nhamunda Nh Rio Amazonas Brasil pun 19 19
tig 4
44-1 Oriximina Ox Rio Amazonas Brasil pun 22 22
45-+ Santarém Sa Rio Amazonas Brasil pun 26 23
tig 11
46-1 Itaituba Ita Amazonica/Tapajos Brasil pun 14 18
tig 15 1
47-F Jacareacanga Ja Amazonica/Tapajos Brasil pun 12 11
48-1 Altamira Xi Amaz6nica/Xingu Brasil pun 12 10
49-+ Rio Iriri Ir Amazonica/lriri Brasil pun 18 12
50-1 Belém Be Rio Amazonas Brasil tig 1
51-f Itaipava Ara Amazonica/Araguaia Brasil pun 19 18
52-1 Séo Félix do Araguaia Ara Amazonica/Araguaia Brasil pun 3
53-# Rio Pandeiros SF Séo Francisco/Pandeiros Brasil *cor 3
54-T Séo Francisco SF Séo Francisco Brasil *cor 12
55-1 Trés Marias RSF Sao Francisco Brasil cor 3 3
56-1 Corumba Cb Parana/Corumba Brasil cor 4 2
57-+ Ivilhema RIv Parana/lvilhema Brasil pun 1
cor 2 2
58-1 Salto Grande Pan Parana/Paranapanema Brasil cor 2
59-T Rio Parana PRB Parana Brasil *cor 18
*ret 9
60-1 Rio Negro-Parana N Parana/Negro Brasil pun 1
cor 1
61-1 Cuiaba RC Parana/Cuiaba Brasil pun 3 3
cor 2
62-1 Carceres Cr Rio Paraguai Brasil pun 3 3
63-* Cérceres Laguna Lag Parana Brasil cor 5
ret 4
64-1 Miranda RM Parana/Miranda Brasil pun 1
65-1 Aquidauana RA Paran&d/Aquidauana Brasil pun 3 2
Total 1018 679

O ponto referente a cada localidade é apresentado no mapa (Fig. 1). Espécies de acordo com Buitrago-
Suarez & Burr (2007): pun= P. punctifer; fas= P. fasciatum; ret= P. reticulatum; tig= P. tigrinum; ori= P.
orinocoense; met= P. metaense; cor= P. corruscans € mag = P. magdaleniatum. InformacGes sobre as
origens das sequencias: T, presente estudo; *, Torrico et al. (2009); A, Garcia-Davila et al. (2013); #,
Carvalho et al. 2011; T Carvalho et al 2012; ( Pereira et al 2013
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Tabela 2. Distancia genética em porcentagem entre as especies-linhagens delimitadas
pelo mPTP, bGMYC e GMYC para Pseudoplatystoma com base no COI.

1 2 3 4 5
0,14% 0,007 0,008 0,011 0,014
3% 0,07 0,006 0,011 0,014
3% 22% 0,02% 0,012 0,014
58% 65% 68% 054% 0,011
88% 9% 89% 6.1% 011%

g b wpN k-

Na diagonal inferior sdo apresentados os valores de distancia genética em porcentagem
entre as espécies-linhagens delimitadas; na diagonal central os valores de distancia
genética intra espécie-linhagem e na diagonal superior os valores de desvio padrao.
1- P. punctifer (com listras e sem listras pretas), P. reticulatum da bacia do Parana-
Paraguai; 2- P. tigrinum, P. metaense; 3- P. reticulatum do rio Negro (bacia
Amazonica), P. orinocoense; 4- P. corruscans e 5- P. magdaleniatum.

Tabela 3. Distancia genética entre as espécies-linhagens delimitadas pelo bGMYC e
GMYC para Pseudoplatystoma com base na RC.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

0,08% 0,004 0,003 0006 0,007 0006 0008 0,009
2,1% 1% 0,003 0,007 0,007 0,007 0,008 0,009
13% 16% 003% 0,007 0007 0,007 0,009 0,010

4% 47% 44% 003% 0008 0,007 0,008 0,009
46% 54% 46% 53% 007% 0003 0,008 0,009
44% 52% 43% 53% 13% 007% 0,008 0,009
6,7% 62% 65% 63% 63% 65% 007% 0,006
78% 73% 79% 66% 73% 71% 32% 004%
1% 71% 73% 68% 75% 71% 62% 72%

O©oo~No ol wN -

0,009
0,009
0,009
0,009
0,009
0,009
0,008
0,009
0,03 %

Na diagonal inferior sdo apresentados os valores de distancia genética em porcentagem
entre as espécies-linhagens delimitadas; na diagonal central os valores de distancia
genética intra espécie-linhagem e na diagonal superior os valores de desvio padrao.
1- P. punctifer (com listras pretas), P. fasciatum; 2- P. punctifer (sem listras pretas); 3-
P. reticulatum da bacia do Parana-Paraguai; 4- P. reticulatum do rio Negro (bacia
Amazonica), P. orinocoense; 5- P. tigrinum; 6- P. metaense; 7- P. corruscans da bacia
do Séo Francisco; 8- P. corruscans da bacia do Parana-Paraguai e 9- P. magdaleniatum.
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Legendas das Figuras

Figura 1. Pontos de coletas referente a 65 localidade de 35 rios para as 8 espécies do
género Pseudoplatystoma.

Figura 2. Arvore filogenética bayesiana (Maximum clade credibility tree) com base em
3.000 &rvores posteriores geradas usando o BEAST. O conjunto de dados compreendeu
67 haplotipos, do total de 1.017 de sequéncias do gene COI de Pseudoplatystoma com
658 pares de bases. Probabilidades posteriores com suporte acima de 0.95 sdo
mostradas com pontos vermelhos. As espécies-linhagens genéticas delimitadas pelo
modelo mPTP, bGMYC e GMYC sdo demonstradas por caixas coloridas. A arvore foi
apresentada usando o pacote ggtree 1.6.11.

Figura 3. Arvore filogenética bayesiana (Maximum clade credibility tree) com base em
3.000 arvores posteriores geradas usando o BEAST. O conjunto de dados compreendeu
339 haplétipos, do total de 679 de sequéncias da regido controle (RC) de
Pseudoplatystoma com 855 pares de bases alinhadas (incluindo 18 gaps).
Probabilidades posteriores com suporte acima de 0.95 sdo mostradas com pontos
vermelhos. As espécies-linhagens genéticas delimitadas pelo modelo mPTP, bGMYC e
GMYC sdo demonstradas por caixas coloridas. A arvore foi apresentada usando o
pacote ggtree 1.6.11.

Figura 4. Andlises de Coordenadas Principais (PCA) para espécies do género
Pseudoplatystoma com base em sequencias de DNA. A) Gene COIl: 1017 sequencias
com 658 pares de bases. B) RC: 679 sequéncias com 855 pares de bases (incluindo 18
gaps). A distancia entre os aglomerados é aproximadamente proporcional as distancias
genéticas entre as espécies. As cores foram relacionadas com figura 2 para o COI e com
a figura 3 paraa RC.
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Figuras

Figura 1.
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Figura 3.
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Capitulo 2: Genetic differentiation and gene flow of the Amazonian catfish
Pseudoplatystoma punctifer (Castelnau, 1855) across the Madeira River rapids prior to

the construction of hydroelectric dams
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Abstract

The large catfish Pseudoplatystoma punctifer plays an important role as a top predator
in the Amazonian Basin ecosystem. The Madeira River is the largest tributary of the
Amazon River marked by a series of rapids and waterfalls. Between 2011 and 2012
some of the rapids were submerged by two hydroelectric dams. Upstream and
downstream of the rapids are two sub-basins Mamoré/Guaporé and lower Madeira,
respectively. Using mitochondrial and microsatellite markers, we estimated genetic
diversity, genetic differentiation, and gene flow between sub-basins and tested if the
rapids functioned as barriers limiting the gene flow for this species of catfish. We
identified three population clusters, one representing the individuals from the
Mamoré/Guaporé sub-basin (upstream) and the other two representing the individuals
from the lower Madeira sub-basin (downstream). The rapids restricted but did not block
gene flow, which corroborates a clinal pattern of genetic differentiation.

Keywords: Mitochondrial DNA, microsatellite, Amazon Basin, restricted gene flow, conservation in the
Amazon.
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Introduction

The freshwater catfish Pseudoplatystoma punctifer (Castelnau, 1855)
(Siluriformes: Pimelodidae) plays an important role as a top predator with both
generalistic and opportunistic behavior in the Amazonian Basin ecosystem, where it is
widely distributed (Buitrago-Suarez & Burr, 2007). This species is one of the most
exploited catfishes of the Amazon and is also exported to other Brazilian states and
countries due to its wide market acceptance and consequently high economic value
(Barthem & Goulding, 1997). Ecological and population genetic studies conducted to
date have shown that migration of species of Pseudoplatystoma occurs at a regional
scale (middle-distance migration 100 — 1500 kilometers km) (Godinho et al., 2007;
Pereira et al., 2009; Telles et al., 2014; Doria et al., 2018). Based on a biotelemetry
study it was also observed that P. punctifer presents partial migration (Hahn et al.,
2019), a situation where populations are composed of both migratory and resident
individuals (Jonsson & Jonsson, 1993).

In general, a distribution of a species is associated with habitat connectivity,
which, to some degree, allows dispersal of organisms between areas (MacArthur et al.,
1967). The movement of aquatic species within drainage basins can be disrupted by
many types of natural barriers including rapids and waterfalls, hydrochemical
parameters of water, and other characteristics that could promote dissimilarities between
different populations. These barriers would explain the genetic structuring of aquatic
species in the same watershed. Thus, detecting fish stocks and determining the pattern
of migration between them may help to conservation policies for freshwater fish species
(Rahel, 2007; Farias et al., 2010; Terencio et al., 2012).

The journey of migratory species is often interrupted by anthropogenic barriers,
especially by the damming of large rivers. About two-thirds of the major world rivers
are fragmented by hydroelectric dams (Winemiller et al., 2016), which has resulted in
unprecedented ecological and social impacts despite their unquestionable benefits for
humans (Fearnside, 2016). In the Madeira River (the largest tributary of the Amazonas
River) existed a series of 18 rapids and waterfalls, extending over a distance of 290 km,
between the city of Guajara-Mirim (situated on the right bank of the Mamoré River) and
Porto Velho (situated in the right bank of the Madeira River) (Fig. 1) (Cella-Ribeiro et
al., 2013). However, only the rapids of Jirau and Teotdnio (the two largest) were
formally designated as waterfalls due to the accentuated declivity above and below the

rapids (Cella-Ribeiro et al., 2013). The 290 km of rapids and waterfalls between
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Guajara-Mirim and Porto Velho delimit two distinct regions. The area upstream of the
rapids (termed as Mamoré/Guaporé sub-basin in this article) is composed of four major
rivers (Guaporé, Mamore, Beni, and Madre de Dios), which meet to form the Madeira
River. The lower Madeira sub-basin starts immediately downstream from the rapids,
close to Porto Velho and extends to the confluence with the Amazonas River (Doria et
al., 2018). The Jirau and Teotbnio waterfalls, as well as eight other rapids of the
Madeira River, were submerged between the years of 2011 and 2012 by the reservoirs
of Jirau and Santo Anténio hydroelectric dams (Doria & Lima, 2015). Studies done
before the construction demonstrated a clear difference in the fish assemblage between
Mamoré/Guaporé and lower Madeira sub-basins, which indicates that waterfalls from
Madeira River acted as geographic barriers delimiting fish distributions and limiting
migration between the sections (Torrente-Vilara et al., 2011).

Telles et al. (2014) studied the geographic structuring of genetic variation of P.
punctifer in a portion of the Amazon basin (Purus and Solimdes rivers, and the
Mamoré/Guaporé sub-basins) using seven heterologous microsatellites markers. The
authors found a high genetic diversity associated with a low genetic structure. Although
genetic distances showed a relatively low correlation with geographic distances, the
authors suggested that they were compatible with isolation by distance and analogous
processes related to local dispersal constraints and spatially structured levels of gene
flow. Although this publication was a starting point for the study of genetic
differentiation in the species, the distribution of the genetic groups and role of Madeira
rapids as a geographical barrier to dispersal and gene flow of P. punctifer was not
examined.

Knowing the distribution of genetic groups and the pattern of gene flow between
the Mamoré/Guaporé and lower Madeira sub-basins before the constructions of dams
could shed important light on our understanding of migratory habits and life history of
P. punctifer of these sub-basins. It may also help us understand how hydroelectric dams
affect aquatic species migration and improve our ability to suggest local conservation
measures for P. punctifer and other ecologically similar species.

Therefore, we used mitochondrial DNA and microsatellites molecular markers
to estimate the genetic diversity, genetic differentiation, and gene flow of P. punctifer
between the Mamoré/Guaporé sub-basin and the lower sub-basin of Madeira River
using samples obtained before the construction of the two hydroelectric dams. Using

this design, we wanted to test if the rapids of the upper Madeira River functioned as
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barriers limiting the gene flow of this species. Obtaining this information is crucial for
our understanding of the impact of the hydroelectric dams on connectivity within the
Madeira River basin, and consequently our ability to mitigate this impact.

Material and methods
Study area

The Mamoré/Guaporé sub-basin and the lower Madeira area highly
heterogeneous, characterized by sharp vegetational transitions and water types
(Torrente-Vilara et al., 2011; Doria & Lima, 2015). The Guaporé River is a clearwater
river flowing from the Brazilian Shield. The Cautério River (CR) also is a clear water
system, and one of the principal tributaries of the Guaporé River (Doria & Lima, 2015).
The Guaporé River flows into the Mamoré River shortly upstream of Guajara-Mirim
(GM) where also begins the region of rapids (Fig. 1). The Madeira River exists only
within Brazilian territory and is formed by the confluence of the Mamoré/Guaporé and
the Beni/Madre de Dios rivers at the transition zone of the Cerrado, Bolivian Llanos,
and the Amazon rainforest. Both the Beni and the Madre de Dios originate in the
Andean Altiplano while the Mamoré originates in the planes of the Bolivian basin, and
thus all three rivers are white water rivers rich in suspended sediment (Doria & Lima,
2015).

Downstream of the last rapid, currently submerged by the Santo Antdnio
hydroelectric dam (Fig. 1), the Madeira River enters a floodplain (varzeas). In this
section water velocity decreases, resulting in the sedimentation of suspended material
and entry of light into the water column. The principal tributaries of the Madeira are
found in this section, as well as numerous floodplain lakes generally formed by the
damming of the mouths of tributaries or elbow lakes which are abandoned and river
meanders (Doria & Lima, 2015). Among these lakes is also the Carapanatuba Lake
(CL) which is located 362 km downstream of Porto Velho (PV) and 271 km upstream
of Manicoré (MC).

Sample collection and DNA extraction

We used ninety-nine muscle tissue samples of Pseudoplatystoma punctifer,
which were collected at five different sites of the Madeira basin (Fig. 1) between 2005

and 2009, before the Santo Antonio and Jirau dams were built. The samples were
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obtained at fish landing sites (information of samples collected in Table S1). Two of the
sampling sites were located in the Mamoré/Guaporé sub-basin (upstream of the rapids)
and the remaining three were located in the Madeira sub-basin (downstream of the
rapids) (Fig. 1). We fixed the samples in 95% ethanol and stored them in the Collection
of Genetic Resources of the National Institute of Amazonian Research (INPA) and in
the Collection of Animal Genetics Tissue of the Federal University of Amazonas
(CTGA/UFAM) Manaus, Brazil, for posterior DNA analyses. We extracted the genomic
DNA using the phenol-chloroform protocol/proteinase K protocol (Sambrook &
Russell, 2001).

Amplification: Microsatellite loci and mitochondrial DNA

We amplified ten nuclear microsatellites (nuDNA) loci developed for P.
punctifer by Saulo-Machado et al. (2011) by polymerase chain reaction (PCR) and
followed the thermocycling conditions of Batista et al. (2010) to perform the PCRs in a
total volume of 10pL. We stained the PCR products with GelRed (Biotium) and verified
their size and quality in 1.5% agarose gels. The genotyping was carried out in a
multiplex PCR with the following fluorescent primer types and length of the locus:
multiplex 1 contained Ppul FAM (192-240bp), Ppu8 FAM (298-300bp), Ppu7 NED
(218-226bp), Ppuld NED (302-372bp), and Ppu2 HEX (258-286bp); multiplex 2
contained Ppu5 FAM (228-260), Ppull FAM (330-340) Ppul3 NED (233-247), Ppu4
NED (272-320) and Ppul2 HEX (257-277). We used an ABI 3130xI Genetic Analyzer
for genotyping and the program GENEMAPPER v 4.0 to perform the fragment
analyses. In total we genotyped 99 individuals for the 10 loci.

The mitochondrial cytochrome c oxidase subunit 1 (COI) gene (mtDNA) was
amplified via PCR using the primers BOLCOIF3:
S’TCAACYAATCAYAAAGATATYGGCCAZ’ and BOLCOIR3:
5’CTTCYGGGTGRCCRAARAATCA3’ (Ward et al., 2005), modified from Ortiz,
(2010). The total volume of each PCR was 25uL, containing 2mM MgClz; 0.2 mM
dNTPs; 1x buffer (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCIl); 0.32 pumol of the forward and
reverse primer; 1 U of Taqg DNA (Invitrogen) and 10 ng of DNA; thermocycling
conditions were: 35 cycles of denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 55°C for 40 s
and extension at 72°C for 1 min, followed by a final extension at 72°C for 10 min. We

purified the PCR products by polyethylene glycol/ethanol precipitation (Paithankar &
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Prasad, 1991) and carried out sequencing reactions following Platt et al., (2007)
utilizing BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit. We performed two
sequencing reactions one with the BOLCOIF3 primer and the other with BOLCOIR3
primer, both using an ABI 3130xI Genetic Analyzer. In addition to these sequences, we
also included COI sequences of an additional 96 individuals deposited in Genbank

(GenBank numbers Supplementary Table S1).

Data Analysis
Genetic diversity and differentiation

We tested the microsatellite loci for the presence of null alleles in MICRO-
CHECKER 2.2.1 (Van Oosterhout et al., 2004). We estimated the genetic variability of
P. punctifer across the ten nuDNA microsatellite loci using the following parameters:
number of alleles (A), allelic richness (Ar), total expected and observed heterozygosity
(He, Ho), and number of private alleles. We estimated deviation of Hardy—Weinberg
equilibrium (HWE), inbreeding coefficient (Fis), and linkage disequilibrium in
GENALEX 6.41 (Peakall & Smouse, 2006) and FSTAT 2.9.3 (Goudet, 1995).

The consensus sequences of the partial COI gene were generated by edition and
alignment in the program SEQSCAPE 2.7 (Applied Biosystems). We utilized the
program DNASP 6.0 to compute the COI genetic diversity estimates (Rozas et al.,
2017). The haplotype network to visualize the haplotype relationships was inferred by
the program HAPLOVIEWER (Salzburger et al., 2011).

Differentiation among sub-basins using microsatellite and mMtDNA was
estimated using analysis of molecular variance (AMOVA) (Excoffier et al. 1992),
which quantifies differentiation among groups of samples defined a priori. Pairwise
genetic differentiation among the five localities was estimated using fixation indexes
(Fst and @&s7). We used the Benjamini-Hochberg procedure (BH) (Benjamini &
Hochberg, 1995) for correcting P values and the False Discovery Rate (FDR) (P <
0.05), to test the significance levels of fixation indexes (Fstand @&st). For BH and FDR
estimates we used the sgof v.2.3 package (Castro-Conde & Ufia-Alvarez, 2014) in the
statistical language R v.3.6.0 (R Core Team, 2019).

We tested the presence of isolation-by-distance (IBD) for five sampling
localities using Mantel tests between a matrix of genetic distances [linearized
uncorrected pairwise Fst values, Fst/(1 — Fst) for nuDNA and @st for mtDNA] and a

matrix of geographic distances in kilometers (km). Geographical distances in kilometers
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(km) (following the course of rivers) among the sampling localities were retrieved from
GoogleEarth, version 7.2 (Google Inc). The Mantel test was performed with the
ADEGENET package (Jombart, 2008) in R with the mantel.randtest function (999
permutations). Correlations between genetic and geographic distances can be due to
IBD, which results from either continuous clines of genetic differentiation or the
existence of distant and differentiated populations (distant patches). We plotted local
densities of distances to disentangle the two patterns. These were measured using a 2-
dimensional kernel density estimation (function kde2d), and the results were displayed
by a customized color palette using image in the MASS package (Venables & Ripley,
2002) in R.

For microsatellites, we assessed the genetic differentiation of P. punctifer from
lower Madeira and Mamoré/Guaporé sub-basins localities using the program
STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). We tested the number of clusters (K)
ranging from 1-10, with 20 independent runs for each value of K. Each cluster was
estimated with 100,000 “burn-in” and 1,000,000 Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
using the admixture and the correlated allelic frequency model with a prior location.
These results were processed using the STRUCTURE HARVESTER script (Earl &
vonHoldt, 2012) and the most likely number of genetic clusters (K) was determined
using the model log-likelihood (log (P(X|K)) (Falush et al., 2003) and Delta K methods
(Evanno et al., 2005). The program CLUMPP v1.1.2 (Jakobsson & Rosenberg, 2007)
was used to summarize the results from 20 independent STRUCTURE runs, and bar
plot results were generated using DISTRUCT v.1.1 (Rosenberg, 2003). To further
explore the genetic differentiation, we also conducted Discriminant Analysis of
Principal Components (DAPC) that submits genetic data to a principal component
analysis (PCA) and thus conducting discriminant analysis (DA) on those principal
components (Jombart et al., 2010). The discriminants functions are based on linear
combinations of alleles harboring the greatest between-group variation and the smallest
within-group variation (Jombart et al., 2010). DAPC is implemented in the
ADEGENET package (Jombart, 2008; Jombart et al., 2010) in R (R Core Team, 2019).
The optimal number of Principal Components (PCs) retained and used in analyses was
optimized using a cross-validation method with the function xvalDapc, using varying
numbers of PCs. To explore how the genetic variation was partitioned among sampling
localities, we ran the function dapc using the sampling localities as a prior. The number

of Principal Components (PCs) retained for DAPC analyses was calculated using a
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cross-validation method implemented in xvalDapc function of the ADEGENET

package.

Gene flow

The gene flow (migration rates) was indirectly estimated from the Fst and @st
values among localities and is represented by the actual number of migrants per
generation (Nm) where Fst and @&st are converted into Nm using the formula
(1+4Nm)—1 (Slatkin, 1985). We performed analyses for microsatellite and mtDNA
(AMOVA, Fst, &@st, and Nm) in the program ARLEQUIN 3.5 (Excoffier & Lischer,
2010) with 10,000 permutations. Additionally, Population Migration (2NM) for
microsatellite and mtDNA were also measured by using the isolation-with-migration
framework implemented in the program IMa2 (coalescent estimates) (Hey, 2010). We
determined the direction of migration rates between two sub-basin samples. We ran 50
chains with dynamic heating and collected 100.000 chains from 10.000,000 generated
topologies. Topologies were collected after an initial burn-in period of 2.000,000

topologies when the parameter estimates stabilized.

Results
Genetic diversity microsatellites and COI

The MICRO-CHECKER analyses indicated the occurrence of null alleles in
locus Ppu5 of animals from the Guajard-Mirim locality. The multi-locus analysis
including 99 individuals (10 loci) from the five sampling localities revealed 104 alleles.
The matrix of genotypes is available at Supplementary Table S2 and

https://github.com/legallab/publications. The average observed number of alleles

observed heterozygosities (Ho), and expected heterozygosities (He) per locality ranged
from 4.9 to 7.3, from 0.517 to 0.532, and from 0.548 to 0.596, respectively (Table 1).
All sampling localities yielded low inbreeding coefficients (Fis) that ranged from 0.064
to 0.124 (Table 1). Genetic diversity indices for all loci and locations are presented in
Supplementary Table S3. Deviations from HWE were observed after Benjamini-
Hochberg correction and FDR (P < 0.05), for P. punctifer from Carapanatuba Lake
(Ppul2) and Guajara-Mirim (Ppu2, Ppub) (Table S3). Only the locus Ppu5 presented
the probable presence of null alleles for Guajara-Mirim samples. The frequencies of the
alleles 206-218 (Ppul), 267-273 (Ppul2), and 237 (Ppul3) were up to 63% higher in
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individuals from Carapanatuba Lake, compared to individuals from other locations
(Table S4). Twenty-seven alleles were private and distributed throughout all the five
sampled localities (Supplementary Table S5). The individuals from Carapanatuba Lake
(lower Madeira sub-basin) showed the lowest number of private alleles (2). The
individuals Mamoré/Guaporé sub-basin (upstream of rapids) showed the highest
number of private alleles (15 alleles) (Supplementary Table S5). No linkage
disequilibrium was observed among the 225 pairwise comparisons of the 10 loci, after
Benjamini-Hochberg correction (adjusted P =0.00111) (FDR P < 0.05).

We obtained partial COI sequences of 536 bp for 82 individuals (GenBank
numbers Supplementary Table S1). Besides, 14 sequences were recovered from
GenBank (Ortiz, 2010) (Table S1). The COI sequences were analyzed from 96
individuals sampled at five localities encompassing both lower Madeira and
Mamoré/Guaporé sub-basins. There were no unexpected stop codons, insertions, or
deletions in the sequences. The highest diversity was found within the lower Madeira
sub-basin (downstream of rapids), with the largest nucleotide (= = 0.00188 £ 0.00051)
and haplotype (hd= 0.620 £ 0.099) diversity in the samples from Porto Velho (Table 1).
We observed 11 haplotypes with 11 variables and 5 parsimony informative sites. The
haplotype network topology is shown in Fig. 2. The most frequent haplotype (H1) was
shared by 46 individuals from the lower Madeira sub-basin and four individuals from
the Mamoré/Guaporé sub-basin at Guajara-Mirim. The second most frequent haplotype
(H3) was shared by 35 individuals from all sampling localities with higher frequencies
in individuals from the Mamoré/Guaporé sub-basin. Singleton haplotypes were
recorded for seven individuals from four sampling localities (H5, H6, and H7
Carapanatuba Lake; H8 and H9 Porto Velho; and H10 and H11 Cautéario River).

Genetic differentiation

The AMOVA from microsatellites data, revealed no significant genetic
differentiation (Fst = 0.003 P = 0.586) between sub-basins (Supplementary Table S6).
However, the AMOVA of COI revealed significant genetic differentiation (@st = 0.391;
P < 0.001) between the Ilower Madeira and Mamoré/Guapore sub-basins
(Supplementary Table S7). The Fsr estimated between pairs of sampled localities
ranged from -0.002 to 0.070 (Table 2) and the values were not significant (P < 0.05,
after BH correction and FDR). Pairwise comparisons of all @&st values showed
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significant genetic differentiation (P < 0.05) when they involved comparisons between
localities of the lower Madeira sub-basin and the Mamoré/Guapore sub-basin (Table 3).

The Mantel test for microsatellite data, did not support the isolation by distance
model (IBD) (r = 0.399, P = 0.159). However, the two-dimensional kernel density
estimation indicated a continuous cline of genetic differentiation among sampling
localities, with a high-intensity cloud (between 0 - 700 km) transitioning to a medium
intensity cloud (between 700 - 1100 km) (Fig. 3a). Mantel test for mtDNA, showed
significant association between genetic and geographic distance (km) with r = 0.905, P
= 0.008. The two-dimensional kernel density estimation indicated a continuous cline of
genetic differentiation among sampling localities with a high-intensity cloud (between 0
- 600 km) transitioning to a medium intensity cloud (between 600 - 1331 km) (Fig. 3b).

STRUCTURE analyses identified three genetic clusters for P. punctifer, that
were supported by the highest log-likelihood (K = 3; mean LnProb = — 2766.165000)
and delta K (8.714076) (Fig. 4). The STRUCTURE results suggest that the samples
from two localities of the Mamoré/Guaporé sub-basin (Guajard-Mirim and Cautério
River) belong to one genetic cluster (cluster 1), the membership proportion (Q) being
greater than 0.900 (Fig. 4a). The other genetic clusters detected (clusters 2 and 3)
belong to the lower Madeira sub-basin and revealed variable degrees of admixture.
Cluster 2 was best represented (Q = 0.693) by the samples of Carapanatuba Lake. The
membership proportion for Cluster 3 was higher in the samples from Manicoré (Q =
0.791) than the samples from Porto Velho (Q = 0.668). Also, some individuals from
Manicoré presented Q > 0.900 for cluster 3 (Fig. 4a).

The DAPC for localities presented the samples of Guajara-Mirim and Cautério
River (Mamoré/Guaporé sub-basin) with overlapping ellipses and separated from other
localities indicating genetic differentiation from the localities of lower Madeira sub-
basin (downstream the rapids) (Fig. 5). In this study, 20 PCs were retained with median
and confidence intervals for a random chance of 97.5 % (0.2801). The discriminant
analysis used 20 PCs and 4 discriminant functions to visualize the genetic variance
among the sampling localities (Fig. 5). The ellipse of Porto Velho showed the greatest
proximity to Guajara-Mirim and Cautario River. The ellipse of Manicoré overlapped
with Porto Velho. Only one cluster in the main channel of the Madeira River
(downstream of the rapids) was observed. The ellipse of Carapanatuba Lake overlapped

only partially with the Manicoré ellipse (Fig. 5).
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Connectivity

The number of migrants per generation (Nm) between pairs of localities based
on Slatkin (1985), ranged from infinite to 83.07 (values above in Table 2) based on
microsatellite data. The Population Migration (2NM) from upstream to downstream
rapids (2NOMO>1 = 4.032; P = 0.119) is higher when compared with downstream to
upstream rapids (2N1M1>0 = 1.969; P = 0.336), according to the effective number of
migrants estimated with IMa2 for microsatellites data (Fig. 6).

A low number of migrants (Nm) was observed when samples from upstream and
downstream of rapids were compared considering mtDNA data (values above in Table
3). Furthermore, a high rate of Population Migration (2NM) (2NOM0>1 = 33.054; P =
0.005) from Mamoré/Guaporé sub-basin to the lower Madeira sub-basin was observed,
while gene flow from downstream to upstream was not observed (2N1M1>0 = 0.000; P
=0.237) (Fig. 6).

DISCUSSION

Genetic diversity of Pseudoplatystoma punctifer

It is well known that Ho suffers from sampling effects, therefore we used He as
an estimate of genetic diversity (Frankham et al., 2010). The average He values for P.
punctifer for the microsatellite data were homogeneous across the sampling localities,
ranging from 0.548 to 0.596 (Table 1). Although these values are in agreement with
microsatellite data from DeWoody & Avise, (2000), who reported an average He = 0.54
for freshwater fish, Santos et al. (2018) showed that He reported for most Amazonian
fishes are more similar to those for marine fishes (He = 0.77). In our analysis, we
included the loci Ppu8 (with only 2 alleles for all the populations, and monomorphic for
the Cautéario River) and Ppull (2 alleles). When these loci are excluded from the
analyses, the mean He for P. punctifer is 0.700. This He is then similar to He of
Amazonian taxa reported by Santos et al. (2018) as well as Telles et al. (2014) (He
=0.708) for P. punctifer. The mean inbreeding coefficient (Fis = 0.091) for P. punctifer
indicated random mating within the localities (range 0.064 from 0.124, Table 1).
However, Telles et al., (2014) noted a high global value of Fis (0.254), with values
within local populations ranging from 0 to 0.600, indicating non-random mating. The
difference between our results of Fis concerning the results obtained by Telles et al.

(2014) may be due to the heterologous microsatellites used by them.
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Considering the mtDNA (COl) data, haplotype (Hd) and nucleotide (r) diversity
indices obtained for P. punctifer were highly heterogeneous among the sampled
localities. The average calculated from values in Table 1 were higher (Hd = 0.650, & =
0.0018) than those reported by Garcia-Davila et al. (2013) (Cluster-1 Hd = 0.182, n =
0.00030; Cluster-2 Hd = 0.432, = = 0.00080) in populations of P. punctifer sampled at
the Loreto region (Peru) of the Amazon basin. However, haplotype diversity (Hd)
estimated from COI gene in other species of Pseudoplatystoma are also low to
moderate; Hd = 0.371 in P. tigrinum (Valenciennes, 1840) and Hd = 0.511 in P.
reticulatum (Eigenmann & Eigenmann, 1889) and Hd = 0.555 in P. magdaleniatum
(Buitrago-Suarez & Burr, 2007) (Ortiz, 2010).

Genetic Differentiation and Gene Flow

How many genetic groups of P. punctifer are there? Based on the analysis of
microsatellites using STRUCTURE, and DAPC, we identified three genetic clusters.
Cluster 1 comprising Guajara-Mirim and Cautario (Mamoré/Guaporé sub-basin), cluster
2 comprising Carapanatuaba Lake, and cluster 3 comprising Manicoré and Porto Velho
(both from lower Madeira sub-basin) (Figs. 4 and 5). Most of the significant differences
were observed between sub-basins (Figs. 4 and 5), which was also evidenced by @sr,
AMOVA for COI (Table 3, Table S7), and in the haplotypes network (Fig. 2). However,
in the lower Madeira, the Manicoré, Porto Velho, and Carapanatuba Lake localities
show admixture, with Porto Velho showing admixture with upstream localities (Fig.4).
The lower genetic differentiation observed between Manicoré and Porto Velho (Fst = -
0.003) (Table 2) is also evidenced by the sharing of migrants, observed in the results of
DAPC (Fig. 5) and STRUCTURE (Fig. 4). The membership proportion for cluster 3
was higher in the samples of Manicoré (Q = 0.791) and Porto Velho (Q = 0.688), which
was also observed in Carapanatuba Lake (Q= 0.256) (Fig. 4). The possible migration
model to explain the membership proportion shared between Manicoré and Porto Velho
will be discussed later in the paper. All localities, however, are characterized by high
levels of gene flow between them (Table 2).

We did not observe genetic differentiation (Fst = 0.003; P = 0.586) between the
samples of P. punctifer from the Mamoré/Guaporé sub-basin and the lower Madeira
sub-basin based on microsatellites data (AMOVA Table S6). However, the genetic
differentiation was very high (@st = 0.391, P < 0.001) for COIl gene data (AMOVA
Table S7) (according to the scale of Wright, 1978). This discrepancy can be explained
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by (1) different mutation rates of nuclear DNA and mtDNA,; (2) differences in effective
population sizes of nuclear DNA (bi-parental inheritance of a diploid genome) and
mtDNA (uniparental inheritance of a haploid genome) loci, and thus strength of drift;
(3) the behavioral differences of movement and dispersal between males and females
with the possible existence of more sedentary females (Godinho et al., 2007).

Although there was no evidence of genetic differentiation (Fst; Table 2)
between samples collected in the Carapanatuba Lake and other localities, we observed
that the Lake is part of another cluster as seen in STRUCTURE and DAPC analyses
(Figs. 4 and 5). Top predator species of Pseudoplatystoma extensively use floodplain
lakes for foraging and growth; they can remain in the lakes during the dry season period
until the next flood pulse (Barthem & Goulding, 1997). The permanence of individuals
of P. punctifer in the Carapanatuba Lake during successive periods of drought and flood
pulse may explain the differences in the allelic frequencies observed in some loci, who
presented higher allelic frequencies in up to 63%, in comparison with individuals from
other locations (Table S4). Differences in allelic frequencies and private alleles
observed in each sub-basin (Table S5) too may explain the three clusters recovered by
STRUCTURE and DAPC (Figs. 4 and 5). Additionally, Carapanatuba is a black water
lake. Hydrochemical (different types of water, black, clear, and white) and ecological
gradients impose physiological constraints upon aquatic communities of the Amazon
(Junk et al., 1983; Saint-Paul et al., 2000; Petry et al., 2003). Hydrochemical differences
are known to contribute to the genetic differentiation of freshwater species in the
Amazonian aquatic environment (Beheregaray et al., 2015; Pires et al., 2018).
Hydrochemical differences, may, in part, explain genetic differentiation between
populations of P. punctifer from Mamoré/Guaporé and lower Madeira sub-basins,
especially the genetic differentiation observed among Carapanatuba Lake (CL) (that has
black water) for other localities (Fig. 4 and 5). However, this hypothesis needs to be
tested explicitly. The region covered by the Mamoré/Guaporé sub-basin (upstream of
rapids) is classified as a periodically flooded savanna with low amplitude flood pulses
(Junk et al., 2014). The Guaporé River also has clear water and flows into the Mamoré
River (Doria et al., 2018). The region of the lower Madeira sub-basin, downstream of
the rapids, is classified as a floodplain (varzeas) with white water. It is influenced by the
Amazon River with high amplitude flood pulses (Junk et al., 2014; Doria et al., 2018)

The variation of flood pulses is not uniformly distributed between the two sub-

basins (Junk et al., 2007). Therefore, we believe that the breeding season of P. punctifer
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is synchronized with the hydrological periodicity differences of the Mamoré/Guaporé
and lower Madeira sub-basins. The breeding seasons for P. punctifer vary between
rivers that are upstream of the rapids: between October and December in the upper
Madre de Dios (Cafias & Pine, 2011) and between February and March in the upper
Mamoré River (Mufioz & Van Damme, 1998). In both rivers, these months coincide
with high water levels (Deza et al., 2005). However, there is no information about the
breeding seasons for P. punctifer in the lower Madeira sub-basin. The existence of
different breeding periods for Brachyplatystoma rousseauxii (Castelnau, 1855) (Cafias
& Pine, 2011; Van Damme et al., 2011) was also proposed to explain the genetic
differentiation observed in different regions of Bolivian and Peruvian Amazon
(Carvajal-Vallejos et al., 2014).

The migration distance record for P. punctifer was 164 Km in the Xingu River in
the Amazon basin (Hahn et al., 2019). Where the median (minimum-maximum)
distances moved were 25 km (11-164 km) and 20 km (10-63 km) upstream and
downstream the rapids, respectively (Hahn et al., 2019). In this sense, the geographical
distance is also an important factor that can limit gene flow in P. punctifer. This was
confirmed in our study by the Mantel test which indicated a significant association
between genetic and geographic distance for mtDNA (r= 0.905, P= 0.01). Although the
Mantel test was not significant for nuDNA (P = 0.15) the correlation between
geographic and genetic distance was high (r = 0.399). The two-dimensional kernel
density estimation suggests continuous population genetic differentiation for nuDNA
and mtDNA data (Fig. 3). These clusters tend to dissolve into more clinal patterns of
genetic differentiation and can also be interpreted as a one-dimensional stepping stone
of population structure (Kimura & Weiss, 1964; Jombart et al., 2010). This pattern had
already been considered for P. punctifer (Telles et al., 2014); however, our analyses
showed how clusters (stepping stone of population structure) are distributed along the
sampling area (Fig. 5) (which was not clear in the previous study).

Connectivity

Migration rates are bi-directional but not symmetrical; we found that the
migration rate from Mamoré/Guaporé to lower Madeira was greater than in the opposite
direction (Fig. 6). Gene flow evaluated before the creation of hydroelectric dams can
also be observed in the membership proportion (Q) (Fig. 4). Cluster 1 was more

frequent upstream the rapids (Guajara-Mirim, Q= 0.912 and Cautario River Q= 0.939),
77



484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517

but also observed in the locations downstream the rapids, with greater frequency in
Porto Velho (Q=0.272) (Fig. 4). The rapids restricted but did not block gene flow for P.
punctifer. The higher migration rate from Mamoré/Guaporé sub-basin to the lower
Madeira sub-basin (Fig. 6) can be explained by the passive transport of larvae and
juvenile individuals to the outgrowth areas that are closer to the mouth of the Madeira
River. This model of passive transport had already been proposed for Colossoma
macropomum (Cuvier, 1818) (Reinert & Winter, 2002) and was confirmed by genetic
analyses (Farias et al., 2010; Santos et al., 2018). The lower gene flow from the lower
Madeira sub-basin (downstream of rapids) to the Mamoré/Guaporeé sub-basin (upstream
of rapids) can be explained by the rapids acting as barriers to the movement of P.
punctifer.

A biotelemetry study of Hahn et al. (2019) indicated that P. punctifer performed
bidirectional migration in the Xingu River rapids region with fishes crossing the rapids.
Downstream movement rates were higher than upstream rates. The slower upstream
movements were related to the presence of rapids in most of the study area, with higher
water velocities imposing a reduction in the upstream speed of fish movements and on
the other hand facilitating their downstream movements (Hahn et al., 2019). Although
the role of rapids in structuring the aquatic fauna of the Amazon basin is still poorly
known, studies have shown that they delimit species of pink river dolphins (Gravena et
al., 2014, 2015), lineages of crocodilians (Hrbek et al., 2008; Bittencourt et al., 2019),
populations of crocodilians (Muniz et al., 2018) and turtles (Santos et al., 2016; Oliveira
et al.,, 2019), and they also structure entire fish communities (Torrente-Vilara et al.,
2011). As observed in P. punctifer, waterfalls and rapids in the upper Madeira River
also restrict gene flow in other species of fish such as Colossoma macropomum (Farias
et al., 2010; Santos et al., 2018), and Brachyplatystoma platynemum (Boulenger, 1898)
(Ochoa et al., 2015).

Since their construction, the two dams on the Madeira effectively severed any
movement and all gene flow between the upstream and downstream populations. Any
inference of gene flow inferred from our data refers to the long-term historical
movement of alleles across the rapids which was possible before the closing of the
hydroelectric dams (Fig. 6), but which currently does not exist. Thus the results reported
in this study are important to evaluate the post-construction effects on genetic diversity

and connectivity of this species and other species as well.
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Impact of hydroelectric dams

The hydroelectric dams of Jirau and Santo Antonio on the Madeira River (where
the rapids were located) are likely to completely disrupt the gene flow between the
populations of P. punctifer from the two sub-basins and tend to further increase the
level of genetic differentiation. Among the various environmental costs of river
damming, one is emphasized here: the blocking of genetic connectivity of migratory
fish species and other freshwater vertebrates, which may contribute to local extinction
(Fearnside, 2001). This is of marked concern in the Amazon basin where there are
projects to construct at least 30 new large hydropower dams (Fearnside, 2014; Faria et
al., 2015). Current studies indicate that hydropower dams operate as a physical barrier
to the movement of adult fish to upstream spawning grounds (Anderson & Maldonado-
Ocampo, 2011). Since the dams act as ecological and behavioral barriers, they preclude
adult fish from returning upstream to their feeding areas. This can also affect the young
fish because they may not reach their nursery sites (Carolsfeld et al., 2004; Pelicice et
al., 2015). Moreover, they are exposed to predators due to the increased transparency of
reservoir waters (Agostinho et al., 2007). In summary, in addition to blocking gene flow
along river courses, the environmental changes caused by hydroelectric dams elevate
the risk of local extinction of some species and the proliferation of others (Carolsfeld et
al., 2004). The construction of a large dam on a river regardless of the size of the river
most certainly will impact both terrestrial (nearby) and aquatic (long-range) biota as a
consequence of changes in the flood pulse, loss of habitats, change in the hydrochemical
parameters of water (Vannote et al., 1980; Junk et al., 1989), and the blockage of the
migration routes (Barthem & Goulding, 1997; McAllister et al., 2001).

Our analysis has revealed that several factors may be contributing to the genetic
differentiation observed along the sub-basins of lower Madeira and Mamoré/Guaporé.
Among these factors, we highlight isolation-by-distance (given that the species is
partially migratory), the restricted gene flow from downstream to upstream, and
hydrochemical and ecological heterogeneity throughout the study area. Additional
studies are needed to understand the pattern of genetic differentiation associated with
different types of water for P. punctifer in the Amazon basin. Considering the economic
and ecological importance of P. punctifer, we believe that the results of this study can
become an important contribution to appropriate conservation and management policies

for the species in sub-basins of Madeira and Mamoré/Guaporé.
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Tables

Table 1. Genetic diversity estimates of Pseudoplatystoma punctifer sampled from five
localities for two sub-basins, screened for 10 microsatellite loci (nuDNA) and COI
sequences (MtDNA).

Parameter of variation

Lower Madeira sub-basin

Mamoré/Guaporé sub-basin

Manicoré Carapanatuba Porto Velho Guajara-Mirim Cautario River
nuDNA
N 30 17 20 23 9
A 7.2 6.000 6.500 7.300 4.900
Ho 0.519 0.517 0.532 0.520 0.522
He 0.564 0.548 0.596 0.591 0.567
Fis 0.066 0.124 0.108 0.094 0.064
mtDNA
N 30 17 19 21 9
H 4 5 5 2 3
S 5 4 5 1 2
Hd 0.356 + 0.106 0.574 +0.127 0.620 + 0.099 0.324 £0.108 0.417 £0.191
T 0.0012 +£0.0004  0.0012 +0.0003  0.0018 +0.0005 | 0.0006 +0.0002  0.0008 + 0.0004

N Number of samples, A number of alleles; Ho observed heterozygosity; He expected heterozygosity; Fis
inbreeding coefficient, H number of haplotypes, S number of variable sites, Hd haplotype diversity, =

nucleotide

diversity;

NUDNA

microsatellite

and

mtDNA

COl

gene.

88



Table 2 Pairwise comparison of Nm (above) and Fst (below) values of
Pseudoplatystoma punctifer sampled from five localities. Estimates based on 10
microsatellite loci.

Localities Manicoré Carapanatuba Porto Gue_ljgré— Cagtério
Lake Velho Mirim River
Manicoré - inf inf 38.09 6.59
Carapanatuba -0.002 - inf inf 15.84
Porto Velho -0.003 -0.004 - 83.07 7.29
Guajara-Mirim  0.012 -0.005 0.005 - 7.17
Cautario River ~ 0.070 0.030 0.064 0.065 -

There were no observed significant values of Fsr after BH procedure for correction of P values and FDR
(P < 0.05); inf: infinite. Localities of the lower Madeira sub-basin (downstream of rapids) are Manicoré,
Carapanatuba Lake, and Porto Velho. Localities of Mamoré/Guaporé sub-basin (upstream of rapids)
Guajara-Mirim and Cautario River.

Table 3 Pairwise comparison of Nm (above) and @s (below) values of
Pseudoplatystoma punctifer sampled from five localities. Estimates based on 536 pb of
the mtDNA (COl).

Carapanatuba Porto Guajard-  Cautério

Localities Manicore lake Velho Mirim River
Manicoré - inf 12.25 0.60 0.43
Carapanatuba -0.007 - 21.54 0.61 0.44
Porto Velho 0.039 0.022 - 1.78 1.11
Guajard-Mirim 0.453 0.449 0.219 - 5.50
Cautério River 0.538 0.529 0.310 0.083 -

Significant values of @, after BH procedure for correction of P values and FDR (P < 0.05) in bold; inf:
infinite. Localities of the lower Madeira sub-basin (downstream of rapids) Manicoré, Carapanatuba lake,
and Porto Velho. Localities of Mamoré/Guaporé sub-basin (upstream of rapids) Guajard-Mirim and
Cautério River.
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Figure Captions

Fig. 1 Sampling localities of the Pseudoplatystoma punctifer used in this study.
Sampling localities from the lower Madeira sub-basin, represented in blue (downstream
of rapids) - MC, Manicoré; CL, Carapanatuba lake; and PV, Porto Velho. Sampling
sites upstream of rapids: GM, Guajara-Mirim on the Mamoré River and CR, Cautario
River which is a tributary of Guaporé River. The upper two dashed bars represent the
Teotonio and Jirau waterfalls which were submerged by the Santo Anténio and Jirau
hydroelectric dams indicated by yellow bars. The other dashed bar represents the
Guajara-Mirim rapid, delimiting the Mamoré/Guaporé sub-basin represented in green.

Fig. 2 Maximum-likelihood haplotype network of the 11 haplotypes observed in 96
individuals of Pseudoplatystoma punctifer. The size of each haplotype is proportional to
the number of individuals possessing that haplotype. Colors/shades denote the
geographic distribution of these haplotypes.

Fig. 3 Isolation by distance (IBD) scatter plots showing the results of the Mantel test
between the matrix of genetic distances and the matrix of geographic distances of 99
specimens of Pseudoplatystoma punctifer sampled between (2005-2009). Local density
of points plotted using two-dimensional kernel density estimation. A line representing
correlation (r) is shown; colors represent the relative density of points: blue low density,
yellow medium density, red high density. a For nuDNA (microsatellite) data (r= 0.536,
P=10.08); b For mtDNA (COl) data (r= 0.905, P=0.01).

Fig. 4 Bayesian inference of population structuring inferred in STRUCTURE. The
Highest posterior probability and delta K is associated with three genetic clusters of
Pseudoplatystoma punctifer in lower Madeira and Mamoré/Guaporé sub-basins. a Bar
plot, each individual is represented by a vertical line. Each color indicates a genetic
cluster based on genotypic similarities, the proportion of membership (Q) are shown
above the below sampling localities; b Mean posterior probabilities of 20 runs for each
K (K = 3; mean LnProb = —2766.165000) and ¢ Delta K statistic.

Fig. 5 Discriminant analysis of principal components (DAPC) scatterplot for the five
sampling localities of Pseudoplatystoma punctifer. MC, Manicoré; CL, Carapanatuba
lake; and PV, Porto Velho (lower Madeira sub-basin); GM, Guajara-Mirim and CR,
Cautario River (Mamoré/Guaporé sub-basin). The optimal number of principal
components (PCs = 20) was retained as determined by DAPC cross-validation and 4
discriminant functions. PCA and DA eigenvalues of the analysis are displayed in insets.
The graphs represent the individuals as dots and the groups as inertia ellipses. The
colors correspond to the three clusters identified by STRUCTURE analysis (green;
orange and blue).

Fig. 6 Schematic representation of the Population Migration (2NM) estimated in the
program IMa2 using microsatellite (nuDNA) and mitochondrial (COI) (mtDNA)
markers, arrows indicate the direction of gene flow and colours represent sub-basins as
indicated in Figure 1.
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Electronic Supplementary Material

Table S1. Sampling information of Pseudoplatystoma. punctifer of the five study
locations. Sample number from the Collection of Genetic Resources of the National
Institute of Amazonian Research (INPA) and the Collection of Animal Genetics Tissue
of the Federal University of Amazonas (CTGA/UFAM) Manaus, Brazil.

L Sample Year of  GenBank accession
Code Sampling site ;
number sampling number

MC1 Manicoré P 9706 2008 MN909863
MC2 Manicoré P 9708 2008 MN909864
MC3 Manicoré P 9709 2008 MN909865
MC4 Manicoré P 9710 2008 MN909866
MC5 Manicoré P 9711 2008 MN909867
MC6 Manicoré P 9712 2008 MN909868
MC7 Manicoré P 9713 2008 MN909869
MC8 Manicoré P 9714 2008 MN909870
MC9 Manicoré P 9715 2008 MN909871
MC10 Manicoré P 9716 2008 MN909872
*MC11 Manicoré P 9717 2008 GU570718
MC12 Manicoré P 9718 2008 MN909873
MC13 Manicoré P 9719 2008 MN909874
MC14 Manicoré P 9721 2008 MN909875
MC15 Manicoré P 9722 2008 MN909876
MC16 Manicoré P 9723 2008 MN909877
MC17 Manicoré P 9724 2008 MN909878
MC18 Manicoré P 9725 2008 MN909879
MC19 Manicoré P 9692 2008 MN909880
MC20 Manicoré P 9693 2008 MN909881
McC21 Manicoré P 9694 2008 MN909882
MC22 Manicoré P 9697 2008 MN909883
MC23 Manicoré P 9703 2008 MN909884
MC24 Manicoré P 9695 2008 MN909885
MC25 Manicoré P 9698 2008 MN909886
MC26 Manicoré P 9699 2008 MN909887
MC27 Manicoré P 9700 2008 MN909888
MC28 Manicoré P 9701 2008 MN909889
*MC29 Manicoré P 9704 2008 GU570720
*MC30 Manicoré P 9705 2008 GU570719
CL1 Carapanatuba Lake P 33110 2009 MN909890
CL2 Carapanatuba Lake P 33111 2009 MN909891
CL3 Carapanatuba Lake P 33112 2009 MN909892
CL4 Carapanatuba Lake P 33113 2009 MN909893
CL5 Carapanatuba Lake P 33114 2009 MN909894
CL6 Carapanatuba Lake P 33115 2009 MN909895
CL7 Carapanatuba Lake P 33116 2009 MN909896
CL8 Carapanatuba Lake P 33117 2009 Not sequenced
CL9 Carapanatuba Lake P 33118 2009 MN909897
CL10 Carapanatuba Lake P 33119 2009 MN909898
CL11 Carapanatuba Lake P 33120 2009 MN909899
CL12 Carapanatuba Lake P 33121 2009 MN909900
CL13 Carapanatuba Lake P 33122 2009 MN909901
CL14 Carapanatuba Lake P 33123 2009 MN909902
CL15 Carapanatuba Lake P 33124 2009 MN909903
CL16 Carapanatuba Lake P 33125 2009 MN909904
CL17 Carapanatuba Lake P 33126 2009 MN909905
CL18 Carapanatuba Lake P 33127 2009 MN909906
PV1 Porto Velho P 7551 2007 MN909907
PV2 Porto Velho P 7552 2007 MN909908
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PV3 Porto Velho P 7554 2007 MN909909

PV4 Porto Velho P 7557 2007 MN909910
PV5 Porto Velho P 7558 2007 MN909911
PV6 Porto Velho P 7562 2007 MN909912
PV7 Porto Velho P 7608 2007 MN909913
PV8 Porto Velho P 7609 2007 MN909914
PV9 Porto Velho P 7610 2007 MN909915
PV10 Porto Velho P 7611 2007 MN909916
PV11 Porto Velho P 14708 2009 MN909917
PV12 Porto Velho P 14709 2009 MN909918
*PV13 Porto Velho P 5039 2006 GU570722
*PV14 Porto Velho P 5040 2006 GU570723
PV15 Porto Velho P 9256 2008 Not sequenced
PV16 Porto Velho P 9257 2008 MN909919
*PV17 Porto Velho P 9259 2008 GU570721
PV18 Porto Velho P 9260 2008 MN909920
*PV19 Porto Velho P 9261 2008 GU570725
*PV20 Porto Velho P 9262 2008 GU570724
GM1 Guajara Mirim P 5048 2006 MN909921
*GM2 Guajara Mirim P 5049 2006 GU570717
GM3 Guajara Mirim P 5050 2006 MN909922
*GM4 Guajara Mirim P 8824 2008 GU570712
*GM5 Guajard Mirim P 8837 2008 GU570713
*GM6 Guajard Mirim P 8847 2008 GU570714
*GM7 Guajara Mirim P 9160 2008 GU570715
*GM8 Guajard Mirim P 9270 2008 GU570716
GM9 Guajara Mirim P 9283 2008 MN909923
GM10 Guajara Mirim P 14703 2009 MN909924
GM11 Guajara Mirim P 33128 2009 MN909925
GM12 Guajara Mirim P 33129 2009 MN909926
GM13 Guajara Mirim P 33130 2009 MN909927
GM14 Guajara Mirim P 33131 2009 MN909928
GM15 Guajara Mirim P 33132 2009 MN909929
GM16 Guajard Mirim P 33133 2009 MN909930
GM17 Guajara Mirim P 33134 2009 MN909931
GM18 Guajard Mirim P 33135 2009 MN909932
GM19 Guajard Mirim P 33136 2009 MN909933
GM20 Guajard Mirim P 33137 2009 Not sequenced
GM21 Guajara Mirim P 33138 2009 MN909934
GM23 Guajara Mirim P 33139 2009 MN909935
CR1 Cautario River P 2355 2005 MN909936
CR2 Cautario River P 2356 2005 MN909937
CR3 Cautario River P 2357 2005 MN909938
CR4 Cautario River P 2358 2005 MN909939
CR5 Cautario River P 2359 2005 MN909940
CR6 Cautério River P 2360 2005 MN909941
CR7 Cautério River P 2361 2005 MN909942
CR8 Cautério River P 14706 2009 MN909943
CR9 Cautério River P 33140 2009 MN909944

* Sequences were recovered from GenBank (Ortiz, 2010).

Table S2. Matrix of genotypes from 10 microsatellite loci of Pseudoplatystoma
punctifer sampled in the five study localities.

Genotypes will be available after final acceptance.
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Table S3. Genetic diversity indices across the 10 microsatellite loci used for the
analysis of Pseudoplatystoma punctifer from 5 localities studied, which were also

grouped

in

lower

Madeira sub-basin (downstream of

rapids) (N=67) and

Mamoré/Guaporé sub-basin (upstream of rapids) (N= 32). Number of individuals (N).
Manicoré, MC, N=30; Carapanatuba lake, CL, N=17; Porto Velho, PV, N=20; Guajara-
Mirim, GM, N=23 and Cautério River, CR, N=9.

Loci and Sub-basins Localities
parameter [ Lower  Mamoré/ Lower Madeira Mamoré/Guaporé
Madeira  Guaporé MC CL PV GM CR
Ppul
A 16 12 10 8 11 11 6
Ar 11.735 11.738 6.976 6.495 6.698 6.739 6.000
Ho 0.800 0.625 0.800 0.866 0.750 0.652 0.555
He 0.813 0.769 0.787 0.782 0.731 0.738 0.741
Fis 0.017 0.190 -0.016 -0.108 -0.026 0.117 0.250
HWE 0.552 0.302 0.593 0.040 0.107
R - - - - -
Ppu?2
A 13 10 12 9 11 9 8
Ar 12.048 10.000 8.123 7.637 8.437 7.557 8.000
Ho 0.848 0.733 0.833 0.938 0.800 0.714 0.777
He 0.887 0.855 0.864 0.838 0.856 0.849 0.772
Fis 0.044 0.145 0.036 -0.119 0.066 0.159 -0.008
HWE 0.778 0.541 0.342 0.004 0.324
R - - - - -
Ppu4
A 19 20 17 14 14 19 9
Ar 16.714 19.804 11.130 10.044 10.340 11.996 9.000
Ho 0.863 0.870 0.933 0.765 0.842 0.954 0.666
He 0.923 0.937 0.919 0.884 0.899 0.926 0.790
Fis 0.066 0.072 -0.015 0.135 0.063 -0.031 0.156
HWE 0.599 0.021 0.350 0.181 0.055
R - - - - -
Ppu5
A 9 8 6 4 5 7 4
Ar 6.324 7.926 3.613 2.845 3.667 5.167 4.000
Ho 0.353 0.406 0.310 0.235 0.526 0.434 0.333
He 0.402 0.671 0.334 0.216 0.561 0.644 0.636
Fis 0.121 0.399 0.071 -0.088 0.062 0.325 0.476
HWE 0.369 1.000 0.142 0.001 0.011
R - - - 0.127 -
Ppu7
A 5 5 5 5 5 5 4
Ar 4,913 5.000 3.591 4.306 4.328 4.709 4.000
Ho 0.569 0.741 0.551 0.563 0.600 0.681 0.888
He 0.649 0.717 0.636 0.639 0.645 0.715 0.673
Fis 0.125 -0.034 0.132 0.119 0.070 0.046 -0.321
HWE 0.412 0.529 0.510 0.294 0.606
R - - - - -
Ppu8
A 2 2 2 2 2 2 1
Ar 1.986 2.000 1514 1.786 1.844 1.679 Mono
Ho 0.074 0.066 0.066 0.000 0.150 0.095 -
He 0.099 0.065 0.064 0.111 0.139 0.091 -
Fis 0.253 -0.018 -0.034 1.000 -0.081 -0.050 -
HWE 1.000 0.030 1.000 1.000 -
R - - - - -
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Table S3. Continuance.

Loci and Sub-basins Localities
Parameter Lower Mamoré/ Lower Madeira Mamoré/Guaporé
Madeira Guaporé MC CL PV GM CR
Ppull
A 4 3 3 3 4 3 2
Ar 3.424 2.937 2.195 2.448 2.900 2.175 2.000
Ho 0.261 0.156 0.233 0.200 0.350 0.173 0.111
He 0.303 0.148 0.209 0.184 0.468 0.162 0.105
Fis 0.138 -0.054 -0.114 -0.084 0.251 -0.076 -0.059
HWE 1.000 1.000 0.460 1.000 1.000
R - - - - -
Ppul2
A 6 6 6 5 3 5 4
Ar 5.556 5.935 4431 4.200 2.842 3.474 4.000
Ho 0.476 0.516 0.500 0.667 0.300 0.454 0.666
He 0.656 0.548 0.664 0.698 0.454 0.500 0.611
Fis 0.275 0.061 0.247 0.045 0.339 0.091 -0.091
HWE 0.166 0.001 0.062 0.050 0.842
R - - - - -
Ppul3
A 8 4 6 6 6 4 3
Ar 6.657 4.000 5.083 4.858 5.045 3.782 3.000
Ho 0.546 0.531 0.607 0.438 0.550 0.521 0.555
He 0.769 0.671 0.703 0.570 0.684 0.681 0.593
Fis 0.291 0.211 0.137 0.233 0.196 0.234 0.062
HWE 0.035 0.332 0.153 0.055 0.631
R - - - - -
Ppuls
A 6 13 5 4 4 8 8
Ar 5.112 12.500 3.761 3.489 3.406 4,981 8.000
Ho 0.421 0.562 0.357 0.500 0.450 0.521 0.666
He 0.519 0.671 0.459 0.559 0.521 0.600 0.747
Fis 0.189 0.165 0.221 0.105 0.137 0.131 0.107
HWE 0.180 0.125 0.220 0.231 0.123
R - - - - -

Table S4. Loci that presented the higher differences of allelic frequency for individuals
from Carapanatuba Lake in relation to other localities.

ol il [ CPpRIUE oo Gt Cord
Ppul 206 5% 23% 3% 4% 0%
218 8% 33% 5% 2% 0%
Ppul2 267 3% 23% 0% 0% 6%
273 13% 34% 8% 2% 0%
Ppul3 237 14% 63% 5% 0% 0%
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Table S5. Private alleles count across the 10 microsatellite loci of Pseudoplatystoma punctifer per sub-basin and sampled locality.

SUB-BASINS LOWER MADEIRA MAMORE/GUAPORE Total private
Localities and Manicoré Carapanatuba Porto Velho Guajara-Mirim Cautério alleles per locus
Genotyped loci
194 (0.025)
Ppul 238 (0.067) 204 (0.033) 228 (0.025) 226 (0.043) - 6
240 (0.025)
Ppu?2 258 (0.033) - 286 (0.025) - - 2
Ppu4 - - - 318 (0.045) 320 (0.056) 2
Ppu5 230 (0.052) - - 250 (0.022) 3
232 (0.017)

Ppu7 — - - - — 0
Ppu8 — - - - — 0
Ppull - - - 330 (0.022) - 1
Ppul2 - - - 257 (0.045) - 1
Ppul3 - 233 (0.031) 235(0.025) - - 2
Ppuld 302 (0.036) - - 340 (0.022) 314 (0.056)

344 (0.022) 316 (0.056)

348 (0.022) 324 (0.056) 10

352 (0.022) 366 (0.167)

372 (0.056)
Total prl_vate alleles 5 5 5 9 6
per locality
Total private alleles 27
12 15

per sub-basin

Allele number in base pair and relative frequency (in parentheses) are listed for each locus analyzed.
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Table S6 Analysis of molecular variance (AMOVA) of 10 microsatellites loci for
Pseudoplatystoma punctifer.

Microsatellites
Source of variation Variation (%) Fixation Indices P

Among Sub-basins 0.31 Fst 0.003 0.586

Among individuals
within Sub-basins

Within individuals 86.73 Fir 0.132 0.005

12.97 Fis 0.130 0.010

Significant values, after BH procedure for correction of P values and FDR (P < 0.05) in bold

Table S7 Analysis of molecular variance (AMOVA) of COIl sequences for
Pseudoplatystoma punctifer.

col
Source of variation  Variation (%)  Fixation Indices P
Among sub-basins  39.12 @st 0.391 <0.001

Within sub-basins 60.88

Significant values, after BH procedure for correction of P values and FDR (P < 0.05) in bold
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