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RESUMO

Estudos sobre os niveis e distribuicdo da variacdo genética em populacdes sao
importantes ferramentas que podem auxiliar na tomada de medidas de
conservacao adequadas. Diversos trabalhos realizados com peixes migradores
de agua doce tém mostrado a existéncia de populacdes panmiticas, que €é
explicada pela falta de barreiras geograficas dentro de um mesmo sistema
hidrografico e pelos cruzamentos aleatérios, mantendo o fluxo génico entre as
populacdes. Ja as populacdes estruturadas podem ocorrer devido a fatores
como isolamento populacional ocasionado por barreiras geogréficas,
capacidade de dispersdo restrita dos individuos, por causa das ondas
reprodutivas e de mecanismos de homing. O Pseudoplatystoma fasciatum é
um peixe migrador da familia Pimelodidae que ocorre no sistema hidrografico
do Pindaré-Mearim, Maranhao, que na época chuvosa migra ao longo dos rios
para a reproducdo. Conhecido popularmente como surubim, essa espécie
possui alto valor comercial e ecoldgico. Entretanto, apesar de sua importancia,
nao ha estimativas dos niveis e da distribuicdo temporal/espacial da variacao
genética nas populacdes do sistema Pindaré-Mearim. Assim, nds objetivamos
avaliar os niveis e a distribuicdo da variacdo genética em estoques pesqueiros
de Pseudoplatystoma fasciatum na bacia do Pindaré-Mearim. Utilizamos dez
loci de microssatélites para inferir sobre a variabilidade genética, os indices de
fixacdo (Fst) e AMOVA para calcular as diferencas genéticas entre e dentro
das populacBes e a andlise de atribuicdo bayesiana para verificar quantos
grupos genéticos existem. Os resultados evidenciaram baixa diversidade
genética, gargalo populacional recente, pequeno tamanho efetivo populacional
e populacdes estruturadas espacial e temporalmente. Dessa forma, medidas
de conservacdo devem ser tomadas de forma isolada para cada populacéo
diferenciada geneticamente, de modo a manter a singularidade evolutiva
desses grupos. Além disso, o0 manejo correto da variacdo genética é importante
para futuros programas de repovoamento da espécie em locais onde ela ja
estiver extinta e melhoramento genético, pois essa espécie possui alto valor

comercial e potencial para a piscicultura.

Palavras-chave: Conservacdo; peixes migradores; variacdo genética,

Microssatélites.



ABSTRACT

Studies on the levels and distribution of genetic variation in populations are
important tools that can help in taking appropriate conservation measures.
Several studies with freshwater migratory fish have shown the existence of
panmict populations, which is explained by the lack of geographic barriers
within a same hydrographic system and by the random mating, maintaining the
gene flow between the populations. On the other hand, structured populations
may occur due to factors such as population isolation caused by geographic
barriers, restricted dispersal capacity of individuals, due to reproductive waves
and homing mechanisms. Pseudoplatystoma fasciatum is a migratory fish of the
Pimelodidae family that occurs in the Pindaré-Mearim hydrographic system,
Maranh&o, which in the rainy season migrates along the rivers for reproduction.
Popularly known as surubim, this species has high commercial and ecological
value. However, despite their importance, there are no estimates of the levels
and temporal/spatial distribution of genetic variation in the Pindaré-Mearim
system. Thus, we aimed to evaluate the levels and distribution of genetic
variation in fish stocks of Pseudoplatystoma fasciatum in the Pindaré-Mearim
basin. We used ten microsatellite loci to infer genetic variability, fixation indices
(Fst) and AMOVA to calculate genetic differences between and within
populations and Bayesian assignment analysis to verify how many genetic
groups exist. The results showed low genetic diversity, recent population
bottleneck, small effective population size, and populations spatially and
temporally structured. Thus, conservation measures should be taken in isolation
for each genetically differentiated population, in order to maintain the
evolutionary singularity of these groups. In addition, the correct management of
genetic variation is important for future programs to repopulate the species in
places where it is already extinct and for genetic improvement, since this
species has high commercial value and potential for fish farming.

Keywords: Conservation; migratory fish; genetic variation; Microsatellites.
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1.1 Apresentacéo Geral

Pseudoplatystoma fasciatum é um peixe migrador da familia Pimelodidae que ocorre
no sistema hidrografico do Pindaré-Mearim, no estado do Maranhé&o, e que na época chuvosa
migra ao longo dos rios para a reproducdo (BARTHEM e GOULDING, 1997; LUNDBERG e
LITTMANN, 2003). Conhecido popularmente como surubim, essa espécie € um dos peixes
de agua doce de maior valor comercial do Brasil, e exerce papel ecolégico importante como
predador de topo de cadeia (REID, 1983; BURGESS, 1989; CREPALDI et al., 2006). Apesar
de sua notavel importancia econdmica e ecoldgica, ndo ha estimativas dos niveis e da
distribuicdo temporal/espacial da variacdo genética nas populacdes do Sistema Hidrografico
Pindaré-Mearim, uma das bacias hidrograficas mais importantes do Maranhdo e que vem

sofrendo fortes pressdes antropicas.

Para espécies de peixes migradores, como o Pseudoplatystoma fasciatum, a
distribuicdo da variacdo genética dentro e entre as populagdes pode apresentar-se de duas
formas: populacdes panmiticas (sem diferenciacdo genética) ou populagdes estruturadas
(geneticamente diferenciadas) (JORGENSEN et al., 2005; PIORSKI et al., 2008). A
existéncia de populacbes panmiticas é explicada principalmente pela falta de barreiras
geogréficas dentro de um mesmo sistema hidrogréfico e pelos cruzamentos aleatorios. Esses
fatores sdo responsaveis pela manutencdo do fluxo génico entre as populacbes. Ja as
populagdes estruturadas podem ocorrer devido a fatores como isolamento populacional
ocasionado por barreiras geogréficas, capacidade de dispersdo restrita dos individuos, ou
porque apesar de ocuparem os rios de forma homogénea na maior parte do tempo, essas
populacbes podem migrar para se reproduzir em épocas distintas dentro do periodo
reprodutivo (fenbmeno conhecido como ondas reprodutivas), ou que alguns individuos podem
voltar para desovar nos mesmos locaisem que nasceram (mecanismos de homing)
(JORGENSEN et al., 2005; PIORSKI et al., 2008; SANCHES et al., 2012).

Conhecer a estrutura genética das populacdes de peixes migradores é importante para
a determinacdo de estratégias adequadas de conservacao, pois medidas de manejo tomadas
com base na existéncia de uma unica populacdo panmitica podem atuar de forma negativa
sobre a variacdo genética se, de fato, existirem diversas populagdes estruturadas
geneticamente e/ou que migram para reproduzir em épocas diferentes dentro do periodo
reprodutivo (LAIKRE et al., 2005; COLLINS et al., 2013). Essas estratégias de conservacéo
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devem ser tomadas para a protecdo de espécies ameacgadas, como € 0 casodos peixes
migradores que estdo entre os mais vulnerdveis devido principalmente & pesca predatoria,
poluicdo, desmatamento, assoreamento, construcdo de hidroelétricas, introducdo de espécies
exoticas e politicas de manejo inadequadas (CAROLSFELD et al., 2003; AGOSTINHO et al.,
2005).

Dessa forma, objetivamos investigar os niveis de variagcdo genética e a existéncia de
populagdes geneticamente diferenciadas, espacialmente e/ou temporalmente, em P. fasciatum
em rios do sistema hidrografico Pindaré-Mearim. A resposta a essa pergunta é importante
para subsidiar planos de recuperacdo dos estoques desse recurso pesqueiro naqueles locais

onde ele ja se encontra super-explorado, bem como orientar as regras para 0 seu manejo.

1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.2.1 Migracao reprodutiva em peixes

A migracdo reprodutiva (piracema) é um comportamento comum em peixes de agua
doce de rios neotropicais (SATO & GODINHO, 2004). No periodo chuvoso, quando o nivel
da &gua aumenta, as temperaturas sdo mais elevadas e os dias sdo mais longos, 0s peixes
sobem o rio contra a correnteza até as cabeceiras para desovar (GODINHO & POMPEU,
2003; SATO & GODINHO, 2004). Durante o deslocamento dos peixes, ocorre a maturacao
sexual tornando-os aptos a reproducdo, e apos a fertilizacdo, os zigotos sdo dispersados pela
correnteza até os lagos e lagoas marginais, que oferecem habitat favoravel para os individuos
em desenvolvimento, com altas temperaturas, protecdo e alimento abundante
(CAROLSFELD et al., 2003; GODINHO & POMPEU, 2003). No final do periodo
reprodutivo, com a diminuicdo dos niveis da agua dos rios, 0s peixes adultos retornam ao
canal principal, onde durante o periodo de estiagem, compartilham esse ambiente como sitio
de alimentagdo. Nesse periodo, os juvenis encontram-se nos tributarios, onde se refugiam da
predacdo, pois 0s rios marginais apresentam menos predadores que 0s rios principais
(GODINHO & POMPEU, 2003). Com retorno do periodo chuvoso, ocorre a interligagdo dos
lagos e lagoas marginais pelas inundagdes, os juvenis migram para os sitios de refugio (rios

tributarios) e os individuos que se tornaram adultos iniciam a migracdo reprodutiva se
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deslocando ao canal principal, dando continuidade ao ciclo reprodutivo que ocorre
anualmente (GODINHO & POMPEU, 2003; SATO & GODINHO, 2004).

Alguns estudos de radio-telemetria com peixes migratérios demonstraram que
algumas espécies de peixes chegam a migrar milhares de quilémetros para reproduzirem-se.
Godynho e Kynard (2006) realizaram um estudo sobre um importante peixe comercial do Rio
Séao Francisco, Prochilodus argenteus, com o objetivo de identificar as migragdes, as areas de
desova e determinar a &rea de vida linear da espécie. Os autores observaram que essa especie
exibia estilo migratorio dualista, ou seja, com peixes residentes e outros migratorios. Além
disso, a area de vida total linear também foi dualista, com intervalos pequenos (26 km) e
grandes (53 a 127 km). Barthem et al. (2017) estudaram a migracdo de quatro espécies de
bagres amazonicos (Brachyplatystoma rousseauxii, B. platynemum, B. juruense e B.
vaillantii), constatando que B. rousseauxii percorre a maior distdncia de migracdo dentre
todas as espécies de peixes de agua doce do mundo, alcancando até 11.600 km durante todo o

seu ciclo de vida.

O Unico estudo sobre migracdo de uma espécie do género Pseudoplatystoma foi
realizado por Godinho et al. (2007), onde monitoraram por radio-telemetria os movimentos de
24 fémeas de P. corruscans do Rio Sdo Francisco. Os individuos marcados percorreram 274
km do trecho principal do Rio Sdo Francisco e dois afluentes, os rios das Velhas e Abaeté.
Além disso, esssa espécie exibiu um estilo de migracdo dualista com peixes ndo migratorios

(residentes) e migratdrios.

Alguns estudos também mostram a importancia de rios tributarios, lagos e lagoas
marginais para a manutencao de espécies migratdrias. Drummond (2005) mostrou como o rio
Abaeté, um tributario localizado no segmento inferior do Alto Rio S&o Francisco, funciona
como um atenuador dos efeitos da usina Hidrelétrica Trés Marias (localizada no rio principal,
Sdo Francisco), sendo o Unico rio na regido a manter as caracteristicas loticas originais e
apresentar riqueza de espécies, presenca de espécies endémicas e a reproducdo de peixes de
piracema. Ainda no Rio S&o Francisco, Melo et al. (2013) mostraram um alto fluxo génico,
com pequena diferenciagdo genética, entre amostras de lagoas marginais e o canal principal

do rio para Prochilodus argenteus e Prochilodus costatus.
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O uso intenso dos recursos pesqueiros tem gerado grande impacto sobre as
comunidades de peixes. Algumas a¢des de impacto antrépico destacam-se como a construgdo
de barragens, a sobrepesca, a poluicdo dos solos pelo mau uso na agricultura, a poluicdo dos
rios pelo descarte de esgoto sem tratamento prévio e a introducdo de espécies exoticas
(AGOSTINHO et al., 2005). As espécies de peixes que realizam migracao reprodutiva estdo
entre as espécies mais afetadas por esses impactos, principalmente por ter o trajeto da
migracdo interrompido (RIBEIRO FILHO, 2006).

1.2.2 Estruturacdo genético-populacional em peixes migradores

Segundo Templeton (2011), a genética de populagdes trata da origem, quantidade e
distribuicdo da variabilidade genética das popula¢cbes de organismos. Além disso, ainda trata
do destino dessa variabilidade no tempo e no espaco. A diversidade genética dentro e entre
populagdes serve como um parametro fundamental em estudos de biologia evolutiva e
conservacdo. Elevadas taxas de variacdo genética significam uma alta capacidade de
adaptacdo a mudancas dentro de um habitat especifico, ampliacdo da capacidade de
colonizacdo e distribuicdo, além de aumentar o potencial das populacBes em responder a
selecdo natural (KALINOWSKI, 2004). Ainda, estudos em genética de popula¢Bes podem
revelar dados como a origem de individuos, taxas de sucesso reprodutivo, divergéncias
genéticas, migracdo, tamanho populacional e eventos histdricos, tanto para populactes

naturais como para espécies cultivadas (SUNNUCKS, 2000).

Estrutura genética populacional é o padrdo de distribuicdo da variabilidade genética
dentro e entre as populacGes de uma determinada espécie, que pode se apresentar de trés
formas: com populagdes diferenciadas (com baixo fluxo génico e conservacgédo de populagdes
isoladas), com populacfes continuas (com fluxo génico moderado e padrdo de isolamento
genético por distancia) e populacdes sem diferenciacdo (homogeneidade genética entre todas
as areas de distribuicdo geogréafica) (LAIKRE et al., 2005). Dessa forma, quando se pensa em
estratégias de manejo deve-se considerar cada um destes casos, pois 0 manejo inadequado
pode levar a perda de alelos importantes para espécie e diminuicdo da variacdo genética, pois
cada populagéo pode representar uma parcela da variabilidade total (LAIKRE et al., 2005).

Indentificar a estrutura genética de uma populagdo é possivel por meio do uso de

marcadores moleculares. A utilizagdo dessas técnicas moleculares permite a quantificacdo dos
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valores de diversidade dentro e entre as populacGes de peixes. Para espécies de peixes
migradores, como o0 Pseudoplatystoma fasciatum, espera-se que essas populacbes se
apresentem de forma panmitica devido, principalmente, a fatores como cruzamentos
aleatdrios, falta de barreiras geograficas dentro de uma bacia geogréafica e o transporte passivo
dos ovos e larvas para locais a jusante da desova, fatores esses que favoreceriam o fluxo
génico e a homogeneidade genética das populacbes (GODINHO e KYNARD, 2006;
GODINHO et al.,, 2007). Dessa forma, a distribuicdo da variabilidade genética estd
diretamente ligada a quantidade de fluxo génico entre as populacdes, e esta depende da
aptiddo das espécies em dispersar e de caracteristicas especificas que favorecam sua biologia
reprodutiva (JORGENSEN et al., 2005, PIORSKI et al., 2008).

Alguns estudos sobre a estrutura genética das populacfes de diferentes espécies de
peixes migradores da América do Sul tém mostrado que essas populacdes se encontram
distribuidas como grandes e Unicas populacdes genéticas panmiticas (REVALDAVES et al.,
1997; BATISTA e ALVES-GOMES, 2006; HRBEK et al., 2007; SANTOS et al., 2007;
CARVALHO-COSTA et al., 2008; ALDEA-GUEVARA et al., 2013; COLLINS et al., 2013;
DANTAS et al., 2013; MELO et al., 2013; LOPERA-BARRERO et al., 2016; FAZZI-
GOMES et al., 2017; FERREIRA et al., 2017). Entretanto, outras pesquisas mostram que
algumas populacbes sdo geneticamente diferenciadas (WASKO e GALETTI, 2002;
MACHADO et al., 2005; MELON BARROSO et al., 2005; HATANAKA et al., 2006;
SANCHES e GALETTI, 2007; MORELLI et al., 2007; ABREU et al., 2009; ABREU, 2014;
CALCAGNOTTO e DESALLE, 2009; PEREIRA et al., 2009; SANCHES et al., 2012;
SANCHES E GALETTI, 2012; LIMA et al., 2013; BERDUGO e NARVAEZ-BARANDICA,
2014; CARVAJAL-VALLEJOS et al., 2014; BRAGA-SILVA e GALETTI, 2016; RIBOLLI
et al.,, 2017, PRADO et al., 2018). A existéncia de populagdes geneticamente estruturadas
ocorre porgue apesar de ocupar os rios de forma homogénea, diferentes populacdes podem
subir o rio para desovar em épocas distintas do periodo reprodutivo (ondas reprodutivas),
além de que alguns individuos podem voltar para desovar nos mesmos rios em que nasceram
(mecanismos de homing) (SANCHES et al., 2012; JORGENSEN et al., 2005). Essas

estratégias reprodutivas ajudam na manutencao das diferencas genéticas.

Ferreira et al. (2017), usando marcadores microssatélites e mitocondriais, observou

alta diversidade e uma grande populacdo panmitica para Prochilodus lineatus de seis
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localidades do Alto e Médio Parana. Da mesma forma, Lopera-Barrero et al. (2016) estudou
seis populacgdes naturais de P. lineatus dos rios Pardo, Mogi-Guagu e Tieté, que apresentaram
alta variabilidade genética intrapopulacional, com similaridade genética entre as populacdes,
possivelmente causada pelo programa de repovoamento realizado nesses rios que abrigam
hidrelétricas. Collins et al. (2013) pesquisaram populacdes de Prochilodus mariae, em quatro
rios da bacia do Orinoco, na Venezuela, utilizando marcadores microssatélites, e ndo
observaram estruturacdo genética. Braga-Silva e Galetti (2016) demonstraram a falta de
estruturacdo espacial para a espécie migradora Prochilodus costatus da bacia do rio S&o
Francisco, no entanto, foi detectada estruturagéo temporal dentro de uma estagéo reprodutiva.
Fazzi-Gomes et al. (2017) evidenciaram a auséncia de um padrdo de estruturacdo genética,
alta diversidade e elevado fluxo génico entre as populacdes naturais de Colossoma

macropomum (tambaqui) na regido da bacia amazonica.

Carvajal-Vallejos et al. (2014) identificaram diferenciacdo genética para a espécie
Brachyplatystoma rousseauxii do Alto Madeira e na Amazonia Ocidental, onde constataram,
por meio de marcadores microssatélites, a ocorréncia de trés grupos distintos nesse sistema
hidrografico, sugerindo que o comportamento migratorio e diferentes estratégias de vida,
incluindo o homing, sdo os responsaveis por essa distin¢ao entre as populagdes. Sanches et al.
(2012), em um estudo com duas espécies de peixes migradores do Rio Sdo Francisco,
coletadas no periodo ndo reprodutivo, encontraram estruturacdo espacial para a espécie
Brycon orthotaenia, entretanto para a espécie Prochilodus argenteus ndo encontraram um
padrdo de estruturacdo. Sanches e Galetti (2012) observaram comportamento de homing e
ondas reprodutivas para a espécie Brycon hilarii, na bacia do Rio Paraguai, ocasionando
estruturacdo genética. Abreu (2014) também mostrou estruturacdo genética populacional
espacial para a espécie Brycon falcatus, das bacias dos rios Amazonas e Tocantins, por meio
de marcadores microssatélites. Ribolli et al. (2017) observaram estruturacdo genética
temporal (inicio, meio e fim do periodo reprodutivo), para populacdes da espécie migradora
Salminus brasilienses (dourado) no alto e médio rio Uruguai. Berdugo e Narvaez-Barandica
(2014) observaram estruturacdo genética para a espécie Prochilodus magdalenae, no rio
Magdalena (Coldmbia), utilizando marcadores microssatélites, sugerindo que as ondas
reprodutivas sdo responsaveis pela manutencdo de subunidades populacionais geneticamente

diferentes na area estudada.
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Dantas et al. (2013) fizeram uma andlise genética e compararam trés populacGes
naturais e uma reproduzida em cativeiro para um programa de repovoamento de
Pseudoplatystoma corruscans da bacia do Rio S&o Francisco, onde foi constatado baixa
diferenciacdo entre as trés populagdes naturais, contudo, observaram distingdo entre essas
populacdes e os reprodutores em cativeiro. Entretanto, outros estudos genéticos com o género
Pseudoplatystoma tém apontado para a existéncia de populacdes geneticamente diferenciadas
em varias bacias hidrograficas do Brasil. Por exemplo, Pereira et al. (2009) analisaram
amostras de P. corruscans da bacia do Rio da Prata, onde observaram diferencas geneticas
altamente significativas, rejeitando a hipétese de panmixia, demonstrando, pela primeira vez
para um bagre da América do Sul, evidéncia de possivel comportamento de homing. Abreu et
al. (2009) estudaram populacbes de Pseudoplatystoma reticulatum no alto rio Paraguali,
também usando microssatélites, revelando diferenciacdo genética entre os locais amostrados.
Para o Maranh&o, Lima et al. (2013) usou DNA mitocondrial para analisar amostras de P.

fasciatum no Rio Munim, onde nenhuma evidéncia de estruturacdo genética foi detectada.

Godinho e Kynard (2006) e Godinho et al. (2007) estudaram as espécies migradoras
Prochilodus argenteus e Pseudoplatystoma corruscans, na bacia do Rio Sdo Francisco, e
mostraram por meio de radio-telemetria que esses peixes apresentam um padrdo de
movimentacdo que aponta para a existéncia de diferentes populacGes dentro da bacia. Dessa
forma, a identificacdo de populacBes geneticamente estruturadas durante o periodo néo-
reprodutivo é inviavel, e, possivelmente, em alguns casos onde ndo foi detectada a
estruturacdo genética em populacdes de peixes migradores, isso seja devido a coleta de

amostras ter ocorrido no periodo nao-reprodutivo, quando as populagdes estdo misturadas.

Dessa forma, é imprescindivel cuidado em apontar a auséncia de diferenciacédo
genética em populacBes de peixes migradores apenas sustentando-se no fato de que a
ocorréncia de migracdo reprodutiva possa ocasionar a existéncia de populacfes panmiticas,
sobretudo se a amostragem para esses estudos ndo incluiu a época reprodutiva. Além disso, ha
0 sério risco de algumas medidas de manejo tomadas com base na existéncia de uma Unica
populacdo panmitica possam atuar de forma negativa sobre a variacdo genética se de fato
existirem diversas populacgdes estruturadas geneticamente que migram para se reproduzir em

épocas diferentes dentro do periodo reprodutivo.
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Assim, todas essas informagfes tém uma importancia muito grande quando se pensa
na conservacido desses peixes e de seus estoques, porque auxiliam na identificagédo de
populacdes geneticamente diferenciadas e na identificacdo das causas que podem levar a

reducdes populacionais e até mesmo a sua extingdo (FRANKHAM et al., 2010).
1.2.3 Marcadores Microssatélites

As analises moleculares constituem uma importante ferramenta que possibilitam a
avaliacdo da estrutura e dindmica de uma populacdo (OLIVEIRA et al., 2009). Entre as
técnicas moleculares mais utilizadas em estudos de genética de peixes podemos destacar 0s

marcadores microssatélites.

Os microssatélites, ou sequéncias simples repetidas em tandem (SSR), sdo sequéncias
curtas de 1 a 6 bases repetidas em série que estdo presentes por todo 0 genoma de organismos
procariotos e eucariotos, podendo ser encontrados em regides codificantes e ndo-codificantes,
sendo codominantes e com padrdo de heranga mendeliana (CHAMBERS e MACAVOY,
2000; DE WOODY e AVISE, 2000, CHRISTIAKOV et al., 2006). O padrdo codominante
permite 0 reconhecimento dos individuos heterozigotos em uma simples andlise
eletroforética, o que possibilita fazer inferéncias consistentes sobre niveis de variabilidade
genética, endogamia, fluxo génico e diferenciacdo genética entre populacdes (FRANKHAM
et al., 2010). Além disso, sdo marcadores altamente polimdérficos devido a variabilidade no
nimero de repeticBes e com elevada taxa de mutacdo (102 a 10 eventos por locus por
gameta por geracdo), o que permite estudar eventos mais recentes (ZANE et al., 2002). Essa
alta taxade mutacéo ocorre devido principalmente a trés fatores: o slippage (deslizamento) da
DNA polimerase (TAUTZ E SCHLOTTERER, 1994), falta de reparacdo (LEVINSON e
GUTMAN, 1987) e o crossing-over desigual (WOLFF et al., 1989).

A eficiéncia dos microssatélites em estudos de genética de peixes pode ser
demonstrada pela quantidade de literatura disponivel sobre o isolamento e caracterizacao
desse marcador molecular nesse grupo de organismos (RUEDA et al., 2011; SOUZA et al.,
2012; RODRIGUEZ e RODRIGUEZ et al.,, 2013; NAZIA e AZIZAH et al.,, 2014,
TAVARES et al., 2014; CARMO et al., 2015; LI et al., 2015; XIMENES et al., 2015).

Os marcadores microssatélites tém sido amplamente utilizados em estudos

relacionados a diversidade genética e estrutura de populac@es voltados para a conservacgao e
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manejo de espécies, estudos de padrdes de migracdo, caracterizagdo de estoques cultivados,
introgressdo genética, caracterizacdo de sistemas reprodutivos, efeitos de fragmentagdo de
ambientes, etc. (MELON BARROSO et al., 2005; HATANAKA et al., 2006; HRBEK et al.,
2007; CARVALHO-COSTA et al.,, 2008; ABREU et al.,, 2009; CALCAGNOTTO e
DESALLE, 2009; MATSUMOTO e HILSDORF, 2009; PEREIRA, 2009; HAUSDORF et
al., 2011; PETERSEN et al., 2012; SANCHES et al., 2012; BARROCA et al., 2012,
DANTAS et al., 2013; MELLO et al., 2013; CARVAJAL-VALLEJOS et al., 2014; TELLES
et al., 2014; LOPERA-BARRERO et al., 2016; VAINI et al., 2016; FAZZI-GOMES et al.,
2017; FERREIRA et al., 2017).

1.3 OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis e a distribuicdo da variacdo genética em estoques pesqueiros de
Pseudoplatystoma fasciatum no sistema hidrografico Pindaré-Mearim e a possivel influéncia

da pesca sobre essa variagao.
1.4  OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Caracterizar os niveis e o padrdo de distribuicdo espacial e temporal da variacdo
genética por meio de marcadores nucleares microssatélites.

v' Investigar se no periodo reprodutivo existem populacBes geneticamente
diferenciadas reproduzindo em épocas diferentes dentro da piracema.

v Estimar como a variagdo genética pode estar sendo afetada pela pressédo de pesca

a partir do polimorfismo dos microssatélites.
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Baixa variacdo genética associada a um bottleneck recente e estrutura genética espacial e
temporal para o surubim (Pseudoplatystoma fasciatum Linnaeus, 1766)

Low genetic variation associated to a recent bottleneck and spatial and temporal genetic
structure for the shovelnose catfish (Pseudoplatystoma fasciatum Linnaeus, 1766)
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Abstract

Understanding the levels and distribution of genetic variability in freshwater migratory fish provides
an excellent opportunity to examine microevolutionary issues that may affect its management for
fisheries and conservation purposes. Here we evaluated the level and spatial and temporal distribution
of genetic variation, using microsatellites, in Pseudoplatystoma fasciatum along the Pindaré-Mearim
Hydrographic System (PMHS) (Maranhdo, Northeast Brazil), including lacustrine, tributaries and
main channels. We found low genetic variation related to an event of recent population bottleneck, as
well as spatial and temporal genetic structure. The reduced migratory capacity of this catfish seems to
be involved in the spatial and temporal differentiation found, with one of the localities (Alto Alegre do
Pindaré, Pindaré river) being quite different from the others, although there are cases of localities (eg
Barra do Corda, Rio Mearim) distant hundreds of kilometers of other localities and that do not present
any genetic differentiation. The temporal genetic structure may also be related to reproductive waves
occurring in different locations at the same time and at different times of the reproductive period. The
predominance of genetic homogeneity for lacustrine systems reinforces its importance for the
maintenance of genetic variation and recruitment of the species in this basin. Correct management of
this genetic variation is important for future conservation programs, and also for genetic improvement

given the potential of the species for fish farming.

Keywords: Genetic diversity, Pindaré-Mearim Hydrographic Basin, Pimelodidae, Microsatellites,
reproductive waves.
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Introducéo

A capacidade migratoria dos peixes migradores durante a reproducdo oportuniza os
cruzamentos aleatdrios (igual probabilidade de cruzamento entre individuos) que, em geral,
resultam em grande fluxo génico e, consequentemente, na existéncia de uma Unica populacéo

do ponto de vista genético, um fendmeno chamado panmixia.

Entretanto, estudos tém mostrado estruturacdo genética populacional para diversas
espécies de peixes migradores como Brycon hilarii (Valenciennes 1850) (Sanches & Galetti
2012), Prochilodus magdalenae (Steindachner 1879) (Berdugo & Narvéez-Barandica 2014),
Brachyplatystoma rousseauxii (Castelnau 1855) (Carvajal-Vallejos et al. 2014), Prochilodus
costatus (Valenciennes 1850) (Braga-Silva & Galetti 2016), Salminus brasiliensis (Curvier
1816) (Ribolli et al. 2017), Pseudoplatystoma reticulatum (Eigenmann & Eigenmann 1889)
(Abreu et al. 2009; Prado et al. 2018) e Pseudoplatystoma corruscans (Spix and Agassiz
1829) (Pereira et al. 2009; Carvalho et al. 2012; Braga-Silva 2016; Prado et al. 2018),
Pseudoplatystoma punctifer (Casteunau 1855) (= P. fasciatum sensu Carvalho-Costa et al.

2011) (Machado 2013; Teles et al. 2014), entre outros.

Diferentes motivos sdo apontados para explicar esse padrao contra-intuitivo, como 0s
historicos (barreiras geograficas, por exemplo, cachoeiras, Braga-Silva 2016), antropogénicos
(construcdo de barragens, Braga-Silva 2016) e ecologicos (Braga-Silva & Galetti 2016;
Ribolli et al. 2017). Entre as causas ecoldgicas, as ondas reprodutivas (Sanches & Galetti
2012; Ribolli et al. 2017), ou seja, diferentes grupos de peixes reproduzindo em épocas
distintas dentro do mesmo periodo reprodutivo e 0 comportamento de homing (Abreu et al.
2009; Pereira et al. 2009), onde individuos voltaam para reproduzir nos locais onde nasceram.
Esses fatores sdo apontados como causadores de estruturagcdo populacional, pois diminuem o

fluxo génico e ajudam na manutencdo das diferencas genéticas (Sanches et al. 2012), mesmo
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que no periodo ndo-reprodutivo essas populacdes geneticamente diferenciadas ocupem as

mesmas areas ao longo da bacia hidrografica.

Andlises de estrutura genética populacional, tanto espacial quanto temporal, sdo
importantes na tomada de decisdo de medidas de conservacdo e manejo tanto para espécies
exploradas comercialmente (que podem até ser abundantes, mas que correm riscos devido a
sobre-exploracdo), quanto para espécies ja ameacgadas de extingdo (Collins et al. 2013). Se
uma espécie possui distribuicdo genética homogénea em toda a sua area de distribuicéo, entdo
os esforcos de protecdo deveriam se concentrar em apenas uma area, usando os individuos
dessa area para recolonizacdo das outras, quando for vidvel. Entretanto, se uma espécie se
encontra estruturada geneticamente, isso quer dizer que a reducdo de fluxo génico aliada a
pressdes seletivas locais diferentes podem levar a emergéncia de complexos génicos co-
adaptados. Isso afeta profundamente as medidas de conservagdo e manejo a serem aplicadas,
pois estas devem procurar preservar a diversidade genética em toda a sua area de distribuicao,
uma vez que cada grupo genético representa uma trajetéria evolutiva diferente com
adaptacdes locais que podem ser perdidas pela mistura ou extingdo desses grupos (Laikre et

al. 2005).

O Pseudoplatystoma fasciatum (=Pseudoplatystoma punctifer, Buitrago-Suarez &
Burr 2007) (Siluriformes: Pimelodidae) € um grande bagre migrador com ocorréncia nas
principais bacias hidrograficas da América do Sul (Burgess 1989), incluindo o Sistema
Hidrografico Pindaré-Mearim (Figura 1), no estado do Maranhdo. Conhecido popularmente
como surubim, essa espécie possui tanto importancia econémica pelo alto valor comercial e
palatabilidade de sua carne, quanto ecoldgica, como predador de topo de cadeia (Crepaldi et
al. 2006), que ajuda na estabilizagdo da estrutura e fun¢bes dentro dos ecossistemas aquéaticos

continentais.
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O Sistema Hidrografico do Pindaré-Mearim tem sofrido acbes antropicas
(desmatamento, bubalinocultura, queimadas poluicéo, construcdo de barragens, introducéo de
espécies exoticas), que ao longo do tempo podem afetar a qualidade dos seus recursos
pesqueiros, como o surubim (Almeida-Funo et al. 2010). Combinado a isso, existe total
desconhecimento de como se encontra 0s niveis de variacdo genética nessa espécie, como ela
pode estar sendo afetado pela pressdo de pesca e como esta distribuida ao longo da bacia
hidrografica. Dessa forma, objetivamos investigar os niveis de variacdo genética, os efeitos
recentes da pesca sobre sua populacdo e a existéncia de populacBes geneticamente
diferenciadas, espacialmente e/ou temporalmente em Pseudoplatystoma fasciatum ao longo
do Sistema Hidrografico do Pindaré-Mearim. As respostas a essas perguntas sdo importantes
para subsidiar planos de recuperacdo dos estoques desse recurso pesqueiro naqueles locais
onde ele ja se encontra sobre-explorado, bem como orientar as regras para 0 Seu manejo.
Nossa hipdtese é de que existem populacbes geneticamente diferenciadas, mas somente
detectadas durante o periodo reprodutivo, ja que, no periodo ndo-reprodutivo, estes grupos

podem estar misturados, ndo sendo possivel detectar estrutura genética populacional.

Materiais e Métodos

Obtencao das amostras

Foram coletadas amostras de tecidos de nadadeiras (preservadas em etanol absoluto e
armazenados em freezer a -20°C) de 384 individuosde Pseudoplatystoma fasciatum (sensu
Carvalho-Costa et al. 2011) (= P. punctifer sensu Buitrago-Suares & Burr 2007) obtidos de
pescadores locais, no momento do desembarque pesqueiro, em oito localidades do Sistema

Hidrografico Pindaré-Mearim (SHPM) (Figura 1), incluindo ambientes lacustres, tributarios e



115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

37

0S canais principais dos rios Pindaré e Mearim, englobando tanto o periodo de estiagem de
2015 quanto o inicio do periodo chuvoso de 2016 (Tabela 1). Os sistemas lacustres de
Penalva e Lago AcU apresentam caracteristicas proprias dessa regido maranhense,

permanecendo conectados aos rios Pindaré e Mearim, respectivamente, durante todo o ano.

Os periodos nao-reprodutivo (2015: julho a novembro) e reprodutivo (2016: janeiro a
abril) foram definidos de acordo com os periodos de seca e chuva, respectivamente, na bacia
hidrografica. Portanto, considerando as caracteriscas reprodutivas dos bagres migradores da
familia pimelodidae e o inicio da migracdo reprodutiva demarcado pelo inicio do periodo de
chuvas, é razoavel assumir gque os individuos amostrados no periodo chuvoso estavam em
periodo de reproducéo, ndo sendo permitido definir em qual estagio do processo. Além disso,
alguns dos peixes coletados no periodo chuvoso foram checados quanto ao estagio gonadal
para confirmar se 0s mesmos estavam em processo de reproducdo. As amostras do periodo
reprodutivo, entdo, foram divididas em dois grupos: inicio de periodo reprodutivo
(Reprodutivo I: janeiro e fevereiro de 2016) e fim de periodo reprodutivo (Reprodutivo II:
marco e abril de 2016). Essa divisdo foi feita para se inferir a ocorréncia de ondas
reprodutivas, ou seja, se havia grupos de peixes geneticamente diferenciados reproduzindo em
momentos diferentes dentro da estacdo reprodutiva em uma mesma localidade ou em
localidades diferentes. As amostras do periodo reprodutivo também foram analisadas como
uma Unica amostra para comparar com o periodo ndo reprodutivo de 2015. As licencas de

coleta e transporte do material bioldgico foram aprovadas pelo IBAMA/SISBIO (n. 26334-1).
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Extracdo de DNA, amplificacdo dos marcadores microssatelites e genotipagem

O DNA das amostras foi extraido pelo método do tampdo salino (Aljanabi & Martinez
1997). A qualidade das extraces foi verificada por eletroforese em gel de agarose 0,8%
corado com GelRed (Biotium). Inicialmente, foram testados 16 loci de microssatélites
heter6logos isolados por Prado et al. 2014 para Pseudoplatystoma reticulatum. A utilidade
dos loci foi testada por meio de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) do tipo Multiplex
com quatro locipor reacdo dividida em quatro grupos (Multiplex I: Prt3, Prt4, Prt25, Prt30;
Multiplex 1I: Prt5, Prt06, Prt27, Prt34, Multiplex I11: Prt11, Prt36, Prt37, Prt40 e Multiplex
IV: Prtl2, Prt35, Prt38 e Prt39), seguindo o protocolo de Prado et al. 2014, e usando-se o Kit
Qiagen Multiplex PCR (Qiagen), de acordo com as instrucdes do fabricante. Para marcacéo

fluorescente dos fragmentos em multiplex, usamos o0 método de Blacket et al. 2012.

As reacOes de amplificacdo ocorreram em termociclador com a seguinte configuracéo:
desnaturacao inicial a 94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 30s a 94°C, 45 s a 56 °C, 45s a
72°C; mais oito ciclos adicionais iniciando a 94°C por 30s, 45s a temperatura de hibridizacéo
das caudas marcadas com fluorescéncia (53°C), 45s a 72° finalizando com temperatura de
extensdo de 72°C por 30 min. Um controle negativo contendo agua no lugar do DNA foi
usado em cada rodada de amplificacdo. Para verificar a eficacia da amplificacdo dos loci, 0s
produtos de PCR foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose 1% corado com
GelRed (Biotium) e marcador de tamanho de 100 pares de base. Apds a corrida, o gel foi

visualizado em transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentado.

Nessa etapa, o0 quarto grupo de loci foi excluido por falta de amplificagdo e um locus

do Multiplex Il (Prt36) ndo apresentou regularidade na amplificagdo, de modo que somente
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11 foram amplificados e genotipados em sequenciador automatico ABI 3500 (ThermoFisher),

usando o marcador de tamanho GeneScan Liz 600 (ThermoFisher) como padréo de tamanho.

Andlise dos dados

A qualidade da genotipagem e a definicdo dos genotipos de cada individuo foram
feitos nos programas GENEIOUS 9.0 (Biomatters ltda) e GENEMARKER versdao 2.6.4
(SoftGenetics, StateCollege, Pennsylvania, USA). Os alelos de cada individuo foram
tabulados em uma planilha do Microsoft Excel. Para verificar a presenca de alelos nulos
(alelos ndo amplificados), utilizamos o software MICRO-CHECKER (Oosterterhout et al.

2004).

Para avaliara variabilidade genética, foram utilizados o nimero de alelos (Na),
namero de alelos efetivos (Ae), nimero de alelos privados (Ap), as heterozigosidade esperada
(He) e observada (Ho) e o coeficiente de endocruzamento (Fis), todos obtidos no programa
GENAIEX 6.5 (Peakall & Smouse 2012). Para o calculo de desvios do equilibrio de Hardy-
Weinberg (PHW) e desequilibrio de ligacdo entre os pares de loci, foi utilizado o programa
GENEPOP (Rousset 2008). Para o calculo da riqueza alélica, foi usado o programa FSTAT

2.9.2 (Goudet 2001).

A ocorréncia de reducdo populacional recente (gargalo populacional) foi testada no
software BOTTLENECK v.1.2.02 (Piry et al. 1999), baseados nos padrdes de déficit ou
excesso de heterozigosidade (Cornuet & Luikart 1996), utilizando-se o “Teste de Sinal” e o
“Teste de Wilcoxon”, ambos baseados nos modelos de evolucdo two phase mutation (TPM) e

stepwise mutation (SMM) (p=0.05).
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O tamanho efetivo pode ser entendido como o tamanho de uma populacgéo idealizada
que perderia variacdo genética a mesma taxa que a populacdo real, sendo afetado por fatores
como razdo sexual desigual, variancia no sucesso reprodutivo, flutuacdes populacionais
aleatdrias, etc. (Frankham et al. 2010). O tamanho efetivo populacional contemporaneo (Ne)
foi estimado no software Neestimator v. 2.01 (Do et al. 2014) usando o método de
desequilibrio de ligacdo (DL), que usa correlacBes nao aleatdrias entre as frequéncias alélicas
para estimar o Ne, corrigindo vieses devido a pequenos tamanhos amostrais (Waples 2005).
No interval de confianca de 95% gerado pela estimativa, o limite inferior fornece estimativas
do valor minimo deste pardmetro populacional. A falta de um limite superior para o intervalo
(o0) pode significar que 0 Ne seja muito grande ou que ndo pode ser estimado com os dados

disponiveis (tamanho amostral ou nimero de marcadores insuficiente).

Para andlise de estrutura genético-populacional, usamos a Andlise de Variancia
Molecular (AMOVA, Excoffier et al. 1992). A analise foi delineada para testar tanto a
presenca de estrutura genética temporal (A: considerando o periodo reprodutivo versus ndo-
reprodutivo e inicio versus fim do periodo reprodutivo; e B: juntando as duas amostragens do
periodo reprodutivo em uma s6 versus nao-reprodutivo) quanto espacial (amostragem apenas
do periodo ndo-reprodutivo) no software ARLEQUIN 3.1 (Excoffier & Lischer 2010), para
verificar a particdo da variancia dentro e entre 0s grupos testados. Também no ARLEQUIN,
foi realizado o teste de Mantel para verificar a existéncia de correlacdo entre as distancias
genéticas e as distancias geogréaficas entre os sitios de coleta (p=0,05 e numero de
permutacdes igual a 1000). Esta anélise foi baseada em quatro loci, pois para o restante, o

namero de dados faltantes foi considerado incompativel com a analise.
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Para verificar as diferencas entre os grupos indicados pela AMOVA, calculou-se o
indice de fixagdo de Wright (Fst), também no ARLEQUIN, cuja significancia foi estimada
por meio de 1023 permutagfes. O Fst varia de 0 (sem diferenciagéo entre as populagdes) a 1
(fixacdo de diferentes alelos nas populacées) (Frankham et al 2010). Segundo Wright 1978, o
Fst demonstra o grau de diferenciacdo entre populagdes, que pode ser baixa (0 — 0,05),
moderada (0,05-0,15), alta (0,15 a 0,25) ou muito alta (> 0,25). Foi realizada a correcéo de
Bonferroni para os casos de multiplas comparacdes (PHW, Fst pareados, analise de alelos
nulos, desequilibrio de ligacdo etc), que consiste na correcdo de intervalos de significancia
com o objetivo de diminuir a probabilidade de erros do tipo | (falsos positivos). Para isso,
divide-se o valor de p pelo nimero de comparaces realizadas e o resultado dessa divisao é o

novo valor de p critico a ser adotado.

As taxas de migracdo e a porcentagem de ndo-migrantes entre os pares de populacées
foram estimadas no programa BayesAss v. 3.0.4 (Wilson & Rannala 2003), por meio de um
algoritmo bayesiano, com intervalos de confianca de 95%. Utilizou-se o programa
STRUCTURE v.2.3.3 (Pritchard et al. 2000), também baseado em estatistica bayesiana, para
estimar a probabilidade de os gendtipos serem distribuidos em um nimero K de
agrupamentos. Foi assumido o modelo ‘“admixture”, que € indicado para grupos que
apresentaram ou apresentam fluxo génico em taxas suficientes para que os individuos possam
ter ancestrais em mais de uma popula¢do. O comprimento das cadeias de MCMC (Markov
Chain Monte Carlo) foi de 1.000.000 com 500.000 cadeias de burnin. Foram utilizadas vinte
interacOes para cada valor de K (nimero de populagdes), que variou de 1 a 20. O valor 6timo
de K foi selecionado segundo Evanno et al. 2005 com o auxilio do programa online
STRUCTURE HARVESTER (Earl & VonHoldt 2012). O programa online CLUMPP

(Jakobsson & Rosenberg 2007) foi usado para resumir os resultados das 20 interagdes e gerar
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0 grafico contendo as probabilidades de cada individuo pertencer a um determinado

agrupamento.

Resultados

Diversidade genética e demografia contemporanea de P. fasciatum no Sistema Hidrogréfico
Pindaré-Mearim

Dos 11 loci heterdlogos genotipados, o locus Prt36 apresentou alelos nulos, de forma
que ele foi retirado das analises subsequentes. Portanto, as andlises de diversidade genética

foram realizadas a partir dos dez loci restantes.

Dos 119 alelos, 42 eram privados (média= 5,25 alelos), que variaram de zero (LA e
Pen) a quinze alelos (BC) (Tabela 2). O nimero de alelos (Na) variou de dois (Prt40 em todas
as localidades e Prt27 em Pen) a 13 (Prt34 de BC) (Tabela S1, informacgdes de suporte)
(média total de alelos=5,86, variando de 4,0 (AAP) a 7,9 (Pdr)). O nimero de alelos efetivos
(Ae) teve média total de 2,93, e variou de 2,2 alelos (AAP) a 3,4 (Pdr). A riqueza alélica
média total foi de 2,43, variando de 2,1 alelos (AAP) a 2,6 (Gra e Pin) (Tabela 2). Os sistemas
lacustres de Penalva e Lago Acu estdo entre as localidades que apresentaram 0s maiores
valores de diversidade genética para 0 Na, Ae e Ra (Tabela 2) e foram as Unicas localidades

que ndo possuiam alelos privados.

Todas as localidades apresentaram desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg para pelo
menos um locus (Tabela S1). Todas as localidades apresentaram pelo menos um locus com
valor de coeficiente de endogamia (Fis) positivo, indicando déficit de heterozigotos, sendo

gue Pindaré-Mirim foi a localidade com maior quantidade de loci com valor de Fis positivo
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(6), enquanto Lago Acu apresentou apenas um locus com valor positivo (Tabela S1).
Entretanto, os valores médios de Fis combinando todos os loci foram negativos (excesso de

heterozigotos para todas as localidades) (Tabela 2).

A heterozigosidade média observada (Ho) total foi de 0,694, e variou de 0,633 (AAP)
a 0,752 (Pdr). A heterozigosidade média esperada (He) total foi de 0,619, variando de 0,512
(AAP) a 0,663 (Pdr) (Tabela 2). Trés loci apresentaram desequilibrio de ligacdo (Prt25, Prt30

e Prt37, dados ndo apresentados) e foram excluidos das analises de estrutura populacional.

Houve evidéncia de gargalo populacional recente quando analisamos todas as
amostras como uma s6 amostra (p=0.00320) (Tabela 2). Na analise por localidade, apenas
Barra do Corda (BC) apresentou resultados significativos para essa analise (p= 0.002892)
(Tabela 2). O tamanho efetivo populacional contemporaneo total da amostra foi de 85,5 (58.2
- 128.8). Para as outras localidades, os intervalos de confianca (IC 95%) continham o infinito
como valor superior, tornando a estimativa pontual ndo informativa, a ndo ser para Alto

Alegre do Pindaré (1, 9) (Tabela 2).

Estrutura genético-populacional espacial e temporal de P. fasciatum no Sistema

Hidrografico Pindaré-Mearim

A anélise de variancia molecular (AMOVA) mostrou diferenciagdo genética
significativa entre os grupos para a analise espacial (Fst= 0,0409; p= 0,00000) (Tabela 3). As
analises temporais A (Fst= 0,0453; p= 0,00000) e B (Fst= 0.0573; p= 0,00000) também

mostraram significancia estatistica indicando a presenca de estrutura genética (Tabela 3).



270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

2901

292

44

Entretanto, o teste de Mantel ndo apontou correlacdo significativa entre as distancias

geogréficas e as distancias genéticas (p=0,22).

A AMOVA apresentou valores de Fst baixos (espacial e temporal A) e moderado
(temporal B), mas apontou estruturacdo genética estatisticamente significativa. Comparando
0s grupos apenas do periodo ndo-reprodutivo (estrutura espacial), dos 28 pares, 14 Fst
estatisticamente significativos, sendo que sete envolviam Alto Alegre do Pindaré (Tabela 4).
O menor valor foi registrado entre Lago Acu e Barra do Corda (0.035) e o maior entre Alto
Alegre do Pindaré e Pedreiras (0.22). A maior (13/14) parte dos valores de Fst significativos

eram moderados e apenas um deles considerado alto (Alto Alegre do Pindaré x Pedreiras).

Os sistemas lacustres de Penalva e Acu e os tributarios Zutiua e Grajau foram o0s que
apresentaram mais valores pareados de Fst ndo significativos (Tabela 4). Para os sistemas
lacustres, houve valores significativos nas comparagdes Lago Acu x Barra do Corda (baixo),
Lago Acu Pedreiras (moderado), Penalva x Pedreiras (moderado), e os dos lagos x Alto
Alegre do Pindaré (moderado). Quanto aos tributarios, Zutiua e Grajau sé apresentaram
estruturacdo estatisticamente significativa, e moderada, quando comparados com Pedreiras e

Alto Alegre do Pindaré.

Alto Alegre do Pindaré e Pedreiras foram os locais onde todas as comparagdes
pareadas mostraram valores de Fst significativos, embora moderados a alto. Destaca-se
também o comportamento das amostras de Barra do Corda, que mostraram estruturacao

moderada apenas em relacdo a Pedreiras, Lago Acu e Alto Alegre do Pindaré (Tabela 4).

Comparando os grupos onde havia amostragem de periodo ndo-reprodutivo e de inicio
e fim de periodo reprodutivo (estruturacdo temporal), os valores de Fst pareados ndo se

mostraram estatisticamente significativos quando as comparacdes eram feitas dentro de cada
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localidade (Tabela 5). Entretanto, quando as amostras temporais entre as localidades eram
comparadas, houve estruturacdo genética estatisticamente em varias comparacdes. Por
exemplo, as amostras temporais de Pindaré-Mirim apresentaram estrutura genética
estatisticamente significativa, e moderada (Fst variando de 0,052 a 0,131), quando
comparadas as amostras temporais das outras duas localidades, exceto sua propria amostra do
periodo ndo-reprodutivo comparada com as trés amostras temporais de Barra do Corda, e sua
amostra do Reprodutivo | com a amostra do ndo-reprodutivo de Barra do Corda. As amostras
temporais de Pedreiras apresentaram-se estruturadas geneticamente quando comparadas as

amostras temporais de Barra do Corda e vice-versa.

Como ndo houve valores siginficativos de Fst quando se dividia as amostras do
periodo reprodutivo em inicio e fim, testamos a existéncia de diferengas genéticas entre os
periodos reprodutivo (R) e ndo-reprodutivo (NR) juntando as amostras de inicio e fim de
periodo reprodutivo em um Gnico grupo (Tabela 5). Nesta andlise, apenas Pedreiras
apresentou valor significativo, embora moderado (0.055). Nas compara¢Ges com as outras
localidades, houve valores signficativos quando Pedreiras (R) é comparado com Pindaré-
Mirim (NR) (0.13) e Pindaré-mirim (R) (0.11). Barra do Corda (R) teve estruturagdo
moderada comparado com Pindaré-Mirim (NR) (0.06), Pindaré-Mirim (R) (0.10), Pedreiras

(NR) (0.14) e Pedreiras (R) (0.12) (Tabela 5).

A andlise de atribuicdo bayesiana também indicou estruturacdo populacional
indicando a existéncia de trés grupos genéticos (K=3) (Figuras 2 e 3). A contribuicdo dos trés
grupos genéticos (roxo, laranja e azul) estava amplamente espalhada pelo sistema
hidrografico, contudo observou-se uma pronunciada estrutura genética para Alto Alegre do
Pindaré (N. 2 na Figura 3), com uma grande contribuicdo de apenas um grupo (roxo). As

outras localidades do rio Pindaré apresentaram expressiva mistura dos trés grupos genéticos
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identificados para a bacia, ndo havendo diferencas visiveis entre as amostras temporais.
Conntudo havia diferencas evidentes na distribuicdo dos agrupamentos genéticos quando se
considerava 0s rios Pindaré e Mearim separadamente. Para o rio Mearim, Pedreiras
apresentou maior contribuicdo do grupo laranja, enquanto Barra do Corda apresentou do
grupo azul. As amostras temporais destas duas localidades também ndo apresentaram
diferencas evidentes. Ambos os ambientes lacustres (Lago de Penalva e Lago Ac¢u) também

apresentaram mistura dos trés grupos genéticos.

A andlise do fluxo genético revelou os valores das taxas de migracdo entre as
localidades amostradas (Tabela 6). A porcentagem de ndo-migrantes em cada localidade
variou de 70,33% (em Pindaré-Mirim) a 74,09% (em Grajad). As taxas de migracdo
apresentaram valores similares entre a maioria das comparagdes pareadas, com o0 menor valor
para o par Penalva x Barra do Corda (3,62%) e maiorvalor de 7,45% para a comparacao
Pindaré-Mirim x Grajal. Entre todas as localidades, o tributario Grajau (bacia do Mearim) foi
a que apresentou as maiores taxas de migrantes para o maior nimero de comparacgdes (Tabela

6).

Discusséo

Diversidade genética e demografia de P. fasciatum no Sistema Hidrografico Pindaré-Mearim
No geral, a diversidade genética de P. fasciatum é considerada baixa quanto a riqueza

alélica e dentro da media para heterozigosidade esperada quando se compara com outras

populacbes da espécie, outras espécies do género e outros taxons de peixes migradores

neotropicais. Quanto aos indices de diversidade genética por localidade, este foram similares,
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exceto para Alto Alegre do Pindaré, que apresentou os menores valores de riqueza alélica e

heterozigosidade esperada.

Os resultados da anélise de gargalo populacional explicam porque a riqueza alélica
média foi tdo baixa ao passo que a heterozigosidade ainda permaneceu em um nivel mais
elevado em P. fasciatum do SHPM. Houve evidéncia de gargalo recente quando
consideramos todas as amostras como uma Unica populacdo, com apenas uma das localidades

(Barra do Corda) apresentando resultados significativos para reducéo populacional recente.

Sabe-se que ap6s um evento de gargalo populacional recente, a perda de alelos,
especialmente 0s mais raros, ocorre a uma taxa maior do que a perda de heterozigosidade por
efeito de deriva genética (Templeton 2011), como observado em nossos dados. Em eventos de
reducdo populacional, os alelos mais frequentes tém maior chance de permanecer na
populacdo, fazendo com que os indicadores baseados em ndmero de alelos diminuam
rapidamente apds o evento. Como os valores de heterozigosidade sdo influenciados pelos
alelos mais frequentes, inicialmente esse indicador ndo sofre alteragdes. Contudo, com o
passar do tempo, a heterozigosidade tende a diminuir se a reducdo populacional persistir por
muitas geracGes, podendo acarretar riscos para a espécie, pois populacbes com pouca
variabilidade genética tém reduzida capacidade de adaptacdo a mudancas ambientais e,

consequentemente, altas probabilidades de extin¢do (Frankham et al. 2010).

Os gargalos populacionais podem ser causados por varios fatores, desde catastrofes
ambientais a atividades humanas como a destrui¢do de habitats importantes para reproducao
e/ou a sobrepesca. Segundo relato dos pescadores do Lago de Viana (Costa 2006), que faz
parte do mesmo sistema lacustre de Penalva, o surubim era um peixe muito comum na regiao,

mas tem se tornado raro nas pescarias. Apesar de ndo se ter uma amostragem temporal longa
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para demonstrar o efeito da pesca ao longo das Ultimas décadas sobre o tamanho do estoque
do surubim e sobre sua variacdo genética, o relato dos pescadores e os dados demogréaficos
inferidos pelos microssatélites indicam que a sobrepesca pode ser um dos principais fatores

responsaveis pela reducdo populacional recente sofrida pelo surubim no SHPM.

Outros estudos também relatam gargalos populacionais em bagres neotropicais como
consequéncia da agdo antropica. Huergo et al. 2011, usando a regido controle do DNA
mitocondrial, relataram uma reducdo populacional recente para Brachyplatystoma
capapretum (Lundberg & Akama 2005) na bacia amazonica como resultado da sobrepesca.
Prado et al. 2018 também encontraram sinal de gargalo populacional, usando 0os mesmos loci
de microssatlites usados neste trabalho, para P. reticulatum e P. corruscans da Bacia do
Parana-Paraguai, atribuindo esse resultado ao isolamento populacional causado pela
construcdo de barragens. Em ndo siluriformes, Matsumoto & Hilsdorf 2009 compararam a
variabilidade genética de populacfes selvagens e uma populacdo de cativeiro da piabanha
(Brycon insignis, Steindachner 1877), um importante recurso pesqueiro na regido sudeste do
Brasil que teve seus estoques reduzidos pela intensa degradagdo ambiental, e observaram
gargalo em algumas populacdes selvagens e, em especial, na populacdo de cativeiro (com

reducdo de 28-57% na riqueza alélica em relacéo a populacdo selvagem).

O gargalo recente detectado para P. fasciatum do SHPM pode ter afetado a estimativa
de tamanho efetivo populacional contemporaneo (media de 85,5 individuos, Cl 95%: 58.2 -
128.8), que representou 22% do tamanho da amostra analisada. Um pequeno Ne pode ser
resultado também de outras causas como razdo sexual desigual ou uma grande variancia no
sucesso reprodutivo de machos e/ou fémeas, dados indiponiveis para este peixe. Quando se
estima o Ne usando o método do desequilibrio de liga¢do, o resultado que se obtém é o

namero efetivo de reprodutores, ou seja, 0s parentais dos individuos amostrados (Waples
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2005). No caso do surubim do SHPM, isso signfica que a amostragem de 384 individuos teria
se originado a partir de 85 peixes. Imediatamente apos um efeito gargalo, as estimativas de
Ne podem ser enviezados para baixo por algumas geracGes, mesma que a populacédo esteja

passando por uma expansao (Waples 2005).

A andlise de Ne feita para cada localidade apontou apenas para Barra do Corda um
valor de Ne pontual ou com intervalo de confianca 95 % que nédo incluia o infinito (o).
Quando o limite superior do intervalo de confianga ou a propria estimativa pontual do Ne,
gerado pelo método de DL, inclui o infinito, a contribui¢&o de erro amostral € maior do que o
sinal da deriva genética no conjunto de dados genéticos (Waples & Do 2010). Isto pode
acontecer quando o Ne é muito grande ou quando os dados sdo limitados para a estimativa.
Sobre isso, Palstra & Ruzzante 2008 sugerem que, no minimo, 10% do tamanho efetivo
populacional precisam ser amostrados para se ter uma estivativa confiavel desse parametro
populacional. Embora 0 método do DL ndo tenha produzido estimativas pontuais validas,
exceto para Alto Alegre do Pindaré e para amostra total, os valores em oo para as estimativas
pontuais (Barra do Corda e Grajau) e para o limite superior do intervalo de confianca (todos
menos Alto Alegre do Pindaré) podem também sugerir que a populacdo seja muito grande
(Waples & Do 2010). Outra interpretagdo, é que ndo ha evidéncia conclusiva de que a
populagdo ndo seja muito grande, mas o limite inferior do intervalo de confianca pode ser
considerado um limite inferior plasusivel do Ne (Waples & Do 2010). Apenas diferentes
regimes amostrais podem melhorar a estimativa, como por exemplo, varias amostragens
temporais. Como néo havia amostras de surubim do SHPM anteriores a 2015 e 2016, néo foi

possivel realizar a estimativa de Ne pelo método temporal.

Como efeito do gargalo recente em P. fasciatum no SHPM, a variagdo genética do

surubim apresentou-se baixa quanto a riqueza alélica (média de 2,48) em comparagdo as
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populacdes coespecificas (Pseudoplatystoma punctifer = P. fasciatum sensu Carvalho-Costa
et al. 2011) da Bacia Amazonica (Telles et al. 2014, média de 3,33; Machado 2013, média de
4,71) O mesmo ocorrem na comparacdo com outras espécies do género, como
Pseudoplatystoma reticulatum (média de 6,1; Prado et al. 2018, com 0s mesmos loci; Abreu
et al. 2009: média de 4,91; Vaini et al. 2016: meédia de 3,82) e P. corruscans (Prado et al.
2018: media de 12,3; Dantas et al. 2013: média de 7,16; Braga 2015: média de 8,2; Vaini et

al. 2016: media de 6,18,) na bacia do Parana-Paraguai.

Quanto a heterozigosidade, o valor médio total de heterozigosidade esperada (0,619)
foi menor do que a heterozigosidade observada (0,694), indicando excesso de heterozigotos
em relagdo ao modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg. Em relacdo as populacBes
coespecificas da bacia amazonica, o valor de He é préximo ao relatado por Telles et al. 2014
(0,669), e ligeiramente maior do que o de Machado 2013 (0,55). Em relacdo as outras
espécies do género, nosso valor é proximo ao descrito por Prado et al. 2018, com 0s mesmos
loci, para P. reticulatum (0,691), mas inferior ao de P. corruscans (Prado et al. 2018=0,858),

na Bacia do Parana-Paraguai.

Outros estudos com peixes migradores neotropicais tém apresentado resultados
analogos, mas também opostos aos encontrados para o surubim do Pindaré-Mearim. Berdugo-
Narvaez & Barandica 2014 estudaram a espécie Prochilodus magdaleneae, do rio Magdalena
(Colémbia), encontrando ainda altos niveis de diversidade genética, com o numero de alelos
variando de 9,5 a 18,4 alelos para esta espécie considerada vulneravel pela IUCN
(International Union for Conservation of Nature). Carvalho-Costa et al. 2008 estudaram a
variacdo genética de Prochilodus costatus, uma espécie endémica da Bacia do Rio S&o
Francisco, e mostraram niveis semelhantes de diversidade genética quanto ao numero de

alelos e heterozigosidade para os trés locais amostrados. Braga-Silva e Galetti 2016
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corroboraram os resultados de Carvalho-Costa et al. 2008 para a alta variabilidade genética de
Prochilodus costatus na Bacia do Rio Sao Francisco, obtendo valores similares de diversidade

para outros locais ndo amostrados no trabalho de Carvalho-Costa et al. 2008.

Os valores negativos do coeficiente de endocruzamento (Fis) indicam fuga de
endogamia ocorrendo para P. fasciatum. A prevencdo de endocruzamento também explicaria
porque a heterozigosidade ainda permanece em nivel relativamente elevado ap6s o gargalo
populacional. Ambos o endocruzamento e a deriva genetica podem causar redugéo na He, mas
nossos dados mostram que nenhuma dessas duas forcas evolutivas atuou neste sentido em P.

fasciatum

Mecanismos de prevencdo a endocruzamento podem surgir em populacfes naturais,
especialmente considerando pressdes seletivas contra o comportamento de endocruzamento
(Keller & Waller 2002). Um mecanismo conhecido é a dispersdo (com maior frequéncia de
um dos sexos ou ndo) para longe dos sitios de nascimento, 0 que evitaria 0 encontro com
individuos aparentados durante a reproducéo, ou seja, 0 oposto do comportamento de homing
(Szulkin & Sheldon 2008). N&o existem estimativas sobre a direcdo de dispersdo dos juvenis
de P. fasciatum apds estes deixarem seus sitios de nascimento nos sistemas lacustres e lagoas
marginais do SHPM, de modo que tais estudos sdo necessarios para elucidar se algum desses

mecanismos estaria atuando na prevencédo de endocruzamento.

Destacamos a importancia que os tributarios e, principalmente, os sistemas lacustres
(Lago Acu e Penalva) exercem na manutencdo dos niveis atuais de variagdo genética da
espeécie no sistema hidrografico. Os sistemas lacustres e lagoas marginais servem de bercario
para os individuos em desenvolvimento, que quando chegam a fase adulta retornam para o

canal principal do rio (Sato & Godinho, 2004; Godinho & Kynard, 2006; Godinho et al.
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2007). No SHPM, os sistemas lacustres foram as Unicas localidades que ndo apresentaram
alelos privados, compartilhando muitos alelos com as demais localidades. Além disso, a
variacdo genética nesses locais foi semelhante aos demais, e também apresentaram mais
valores pareados de Fst nédo significativos. Isso demonstra que eles séo locais onde a variagdo
genética da espécie se reline, 0 que sustenta a importancia desses ambientes como refugio e
sitio de recrutamento de P. fasciatum no SHPM, e consequentemente, tornando-as areas

prioritarias para conservagdo deste recurso pesqueiro e para a sustentabilidade da pesca.

Melo et al. 2013 investigaram, usando microssatélites, o papel das lagoas marginais na
conservacao da variabilidade genética e na estruturacdo populacional de duas espécies
migradoras e endémicas da bacia do Rio S&o Francisco, Prochilodus argenteus (Agassiz
1829) e Prochilodus costatus. Os resultados mostram altos niveis de variabilidade genética
para ambas as espécies, mas baixo nivel de diferenciacdo genética entre as localidades
amostradas, indicando uma Unica populagdo panmitica. Os autores ainda detectaram rotas
migratérias envolvendo as lagoas marginais durante o periodo reprodutivo, confirmando a

importancia desses ambientes no ciclo de vida dessas espécies migradoras.

Tendo em vista a importancia econémica e ecologica do surubim no Sistema
Hidrografico Pindaré-Mearim, nossos dados alertam para os riscos de perda de mais
diversidade genética, dado o efeito do gargalo populacional recente e as alteracbes ambientais
que ocorrem, principalmente, nas regides lacustres, o que pode diminuir sua capacidade de
adaptacdo as mudancas ambientais pelas quais passa a bacia hidrografica. Dessa forma,
medidas de conservacdo devem ser consideradas pelos gestores da pesca no estado Maranh&o
no intuito de preservar a variabilidade genética ainda existente em cada populacdo
diferenciada de surubim do Pindaré-Mearim. Medidas de repovoamento também devem ser

consideradas nos locais onde as populagdes estiverem em risco, como € o caso de Alto Alegre
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do Pindaré que apresentou menores niveis de variacdo genética e um baixo Ne. Além disso,
como sera visto no préximo subtopico deste item, esta é a populacdo mais diferenciada entre
todas as localidades amostradas, significando que ela carrega uma parcela Unica da variacdo

genética da espécie no SHPM.

Estrutura genético-populacional espacial e temporal de P. fasciatum no Sistema

Hidrografico Pindaré-Mearim

A migracdo reprodutiva anual (piracema) é um comportamento comum em alguns
peixes de agua doce de rios neotropicais (Sato & Godinho 2004), oportunizando o fluxo
génico e gerando uma estrutura populacional panmitica. No periodo chuvoso, 0s peixes
sobem o rio para desovar (Godinho & Pompeu 2003; Sato & Godinho 2004). Entdo, os
zigotos sdo dispersos para as zonas inundadas (tributérios, lagos e lagoas marginais), onde
encontram refligio, alimentam-se, desenvolvem-se, e, posteriormente, voltam ao canal
principal dos rios na inundacdo do ano seguinte, dando continuidade ao ciclo reprodutivo
anual (Carolsfeld et al. 2003; Sato & Godinho 2004; Godinho & Kynard 2006; Godinho et al.

2007).

Ao contrario do que se esperava, nds demonstramos a existéncia de estrutura genética
espacial e temporal (baixa, moderada e alta) para Pseudoplatystoma fasciatum no Sistema
Hidrografico Pindaré-Mearim. A estrutura genética espacial significa que a variacdo genética
estd associada ao local de origem dos individuos e, portanto, esta distribuida de forma néo-

aleatoria ao longo do sistema hidrogréfico.

Contudo, ndo ha estrutura genética temporal ocorrendo para cada localidade

isoladamente (pelo menos para as trés onde havia amostragem temporal), 0 que poderia
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sugerir ondas reprodutivas locais, ou seja, diferentes populac6es genéticas subindo o rio para
desovar em épocas diferentes. Apenas encontramos estrutura temporal comparando as
amostras temporais entre as diferentes localidades. Neste caso, pode-se falar em ondas
reprodutivas ocorrendo dentro do sistema hidrografico, mas em localidades diferentes. Isso
comprova que ha diferentes grupos genéticos de P. fasciatum reproduzindo-se na mesma
época e também em épocas diferentes dentro do mesmo periodo reprodutivo. Do ponto de
vista pratico, a ocorréncia dessas ondas reprodutivas significa que parte da variagdo genética
da espécie reproduz em épocas distintas dentro do periodo do defeso, de modo que a
fiscalizacdo e o combate as modalidades de pesca proibidas neste periodo devem ser
reforcados sob pena de que parte da variagdo genética, que ja € baixa, ndo consiga ser
transmitida as geracdes seguintes, empobrecendo ainda mais o pool génico da espécie, e

comprometendo sua capacidade adaptativa.

Estudos com populagbes coespecificas na bacia amazonica (Machado 2013; Teles et
al. 2014) e outras espécies do género, como P. corruscans (Pereira et al. 2009; Carvalho et al.
2012; Braga-Silva 2016) e P. reticulatum (Abreu et al. 2009; Prado et al. 2018) também
demonstram estruturacdo espacial. Esse fendbmeno também tem sido identificado para outras
espécies de peixes migradores neotropicais, como Brachyplatystoma rousseauxii (Carvajal-
Vallejos et al. 2014), Prochilodus magdalenae (Berdugo & Narvaez-Barandica 2014), Brycon
hilarii (Sanches & Galetti 2007; Sanches & Galetti 2012), Brycon orthotaenia (Giinther 1864)

e Prochilodus argenteus (Sanches et al. 2012).

Confirmando os resultados da andlise de estrutura genética, os individuos de P.
fasciatum apresentaram homogeneidade na taxa de migracdo (baixa) entre todas as

localidades, com uma maior porcentagem de ndo-migrantes em cada localidade. Apenas o
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tributario Grajal apresentou taxas de migracdo mais elevadas, provavelmente por ser o0 maior

rio tributério e também por ser a localidade mais proxima do sistema lacustre de Lago Agu.

Assim, uma provavel explicacdo para a diferenciacdo espacial e temporal encontrada
para o surubim do Pindaré-Mearim é uma possivel baixa capacidade migratdria dessa espécie,
diferente do que ocorre para outros pimelodideos. Por exemplo, Barthem et al. 2017
estudaram a migracdo de quatro espécies da dourada na Bacia Amazonica (Brachyplatystoma
rousseauxii, B. platynemum (Boulenger 1898), B. juruense (Boulenger 1898) e B. vaillantii
(Valenciennes 1840)), constatando que a espécie B. rousseauxii chega a percorrer até 11.600
km durante todo o seu ciclo de vida. Ja para o dourado (Salminus brasiliensis), Hanh et al.
2011 usaram o método de radio-telemetria para concluir que a espécie migra 400 km durante
0 periodo reprodutivo. O Unico estudo sobre a capacidade migratéria para 0 género
Pseudoplatystoma, usando radio-telemetria, € o de Godinho et al. 2007, que mostram uma
distancia de 274 km percorrida durante a migracao reprodutiva no rio Sdo Francisco. Nao ha
estudos semelhantes publicados para P. fasciatum, entretanto, em nosso estudo, as distancias
entre Alto Alegre do Pindaré (grupo mais diferenciado) e as demais localidades, varia de 100
km (Pindaré-Mirim) a 654 km (Barra do Corda). Portanto, a provavel baixa capacidade
migratéria e a consequente reducdo no fluxo génico devem ser as principais causas para a

estruturacdo genética espacial e temporal encontrada para P. fasciatum no SHPM.

No estudo de P. fasciatum na bacia Amazonia (rios Madeira e Solimdes), Telles et al.
2014 mostram correlacdo positiva entre a distancia geografica e o grau de diferenciacdo
genética entre as populagdes, com alta diversidade genética associada a um Fst relativamente
baixo (0,057; p<0,001), revelando que populagdes mais proximas (até 80 km) sdo mais
semelhantes entre si, e que a similaridade genética diminui exponencialmente com a distancia,

principalmente acima de 200 km. Os autores sugerem isolamento por distancia relacionado a
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restricdes a dispersdes locais. Nossos resultados corroboram esses dados, reforcando a baixa

capacidade do surubim em migrar longas distancias.

Os peixes de Alto Alegre do Pindaré, apesar de apresentarem apenas dois alelos
privados, foi o grupo mais fortemente estruturado espacialmente, exibindo valores de Fst mais
baixos com localidades mais proximas no Rio Pindaré (Pindaré-Mirim, Zutiua e Lago de
Penalva). Isso mostra um grau de isolamento suficiente para reduzir o fluxo génico e tornar
essa populacdo a mais distinta entre as investigadas no SHPM. Quando essa populacdo é
comparada aos pontos no rio Mearim, ha alta diferenciacdo em relacdo a Pedreiras.
Inesperadamente, quando comparado com Barra do Corda, Grajal e Lago Acu, o nivel de
diferenciacdo é muito parecido com os das localidades na bacia do rio Pindaré. Apesar de
estar distante 654 Km de Barra do Corda, a diferenciacéo entre essas localidades é menor do
que com Pedreiras (distante 455,87 km). Este resultado é surpreendente e indica a complexa
reparticdo da variagcdo genética do surubim no SHPM, onde localidades mais préximas podem

ser mais diferentes entre si do que as mais distantes.

No Mearim, Pedreiras foi a localidade que apresentou maior diferenciacdo em relacéo
as localidades da bacia do Pindaré, e também apresentou maior homogeneidade genética com
Barra do Corda, distante 228,69km, do que com Lago Acu (distante 284,77 km). Barra do
Corda também apresentou resultados surpreendentes porque ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas nos valores de Fst com nenhuma das localidades da bacia do
Pindaré (exceto Alto Alegre do Pindaré) mas tem Fsr significativos na compara¢do com a
outra localidade mais préxima no rio Mearim (Pedreiras). Barra do Corda foi uma das
localidades com os maiores valores de diversidade genética, e também a Unica que apresentou
sinal de gargalo populacional. Avaliamos essa situagdo singular de Barra do Corda como

resultado desse gargalo recente, pois com perda de variagdo genética, a nova populagdo pode
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se tornar geneticamente distinta da populacdo pré-gargalo. A questdo ainda em aberto é
porque Barra do Corda apresenta diferenciacdo genética maior em relacdo a outras localidades
no rio Mearim do que com localidades no rio Pindaré, sugerindo contato com peixes dessas
localidades. Estudos de biogeografia molecular dessa populacdo do alto Mearim podem

ajudar a responder essa quest&o.

Assim como em nosso estudo, outros trabalhos tém mostrado estruturagéo temporal
para peixes migradores. Sanches & Galetti 2012, utilizando marcadores microssatélites,
mostram diferentes grupos genéticos de Brycon hilarii coexistindo no rio Miranda, bacia do
rio Paraguai. Braga-Silva e Galetti 2016 investigaram individuos de Prochilodus costatus em
diferentes épocas do mesmo periodo reprodutivo, demonstrando estrutura genética temporal
gerada por ondas reprodutivas dentro de cada localidade estudada no rio Sdo Francisco.
Ribolli et al. 2017 também mostra estrutura temporal por ondas reprodutivas a para Salminus
brasiliensis no Rio Uruguai. Contudo, é a primeira vez que se demonstra o fenémeno de
ondas reprodutivas para P. fasciatum ao longo de sua distribuicdo, que, ao contrario dos
trabalhos citados acima, ocorre em localidades distintas a0 mesmo tempo e em tempos

distintos dentro do mesmo periodo reprodutivo.

Implicacdes para conservagao

Conhecer a diversidade genética intraespecifica e a forma como ela esté distribuida é
fundamental para guiar estratégias de manejo e conservacdo adequadas. A extingdo de
espécies consideradas “espécies-chave” (como 0s predadores de topo) pode levar a mudancas
na estrutura da comunidade (Begon et al. 2009), de modo que P. fasciatum tém papel

fundamental na comunidade em que esté inserido, e a sua retirada poderia levar ao colapso da
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estrutura tréfica local, causando a extingdo ou variacdo na abundéancia de diversas outras
espéecies (Begon et al. 2009). Os predadores exercem o papel de controlar a densidade
populacional de suas presas, diminuindo a competicdo intraespecifica e aumentando a riqueza
da comunidade quando consomem a presa dominante, controlando a competicdo entre presas
(Begon et al. 2009). Portanto, ha implicacGes de nossas conclusGes para conservacao deste
importante recurso pesqueiro, pois nds demonstramos que existem populaces geneticamente
diferenciadas do surubim habitando um mesmo sistema hidrografico, significando que
existem diferentes parcelas da variacdo genética distribuidas de forma nédo aleatdria, tanto
espacialmente quanto temporalmente, dentro de um sistema hidrografico profundamente
afetado por agdes antrdpicas. A extincdo de algum desses grupos geneticamente diferenciados
pode representar a perda de potencial evolutivo para adaptacdo a mudancas ambientais, tais
como as alteracdes climaticas cujos impactos sobre o Sistema Hidrografico Pindaré-Mearim
ainda sdo imprevisiveis. Dessa forma, estratégias de manejo e conservacdo que visem a
protecdo dessa variacdo e a ndo mistura dos grupos genéticos divergentes, de modo a manter a
singularidade evolutiva desses grupos, podem contribuir para uma maior producao pesqueira
aliada a sustentabilidade. Além disso, 0 manejo correto da variacdo genética € importante para
futuros programas de repovoamento e melhoramento genético, pois essa espécie possui alto

potencial para a piscicultura, o que poderia aliviar as pressdes sobre suas populagcdes naturais.
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Figura 1: Pontos amostrais onde foram obtidas amostras de Pseudoplastystoma fasciatum no Sistema Hidrografico do Pindaré-Mearim, Maranhdo, Brasil.
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DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 2: Valor de K estimado a partir de Delta K, segundo o método de Evanno et al. (2005), para
Pseudoplatystoma fasciatum no Sistema Hidrografico do Pindaré-Mearim, Maranhdo, Brasil.
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Figura 3: Analise de agrupamento bayesiano para os individuos de P. fasciatum do Sistema Hidrografico Pindaré-Mearim, incluindo as amostragens espacial e temporal.N&o-
reprodutivo (NR), reprodutivo | (R1) e reprodutivo Il (R2), Pindaré-Mirim-Pin (1), Alto Alegre do Pindaré-AAP (2), Zutiua-Zu (3), Penalva-Pen (4), Grajad-Gra (5), Lago
AcU-LA (6), Pedreiras-Pdr (7), Barra do Corda-BC (8).
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Tabela 1: Quantidade de amostras por localidade e periodo de coleta de Pseudoplatystoma fasciatum no Sistema Hidrogréafico Pindaré-Mearim, Maranhdo,

Brasil.

Local (Municipio) Rio/Lago (Bacia) Periodo néo- Periodo reprodutivo | Periodo reprodutivo Il Total/Local
reprodutivo R1 R2
NR
Pindaré-Mirim (Pin) Pindaré (Pindaré) 39 25 28 92
Alto Alegre do Pindaré (AAP) Pindaré (Pindaré) 30 - - 30
Santa Luzia do Tide (SLT) Zutiua (Pindareé) 23 - - 23
Penalva (Pen) Lago de Penalva 24 - - 24
(Pindare)

Bela Vista do Maranhdo Grajau (Mearim) 28 - - 28
(BVM)

Conceicgéo de Lago Acu (CLA) Lago Acu (Mearim) 24 - - 24
Pedreiras (Pdr) Mearim (Mearim) 24 22 24 70
Barra do Corda (BC) Mearim (Mearim) 29 33 31 93
Total 221 80 83 384
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Tabela 2. Diversidade genética, tamanho efetivo populacional (Ne) e inferéncia de bottleneck para
Pseudoplatystoma fasciatum das oito localidades no Sistema Hidrografico do Pindaré-Mearim,
Maranhao, Brasil.

Bottleneck
N Ap Na Ae Ra Ho He Fis Ne TPM SMM
Pin 86 14 7,8 3,3 2,6 0,672 0,661 -0,018 1589 (57.4-0)  0.434641 0.018833
AAP 26 2 4,0 2,2 2,1 0,633 0,512 -0,173 19(1.1-43) 0.325727  0.595072
ZU 21 1 51 2,9 2,5 0,678 0,624  -0,094 348.2 (8.4 - ) 0.415766  0.192588
Pen 22 0 44 2,7 2,3 0,675 0,588 -0,164 80.6 (9.5 - ) 0.242513  0.472137
Pdr 56 8 7,9 34 2,5 0,752 0,664 -0,146 56.2 (18.1 - o0) 0.207873  0.017994
BC 84 15 55 3,1 2,5 0,718 0,646 -0,103 0 (166.0 - ) 0.208848  0.002892
Gra 25 2 52 2,9 2,6 0,757 0,624  -0,208 0 (50.0 - o0) 0.435245  0.066161
LA 21 0 7,0 3,0 2,4 0,670 0,632 -0,071 25.2 (7.7 - ) 0.409077  0.405237
Todos - 5,25 586 293 243 0,694 0,618 - 85.5(58.2-128.8) 0.01958 0.00320

Pin: Pindaré-Mirim; AAP: Alto Alegre do Pindaré; Zu: Zutiua; Pen: Penalva; Pdr: Pedreiras; BC: Barra
do Corda; Gra: Grajal; LA: Lago Acu. N: nimero de amostras; Ap: alelos privados; Na: nimero de
alelos; Ae: nimero de alelos efetivos; Ra: riqueza alélica; Ho: heterozigosidade observada; He:
heterozigosidade esperada; Fis: Coeficiente de endogamia; Ne: tamanho efetivo, entre parénteses:
Intervalo de confianga a 95%; co: infinito, TPM: modelo two phase mutation; SMM: modelo stepwise

mutation, em negrito: resultados significativos (p <0.05)
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Tabela 3. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) espacial (com oito grupos) e temporal (A: com
nove grupos e B com seis grupos) para Pseudoplatystoma fasciatum do Sistema Hidrografico do Pindaré-
Mearim, Maranhdo, Brasil.

Fonte de variacéo Porcentagem de variacéo
Analise espacial Analise temporal A Analise temporal B
Entre os grupos 4.09 4.53 5.73
Dentro dosgrupos 95.90 95.46 94.26
Fst 0.0409 0.04537 0.05734

p-value 0.00000 0.00000 0.00000
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Tabela 4. Fst par-a-par para estrutura espacial em Pseudoplatystoma fasciatum no Sistema Hidrografico
do Pindaré-Mearim (amostragem do periodo ndo-reprodutivo). Em negrito, os valores estatisticamente
significativos (p<0,001) ap6s correcdo de Bonferroni. Acima da diagonal principal estdo os valores de
distancia, em quilémetros, entre cada par de localidades.

Pin AAP Zu Pen Gra LA Pdr BC

Pin - 100,35 105,54 149,78 374,01 312,95 355,87 554,56
AAP 0.05595 - 123,39 249,83 474,01 412,95 455,87 654,56
Zu 0.00588 0.08857 = 255,32 479,55 418,49 461,41 660,10
Pen 0.00906 0.07244 -0.01074 - 277,69 216,63 440,04 668,73
Gra 0.00262 0.05828 -0.01485 -0.00990 - 78,00 345,83 574,52
LA 0.02026 0.08768 -0.01366 -0.01130  -0.00502 - 284,77 513,46
Pdr 0.08261 0.22066 0.07650 0.11044 0.08314 0.10227 - 228,69
BC 0.00068 0.06157 0.01841 0.02097 0.00790 0.03498  0.07091 -

Pindare-Mirim (Pin), Alto Alegre do Pindaré (AAP), Zutiua (Zu), Penalva (Pen), Grajau (Gra), Lago Acu
(LA), Pedreiras (Pdr), Barra do Corda (BC).
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Tabela 5. Fsr par-a-par para a estrutura temporal em Pseudoplatystoma fasciatum no Sistema
Hidrografico do Pindaré-Mearim, considerando as amostragens dos periodos ndo-reprodutivo e
reprodutivo I e Il de 2016, mas também as amostras de | e |1 combinadas em um Unico grupo. Os valores
em negrito foram estatisticamente significativos (p<0,001) apds corregdo de Bonferroni.

Pin-NR  Pin-R1 Pin-R2 Pin-R Pdr-NR  Pdr-R1 Pdr-R2 Pdr-R BC-NR BC-R1

Pin-R1  0.01745 =

Pin-R2  0.02529  0.03229 -

Pin-R 0.01351 = = =

Pdr-NR  0.07897 0.09629 0.05166  0.06430 -

Pdr-R1  0.11935 0.13001 0.11324 = 0.05493 -
Pdr-R2 ~ 0.12872 0.12572  0.11032 - 0.04672  -0.01476 -
Pdr-R 0.12980 - - 0.11461  0.05494 = = >

BC-NR  0.04026  0.05502 0.08715 0.06536  0.09514 0.08110 0.09520 0.09447 -

BC-R1  0.05081 0.07633 0.11720 = 0.13592 0.09661 0.12032 > 0.00405 >
BC-R2  0.06649 0.10407 0.13135 - 0.15249 0.10648 0.13259 - 0.01837  -0.00581
BC-R 0.06041 - - 0.10202  0.14512 - - 0.11881  0.01289 >

Pindaré-Mirim (Pin), Alto Alegre do Pindaré (AAP), Zutiua (Zu), Penalva (Pen), Grajau (Gra), Lago Agu
(LA), Pedreiras (Pdr), Barra do Corda (BC)

NR: N&o-reprodutivo
R1: Inicio do periodo reprodutivo (janeiro e fevereiro)
R2: Fim do periodo reprodutivo (margo e abril)

R: Periodo reprodutivo considerado como uma unica amostra
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Tabela 6. Estimativas de fluxo génico baseadas em inferéncias Bayesianas de taxas de migracéo usando
BayesAss.Os valores em negrito ao longo na diagonal representam os individuos ndo-migrantes dentro de
uma subpopulagdo. Os valores acima e abaixo da diagonal principal representam as taxas de migracéo.

Pin AAP Zu Pen Gra LA Pdr BC
Pin 70,33% 3,71% 3,74% 3,67% 7,45% 3,67% 3,70% 3,73%
AAP 3,68% 70,39% 3,74% 3,73% 7,30% 3,68% 3,77% 3,72%
Zu 3,73% 3,68% 70,41% 3,74% 7,30% 3,72% 3,71% 3,70%
Pen 3,69% 3,76% 3,77% 70,46% 7,40% 3,64% 3,65% 3,62%
Gra 3,72% 3,67% 3,67% 3,71% 74,09% 3,81% 3,63% 3,70%
LA 3,76% 3,70% 3,76% 3,68% 7,33% 70,37% 3,69% 3,71%
Pdr 3,66% 3,90% 3,77% 3,76% 7,06% 3,65% 70,48% 3,72%
BC 3,77% 3,69% 3,76% 3,72% 7,21% 3,72% 3,73% 70,40%

Pindaré-Mirim (Pin), Alto Alegre do Pindaré (AAP), Zutiua (Zu), Penalva (Pen), Grajad (Gra), Lago Acu
(LA), Pedreiras (Pdr), Barra do Corda (BC)



InformacGes de Suporte
Tabela S1. Pardmetros da diversidade genética para os 10 loci de microssatélites de Pseudoplatystoma

fasciatum das oito localidades no Sistema Hidrografico do Pindaré-Mearim, Maranhéo, Brasil.
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Locus/N Pin AAP Zu Pen Pdr BC Gra LA
Prt3/N 92 28 23 24 66 87 27 24
Ap 1 0 0 0 2 1 0 0
Na 6 3 4 4 7 6 4 5
Ae 2,267 1,379 2,112 2,254 2522 2,199 2,233 2,400
Ra 2,094 1,541 2,019 2,100 2,281 2,058 2,078 2,215
Ho 0,533 0,214 0,478 0,667 0,773 0,632 0,481 0,667
He 0,559 0,275 0,526 0,556 0,604 0545 0552 0,583
Phw 0,747 0,054 0,626 0,273 0,000* 0,022 0,721 0,673
Fis 0,047 0,220 0,092 -0,198 -0,280 -0,159 0,128 -0,143
Prt25/N 92 28 23 24 66 90 27 24
Ap 4 0 0 0 1 0 0 0
Na 9 4 4 4 10 9 5 5
Ae 2,670 2,473 2,155 2,554 3,645 4,875 2,581 3,236
Ra 2,439 2,234 2,147 2,357 2,698 2,976 2,394 2,610
Ho 0,739 0,893 0,478 0625 0,773 0911 0593 0,833
He 0,626 0,596 0,536 0,609 0,726 0,795 0,612 0,691
Phw 0,012  0,000* 0,538 0,937 0,034 0,000~ 0,078 0,334
Fis -0,182  -0,499 0,108 -0,027 -0,065 -0,146 0,032  -0,206
Prt30/N 88 29 21 24 49 86 28 24
Ap 1 1 1 0 0 0 0 0
Na 11 4 8 7 9 9 9 8
Ae 2,709 2,143 3,556 3,320 3,212 2,504 4,115 3,556
Ra 2,477 2,009 2,731 2,632 2,574 2,240 2,846 2,782
Ho 0,795 1,000 1,000 0,833 0,429 0,953 0,750 0,750
He 0,631 0,533 0,719 0699 0689 0601 0,757 0,719
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Ho
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-0,261
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0
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3,619
0,417
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2
9
4,292
2,830
0,626

0,767

0,000*

0,183
86
1
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0,000*
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0,039

0,000*
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0
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7
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3,204
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0,688

0,328
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0,398
-0,043
24
0
5
2,095
2,045
0,792
0,523
0,023
-0,515

24

2,456
2,236
0,833
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0,121



Fis
Prt34/N
Ap
Na
Ae
Ra
Ho
He
Phw
Fis
Prt11/N
Ap
Na
Ae
Ra
Ho
He
Phw
Fis
Prt37/N
Ap
Na
Ae
Ra
Ho
He

Prw

Fis

0,083

89

5,165
3,026
0,966
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13
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0,804
0,808
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4,103
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0,756
0,001*
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76

24

1,438
1,577
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, n6s demonstramos que a especie Pseudoplatystoma fasciatum
apresenta baixa variabilidade genética, quando comparada a riqueza alélica de outras
especies do género que ocorrem no Brasil. Essa baixa variacdo genética representa uma
reduzida capacidade de adaptacdo a mudancas ambientais e altas probabilidades de
extincao, visto que essa especie sofre grande pressdo antrépica devido a sua importancia

econOmica para a regiéo.

Nos também evidenciamos que ha estrutura genética espacial e temporal para P.
fasciatum dentro do Sistema Hidrografico Pindaré-Mearim. A variacdo genética esta
associada ao local de origem dos individuos e, portanto, esta distribuida de forma néo-
aleatoria ao longo dos rios que compdem o sistema hidrogréfico. Entretanto, ndo ha
estrutura genética temporal dentro de cada localidade, mas entre as diferentes
localidades amostradas, comprovando que ha diferentes grupos de P. fasciatum se
reproduzindo na mesma época e em épocas distintas do periodo reprodutivo. Os
sistemas lacustres foram as Unicas localidades que ndo apresentaram alelos privados,
compartilhando alelos com as demais localidades, demonstrando que eles sdo locais
onde a variagao genética da espécie se reline, 0 que sustenta a importancia desses locais
como refugio para o recrutamento de P. fasciatum no sistema hidrografico Pindaré-
Mearim, e devem ser considerados areas prioritarias para acdes de manejo e
conservacao desse e de outros recursos pesqueiros que usam estes ambientes em uma

importante fase de seu ciclo de vida.

Portanto, ha implicacfes de nossas conclusdes para conservacdo deste
importante recurso pesqueiro do Maranhdo. O manejo correto da variacdo genética

existente nesse sistema hidrografico é importante para futuros programas de
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repovoamento e melhoramento genético, pois além de sua importancia ecoldgica como
predador de topo de cadeia alimentar, essa espécie possui alto potencial para a

piscicultura, o que poderia aliviar as pressoes sobre suas populacfes naturais.
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e Click here for more details on how to use the ScholarOne submission database.

e For help with submissions, please contact: molecol@wiley.com

N.B. Molecular Ecology employs a plagiarism detection system. By submitting your manuscript you accept that it
may be screened for plagiarism against previously published works.

2. AIMS AND SCOPE

Molecular Ecology publishes papers that utilize molecular genetic techniques to address consequential questions in
ecology, evolution, behaviour and conservation.
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Studies may employ neutral markers for inference about ecological and evolutionary processes or examine
ecologically important genes and their products.

Papers that are primarily descriptive and relevant only to the taxon being studied without addressing a question
more broadly applicable in ecology are not appropriate for Molecular Ecology and should instead be submitted to a
more specialized journal or toEcology & Evolution.

If your work addresses technical methods, computer programs and genomic resource development, please submit
these to our companion journal, Molecular Ecology Resources.
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Resources %5, **

Research areas of interest to Molecular Ecology include:
e ecological, evolutionary, and population genomics

e population structure and phylogeography

¢ landscape genomics

e community ecology and coevolution

e reproductive strategies

¢ relatedness and kin selection

¢ sexallocation

e population genetic theory

e analytical methods development

e conservation genetics

e speciation and hybridization

¢ microbial biodiversity

e evolutionary dynamics of ecologically important genes or QTLs
e ecological interactions

e molecular adaptation and environmental genomics
¢ impact of genetically modified organisms

Authors, please include a statement in your Cover Letter describing how your work fits the Aims and Scope
of Molecular Ecology.

3. MANUSCRIPT CATEGORIES AND REQUIREMENTS

Original Articles (Primary Research Papers)

Our principal function is to publish primary research papers. Such papers are reports of research projects that are
complete to the extent that they yield valuable insights into topics within the Aims and Scope ofMolecular Ecology.

¢ |imit of 8000 words per paper, excluding references
* manuscripts generally contain in this order:

Title Page

Abstract (about 250 words)
Introduction

Materials and Methods
Results

O O o o o
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Discussion
Acknowledgements
References

Data Accessibility
Author Contributions

O O O O O O

Tables and Figures (with captions)

'From the Cover' Papers
Primary Research Papers of exceptional interest to a wide audience within the Aims and Scope of Molecular
Ecology.

e Accepted articles will be highlighted on the cover and in the table of contents, and will frequently be featured in
commentaries and press alerts.

e From the Cover submissions that are judged not to merit this designation may still be considered as regular
Original Articles.

e From the Cover submissions can include papers previously reviewed by other high impact journals. In these
instances, we can utilize all documents associated with the previous review process. The use of these review
materials does not guarantee acceptance or that the manuscript will not receive external review.

o Toincrease the probability that further external review will not be necessary, authors in these cases should
revise the manuscript according to reviewers' comments and submit a cover letter describing these changes and
explaining why their paper would be appropriate for publication as a From the Cover article in Molecular Ecology.

¢ |imit of 8000 words per paper, excluding references

e N.B. We appreciate that authors of From the Cover papers are looking for rapid publication, and hence we will
consider initial submissions tha g6t are not in standard Molecular Ecology format.

e e.g., manuscripts in Nature, PNAS or Science format are welcome.

e Please note that articles deemed suitable for publication will need to be changed to Molecular Ecology format
prior to final acceptance

Invited Reviews and Syntheses

Invited Reviews

¢ Invited by the Reviews Editor from individuals who have major contributions to make to the field of molecular
ecology. We will consider unsolicited review papers, but authors wishing to submit such manuscripts should
contact the Managing Editor in advance: manager.molecol@wiley.com

e Specifics:

o May include boxes to provide additional information separate from the main text (limit 5 boxes of 2000 words
each)
o Color figures in these articles are published in print free of charge

Syntheses

e These papers bring together data from many different studies to address an important hypothesis in ecology or
evolution. They are not commissioned by an editor and can be directly submitted to the journal.
e Specifics:

o May include boxes to provide additional information separate from the main text (limit 5 boxes of 2000 words
each)
o Colour figures in these articles are published in print free of charge.

Opinions

These papers present points of view, that are relevant and potentially controversial, as a means of encouraging
debate. Such manuscripts may present speculative and provocative viewpoints, although they must be conditioned
by the normal standards of scientific objectivity, and they will be subject to peer review. Opinion Articles should be
shorter than 6000 words, excluding references.
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Comments

Comments on published papers, principally those published in, Molecular Ecology, will be considered by the editors
and published after consultation or peer review. Such manuscripts should be as brief as possible. A rebuttal by the
original author(s) may also be solicited and published alongside the Comment.

Meeting Reviews

These papers describe the theme, notable presentations and conclusions of a scientific meeting of interest to the
molecular ecology community. Meeting Reviews are only published after peer review, and should not present new
data. They should be shorter than 6000 words, excluding references.

4. PREPARING THE SUBMISSION

Cover Letters

Your cover letter should contain a clear statement of how your manuscript fits the scope of the journal.

As submission implies that the content has not been published or submitted for publication elsewhere except as a
brief abstract in the proceedings of a scientific meeting or symposium, it is not necessary to reiterate this
information.

Response to Reviewers
If your paper is a revision or resubmission, please prepare a detailed response to the previous set of editor and
reviewer comments.

e The manuscript submission system removes text highlighting, bold type or text colours, so the most robust
approach is to copy the decision letter into a Word document and insert your responses beneath each comment,
starting your text with “>>>".

¢ Uploading a copy of the manuscript with changes tracked also assists with the review process, particularly for
papers given a ‘reconsider after revision’ or an ‘accept, minor revisions’ decision.

Formatting

All manuscripts must have:
e Page numbers

e Continuous line numbers
e Double-spaced text

e Single-spacing for:

Table and figure captions
References
Appendices

O O O o

Supporting/Supplemental information

¢ Side margins 2.5 cm side margins, top and bottom margins 3 cm
e clear paragraph delimitations

o figures of sufficiently high quality for review

e Supporting Information in separate files from the main text.

Manuscripts failing to include any of these elements will be returned without review.
File Types
For initial submission, manuscripts can be:

¢ Microsoft Word with tables and figures either embedded in the document or uploaded as separate files
e Asingle pdf containing the text, tables and figures
e LaTeX

please use the LaTeX ‘article’ class
do not add coding to ‘force’ line breaks or the positioning of ‘floats’, as this coding will need to be removed in
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the conversion of the file to XML

o To submit your manuscript to ScholarOne Manuscripts, please combine all of your LaTeX and EPS (figure) source
files into a single PDF and upload this file as your designated 'Main Document'. (This will be used as a reference file.)
o Please then upload all LaTeX and EPS (figure) source files as a single zipped folder designated as a 'TeX/LaTeX
Source Folder".

o Keep files as small as possible to facilitate information transmission (max 50 MB)
e With the exception of LaTeX support files as outlined above, do not use any form of compression or zipping, as
these can interfere with our upload process.

Note: If accepted you must supply the manuscript in an editable format (Word, LaTeX), separate files for each figure
and tables in an editable format (Word or Excel).
Tables and Figures

e Tables and figures should appear after the main text.

e Captions should appear with their respective table or figure.

¢ Footnotes for tables should be given below the table.

e Colourimages are welcome, but authors are charged for colour production in print (see Final MS Preparation).
¢ In the full-text online edition of the journal, figure captions may be truncated in abbreviated links to the full
screen version. Therefore, the first 100 characters of any caption should inform the reader of key aspects of the
figure.

Preparation of Figures

e Almost all figures submitted to Molecular Ecology should be vector graphics, as these are clear at all
magnifications and reproduce well both in print and online.

e Graphs should always be saved directly as .eps or .pdf files from a professional graphics program (e.g., R) and
never as .jpg, .tif or any other pixel-based format.

e Maps should be made using vector graphics in e.g., Adobe lllustrator or R.

¢ The output of scientific software programs should also be saved directly as vector graphics whenever possible.
¢ Photographic images can be in a pixel-based format, but please ensure that these are saved as .tif files with at
least 300 dpi, or (failing that) a .jpg with no compression.

e Prepare figures such that, after reduction to fit across one column, two-thirds page width, or two columns (80
mm, 112 mm, or 169 mm, respectively) as required, all lettering and symbols will be clear and easy to read,

o i.e., no axes labels should be too large or too small. Further details are available at
http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp.

Failure to follow these guidelines may result in your paper having blurred, illegible or otherwise low-quality figures.
The corresponding author is responsible for obtaining written permission to reproduce material in print and other
media from the publisher of the original source, and for supplying Wiley with that permission

Charges for Colour

e Figures published in Molecular Ecology will appear in colour in the online version of the article, at no cost to
authors.

o Inthe ‘Colour Online Only’ option, figures have the colour saturation of the original version reduced to zero for
print. As a result, we recommend authors consider paying for colour printing if their figures and captions do not
convey the same information in greyscale as they do in colour. More information on making figures that are legible
in colour online and greyscale in print can be found at http://www.molecularecologist.com/figure-guidelines/.

e Itisjournal policy that authors pay the full cost for any print reproduction of colour artwork.

o Please contact the production staff for current colour figure charges: mec@wiley.com
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85

To learn about options for help with figure preparation, please seeWiley Editing Services.

Related Manuscripts

Reviewers and Editors often ask to see unpublished manuscripts (i.e. 'in press', 'in review' or 'submitted') that
appear to be related to the submitted paper. As obtaining these during the review process adds unnecessary delays,
we request that these related manuscripts are uploaded as 'supplemental files for review only' at the submission
stage.

Parts of the Manuscript

Separate files should be uploaded for the main text and for each figure.
Original Articles and From the Cover Articles include, in this order:
Main Text File

The text file should be presented in the following order:

Title Page

1. Ashort, informative title containing the major key words within the first 65 characters.

a. see Wiley's best practice SEO tips

b. The title should not contain abbreviations

c. It’s fun to present your work with a really clever title, but don’t let it compromise the discoverability of the
work. The best way to have some fun and make sure your work will be found on internet searches is to present the
title this way:

Accurate Scientific Title With Keywords: Fun, Catchy, Clever Title

2. Ashort running title of less than 45 characters;

3. The full names and affiliation of the authors;

a. The author's institutional affiliations should be that where the work was conducted

i. The present address of any author, if different from where the work was carried out, should be supplied in a
footnote.

b. Notation of corresponding author to whom proofs will be sent

c. Please refer to the journal’sAuthorship policy in the Editorial Policies and Ethical Considerations section for

details on author listing eligibility.

Abstract

Please provide an abstract of no more than 250 words containing the major keywords.
Keywords

Please provide four to six keywords.

Introduction

Materials and Methods

Results (separate from Discussion)

Discussion

Acknowledgements

e These should briefly give credit to other people who have made a contribution to the study.
e Ensure that all relevant grant numbers are listed.

References
Please see this document for examples of implementing APA Reference Style.

Data Accessibility Statement
Authors are required to archive their data in a publicly accessible repository such as Dryad, FigShare, GenBank, etc.
(not a laboratory homepage).


http://wileyeditingservices.com/en/
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http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/%28ISSN%291365-294X/homepage/ForAuthors.html#_Authorship
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/%28ISSN%291365-294X/homepage/Editorial%20Policies%20and%20Ethical%20Considerations
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86

e Upon submission, this statement must be included, but can describe curation plans prior to data having been
thus archived.

e Upon acceptance, data must be archived and the Data Accessibility statement completed including database and
information such as accession numbers or DOI (as available) for all data from the manuscript.

¢ Note: if data, scripts, or other artefacts used to generate the analyses presented in the paper are available via a
publicly available data repository, authors should include a reference to the location of the material within their

paper.
Example:

"Data Accessibility:

- DNA sequences: Genbank accessions F234391-F234402; NCBI SRA: SRX0110215

- Final DNA sequence assembly uploaded as online

- Climate data and MaxEnt input files: Dryad doi:10.5521/dryad.12311

- Sampling locations, morphological data and microsatellite genotypes: Dryad doi:10.5521/dryad.12311”

Manuscripts lacking a Data Accessibility section will not be passed through to an editor. Please note that reviewers
will be asked to comment on the completeness of this section.

Author Contributions
Authors should include a brief Author Contributions statement at the end of the paper in which they describe their
specific contributions to the published work. Contributions could include, but are not limited to:

e designed research

e performed research

e contributed new reagents or analytical tools
e analyzed data

e wrote the paper

Tables and Figures (with captions)
Tables
Tables should be self-contained and complement, not duplicate, information contained in the text. Specifics:

e Must be editable files, not pasted as images

e Legends should be concise but comprehensive — the table, legend, and footnotes must be understandable
without reference to the text

e All abbreviations must be defined in footnotes.

e Footnote symbols: T, %, §, 9], should be used (in that order)

e ¥ *¥x¥ ¥** should be reserved for P-values

e Statistical measures such as SD or SEM should be identified in the headings.

Figure Legends

Legends should be concise but comprehensive — the figure and its legend must be understandable without
reference to the text. Include definitions of any symbols used and define/explain all abbreviations and units of
measurement.

Figures

Although authors are encouraged to send the highest-quality figures possible, for peer-review purposes, a wide
variety of formats, sizes, and resolutions are accepted. Click here for the basic figure requirements for figures
submitted with manuscripts for initial peer review, as well as the more detailed post-acceptance figure
requirements.

Figures submitted in colour


https://authorservices.wiley.com/asset/photos/electronic_artwork_guidelines.pdf
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e will be reproduced in colour online free of charge

¢ Please note, however, that it is preferable that line figures (e.g. graphs and charts) are supplied in black and
white so that they are legible if printed by a reader in black and white

¢ to have figures printed in colour in hard copies of the journal, a fee will be charged by the Publisher.

Additional Files

Supporting/Supplemental Information

Supporting information is information that is not essential to the article, but provides greater depth and
background. It is hosted online and appears without editing or typesetting. It may include tables, figures, videos,
datasets, etc. Click here for Wiley’s FAQs on supporting information.

o |[f feasible, consider using this branded Molecular Ecology Supporting Information Document.

e Place article title and all author names at the beginning of the Supplemental document

e Consolidate Supplemental information into as few files as possible

e |f the document becomes very large, prepare a Table of Contents for the document

e Supporting Information should be uploaded in a separate file and given the file designation ‘Supporting
Information for online publication.’

e This material will not appear in the PDF Version of Record

Supporting Information will not be edited or altered from its original format during the production process, and
therefore proofs of your Supporting Information will not be available. Supporting Information will appear online
when your article is published.

Cover Image
If you wish to submit an image to be considered for the cover of the journal, please upload it at submission using
file category “Cover Image.”

e Make sure to fill out and include the Cover Image Permission form.

e Specs for the Cover Image must be:

Height - 148.51 mm
Width - 156.13 mm
Dpi - 150 dpi

Wiley Author Resources
Manuscript Preparation Tips:Wiley has a range of resources for authors preparing manuscripts for submission
available here. In particular, authors may benefit from referring to Wiley’s best practice tips onWriting for Search
Engine Optimization.

Editing, Translation, and Formatting Support:Wiley Editing Services greatly improve the chances of a manuscript

being accepted. Offering expert help in English language editing, translation, manuscript formatting, and figure
preparation, Wiley Editing Services ensures that the manuscript is ready for submission.
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