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RESUMO

A raia Potamotrygon wallacei (Carvalho, Rosa e Araujo, 2016), conhecida popularmente como
“cururu”, esta entre as menores arraias de 4gua doce conhecidas. O tamanho, forma corporal e
a presenca do clasper parecem ser as Unicas caracteristicas que expressam dimorfismo sexual.
Esta espécie habita as dguas escuras dos igapos e igarapés no estado do Amazonas, sendo
endémica da bacia do Rio Negro. Sua gestacdo é vivipara e pode se estender por trés a seis
meses, com maturidade sexual se iniciando a partir dos dois ou trés anos de idade, apresenta
baixo nimero de prole e longevidade alta. O conhecimento da biologia reprodutiva da raia
cururu é limitado quanto ao parametro do sistema de acasalamento que é atualmente
desconhecido. Este trabalho teve como objetivo, desenvolver marcadores moleculares do tipo
SNP especificos para Potamotrygon wallacei utilizando sequenciamento de préxima geracéo e
testar paternidade maltipla na espécie. As amostras utilizadas no trabalho foram de seis grupos
familiares, em sua maioria compostos por provavel mée e provaveis filhotes, provenientes da
localidade de Barcelos (Lago do Cubd), no Médio Rio Negro. As extracdes de DNA dos tecidos
dos individuos foram realizadas pelo método de CTAB 2% (Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide). A biblioteca genémica foi processada no sequenciador de Nova Geragdo (Next
Generation Sequencing - NGS) Illlumina, usando protocolo desenvolvido no laboratério. Os
indices de diversidade genética foram inferidos no programa Arlequin e as analises de relacdo
de parentesco foram feitas no software NGSRelate. A obtencdo dos 1.664 marcadores SNPs via
ddRAD usando protocolo caseiro para o sequenciador de proxima geracdo mostrou ser
excelente para a obtencéo dos niveis de diversidade genética para P. wallacei. Os resultados
sobre analise de parentesco forneceram novos insights sobre a biologia reprodutiva da arraia
cururu apresentando dois casos de sistemas de acasalamento, evidenciando um com indicativo

de monogamia e outro com indicativo de contribui¢éo extra-par.

Palavras-chave: Raia cururu; sistema de acasalamento; polimorfismo de nucleotideo Unico;

diversidade genética, biologia reprodutiva.



ABSTRACT

The stingray Potamotrygon wallacei (Carvalho, Rosa and Aradjo, 2016), popularly known as
“cururu”, is among the smallest known freshwater stingrays. Size, body shape and the presence
of the clasper seem to be the only characteristics that express sexual dimorphism. This species
inhabits the dark waters of the igapds and igarapés in the state of Amazonas, being endemic to
the Rio Negro basin. Its gestation is viviparous and can last for three to six months, with sexual
maturity starting from two or three years of age, it has a low number of offspring and high
longevity. Knowledge of the reproductive biology of the cururu ray is limited regarding the
parameter of the mating system, which is currently unknown. This work aimed to develop
molecular markers of the specific SNP for Potamotrygon wallacei using next generation
sequencing and to test multiple paternity in the species. The sample used in the work consisted
of six family groups, mostly composed of mothers and probable offspring, from the town of
Barcelos (Lago do Cuba), on the Middle Rio Negro. DNA extractions from the tissues of the
individuals were performed using the 2% CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide)
method. The genomic library was processed in the Next Generation Sequencing (NGS)
Illumina, using protocol developed in the laboratory. Genetic diversity indices were impaired
using the Arlequin program and parentage analyzes were performed using the NGSRelate
software. A total of 1664 SNPs markers were obtained via ddRAD using an in-house protocol
for the next generation sequencer and proved to be excellent to estimate the levels of genetic
diversity for P. wallacei. The results on kinship analysis provided new insights into the
reproductive biology of cururu stingray showing two cases of mating systems, one with an

indication of monogamy and the other with an indication of extra-pair contribution.

Key-words: Cururu ray; mating system; single nucleotide polymorphism; genetic diversity,

reproductive biology.
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INTRODUCAO

As raias da subfamilia Potamotrygoninae compdem o Unico clado de elasmobranquios
(peixes cartilaginosos da subclasse Elasmobranchii) que habita exclusivamente ambientes de
agua doce (Fontenelle et al., 2021; Torres et al., 2022). Atualmente, quatro géneros sdo
reconhecidos para esta subfamilia: Heliotrygon, Plesiotrygon, Paratrygon e Potamotrygon, de
modo que o género Potamotrygon comporta a maior parte da diversidade do grupo, com 34

especies validas (Ferreira, 2023).

Assim como diversos outros elasmobranquios, as raias de ambientes dulcicolas tém
baixa fecundidade, maturidade tardia, longa vida util e fecundag&o interna, tais caracteristicas
as tornam vulneraveis a superexploracdo e as mudancas ambientais (Charvet-Almeida et al.,
2005; Fontenelle et al., 2021). Apresentam desenvolvimento viviparo, com gestacdo que se
estende pelo periodo de trés a seis meses e, dependendo da espécie, cuidado parental (Carvalho
et al., 2016).

Os padr@es de cores chamativos e distintos sdo caracteristicas de algumas espécies, 0
que acaba tornando-as alvo para o mercado da pesca ornamental (Lucifora, 2022). Sua
exploracdo insustentavel € uma das principais ameacas para o grupo (Rosa et al., 2010;
Fontenelle et al., 2021). Outros tipos de pesca ameagam as arraias de dgua doce na América do
Sul, incluindo pesca para consumo como alimento e mutilagdo, podendo levar a exting¢éo local
(“pesca negativa”). Como habitam ecossistemas de agua doce, estdo expostos a outros
impactos, tais como fragmentacdo (barragens) e degradacéo (escoamento de produtos quimicos
agricolas, assoreamento e mineracdo) de habitats (Fontenelle et al.; 2021). Até o presente
momento pouco se sabe sobre a histdria natural das arraias de agua doce, e isso dificulta a gestao

da pesca e conservagédo do grupo.

Os Potamotrygoninae originaram-se de um ancestral marinho na América do Sul em
algum momento durante o final do Cretaceo ou Mioceno inferior e médio (Fontenelle et al.,
2021). Perderam a capacidade de concentrar uréia no sangue e adquiriram uma glandula retal
vestigial, o que as tornou fisiologicamente restritas ao ambiente de agua doce (Rosa et al.,
2010). Com isso, irradiaram extensivamente em bacias hidrograficas tropicais e subtropicais,
principalmente a leste dos Andes, diversificando em 37 espécies descritas e varias ainda nao
descritas (Lucifora, 2022).
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Membro da subfamilia Potamotrygoninae, a espécie Potamotrygon wallacei
(Carvalho, Rosa e Araljo, 2016) é conhecida desde a viagem de Alfred Russel Wallace a
Amazonia em meados do século XIX (1848-1852). Wallace fez uma breve descricdo
morfologica da espécie, mas infelizmente, todos os seus materiais bioldgicos foram perdidos

apos o naufragio do navio Helen durante seu retorno a Inglaterra (Carvalho et al., 2016).

Apesar da espéecie ser comum na natureza e também no mundo do comércio de
aquarios, sendo ainda uma das primeiras espécies de Potamotrygoninae a ser ilustrada (Figura
1) por Wallace, a nova espécie teve seu status taxondémico negligenciado por um longo periodo
de tempo. Potamotrygon wallacei (Carvalho, Rosa e Araujo, 2016) como atualmente é descrita
em homenagem a Alfred Wallace, foi retratada varias vezes em livros e revistas de peixes de
aquario, sendo citada como Potamotrygon sp. (Géry, 1976), ou erroneamente identificada como
P. histrix (Muller e Henle 1836), P. laticeps (Garman, 1913), P. motoro (Muller e Henle, 1841)
ou Disceus thayeri (Garman, 1913) (Carvalho et al., 2016).

Figura 1: Primeira ilustracdo de P. wallacei produzida por Alfred Russel Wallace no século X1X (Fonte:
reproduzido de Carvalho et al., 2016).

A arraia P. wallacei ou “cururu” como ¢ popularmente conhecida na regido de
Barcelos, é uma espécie endémica das aguas pretas e acidas do Rio Negro no Amazonas
(Carvalho et al., 2016) e trata-se da menor arraia de agua doce que se conhece do género
Potamotrygon (Ferreira, 2023). Essa espécie pode medir de 24,5 cm a 28,6 cm de diametro de

disco, mas ja foi relatado espécimes com até 31 cm de didmetro de disco, caracteristica das
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fémeas que sdo geralmente maiores que 0s machos, devido ao espago celdbmico para acomodar

0s embrides (Amazonas et al., 2021).

O tamanho e a forma corporal, além da presenca do clasper, que € o 6rgao genital
masculino, parecem ser as Unicas caracteristicas que expressam o dimorfismo sexual. As fémeas
possuem 0s ovarios estruturalmente assimétricos, sendo o esquerdo maior que o direito, porém,
apesar de menor, 0 ovario direito possui seis vezes mais epitélio germinativo, no entanto,

somente o esquerdo é funcional (Duncan et al., 2016).

Potamotrygon wallacei € uma espécie que apresenta, assim como outros
Potamotrygonidae, fecundacdo interna, possuindo dois Uteros e dois ovarios (Charvet-Almeida
et al., 2005). A mae fornece nutricdo fetal por meio do processo de histotrofia matrotrofica, no
qual a mucosa uterina, por meio de trofonemas, produz proteinas e secre¢des ricas em lipidios
que nutrem os fetos durante o desenvolvimento embrionario (Amazonas et al., 2019). Possui
crescimento lento, levando cerca de dois (02) anos para atingir seu tamanho minimo de
maturacdo, e longevidade entre 14 e 16 anos (Duncan et al., 2016). As fémeas gravidas
carregam de um a cinco (1-5) embriGes (Amazonas et al., 2019) e a gestacdo dura cerca de trés
(03) meses (Chavet-Almeida et al., 2005; Amazonas et al., 2019). O parto ocorre durante a
vazante e o inicio da enchente do Rio Negro, nesse periodo cerca de 40% das fémeas adultas ja

estdo gravidas (Duncan et al., 2016).

Os eventos do ciclo reprodutivo sao regulados pelo pulso de inundacéo do Rio Negro
(Aradjo, 1998; Duncan et al., 2016). Morales-Gamba et al. (2021) avaliaram como 0s
hormonios esteroides plasmaticos testosteronas (T) e 17p-estradiol (E 2) estdo relacionados ao
desenvolvimento folicular em fémeas da arraia cururu, durante a estacdo de cheia da bacia do
Médio Rio Negro. O peso relativo dos tecidos hepético e ovariano, bem como as alteragdes
morfoldgicas nos foliculos vitelogénicos, foram relacionados ao aumento do nivel de
agua. Essas associacOes sustentam a ideia de que a reproducdo dessa espécie é sincronizada
com o ciclo hidrolégico local da bacia do Médio Rio Negro. De fato, Marcon et al. (2021)
descreveram que a atividade reprodutiva dos machos de P. wallacei também € concomitante ao
periodo de cheia das &guas na bacia do Médio Rio Negro, e é regulada pela acdo de esterdides

gonadais, principalmente a testosterona.

Um ponto importante, € que o nimero de estudos genéticos disponiveis para esta
espeécie é consideravelmente baixo. Valentim et al. (2013) realizaram estudos citogenéticos para

a espécie ainda denominada como Potamotrygon sp. Neste estudo, cromossomos mitéticos e
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meidticos foram analisados usando técnicas convencionais de coloracdo, bandeamento C e
deteccdo das regides organizadoras do nucléolo (NOR) com nitrato de prata (Ag-NOR). Os
autores descobriram que o numero dipldide é distinto entre os sexos, de modo que os machos
apresentam 2n = 67 cromossomos e as fémeas apresentam 2n = 68 cromossomos. Um
cromossomo grande, correspondente ao par nimero dois no caridtipo feminino, estava ausente
no complemento masculino, sugerindo que 0s cromossomos sexuais séo do tipo XX/XO. Esse
sistema de cromossomos sexuais, que raramente ocorre em peixes, foi descrito pelos autores

pela primeira vez entre as raias de agua doce da bacia amazonica.

Ferreira et al., (2023), por sua vez, fizeram um estudo com uma abordagem
citogenética classica e molecular e descobriram uma variacdo cariotipica em duas populacdes
de P. wallacei. Eles descobriram dois caridtipos diferentes que chamaram de citétipo A do
Médio rio Negro e citétipo B do baixo rio Negro (proximo a Manaus). Esses dados certamente
trouxeram informacdes importantes sobre o papel das inversdes cromossémicas que moldaram
a férmula do caridtipo e promoveram as mudancas observadas na macroestrutura cromossémica
em arraias. O referido estudo foi o primeiro de uma série envolvendo investigagdes classicas e
moleculares em arraias de agua doce, a fim de fornecer informacGes sobre a evolugdo

cromossémica e a origem dos sistemas cromossémicos sexuais.

Belém (2020), em sua dissertacdo de mestrado, investigou pela primeira vez a
estruturacdo morfoldgica e genética da arraia cururu por meio de morfometria geomeétrica e
SNPs (do termo em inglés, Single Nucleotide Polimorphisms). Ele encontrou variagbes
morfologicas significativas entre localidades, margens e areas, mas ndo entre 0s sexos. Suas
analises gendmicas identificaram estruturacdo genética hierarquica, a primeira mais expressiva
entre areas (Médio e Baixo Rio Negro), a qual associou a distancia geogréafica entre as amostras,
e a segunda, uma subestruturacdo entre margens do Médio Rio Negro, a qual foi associada ao
isolamento parcial promovido pela calha do rio. O autor concluiu que os padrdes de diversidade

morfoldgica e genética da arraia cururu ocorrem em fungdo de diferentes pressoes seletivas.

Além disso, pouco se sabe sobre o estado de conservacdo da espécie, 0 que €
preocupante em se tratando de uma espécie comercialmente explorada. Em uma consulta a lista
vermelha (red list) da Unido Internacional para Conservagdo da Natureza (IUCN) a espécie ndo
€ nem mesmo classificada, retornando “zero” resultados quando se busca sobre ela. Isso indica
auséncia de informacoes e, portanto, a impossibilidade de se estabelecer o status de conservacao

dessa espécie, se ameacada ou néo.
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Dentre as informacdes bésicas para se estabelecer o status de conservacdo de P.
wallacei, destacamos a falta de conhecimento sobre seu sistema reprodutivo, ou seja, se €
geneticamente monogamico ou poligdmico (poliandrico ou poliginico). Destaca-se que a
espécie apresenta fecundacdo interna e € vivipara (Charvet-Almeida et al., 2005) com
desenvolvimento direto dos filhotes (Amazonas et al., 2019). O sistema reprodutivo tem
influéncia direta na capacidade das espécies em reter diversidade genética ao longo das
geracOes e pode ter importante impacto na sua resposta adaptativa as mudancas ambientais e

resiliéncia frente a impactos antrépicos (Domingues, 2018).

O fato de em uma mesma ninhada ser encontrado um alto polimorfismo no padréo de
coloracdo dos filhotes de P. wallacei tem levado ao questionamento se isso pode estar
relacionado ao tipo de sistema reprodutivo da espécie, uma vez que diferentes padrdes de cores
na mesma ninhada podem estar associados a multipla paternidade (MP) (Torres et al., 2022).
Para espécies viviparas, espera-se que a probabilidade de paternidade multipla seja influenciada
por pelo menos dois fatores: o nimero de parceiros das fémeas e o nimero de descendentes nas
ninhadas (Correia et al., 2021).

Até o presente, ndo houve avaliacdo de paternidade multipla em arraias de dgua doce,
porém, um estudo recente avaliou a ocorréncia de paternidade mdaltipla em Potamotrygon
leopoldi, onde seis mades e suas ninhadas foram genotipadas através de trés loci de
microssatélites polimérficos, fornecendo a primeira evidéncia de paternidade multipla para
Potamotrygonidae (Torres et al., 2022). A paternidade multipla foi confirmada em duas das seis
(33%) ninhadas, quando os resultados foram analisados utilizando 0 método de contagem
simples de alelos (baseado nas leis de herangca mendeliana), ja nas observagdes de contagem de
alelos, foi observada MP em cinco das seis (83%) ninhadas (Torres et al., 2022).

O fato de ter sido encontrada MP em P. leopoldi que pertence ao mesmo género de P.
wallacei, aliado ao fato de que frequentemente sdo encontrados filhotes com padrbes de
coloracdo distintos em uma mesma ninhada, nos conduziram a hipétese testada no presente
estudo, de que existe MP em P. wallacei. A resposta para isso pode levar a duas implicacdes:
(1) MP pode vir a ser reconhecida como um carater sinapomorfico do género, ou mesmo grupos

taxonémicos maiores; (2) MP pode ser uma apomorfia de P. leopoldi.

Uma forma de estudar o sistema de acasalamento € através de marcadores moleculares,
0s quais podem ser derivados de qualquer tipo de dado molecular que fornece um polimorfismo
detectavel entre os organismos a serem comparados (Marwal e Gaur, 2020). Eles sdo altamente
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valorizados em diversas areas que envolvem genética, biologia molecular e biotecnologia, tais
como genética de populacdes, filogeografia, filogenia molecular, mapeamento genético,
diagnosticos de doencas genéticas, testes de paternidade e para quem investiga as relacGes entre

gendtipo e fenotipo.

Investigar a presenca de paternidade multipla é outra area em que as técnicas
moleculares sdo valiosas. Também conhecida como poliandria genética, a paternidade multipla
refere-se a uma ninhada em que mais de um macho contribuiu geneticamente (Nevatte et al.,
2023). Os beneficios potenciais da paternidade multipla incluem evitar a endogamia ou
parceiros geneticamente incompativeis, aumentar a fecundidade e criar descendentes
geneticamente diversos. Em elasmobranquios, a paternidade multipla foi documentada em
espécies viviparas e oviparas e parece ser comum dentro do grupo. De fato, acredita-se que a
paternidade multipla seja a condicdo ancestral de todos os elasmobrénquios (Lamarca et al.,
2020).

Um marcador muito famoso e usado para analise de parentesco sdo 0s microssatélites
(Kaiser, 2017). Os microssatélites, ou repeticdes de sequéncia simples (SSRs), representam um
tipo Unico de sequéncias gendmicas repetidas em tandem, que sdo abundantemente distribuidas
pelos genomas e demonstram altos niveis de polimorfismo de alelos, sendo ainda considerados
marcadores codominantes, uma vez que € possivel diferenciar os homozigotos dos
heterozigotos (Hellemans e Volckaert, 2006). No entanto, 0os microssatélites apresentam alto
erro de genotipagem, exigindo métodos para quantificar e minimizar as taxas de erro de

genotipagem em analises de parentesco (Kaiser, 2017).

Quem vem demonstrando um baixo custo, alto rendimento de genotipagem e poder de
excluir ndo pais sdo os SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Um SNP é uma localizacéo
na sequéncia de DNA onde os individuos variam em um Unico nucleotideo (Zimmerman, 2020).
Esses marcadores sdo mais numerosos e estdo uniformemente distribuidos no genoma em
comparagao aos microssatélites, e apresentam um mecanismo mutacional com baixos niveis de
homoplasia (Morin et al., 2004). E certo que com os rapidos avancos na tecnologia de
sequenciamento, houve uma facilidade para a identificacdo de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) em todo o genoma (Morin et al., 2009), e este marcador vem sendo amplamente

utilizado na pesquisa evolutiva e na identificacdo de parentesco genético.

A grande questdo para este estudo é a inexisténcia de marcadores moleculares

especificos para P. wallacei, isso dificulta o esclarecimento de informacdes importantes sobre
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a compreensdo de aspectos da biologia reprodutiva, como os sistemas de acasalamento que
pode ser util para melhorar as avaliagcdes da estrutura genética da populacgdo, auxiliando no

desenvolvimento de acdes de conservacao.
OBJETIVOS
Objetivo Geral

o Desenvolver marcadores moleculares do tipo SNP especificos para Potamotrygon
wallacei utilizando sequenciamento de préxima geracdo e testar paternidade multipla

na espécie.
Objetivos Especificos

o Obter SNPs especificos para P. wallacei usando ferramentas de bioinformatica;
o Caracterizar os SNPs desenvolvidos, verificando os niveis de polimorfismo na espécie;
o Testar paternidade maltipla em P. wallacei usando SNPs;

o Inferir sobre o sistema de acasalamento de P. wallacei.
JUSTIFICATIVA

Potamotrygon wallacei é endémica da bacia do Rio Negro, regido cuja atividade
antrdpica € crescente devido a intensa exploracao da espécie para fins de aquarismo (Charvet-
Almeida, 2006). Por ter distribuicdo restrita e ao seu inerente pequeno tamanho populacional,
essa arraia é naturalmente vulneravel a grandes modificacdes de habitat como, por exemplo,
mudancas climaticas ou eventos catastroficos regionais, de modo que a exploragdo antropica
acima dos limites sustentaveis tem potencial de conduzir a espécie a extingdo mais rapidamente
em comparacdo com espécies de populagdes maiores e com ampla distribuicdo geogréfica.
Embora sua coleta seja autorizada pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) e dita superficialmente como sustentavel, ndo ha dados
genéticos para avaliar o real impacto dessas atividades a diversidade genética da espécie.

Assim, ndo ha informacdes sobre o estado de conservacdo da mesma junto a [IUCN.

Os marcadores SNPs desenvolvidos e caracterizados atraves deste estudo para P.
wallacei por meio de Next Generation Sequencing (NGS), servirdo como uma ferramenta a qual

tera potencial para estimar a diversidade genética, monitorar as populag¢@es naturais e permitira
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esclarecer o sistema de acasalamento da espécie, uma vez que seré utilizado para testar MP. Os

marcadores poderdo também ser utilizados em trabalhos futuros para esclarecer o padréo de

distribuicéo e o estado de conservacao da arraia cururu, informacdes indispensaveis para nortear

as estratégias de conservacéo.

MATERIAL E METODOS

Extracdo de DNA e amostragem

As amostras utilizadas no trabalho foram provenientes da localidade de Lagoa do

Cuba, na regido de Barcelos no Médio Rio Negro, foram obtidas durante o periodo de seca, nos

meses de marco e abril, sendo que somente uma familia, denominada CANI, foi coletada no

més de novembro. Foram utilizadas 26 amostras, sendo seis provaveis maes com Seus

respectivos embrides (foram assim denominadas porque a maioria das fémeas sofreram aborto),

como segue na Tabela 1 abaixo. As amostras foram coletadas pela equipe do Prof. Dr. Wallice

Duncan do Laboratério de Morfologia Funcional (DM/UFAM) e cedidas para este estudo.

Tabela 1 Grupos familiares de provaveis maes e provéaveis filhotes de Potamotrygon wallacei

Cédigo Id Mae / Data coleta
amostra Ninhada 1 Embrido
Pw 03 CA12 Embrido 31/03/2018
Pw 04 CA12 Embrido 31/03/2018
Pw 05 CA12 Embrido 31/03/2018
Pw 06 CA12 Mae 31/03/2018
Cédigo Id Mae / Data coleta
amostra Ninhada 2 Embrido
Pw 15 CA26 Mae 01/04/2018
Pw 16 CA26 Embrido 01/04/2018
Pw 17 CA26 Embrido 01/04/2018
Pw 18 CA26 Embrido 01/04/2018
Cadigo Id Mae / Data coleta
amostra Ninhada 3 Embrido
Pw 26 CA47 Embrido 02/04/2018
Pw 27 CA47 Embrido 02/04/2018
Pw 28 CA47 Mae 02/04/2018
Pw 29 CA47 Embrido 02/04/2018
Pw 30 CA47 Embrido 02/04/2018
Cadigo Id Mae / Data coleta
amostra Ninhada 4 Embrido
Pw 31 CA48 Mae 02/04/2018
Pw 32 CA48 Embrido 02/04/2018
Pw 33 CA48 Embrido 02/04/2018
Pw 34 CA48 Embrido 02/04/2018
Pw 35 CA48 Embrido 02/04/2018
Cadigo Id Mae / Data coleta
amostra Ninhada 5 Embrido
Pw 39 CA51 Embrido 02/04/2018
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Pw 40 CA51 Embrido 02/04/2018

Pw 41 CA51 Embrido 02/04/2018

Pw 42 CA51 Mae 02/04/2018
Cédigo Id Mae / Data coleta
amostra Ninhada 6 Embrido

Pw 50 CANI Mae 15/11/2022

Pw 51 CANI Embrido 15/11/2022

Pw 52 CANI Embrido 15/11/2022

Pw 53 CANI Embrido 15/11/2022

As extracdes de DNA dos tecidos dos individuos foram realizadas pelo método de
CTAB 2% (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) (Doyle e Doyle, 1987)), incluindo Proteinase
K (PK), cloroférmio alcool isoamilico (24:1), etanol 70% e isopropanol gelado. Foi cortado um
pedaco de tecido (cerca de 100 mg) de musculo e colocado no tubo eppendorf 2 ml, sendo
posteriormente adicionado 500 ul de tampdo CTAB 2% e 10 ul de PK, e deixado em banho-
seco a 55 °C em overnight. Depois foi adicionado 300 ul de cloroférmio-alcool-isoamilico
(24:1) e misturado por inversdo por 5 min e em seguida as amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm por 10 min. Foi retirado 300 pl de sobrenadante de cada amostra e colocados em
um novo tubo de 1,5 ml, sendo adicionado 500 pl de isopropanol frio e misturado por inversao
novamente por 2 min. Foram centrifugadas a 10.000 rpm por 20 min, em seguida o etanol foi
descartado, ficando apenas o pellet de DNA, acrescido de uma nova lavagem adicionando 500
ul de etanol 70%, com as amostras sendo centrifugadas novamente a 10.000 rpm por 10 min e
tendo descartado o alcool. Por fim, apds as amostras terem seu alcool evaporado, foram
ressuspendidas com 50 ul de dgua milli-g. A qualidade do DNA extraido foi checada em gel de
agarose 1% e a concentracdo de cada amostra foi quantificada no espectrofotdmetro nanodrop
2000.

Biblioteca Gendmica Reduzida

Foram selecionadas 26 amostras com boa qualidade de DNA, das quais foram retirados
cerca de 500 ng de DNA para serem digeridos com as enzimas de restricdo Sdal e Csp6, de
modo que os produtos da digestdo foram simultaneamente ligados aos adaptadores P5 P1 e
P7_P2 em uma reacdo a 37 °C por 3 h. O volume final do mix para a digestdo foi de 50 pl,
sendo composto por: 5 pl de DNA extraido, 30,05 ul de agua ultra pura, 10 ul de Tango; 2 pl
de P5 P1, 2 pl de P7_P2, 0,1 pl de Sdal 0,1 ul de Csp6, 0,5 pl de T4 Ligase e 0,25 ul de ATP
para cada amostra.

A purificacdo da digestao/ligacao foi feita com beads magnéticas a uma propor¢éo de
um volume da solugéo para cada 0,95 volumes de beads. Assim, foi multiplicado o volume
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inicial de 50 pl de DNA por 0.95 de beads ficando um volume de 47,5 pl de beads para colocar
em cada pogo, ficando um volume final de 97,5 pl. Ap6s colocar as beads nas amostras um
vortex foi feito e em seguida um spin. As amostras ficaram incubadas por 5 min, em seguida a
placa de PCR foi colocada sobre a placa magnética e incubada por mais 10 min. A placa de
PCR e a placa magnéetica foram giradas invertidas na centrifuga a 1 min em uma rotagao de 100
RCF (Forca Centrifuga Relativa) para retirar o sobrenadante. Apds isso, as beads foram lavadas
com etanol 80% gelado utilizando um volume de 150 ul, em seguida foram misturadas por
inversdo e incubadas por 5 min, depois, a placa de PCR e a placa magnética foram giradas
invertidas na centrifuga durante 1 min a 100 RCF para retirar o sobrenadante novamente e mais
uma lavagem com etanol 80% foi feita. Apo6s a lavagem, a placa de PCR foi posta para secar

na estufa por 10 min, sendo ressuspendidas com o volume de 50 pl.

Para a primeira PCR, o volume final de mix foi 15 pl por amostra, sendo: 1 pl de DNA,
7,75 pl de &gua ultra pura, 1,2 pl de MgCly, 1,2 pl de dNTPs, 1,5 pl de buffer NH4, 1 ul de
primer P5(P1) amp, 1 uL de P7(P2) amp, e 0,35 pl de Taq. A reagdo durou 1 h 40 min passando
por trés estagios, o primeiro foi a desnaturagao a 94 °C por 2 min, o segundo foi de anelamento
seguido por 35 ciclos a 94 °C por 15 s, 55 °C por 35 s € 68 °C por 1 min 30 s, o Gltimo estagio
foi de extensdo a 4 °C por 30 s. Apos a amplificacdo, os produtos da PCR foram visualizados

em gel de agarose a 1% e purificados novamente em esferas magnéticas.

Para a PCR de enriquecimento e ligacdo dos adaptadores, os barcodes utilizados
foram: primer (Q7) para a coluna da placa de PCR e primer (Q5) para as linhas da placa de
PCR. Foram feitos dois super master mix para o volume final de 25 ul para cada réplica, sendo
5 ul de cada amostra de DNA digerido. Apo6s o enriquecimento, as cinco (5) réplicas foram
combinadas em uma Unica placa usando o mesmo volume e foram purificadas com beads
magnéticas e foram ressuspendidas com 50 pl. Em seguida, cada pogo foi quantificado no Qubit
2.0 (Life Technologies). De posse das concentracfes de cada amostra, foram feitos os calculos
para preparar um pool equimolar de amostras. Apos a preparacdo da biblioteca contendo a
mistura equimolar de todos os individuos, ela passou por nova etapa de purificacdo utilizando
beads magnéticas. Depois, uma etapa de redugdo do numero de fragmentos foi feita através da
selecdo de fragmentos entre 400-630 pb por meio do Pippin-Prep. Em seguida, a concentragédo
da biblioteca genémica final foi quantificada novamente no Qubit 2.0 e seu volume aquoso foi
evaporado no SpeedVac. A biblioteca gendmica foi processada no sequenciador de Nova
Geracdo (Next Generation Sequencing - NGS) Illlumina MiSeq®, usando protocolo do

fabricante.
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Processamento dos dados por bioinformética

Os dados brutos foram obtidos em formato FASTQ e posteriormente processados por
meio de DiscoSnpRad para obter os SNPs. A obten¢do dos SNPs consistiu na filtragem das
sequéncias por qualidade usando o pacote vcfothers.R implementado na plataforma R usando
script desenvolvido pelo grupo do LEGAL/UFAM (https://github.com/legalLab/). Nesta
filtragem foram realizadas seis etapas: 1) foram excluidos os individuos que apresentavam mais
de 90% de dados faltantes; 2) foram retirados os SNPs que tinham alelos raros com frequéncia
abaixo de 3%; 3) foram retirados todos os SNPs com cobertura menor que 10x, ou seja, que
tiveram menos de 10 leituras Unicas do mesmo locus; 4) foram mantidos somente SNPs nédo
ligados, de forma que foi apenas um SNP por RAD (Restriction-site Associated DNA) foi
considerado; 5) foram retirados todos os SNPs com mais de 20% de dados faltantes nos
individuos analisados; e 6) foram retirados todos os individuos com mais de 30% de dados
faltantes. Apds a filtragem dos loci, conforme os critérios e passos supramencionados, foi
gerado um gréafico de missing data por individuo. Apds filtragem, o arquivo VCF foi convertido
nos formatos de input para as analises subsequentes. E importante destacar que o banco de

dados foi organizado por grupos familiares.
Anélise dos dados genémicos

Para as andlises de diversidade genética utilizamos o programa Arlequin 3.5 (Excoffier
e Lischer, 2010). Os parametros utilizados foram os de heterozigosidade observada (Ho) e
heterozigosidade esperada (He). Para as andlises de relacionamento foi utilizado o programa
NGSRelate (Korneliussen e Moltke, 2015). O software NGSRelate estima parentesco pareado
a partir de dados NGS (Next-Generation Sequencing). Ele fornece estimativas de probabilidade
méaxima que sdo baseadas em probabilidades de gendtipos. O estimador utilizado nas analises
de parentesco foi o Pairwise relatedness (Rab), o qual foi descrito pela primeira vez por Hedrick
e Lacy (2015). Ele calcula o indice de relacionamento R a partir da propor¢do compartilhada
de identidade de alelos homologos por descendéncia usando o subconjunto das nove estimativas
de maxima verossimilhanca entre dois individuos em um locus bialélico. Esse indice de
relacionamento R inclui categorias de parentesco, pais-filhos (r = 0,50), irmaos completos (r =

0,50), meio-irméos ( r = 0,25), primos (r = 0,12), de ndo aparentados ( r = 0,10).
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RESULTADOS

Diversidade genética

As informacdes genéticas foram obtidas utilizando 1.664 SNPs e houve variacdo no
numero de loci polimoérficos como mostra a Tabela 2. A média da diversidade genética sob
todos os loci para todos os grupos foi de 0,246, tendo uma variacdo de + 0,119 como mostra a
Tabela 3. A heterozigosidade observada (Ho) apresentou um valor superior ao da
heterozigosidade esperada (He), conforme apresentado na Tabela 4, indicando uma tendéncia

de todos os loci.

Tabela 2: NUmero de loci e numero de loci polimorficos por familia

CAl2 CA26 CA47 CA48 CA51 CANI
No. of loci 1664 1664 1664 1664 1664 1664
No. of polym. Loci 845 706 788 747 829 813

Tabela 3:Indice médio de Diversidade Genética de Potamotrygon wallacei estimados no Arlequin de todos os
grupos

Ho He Me
Todos

0,306 + 0,279 0,248 £ 0,184 0,246 £ 0,119

Ho= Heterozigosidade observada;
He= Heterozigosidade esperada;
Me = Média da diversidade génica sob todos os loci.

Tabela 4: Indice de Diversidade Genética de Potamotrygon wallacei estimados no Arlequin por familia

Familia Ho He Me

CAl12 0,595 + 0,274 0,476 £ 0,116 0,255 £ 0,145
CA26 0,530 £ 0,275 0,441 +0,123 0,277 £0,149
CA47 0,541 0,274 0,435+ 0,126 0,231+ 0,125
CA48 0,452 + 0,257 0,422 + 0,128 0,281 £0,151
CA51 0,653 + 0,297 0,463+ 0,121 0,236 + 0,127
CANI 0,586 + 0,270 0,470+ 0,115 0,239+ 0,135

Ho= Heterozigosidade observada;



He= Heterozigosidade esperada;
Me = Média da diversidade génica sob todos os loci.

Analise de parentesco

A anélise de relacdo de parentesco implementada no programa NgsRetale usando a
estimativa de parentesco pareado rab (Pairwise Relatedness) mostrou a primeira evidéncia de
multipla paternidade para a espécie Potamotrygon wallacei. Dentre as seis (06) supostas
familias apresentadas, identificamos 18 pares com algum nivel de relacionamento, incluindo
quatro pares de pais-filhos, cinco pares de irmdos completos, quatro pares de meio-irméos e
cinco pares de primos. Porém, para uma familia ndo houve nenhuma relagcdo de parentesco

como segue Figura 2.

A estimativa de R parentesco pareado para a suposta familia 1 (CA12) com ninhada
de trés filhotes, apresentou valor de relacionamento R= 0,413 entre o pareamento dos
individuos Pw04 e Pw05 mostrando relagdo consistente de irmaos completos. Entretanto, para
o pareamento dos individuos Pw04 e Pw06 (filhote e suposta mae, respectivamente), o valor de
relacionamento 0,122 mostrou uma relacdo parental de primos e ndo de mae-filho, para o
pareamento dos individuos Pw05 e Pw06 o intervalo mostrou 0 mesmo tipo de relacdo, como

mostra figura 2a.

(a) familia 1 (CA12)
Néo relacionados

Primos

PWwO4(E)  PwO5(E)  Pw06 (M)

Pw 04 (E) Meio irmdos
Pw 05 (E) Irmao completos
Pw 06 (M) Pais - filhos

(b) familia 2 (CA26)

Pw15(M) Pwi16(E) Pwl7(E)  Pw18(E)

Pw 15 (M) |

Pw 16 (E) |
Pw 17 (E) | 0.000003 |
Pw 18 (E) |
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(c) familia 3 (CA47)

Pw26(E) Pw28(M) Pw29(E) Pw30(E)

Pw 26 (E)
Pw 28 (M)
Pw 29 (E) |0.106045 [0.260664
Pw 30 (E) [0.335698 | 0.070357

0.000000

(d) familia 4 (CA48) (mée deletada)

PWw32(E) Pw33(E) Pw34(E) Pw35(E)

Pw 32 (E)

Pw 33 (E) |0.000005

Pw 34 (E) |0.028033 |0.077575

Pw 35 (E) [0.000000 |0.075085 |0.000002

(e) familia 5 (CA51)

PW39 (E) Pw40(E) Pw4l(E) Pw42 (M)

Pw 39 (E)
Pw 40 (E)
Pw 41 (E)
Pw 42 (M)

(f) familia 6 (CANI) (mée deletada)

Pw51(E) Pw52(E) Pw53(E)

Pw 51 (E)
Pw 52 (E)
Pw 53 (E)

0.263789
0.243138

Figura 2: Estimativa de parentesco pareado rab (Pairwise Relatedness) entre supostas mées e seus filhotes para
(a) familia 1 (CA12), (b) familia 2 (CA26), (c) familia 3 (CA47), (d) familia 4 (CA48), (e) familia 5 (CA51) e (f)

familia 6 (CANI) da arraia cururu (Potamotrygon wallacei). Células cinza escuro, indicam valores ndo aplicaveis.
*OBS: M= mée; E= embrido

A familia 2 (CA26) com ninhada de trés filhotes, o parametro utilizado apresentou
relacdo de parentesco de primos entre o pareamento dos individuos Pw16 e Pw18 com valor de
relacionamento de 0,189, o mesmo resultado foi apresentado para o pareamento dos individuos
Pw17 e Pw18 com intervalo de 0,168. Entretanto, os dados pareados entre os individuos Pw15
e Pw17 mostraram um valor de relacionamento de 0,377, indicando relacdo de mée-filho. Para
os outros individuos, os dados mostraram que ndo sdo relacionados como mostra a figura 2b.
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Para a familia 3 (CA47) com ninhada de quatro filhotes, uma amostra foi excluida
devido a baixa qualidade. Os valores de relacionamento R para cada par, apontou
relacionamentos de primos entre os individuos Pw26 e Pw28. Para os individuos Pw26 e Pw30
e Pw28 e Pw29 como mostra a figura 2c, o valor de relacionamento mostrou que s@&o meio
irméos. A suposta mae Pw28 o valor de relacionamento ndo mostrou nenhuma relagéo de

parentesco com os supostos filhos.

Para a familia 4 (CA48), a estimativa de dados pareados mostrou que nao houve
nenhum tipo de relacdo ja supracitado, no entanto, mostrou que a ninhada de trés filhotes da

familia 5 (CA51) consistiam em irmaos completos e pais-filhos, como mostra figura 2d.

Para a familia 6 (CA50), a mde Pw50 foi excluida por apresentar baixa qualidade. A
estimativa rab indicou a existéncia de MP, uma vez que o pareamento entre os individuos Pw51
e Pw52 apresentou valor de relacionamento de 0,263, mostrando serem meio irmaos, 0 mesmo
para o pareamento entre os individuos Pw51 e Pw53 com valor de relacionamento R de 0,243,
isso indica serem filhos de pais diferentes. J& para os individuos Pw52 e Pw53 o valor de

relacionamento foi de 0,506, mostrando serem irméos completos.

Em geral, os conjuntos de dados pareados de SNPs produziram indicativos de relacdo

de parentesco, como mostra a Tabela 5.

Tabela 5: Nimero de SNPs por pareamento entre individuos separados por familia.

« F = famflia N° de SNPs por familia UN N4o relacionados
B nSites F1 nSites F2 nSites F3 nSites F4 nSites F5 nSites F6 Primos
340 369 456 HS Meio irm&os
. 455 436 390 Irm&o completos
areamento
429 398 391 is e fi
entre Pais e filhos
individuos 332 4ri e
390 360
374 450
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DISCUSSAO

Diversidade genética

A obtencdo de marcadores SNPs via ddRAD usando protocolo adaptado pelo LEGAL
(Laboratorio de Evolugéo e Genética Animal) para o sequenciador de préxima geracao Illumina
mostrou-se excelente para a obtengdo dos niveis de diversidade genética para P. wallacei. O
presente estudo avaliou a diversidade genética de possiveis grupos familiares da raia cururu
amostrada na localidade da Barcelos, Rio Negro utilizando 1.664 marcadores moleculares do
tipo SNPs. Os resultados mostraram a existéncia significativa de niveis de diversidade genética
entre as amostras analisadas com valores de Ho que variam de 0,45 para CA48 a 0,65 em CA51,
com média de 0,30. J& os valores de He variaram de 0,42 em CA48 a 0,48 em CA12, com média
de 0,24. Os niveis de heterozigosidade obtidos no presente trabalho foram menores do que os
obtidos por Belém, (2020), o qual usando 2.089 SNPs obteve uma média de Ho de 0,39 e He
de 0,38 proveniente de individuos amostrados de cinco popula¢des na bacia do rio Negro. Esses
niveis de heterozigosidade obtidos também foram menores do que os observados em outras
espécies de raias ja estudadas, onde os valores das médias encontrados foram de Ho de 0,39 e
He de 0,34 para Pseudobatos percellens, e Ho de 0,38 e He de 0,33 para Rhinoptera bonasus
(Souza, 2021), ambos utilizando SNPs. O autor sugeriu que os resultados fossem avaliados com
cautela, uma vez que o tamanho da amostra analisada em alguns locais era baixo e pode ter
afetado essas estimativas como foi o caso de P. wallacei uma vez que foram analisadas apenas
seis provaveis familias com o N variando de 3 a 5 individuos. Porém, em geral, os
elasmobranquios apresentam baixa diversidade genética devido as suas lentas taxas de evolucéo
molecular e caracteristicas de histdria de vida k-estrategistas (Domingues et al., 2018; Lamarca,
2020).

Andlise de parentesco

Os resultados deste estudo sobre andlise de parentesco fornecem novos insights sobre
a biologia reprodutiva da arraia cururu. Os resultados mostraram que das seis supostas familias
analisadas, uma apresentou sistema de acasalamento monogamico (familia CA51), envolvendo
um macho e uma fémea, e a outra (familia CANI) apresentou sistema de acasalamento
poligdmico envolvendo uma fémea e mais de um macho. Os outros grupos familiares
apresentaram-se em sua maioria como nao relacionados, com excecdo de alguns casos

envolvendo relacionamento como de primos € meio-irmaos.
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A monogamia genética quando ocorre em peixes, estd geralmente associada a
monogamia social, quando h& a necessidade de defesa biparental de territorio ou de cuidado
com a prole (Chapman et al., 2004), o segundo exemplo € algo comum em Potamotrygoninae
(Carvalho et al., 2016). Considerando também o estudo feito com Sphyrna tiburo (Chapman et
al., 2004) onde os autores detectaram que machos e fémeas monogamicas geralmente produzem
descendentes com apenas um parceiro a cada ciclo reprodutivo. Esses casos poderiam explicar
a monogamia apresentada na familia CA51. Porém, a deteccdo de MP para a familia CANI,
pode ser um indicativo de que as estratégias de acasalamento de P. wallacei envolvam
poliandria. Duas hip6teses plausiveis podem explicar a poliandria em animais. A primeira pode
estar relacionada aos beneficios genéticos proporcionados por esse comportamento, uma vez
que a parentalidade da prole frequentemente é atribuida a machos que oferecem aptidao
genética acima da média (Lamarca, 2020). O segundo é um possivel desacerto entre as taxas
Otimas de acasalamento entre machos e fémeas, o que pode levar a desordens sexuais, como
acasalamento forcado (Fox et al., 2019; Lamarca, 2020) ou também poliandria de conveniéncia
(Lyons et al., 2021; Nevatte, 2022).

Porém, outros fatores bioldgicos corroboram que a espécie seja poliandrica (Lyons et
al., 2021). Por exemplo, a competicdo espermatica, que é quando espermatozdides de diferentes
machos competem pela fertilizacdo dos 6vulos e € um fato conhecido em elasmobranquios
(Fitzpatrick et al., 2012). E também, o0 armazenamento de esperma, em espécies que possuem
tais caracteristicas, pode aumentar a quantidade de competicdo espermatica ja que as fémeas
podem ter controle pos-copulatério sobre a geracdo de suas ninhadas por meio do
armazenamento e selecdo de esperma de machos “favoritos” (Fitzpatrick et al., 2012). A
capacidade de armazenar espermatozdides ja foi registrada para muitos condrictes (Lyons et
al., 2021).

Shibuya et al., (2022) descobriram que em Potamotrygon motoro as fémeas liberam
feromonios pela cloaca o que faz com os machos saibam qual fémea esta em processo de
reproducdo. Esse seria mais um indicativo de que varios machos podem copular uma Unica
fémea desde que venca outro macho durante a estacéo reprodutiva, uma vez que a espécie citada
e P. wallacei pertencem ao mesmo género. Outro fator muito importante e que corrobora com
a MP em P. wallacei foi o0 estudo feito por da Silva et al. (2016), com seis raias de dgua doce
sul-americanas (familia Potamotrygonidae) incluindo P. wallacei. Os autores registraram que
os Potamotrygonidae possuem dois Uteros e dois ovarios. Charvet-Almeida et al. (2005)

descreveu que a assimetria ovariana € uma caracteristica dos Potamotrygonidae. Dados de
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fecundidade uterina em Plesiotrygon iwamae, Paratrygon aiereba, Potamotrygon motoro, P.
orbignyi, P. schoroederi, P. scobina e P. wallacei, mostra que ambos os (teros armazenam
embrides e, consequentemente, sdo funcionais (Charvet-Almeida et al., 2005; da Silva, 2017) e
as diferencas observadas em termos de conteldo uterino envolveu apenas discrepancias

relacionadas ao nimero de embrides encontrados.

Todavia, como apenas seis ninhadas foram analisadas para esta espécie, e no fim
descobrimos que s6 haviam duas familias de fato e apenas em uma foi detectado MP, néo foi
possivel determinar a frequéncia da poliandria.Para uma avaliacdo mais completa do sistema
de acasalamento de P. wallacei é necessaria uma amostragem adicional de fémeas gravidas e
seus filhotes. E certo que sejam necessarios mais estudos para entender a mltipla paternidade
na arraia cururu. Casos de MP s6 foram apontados para sete ordens de elasmobranquios até o
momento, sendo os Carcharhiniformes, Hexanchiformes, Lamniformes, Orectolobiformes,
Squaliformes, Rajiformes e Myliobatiformes (Rossouw et al. 2016) e ainda ndo esta claro como
esse carater evoluiu e se ocorre em todos os elasmobranquios ou em algumas linhagens
(Lamarca, 2020), para a familia Potamotrygonidae, este seria a segunda evidéncia de MP, o

primeiro relato feito foi para Potamotrygon leopoldi (Torres et al., 2022).

As vantagens de ocorréncia de MP seriam o poder de aumentar o tamanho efetivo da
populacdo (Ne) e ajudar a manter a diversidade genética de uma popula¢do a longo prazo, além
de aumentar o nimero de descendentes vidveis em uma Unica ninhada. Além disso, esse
comportamento pode reduzir as chances de a infertilidade do parceiro sexual ou esgotamento

espermatico, aumentando assim a aptiddo reprodutiva das fémeas (Nevatte, 2022).
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CONCLUSAO

Este estudo foi o primeiro feito usando marcadores SNPs para raias de agua doce com

a finalidade de se obter as relacdes de parentesco e mostrou-se eficiente nas anéalises.

Os SNPs obtidos foram informativos para a inferéncia dos relacionamentos em 60%
das comparacOes evidenciando algum tipo de relacionamento parental, e 40% de ndo

relacionados;

Este estudo mostrou que P. wallacei apresentou dois sistemas de acasalamento em
duas familias, a familia CA51 apresentou monogamia enquanto que a familia CANI apresentou
MP, nas outras familias a maioria dos relacionamentos foram de ndo relacionados (UN).
Embora preliminares, os resultados fornecem novas informac6es importantes sobre a biologia

reprodutiva da espécie.

Por fim, mais pesquisas nesta area devem ser feitas, incluindo a coleta cuidadosa de
amostras adicionais de familias. E também, deve-se aumentar a quantidade de familias para

inferir os relacionamentos com mais precisao.
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