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Resumo

O pirarucu (Arapaima gigas) € um dos maiores peixes de agua doce do mundo, podendo
crescer até 3 metros de comprimento e pesar até 200 quilos. E um peixe de grande
importancia econémica usado como fonte de alimento pela populagdo tradicional na bacia
Amazénica. E marcado por uma longa histéria de exploragdo comercial, 0 que reduziu a
variabilidade genética de muitos grupos de individuos desta espécie. O presente trabalho
reporta um estudo de genética de populacBes para o Arapaima gigas objetivando estimar
niveis de variabilidade genética de espécimes coletados em 20 localidades ao longo da bacia
Amazonica e Tocantins/Araguaia, investigar se ha existéncia de estrutura genética e verificar
se houve reducdo populacional. Para isso foram utilizados 11 marcadores microssatélites
que devido ao seu elevado polimorfismo atendem as necessidades deste estudo. A
heterozigosidade média observada sobre todos os locos para cada localidade amostrada
variou de 0,32 para os espécimes coletados no rio Araguaia a 0,70 para para 0s espécimes
coletados em Mamiraua. Considerando apenas localidades da calha principal do rio
Amazonas, a heterozigosidade observada foi de 0,45 em Iquitos a 0,70 em Mamiraua.
Enquanto que para os tributarios da bacia Amazodnica amostrados foi verificado 0,32 no rio
Araguaia a 0,62, no rio Tapajés. Os resultados da andlise de ANOVA, utilizada para testar se
h& diferencas significativas na distribuicdo da heterozigosidade observada em relagédo as
localidades amostradas e em relagdo as amostras coletadas na calha e nos principais
tributarios da bacia Amazbnica, mostraram um padrdo heterogéneo na distribuicdo da
variabilidade genética para a referida espécie, sendo que altos e baixos valores sdo
distribuidos de maneira ndo uniforme entre as localidades amostradas para o presente
estudo e foi encontrado um maior valor de variabilidade genética para as amostras coletadas
na calha do que nos tributarios amostrados. O fato de haver maior variabilidade genética nos
individuos coletados na calha pode ser devido ao fato de a calha funcionar como um ponto
de encontro de Arapaimas de varias localidades, com deslocamento favorecido pelas
transgressoes e introgressdes das aguas de varzea. Os resultados de AMOVA demonstram
que os grupos analisados no presente estudo encontram-se moderadamente estruturados.
Resultado condizente com os hébitos de baixa migracao da referida espécie. Os resultados
da analise Bayesiana mostram que ha estrutura populacional na forma de gradiente ao longo
da bacia amazbnica, esses resultados também mostram que o0s rios tributarios néo
comportam populacbes geneticamente diferenciadas em relacdo a calha principal. A
estruturagcdo genética encontrada para a espécie Arapaima gigas nos permite dividir a bacia
Amazdnica em trés macroregides que devem ser manejadas de maneira diferenciada devido
as suas particularidades genéticas, essas regides sdo Amazodnia ocidental compreendendo
as localidades Iquitos, Leticia, Eirunepé, Mamiraua, Tapaua, Labrea, Manuel Urbano e
Borba; Amazobnia central compreendendo as localidades Carauari, Coari, RDS Piagagu-
Purus, Manacapuru, Careiro da Varzea, Nhamunda, Santarém (llha de Sao Miguel) e
Jacaréacanga; e Amazobnia oriental e bacia do Araguaia / Tocantins compreendendo as
localidades de Macapa, Mexiana, Maraba e llha do Bananal (rio Araguaia). O teste de auto-
correlacao espacial mostrou que entre toda a amostragem deste estudo ha fluxo génico para
a espécie Arapaima gigas. Foi observada reducgdo populacional recente significativa através
do teste de Mvalue para 11 das 20 localidades amostradas, sendo que reducbes mais
drésticas foram observadas para as amostras da llha de Mexiana na foz do rio Amazonas e
llha do Bananal, no rio Araguaia. Esses resultados devem ser vistos como um aviso
importante sobre a fragilidade genética dos grupos de Arapaima gigas dessas localidades.
Desta forma, com base nos dados apresentados, é fortemente aconselhavel que sejam
implementados programas de manejo e conservacgao desta espécie de maneira diferenciada
nas trés macroregiées da bacia Amazénica, levando em conta as particularidades genéticas
da espécie em cada regido.



Abstract

The pirarucu (Arapaima gigas) is one of the largest freshwater fishes of the world; it
can grow to up to 3 meters, and weight up to 200 kg. It is an economically important
fish used as a traditional food source in the Amazon basin. It has suffered a long
history of commercial exploitation, which has resulted in various populations with
critically low levels of genetic variability. The current work is a population genetic
study of this specie with the goal of estimating levels of genetic variability for the
principal tributaries of the Amazon River, comparing them to those observed in the
main channel of the Amazon River, analyzing if there has been a reduction of genetic
diversity in the analyzed localities, and if Arapaima gigas is a genetically structured
species. With this goal in mind, 11 microsatellite markers were used due to their high
levels of polymorphism and those are sufficiently informative for this type of a study.
Average heterozygosity calculated across all loci for each sampling locality varied
from 0.32 in Araguaia River to 0.70 in Mamiraua. Considering only localities from the
main channel of the Amazon River, observed heterozygosity was 0.45 in Iquitos and
0.70 in Mamiraua. Observed heterozygosities in the tributaries of the Amazon River
ranged from 0.32 in the Araguaia River to 0.62 in the Tapajos River. The ANOVA
results showed a heterogeneous pattern in the distribution of genetic diversity in
Arapaima gigas among all sampled localities, and between localities from the main
stream of the Amazon River and its tributaries. On average, however, higher average
heterozygosities were observed in the main stream Amazon River compared with
tributaries. This pattern could be explained by the main stream Amazon River may be
a zone of contact for Arapaima from different regions which could be facilitated by the
ebb and flow of varzea waters. AMOVA demonstrated that 76.46% of genetic
variance is explained by within individual contrasts, while 20.28% is explained by
among locality contrasts. The among locality contrast is consistent with low migration
rates of this species. A Bayesian analysis shows that there is population structuring
in the form of a gradient along the length of the Amazon basin; this analysis also
shows that tributaries do not contain genetically differentiated populations with
respect to the main stream of the Amazon River. The observed genetic structuring of
Arapaima gigas allows us to divide the Amazon basin in three macro-regions that
should be differentially managed due to their genetic particularities; these regions are
western Amazon comprising the localities of Iquitos, Leticia, Eirunepé, Mamiraua,
Tapaud, Labrea, Manuel Urbano e Borba; central Amazon comprising the localities of
Carauari, Coari, RDS Piagacu-Purus, Manacapuru, Careiro da Varzea, Nhamunda,
Santarém (Sao Miguel Island) and Jacaréacanga; and eastern Amazon and the
Araguaia/Tocanins basin comprising the localities of Macapa, Mexiana, Maraba and
Bananal Island (Araguaia River). However, the spatial autocorrelation analysis shows
that across the length of its distribution, this species is connected by gene flow. We
observed a signature of recent population reduction using the M value test in 11
localities of the 20 localities sampled for this study. The most drastic reductions were
observed for samples collected in Mexiana Island and in the Araguaia River (Bananal
Island). These results should be viewed as an important signal of genetic fragility of
Arapaima gigas individuals from these localities. Based on the presented data, it is
strongly recommended that one implements a differentiated management and
conservation strategy for this species for the three macro-geographic regions of the
Amazon basin identified through the genetic particularities of Arapaima gigas in each
of these three regions.
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1. Introducéao

1.1 ConsideracOes gerais

A bacia Amazbnica € um dos ecossistemas biolégicos com maior
diversidade do mundo, abrangendo cerca de um terco da América do Sul.
Ocupa mais de 6,8 milhdes de quildbmetros e estende-se por nove paises
(Brasil, Peru, Bolivia, Colémbia, Equador, Venezuela, Suriname e nas duas
Guianas). De toda essa area de drenagem, 63% estdo em territério brasileiro.
Situa-se nos tropicos entre 5° N e 17° S e sua descarga anual
(175.000m3/seg.) equivale a quase 20% de toda a 4gua doce que desagua no
oceano em todo o planeta. O principal rio dessa bacia, o rio Amazonas,
encontra-se dividido em quatro porgdes principais: comec¢ando na nascente
que se localiza no Peru e |4 é chamado de rio Ucayali, seguido pelo baixo
Amazonas, que atravessa o0 Peru e a Colédmbia, e a partir do territorio
brasileiro, no estado do Amazonas, € chamado de Solimdes até a confluéncia
com o rio Negro, onde é chamado novamente de rio Amazonas (Goulding et
al., 2003).

O rio Amazonas € o Unico no mundo que apresenta trés tributarios
maiores que 3.000 Km (rio Purus, rio Jurua e rio Madeira). O rio Madeira com
3.352 Km é o maior deles. A bacia do Tocantins é formada por dois rios
principais, o Tocantins e o Araguaia, mais seus tributarios. A bacia do

Tocantins pode ser considerada como um tributario a parte da bacia



Amazobnica, pelo fato de estar conectada a calha principal (rio Amazonas) pela
baia de Maraj6 e possuir fauna e flora relacionadas (Goulding et al., 2003).

Os extensos sistemas de rios da bacia Amazonica apresentam uma das
mais diversas faunas de peixes do mundo (Stiassny, 1999). Lundberg et al.
(2000) estimaram que, apenas aproximadamente 40% dessa fauna de peixes
de agua doce da bacia Amazénica seja conhecida, sendo que, espécies novas
estdo sendo descritas constantemente.

Em parte, devido ao enorme tamanho e expressiva biodiversidade, a
Amazonia, e em particular a sua diversidade de peixes, sofre com o mito de
superabundancia (Goulding et al., 1988; Goulding et al., 2000). Esse simples
mito declara que o0s recursos naturais da Amazbnia s&o abundantes e
inesgotaveis. As baixas densidades ocupacionais na Amaz6nia tendem a
suportar essa falacia, uma vez que a abundancia de recursos naturais de uma
regido € diretamente relacionada a densidade humana e a intensidade de
exploracdo (Goulding et al.,, 2000). O mito de superabundancia tem sido
promulgado de varias formas desde a colonizacdo da bacia amaz6nica pelos
portugueses (Prang, 2001l1a; Prang, 2001b), difundindo-se particularmente
durante o periodo aureo da borracha com milhares de funcionarios desta
indastria vivendo na regido. Esse mito favorecia particularmente os barfes da
borracha que o usavam para atrair trabalhadores empobrecidos de outras
partes do Brasil, e ao mesmo tempo para desassocia-los de qualquer
obrigacdo social e responsabilidades para com seus trabalhadores (Prang,

2001a).



Existem casos bem documentados de reducdes populacionais drasticas
de espécies que sdo vistas como infinitas ou com grande capacidade de
exploragdo na Amazodnia. Entre essas espécies estdo incluidas: o jacaré-agu
(Melanosuchus niger) e o jacaré-tinga (Caiman crocodilus) (Smith, 1980;
Medem, 1983; Best, 1984), o peixe boi amazobnico (Trichechus inunguis)
(Smith, 1980; Best, 1984), muitas espécies de tartarugas (Podocnemis spp.)
(Best, 1984) e, provavelmente, o maior peixe de agua doce da América do Sul,
o pirarucu (Arapaima gigas) (Goulding, 1980), sobre o qual a presente

proposta esté focada.

1.2 Biologia da espécie Arapaima gigas

O Arapaima é um dos maiores peixes de agua doce da América do Sul.
Ele pode chegar a medir trés metros de comprimento e a pesar mais de 200
kg (Saint-Paul, 1986; Nelson, 1994) (Figura 1). Ele é essencialmente piscivoro
(Fontenele, 1948; Menezes, 1951; Pinese & Peret, 2001) e o habito alimentar
desta espécie faz com que esta tenha um importante papel ecolégico, além do
econdmico, ja que espécies predadoras participam do equilibrio ambiental
como reguladoras das populacfes de outras espécies.

Com respiracédo do tipo aérea obrigatdria, o pirarucu vai regularmente a
superficie para renovar o ar de sua bexiga natatoria, bastante vascularizada,
onde se da a troca gasosa (Val & Almeida Val, 1995). Entretanto, esta

adaptacao que lhe da vantagens para viver em ambientes pobres em oxigénio,



o torna vulneravel aos pescadores que o0 esperam vir a superficie para arpoéa-

lo (Verissimo, 1895).

Figura 1 - O pirarucu, Arapaima gigas, em ambiente natural. Foto de Luiz Claddio Margarido.

A maturagédo sexual ocorre do terceiro ao quinto ano de vida, quando
atinge em média 1,6 metros de comprimento e cerca de 40 a 50 Kg de peso.
Fontenele (1953) sugere que durante a época da desova notam-se
caracteristicas sexuais secundarias extragenitais nos reprodutores, o macho
passa a apresentar uma coloracdo escura na parte superior da cabeca e dos
flancos, o ventre e a parte caudal apresentam uma coloracdo avermelhada.
Baca (2001), entretanto, notou que essas caracteristicas nem sempre sao
observadas em todos 0s espécimes.

A desova é realizada de maneira parcelada e apresenta baixa
fecundidade, compensada pelos cuidados dispensados a prole que objetiva

evitar a predacdo da ninhada por outros peixes (Fontenele, 1948). Os ovos



sdo depositados em ninhos e 0s machos sdo o0s responsaveis pela protecéo
dos filhotes.

Em relagdo ao tipo de migracdo, o pirarucu é caracterizado como
sendo sedentario, significando que ele néo realiza longas migracdes (Isaac et
al., 1993). Queiroz (2000) relata que os pirarucus habitam lagos durante a
estacdo seca, onde os adultos desenvolvem as gonadas, realizam a corte,
constroem ninhos e cruzam. Durante o periodo de cheia, a agua previamente
concentrada nos rios, lagos e canais, transborda, formando areas alagadas, o
ambiente favorito desta espécie. O pirarucu aparentemente migra para as
florestas de varzea onde os machos exercem cuidado parental. Durante o
inicial e rapido declinio das aguas, o cuidado parental cessa e o pirarucu migra
de volta ao rio, canal ou lagos (onde geralmente sdo pescados). E o ciclo

entao se repete.

1.3 Pirarucu, um peixe Amazodnico, um breve histérico de exploracao

Tradicionalmente o pirarucu faz parte da dieta dos ribeirinhos
Amazonicos, sendo que no inicio do século 18 comecou 0 comércio pesqueiro
para esta espécie. Desde entdo, a manta (produto formado da carne de
pirarucu salgada e desidratada) € exportada para 0s principais centros de
venda em Manaus, Santarém e Belém, no Brasil, como um substituto local
para o bacalhau (Gadus morhua) normalmente utilizado para o preparo de um

prato tipico de mesmo nome (Verissimo, 1895; Kurlansky, 1998).



Com base nos estudos de Verissimo (1895), Menezes (1951) e Crossa
& Petrere Janior (1999), Hrbek et al. (2005) relataram a importancia comercial
do pirarucu, estimando que cerca de 150.000 espécimes por ano foram
comercializados na bacia Amazdnica desde o inicio do século 18.

Devido a pesada pressdo de pesca, decorrente de sua importancia
comercial, o pirarucu tem se tornado gradativamente escasso a partir da
década de 1960. Na década de 1980 ele tornou-se comercialmente extinto
proximo as grandes cidades da Amazbnia (Goulding, 1980). Em algumas
areas ele parece ter sido extinto completamente (Goulding, 1979).

Em 1975 o Arapaima gigas foi listado no apéndice Il da CITES
(Convencdo sobre o Comércio Internacional de Espécies da Flora e Fauna
Selvagens em Perigo de Extincdo), o qual define uma espécie que ndo esta
necessariamente ameacada de perigo de extincdo, mas em uma situacao na
qual o seu uso comercial deve ser controlado para evitar uma utilizacéo
incompativel com a sobrevivéncia da espécie. Entretanto, na Red List da IUCN
(Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza) ainda é classificado na
categoria de Data deficient, ou seja, uma espécie que ndo possui dados
biolégicos suficientes para enquadra-lo em umas das categorias existentes. A
protecdo formal e a regulacdo da pesca pelo IBAMA (Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), agéncia Brasileira
protetora do meio ambiente, estimulou esforgcos para aquicultura na década de
1990. No inicio do ano de 2001 o governo brasileiro proibiu a pesca do

pirarucu, exceto na Reserva de Desenvolvimento Sustentavel de Mamiraua



(RDS Mamiraud). A RDS Mamiraua esté localizada na confluéncia dos rios
SolimBes e Japura, e é uma das historias de sucesso de manejo participativo
de recursos naturais coordenados por habitantes locais e membros da
comunidade cientifica. Nos lagos onde vivem, os espécimes sdo monitorados
e a pesca ocorre em bases rotacionais, prevenindo assim a sobrexploracéo
local (Queiroz & Crampton, 1999; Castello, 2004). O maior beneficio deste
sistema é a regulacdo do pre¢o que resultou no aumento da renda local para
uma menor quantidade de peixe pescado. Esse sistema gera um beneficio
que comprovadamente nao provocou alteragdo genética nos espécimes dessa
regido (Silva et al,. 2008). Devido ao sucesso desse sistema participativo, a
estratégia de manejo tem sido aprovada em outras partes da bacia
Amazonica, incluindo as comunidades de Fonte Boa (Amazonas) e ilha de Sao
Miguel (Para). Dados de censo e dados demograficos de 1970 e 1980 indicam
gque a espécie Arapaima gigas sofreu um profundo declinio nos 30 anos
anteriores a estes trabalhos (Goulding, 1979, 1980). Isto corresponde a
aproximadamente 5 a 6 geracfes. Mas a pressdo da pesca comercial que
comecou no século 18 e que continuou na primeira metade do século 20 pode
também ter propiciado um declinio populacional em longo prazo.

Hrbek et al. (2005) utilizando sequéncias de DNA mitocondrial de 120
individuos realizaram um estudo pioneiro de genética de populacdes para a
espécie Arapaima gigas em seis localidades da calha principal da bacia
Amazbnica e mais o rio Tocantins. Os autores observaram uma maior

diversidade haplotipica nas areas distantes dos grandes centros urbanos da



Amazobnia. E maior diversidade haplotipica indica maior variabilidade genética.
Tais resultados também sugeriram que a espécie poderia ter sofrido uma
reducdo do tamanho efetivo populacional, o que foi confirmado mais
recentemente, com marcadores microssatélites, analisados por Hrbek et al.
(em revisdo), onde observou-se o efeito de exploracdo que a espécie sofreu
por mais de dois séculos por meio da observacdo de reducdo populacional e
heterogeneidade nos niveis de variabilidade genética nos espécimes das
localidades analisadas. Esse efeito de sobrexploragdo afetou principalmente
as areas proximas aos grandes centros urbanos onde se concentram 0s
centros de venda e distribuicAo da carne de pirarucu. Com os dados de
microssatélites no estudo de Hrbek et al. (em revisdo) foi observada uma forte
estrutura do tipo de isolamento por distancia, sugerindo um gradiente na
distribuicdo da variabilidade genética das populacées da area amostrada no

estudo em questéao que corresponde ao longo da calha do rio Amazonas.

1.4 Marcadores microssatélites

De acordo com Allcock et al. (1995) a variabilidade genética € uma
variacdo de natureza herdavel que se perpetua em geracdes subseqientes. A
variabilidade genética pode ser detectada por meio do uso de diversos tipos
de marcadores moleculares, cada tipo com caracteristicas e aplicacdes

especificas.



O uso de marcadores moleculares em estudos genético-populacionais e
filogeogréficos sdo importantes no auxilio da implementacdo de programas
para a conservacao das espécies, sendo 0 objetivo central da genética da
conservacdo o estudo da variabilidade genética nas populacdes naturais das
espécies sob impacto antropogénico (Frankham et al., 2002).

O uso de primers flanqueadores de regides repetitivas (microssatélites)
€ a técnica atualmente mais difundida na analise de polimorfismos devido a
diversas vantagens, como alto grau de polimorfismo. Os microssatélites sao
sequéncias no DNA que possuem de um a seis nucleotideos de comprimento
repetidos consecutivamente, raramente excedem 200 pares de base no
comprimento total, estdo distribuidos ao acaso no genoma, possuem
expressdo co-dominante, sdo multialélicos, sdo encontrados com alta
frequéncia nos genomas de eucariotos, apresentando o maior contetdo
informativo por loco génico entre todas as classes de marcadores moleculares
disponiveis (Goldstein & Schiétterer, 1999). A taxa de mutagdo € muito mais
frequente em regides de DNA repetitivo que em outras regides, isso explica o
fato dos microssatélites serem tdo polimorficos. Sendo assim, o0s
microssatélites sdo marcadores excelentes para deteccdo de estrutura
populacional (Avise, 2004), niveis de variabilidade genética e eventos de

reducdo do tamanho efetivo populacional (Frankham et al, 2002).



2. Hipoteses

No presente trabalho, foram testadas as seguintes hipoteses:

» HO= Os niveis de variabilidade genética da espécie Arapaima gigas
amostradas em rios da calha principal e dos principais Tributarios da
bacia Amazonica séo iguais;

» H1= Os niveis de variabilidade genética da espécie Arapaima gigas
amostrada em rios da calha principal e dos principais Tributarios da

bacia Amazdnica ndo s&o iguais.

» HO= Os espécimes de Arapaima gigas provenientes das localidades
amostradas ndo apresentaram evidéncias de reducdo do tamanho
populacional (efeito gargalo-de-garrafa);

» HI1= Os espécimes de Arapaima gigas provenientes das localidades
amostradas apresentam evidéncias de reducdo do tamanho

populacional.

» HO= Nao existem diferencas genéticas entre grupos de individuos de
Arapaima gigas dos principais tributarios da bacia Amazbnica
comparados com os grupos de individuos da calha principal,

» HI1= Existem diferencas genéticas entre grupos de individuos de
Arapaima gigas dos principais tributarios da bacia Amazbnica

comparados com os grupos de individuos da calha principal.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo analisar a variabilidade genética de
grupos de individuos de Arapaima gigas usando 11 marcadores moleculares
genéticos do tipo microssatélites para esclarecer os fatos sobre a dinamica
populacional na calha principal e nos principais tributarios da bacia Amazoénica

e assim subsidiar futuros programas de manejo e conservagao.

3.1 Objetivos Especificos

» Comparar os niveis de variabilidade genética entre os grupos de

piararucu amostrados nos rios da calha e dos principais rios tributarios

da bacia Amazonica.

» Verificar se ocorre presenca do efeito gargalo de garrafa nos

agrupamentos de individuos de Arapaima gigas.

» Inferir se o0s rios tributarios comportam populacdes de pirarucu

geneticamente diferenciadas se comparadas aos espécimes coletados

nos rios da calha.
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4. Material e Métodos

4.1 Amostragem

Foram analisados 436 individuos de 18 localidades da bacia Amazdnica
e 2 localidades da bacia Araguaia / Tocantins. Esse niamero é resultado da
combinacgao do banco de dados do presente estudo com o banco de dados do
estudo de Hrbek et al. (em revisdo). Para este estudo foram coletadas 247
amostras em 13 localidades. De cada localidade foram coletados em média 19
individuos. As coletas foram realizadas por colaboradores. Estes, ou estavam
associados as comunidades pesqueiras das respectivas localidades ou
coletaram amostras de Arapaima gigas para este estudo juntamente com
amostras de outras espécies. Todos 0s espécimes coletados para este estudo
foram sacrificados com excecdo dos espécimes coletados na bacia do
Araguaia / Tocantins, destes foi coletado uma aliquota de sangue de cada
individuo. As amostras desta localidade foram coletadas por um grupo de
pesquisadores em expedicao.

Para este estudo foram amostradas as seguintes localidades: Médio
Rio Jurua (N=18) com o ponto de coleta em Carauari — AM; Alto Rio Jurua
(N=13) com o ponto de coleta em Eirunepé — AM; Médio rio Solimbdes (N=9),
com ponto de coleta em Coari — AM; Rio Purus com pontos de coleta na
Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Piagacgu - Purus (N=20) em Aiapua -

AM, na cidade de Tapaua — AM (N=20), na cidade de Labrea - AM (N=15) e
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em Manuel Urbano — AM (N=18); rio Amazonas com ponto de coleta em
Manacapuru — AM (N=30); Rio Madeira (N=30) com o ponto de coleta na
cidade de Borba - AM; Baixo Nhamunda (N=7) com o ponto de coleta na
cidade Nhamunda - AM; Rio Tapajos (N=15) com o ponto de coleta em
Jacareacanga — PA; Foz do Rio Amazonas na llha de Mexiana - PA (N=17) a
noroeste da ilha de Maraj0; e Rio Araguaia (N=35) com individuos coletados
em seis lagoas que perfazem a ilha do Bananal. As amostras de tecidos
coletados foram preservadas em alcool 95% e as mesmas estdo depositadas
na Colecdo de Tecidos de Genética Animal — CTGA do Laboratério de
Evolucdo e Genética Animal (ICB / UFAM).

Os dados obtidos destas amostras foram combinados e comparados ao
banco de dados genético ja analisado por Hrbek et al. (em revisdo) para as
seguintes localidades: lquitos - Peru (N=16); Leticia — Colémbia (N=22);
Confluéncia dos Rios Japurd e Solimdes na Reserva de Desenvolvimento
Sustentavel de Mamiraud em Tefé — AM (N=32); Careiro da Varzea (N=21)
com amostras coletadas em Careiro da varzea — AM; llha de S&o Miguel em
Santarém - PA (N=31); Macapa — AP, entorno do Rio Macapa (N=30); e
Maraba - TO com o ponto de coleta no rio Tocantins (N=37). Pode ser
observado na Figura 2 o mapa com a localizacdo das amostras coletadas e

detalhes sobre os pontos de coleta podem ser vistos na Tabela 1.
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Figura 2 - Mapa da bacia hidrografica amazbnica, destacada pela linha pontilhada, indicando
em pontos amarelos as localidades ja analisadas por Hrbek et al. (em revisdo) e em azul
localidades amostradas para o presente estudo. Detalhes sobre pontos de coleta ver Tabela -
1.

Por se tratar de uma espécie que tem a pesca controlada pelo IBAMA
em determinadas areas e proibida em outras, as coletas foram realizadas com
o aval deste 6rgao, uma vez que temos licenca permanente do mesmo para as

coletas (Lic. No. 11325-1).



Tabela 1 - Lista de pontos de coletas das amostras de pirarucu analisadas neste estudo.

Ponto no Mapa Localidade (cédigo utilizado) Pais Estado Rio Numero Amostral
1 Iquitos (IQ) Peru LO Rio Ucayali 16
2 Leticia (LE) Coldmbia AM Rio Amazonas 22
3 Carauari (CA) Brasil AM Médio Jurua 18
4 Eirunepé (El) Brasil AM Alto Jurua 13
5 Mamiraua (MM) Brasil AM Confluéncia Rio Solimdes/ Jurua 32
6 Coari (CO) Brasil AM Médio Solimdes 9
7 RDS Piagacu (PI) Brasil AM Rio Purus 20
8 Tapaua (TA) Brasil AM Rio Purus 20
9 Labrea (LA) Brasil AM Rio Purus 15
10 Manuel Urbano (MU) Brasil AM Rio Purus 18
11 Manacapuru (MN) Brasil AM Rio Amazonas 30
12 Careiro da Varzea (CV) Brasil AM Rio Amazonas 21
13 Borba (BO) Brasil AM Rio Madeira 30
14 Nhamunda (NH) Brasil AM Baixo Nhamunda 7
15 Santarém (SN) Brasil PA Rio Amazonas 31
16 Jacareacanga (JA) Brasil PA Rio Tapajos 15
17 Macapa (MP) Brasil AP Rio Macapa 30
18 Mexiana (MX) Brasil PA Foz rio Amazonas 17
19 Marabé (MR) Brasil PA Rio Tocantins 37
20 llha do Bananal (I1B) Brasil TO Rio Araguaia 35

Total 436
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4.2 Extragao de DNA

O procedimento utilizado para a extracdo do DNA de tecido muscular foi
através do método fenol - cloroférmio (Sambrook et al, 1989) com algumas
modificacdes.

As amostras de tecido muscular foram cortadas, utilizando-se laminas
descartaveis, em pequenos pedacos de aproximadamente quatro milimetros
cubicos sendo estes fragmentos de tecido, posteriormente colocados em
microtubos plasticos descartaveis. Estes fragmentos de tecido muscular foram
expostos a uma solugéo de lise contendo: SDS (5%), NaCl (5M), Tris-KCI (1M),
EDTA (0.5M pH8), Proteinase K e RNAse.

Apdbs o processo de lise celular, iniciou-se a etapa de separacdo dos
acidos nucléicos pela remocdo das proteinas e de outros componentes
celulares. Através de sucessivas lavagens em fenol, fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico e cloroférmio hidratado.

O préximo passo consiste na precipitacdo do DNA utilizando NaCl (3M) e
alcool etilico a 70%. Esse processo resulta em um sedimento composto por
DNA, sendo este, finalmente, eluido em ddH,0.

Em alguns casos, o DNA gendmico total foi extraido utilizando-se o Kit de
extragcdo da Qiagen DNeasy Blood and Tissue, seguindo-se o protocolo do

fabricante.
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4.3 Visualizacdo do DNA extraido em gel de agarose

O DNA extraido eluido em ddH,O foi visualizado através da técnica de
eletroforese em gel de agarose a 0,8%. Misturou-se 2uL do DNA extraido de
cada amostra com 2uL de corante Bromofenol para posterior adicdo desta
mistura no gel. O gel foi entdo submetido a uma corrente elétrica de 80 Volts, na
gual os fragmentos de DNA (que séo eletronegativos) migram por repulséo do
pblo negativo para o polo positivo da cuba eletroforética. Apds aproximadamente
60 minutos de corrida eletroforética, o gel foi corado com brometo de etidio por
15 minutos e em seguida observado em um transluminador de luz UV Image
Master (Pharmacia Biotech). Como parametro para comparacdo de
concentragdo das amostras, foram utlizados 2uL de marcadores de peso
molecular conhecido (100, 50 e 30ng/pL). Quando necessario, as amostras

foram diluidas, e entdo mantidas a concentracéo aproximada de 10-30ng/uL.

4.4 Amplificacéo in vitro do DNA via PCR e genotipagem

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma técnica que permite a
amplificagéo exponencial de um fragmento génico de interesse (Mullis & Fallona,
1987). Neste estudo foram amplificados 11 locos de microssatélites
selecionados dos 14 pares de primers desenvolvidos por Farias et al., (2003),
cujas principais caracteristicas dos 11 selecionados estdo na tabela 2. O motivo

pelo qual esses pares de primers foram selecionados foi pelo fato de estes
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serem 0s mais polimorficos e por ndo apresentarem desequilibrio de ligacéo e
alelos nulos (Farias et al., 2003). Para as reacdes de PCR foram testadas
combinacdes do tipo multiplex. As reacfes de PCR tipo multiplex combinam
mais de um par de primers em uma unica reacdo, 0 que permite economizar
tempo e reagentes. Isso € possivel devido ao fato de os primers combinados ou
possuirem alelos em faixas de tamanho diferentes (respeitando uma diferenca
média de 50 pares de bases entre os alelos dos diferentes pares de bases) ou
estarem marcados por diferentes fluorescéncias, estes assim serdo distinguidos
no sequenciamento das genotipagens. As combinacdes que foram utilizadas
podem ser vistas na tabela 3. As reacbes de PCR foram realizadas em um
termociclador ABI da fabricante Applied Biosystems.

Para amplificacdo in vitro de todos os lécus foi utilizado 0 mesmo conjunto
de ciclos e temperaturas, estas foram: 93 °C por 1 minuto para desnaturacéo
seguido de 35 ciclos, sendo cada ciclo composto por trés fases, a primeira com
93 °C por 30 segundos, a segunda com 58 °C por 30 segundos para o
anelamento dos primers e a terceira com 72 °C por 1 minuto e 30 segundos para
extensdo, e finalmente tém-se o ciclo de extensédo final com 72°C por 30
minutos. De cada um dos pares de primers usados, o primer forward estava
marcado com fluorescéncia do tipo FAM ou HEX. Os primers forward CTm3,
CTm4, CTm5 e CAm20 foram marcados com fluorescéncia tipo FAM e os
primers forward CTm8, CAm2, CAm15, CAm13, CAm16, CTm7 e CAm16 foram

marcados com fluorescéncia tipo HEX (Tabelas 2 e 3).
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O produto de PCR para cada uma das combinac¢des multiplex dos pares
de primers foi diluido 20X em ddH,O. Em 3pul de cada produto diluido foram
adicionados 7ul de Tween (20%) e 2,5ul de ET-400 ROX. O ET-400, padrdo de
peso molecular conhecido e foi incluido em todas as amostras para posterior
calculo do tamanho das bandas amplificadas. A leitura foi realizada no
sequenciador automatico de DNA Megabace 1000 (GE-Healthcare) seguindo o

protocolo do fabricante.
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Tabela 2 - Principais caracteristicas dos primers dos locos de microssatélites desenvolvidos por Farias et al., (2003) para a espécie Arapaima
gigas, utilizados neste estudo.

. s Pares de Regido NUmero Heterozigosidade Heterozigosidade
Loco Tipo de Repeticéo bases Flanqueadora de alelos Observada Esperada
(pb) (pb)
CTm3 (CT)1s 293-299 169 3 0.40 0.46
CTm4 (CT)22 275-283 233 3 0.73 0.66
CTm5 (CT)29 258-280 200 8 0.67 0.87
CTm7 (CT)29 277-299 239 6 0.67 0.71
CTm8 (CT)sat(CT)sat(CT)4 ta(CA)13(CT) 13 272-274 220 2 0.53 0.42
CAm2 (CA), 295-323 267 7 0.60 0.85
CAm13 (GTA),(CA)2; 300-334 270 6 0.73 0.80
CAm15 (CA)19 226-244 186 5 0.67 0.61
CAm16 (CA)10 247-273 213 6 0.40 0.50
CAmM20 (CA)12 263-267 243 3 0.80 0.80
CAm26 (CA)14 213-217 189 3 0.53 0.66

Tabela 3 - Combinacdes do pares de primers para PCR e sequenciamento tipo multiplex.

Combinacbes dos pares de primers
(Fluorencéncia)

CTm3 CTm8 CAmM16

Mx1  (EAM)  (HEX)  (HEX)
. CTm4 CAmM2
MX2 eamM)  (HEX)
. CAm15 CTm5
Mix3  HEX)  (FAM)
Mix 4 CAm13 CAm20
(HEX)  (FAM)
vixg CTm7  CAm26

(HEX)  (HEX)
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4.5 Coleta de dados

Os dados foram obtidos através do seqlienciador automatico de DNA
MegaBace 1000 (GE-Healthcare) e foram visualizados utilizando-se o0s
programas Genetic Profiler e Fragment Profiler (GE-Healthcare) (Figura 3) para
analise e identificacdo dos alelos de cada individuo para cada um dos 11 locos.
Apés a leitura e analise das genotipagens foi construida uma matriz com as
informacgdes dos gendtipos dos individuos de Arapaima gigas para que fossem

feitas as analises estatisticas propostas.

E06 Araguaia_CTm5 E06

1000
500
0

| 1
230 240 230

|
280 290

Figura 3 — Andlise de uma amostra de Arapaima gigas no programa Fragment Profiler,
mostrando um individuo heterozigoto para o loco CTmb.

O banco de dados gerados neste estudo foi primeiramente padronizado e
posteriormente agrupado ao banco de dados produzido por Hrbek et al. (em
revisdo). As mesmas cinco amostras da localidade Careiro da Varzea,
considerada como entorno Manaus por Hrbek et al. (em revisdo), foram
genotipadas, para os 11 locos, nos diferentes equipamentos utilizados nos dois
estudos. Ambos os equipamentos da mesma marca e modelo, Megabace 1000
(GE-Healthcare). Os valores dos alelos foram comparados e foi tirada a
diferenca dos mesmos. Essa diferencga foi aplicada a todo o banco de dados

produzido neste estudo.
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4.6 Analises populacionais

4.6.1 Andlise de variabilidade genética e equilibrio de Hardy-Weinberg

(EHW)

As estimativas de variabilidade genética foram feitas por meio das
analises das frequéncias e da distribuicdo dos alelos em cada loco microssatélite
utilizando-se o programa ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al., 2005). Por meio deste
foram obtidas a heterozigosidade observada e esperada, distribuicdo no nimero
de alelos e riqueza de alelos para cada localidade. Os grupos de individuos das
localidades foram testados para o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), o qual é
uma condigdo genética ideal caracterizada pela unido aleatdria de alelos de um
loco neutro de uma populacéo infinitamente grande.

A andlise de variancia de Fisher (ANOVA) visa fundamentalmente
verificar se existe uma diferenca significativa entre as médias de determinadas
categorias e se fatores exercem influéncia em alguma variavel dependente.
Neste estudo a analise de variancia (ANOVA), em um primeiro teste, foi utilizada
para verificar a existéncia de homogeneidade nos valores de heterozigosidades
observadas no banco de dados analisado neste estudo, comparando-se as 20
localidades amostradas. Um segundo teste foi utilizado para verificar a
existéncia de homogeneidade nos valores de heterozigosidades observadas
comparando-se 0s espécimes de pirarucu das localidades amostradas dos rios

da calha principal e principais rios tributarios da bacia Amazobnica. Essas
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analises foram realizadas utilizando o programa R versao 2.9.0 (http://www.r-

project.org/).

4.6.2 Analise do efeito de reducéo populacional

Para verificar se houve reducdo no tamanho efetivo populacional dos
grupos de Arapaima gigas foram analisados os resultados da correlacédo do
namero total de alelos (k) com a variacdo do tamanho dos alelos (r). Essa
relacdo € expressa por M e é obtida através da equacdo M=k/r, calculada por
meio do programa Mvalue (Garza & Williamson, 2001), onde r=Smax-Smint1 (Smax
€ o tamanho do maior alelo e Sy,n € 0 tamanho do menor alelo na amostragem).
A perda de qualquer alelo contribuird para a reducdo em k, enquanto que a
perda do maior ou menor alelo contribuira para a reducao de r; desta forma,
espera-se que k seja reduzido mais rapidamente do que r em uma populacéo
em vias de diminuicdo no tamanho populacional. Assim, espera-se que a taxa
M=k/r seja menor em populacdes que sofreram recente reducdo no tamanho
populacional. O teste de significancia de M para este grupo de dados foi
realizado utilizando-se 10000 permutacgdes, e foi simulada sobre o modelo de
evolucdo de microssatélite Two Phase Model (TPM) (Di Rienzo et al., 1994).
Nesse modelo foi assumido que 88% das mutacbes sao obtidas via Step-wise
Mutation Model (SMM), enquanto que os 12% restantes néo séo.

Para o calculo da significancia de M € necesséaria a implementacéo do

valor de Theta (8), uma medida de diversidade genética, que foi calculada por

23



meio do programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et al., 2006) utilizando a equacéo,
8=[1/(1-H)?]-1, onde H é a heterozigosidade esperada. Esta estimativa é o indice
sumarizado que representa quatro vezes o produto do tamanho efetivo
populacional e a taxa mutacdo considerada (Hartl & Clark, 1997), sendo

0=4Ney.

4.6.3 Analise de conectividade genética

Para investigar a conectividade genética entre os espécimes das
localidades amostradas foi realizada uma andlise multivariada (Mantel, 1967).
Essa analise correlaciona distancia genética e distancia geogréafica. Esta foi
realizada, neste estudo, por meio do teste de Mantel (1967) implementada no
programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et al., 2006); o qual verifica significancia, por
meio de permutacdes, da correlacdo entre uma matriz de distancia genética e
uma matriz de distancia geografica, em km, seguindo o percurso dos rios,
através de permutacfes. Na matriz de distancia genética dos agrupamentos de
individuos foram utilizados os valores de comparacdo par-a-par de Fst. A
distancia geografica entre os pontos de coleta foi estimada por ferramentas
disponiveis no programa Google Earth, verséao 4.2 beta 2008 (Google).

Foi realizada uma analise de autocorrelacdo espacial, onde a matriz de
distancia foi transformada em uma matriz de 0 e 1, onde O representou as
distancias geograficas entre as localidades que estdo dentro do intervalo de

classe de distancia geografica estabelecidos (em intervalos de 500 km, por
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exemplo), e 1 para representa 0 oposto. Em seguida as matrizes sao entao
correlacionadas por meio do teste de Mantel. Esse processo € repetido para
cada intervalo de classe adotado, que neste estudo foram de 500 km, 1000 km,
1500 km, 2000 km, 2500 km, 3000 km, 3500 km até 5500 km. Matrizes de
classes de distancias geograficas que nao apresentam correlacdo significante
com a matriz de distancia genética indicam que, na referida distancia geogréfica
o fluxo génico néo representa uma forca significativa para ocasionar isolamento
por distancia. E que nessas distancias outros processos como a deriva genética

séo fatores mais importantes para a estrutura dos referidos agrupamentos.

4.6.4 Analise da estruturacao genética

As estimativas de subdivisdo entre os grupos de individuos analisados
neste estudo foram realizadas pela Andlise de Variancia Molecular (AMOVA)
(Excoffier et al., 1992) aplicando-se o Fst de Wright (1969) que representa a
guantidade de diferenciagéo e fluxo genético entre as populacdes (Neigel, 2002).
Essas analises foram realizadas com 10.000 permutacdes e foram
implementadas pelo programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et al., 2006).

No presente estudo, optou-se em analisar os dados usando-se o Fst de
Wright (estatistica com base nas variancias das frequéncias dos alelos) ao invés
do Rst de Slatkin (estatistica com base nas variancias do numero das

repeticdes) (Slatkin, 1995), uma vez que a variancia das diferenciacdes do Rst
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tende a ser muito maior do que a variancia do Fstquando menos de 20 locos sao
analisados (Gagagiotti et al., 1999), como € o caso do presente estudo.

Para complementar a andlise de genética de populacbes tradicional,
descrita acima foi realizado a analise Bayesiana implementada pelo programa
Structure (Pritchard et al., 2000). Esse método de analise tem como base o
modelo de separacdo de grupos em agrupamentos (Clusters). Esse programa
atribui individuos a um numero K de populacdes com base na estimativa
Bayesiana em conformidade aos equilibrios esperados de Hardy - Weinberg e
auséncia de Desequilibrio de Ligacao entre os locos analisados dentro de cada
populacdo. Dessa forma séo definidos o nimero e a forma das populacdes, aos
guais pertencem os individuos, ndo sendo necessaria informacéo a priori sobre
a localidade de origem de cada individuo.

Todas as analises foram realizadas utilizando o modelo de mistura
(admixture model), onde cada amostra pode ter ancestrais de mais de uma
populacdo. Nesta analise foi selecionada a opcdo de frequéncias alélicas
correlacionadas entre populacdes (correlated allele frequencies between
populations). Essa configuracéo é considerada a melhor, especialmente porque
€ sensivel para identificacdo de populacdes sub-estruturadas (Falush et al.,
2003). O grau de mistura alfa foi inferido a partir dos dados gerados. Quando
alfa & proximo de zero, muitos individuos séo essencialmente de uma populagéo
ou outra, enquanto que quando alfa é maior que 1 (>1) significa que a maioria
dos individuos encontram-se misturados (Falush et al., 2003). O parametro de

distribuicdo das frequéncias alélicas (Lambda), foi definido como 1, como
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aconselhado pelo manual do referido programa (Pritchard et al., 2003). As
analises foram realizadas com valor de corte (burnin) de 100.000 permutacdes e
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) com 1.000.000 permutacdes.

O numero de clusters geneticamente homogéneos foi inferido pelo
meétodo proposto por Evanno et al. (2005). Para isso foram realizadas onze
réplicas (runs) para cada valor de K entre 1 e 15. Depois 0s agrupamentos foram
definidos através do delta K (AK). AK é inferido com base na média da primeira
ordem de mudancga das estimativas “likelihood” dividido pelo desvio padrao da
segunda ordem de mudancas das estimativas: AK = m|L"(K)|/s[L(K)]; onde : L"(K)
=L'(K+ 1) - L'(K), L'(K) = L(K) — L(K—1), m € a média e s o desvio padrao.

O AK escolhido é aquele que apresenta o maior valor, e a partir deste é
escolhido o valor de K. A partir dos resultados encontrados, foi analisada a
proporcdo média de atribuicao (Q) das localidades dentro do cluster inferido pelo
Structure. Foi utilizado o valor de Q para estimar a porcentagem pr6-média de
identidade da populacdo amostrada dentro de um cluster, sendo assim possivel
examinar o quanto as localidades enquadravam-se dentro de um referido
cluster. Barilani et al. (2007) sugere um valor de “aceite” de Q=0,9 e de Q=0,8
(P=0,1 e P=0,2, de ser membro do cluster assumido, respectivamente), onde Q
€ a estimativa calculada para classificar uma localidade dentro de um cluster.
Assim, é possivel examinar o quanto as localidades analisadas pertencem a um

cluster.
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5. Resultados

5.1 Dados gerados

Para este estudo, um total de 247 individuos da espécie Arapaima gigas
foram genotipados para 11 locos de microssatélites e os dados gerados foram
analisados juntamente aos dados obtidos por Hrbek et al. (em revisdo) de 189
individuos genotipados também para os mesmos 11 locos de microssatélites.
Obteve-se, portanto, para este estudo, uma amostragem total de 436 espécimes

representantes dos rios da calha e dos principais tributarios da bacia Amazénica.

5.2 Diversidade genética e Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

O numero total de alelos encontrados foi de 136, com uma média de 12,4
alelos por loco. O numero total de alelos detectados por locos para todas as
amostras de pirarucu variou de 5 (locos CTm7 e CTm8) a 27 (loco CAm16)
(Tabela 4). Nas Tabelas 4 e 5 podem ser observados os valores de
Heterozigosidade Observada (H,) e Heterozigosidade Esperada (He) por loco e
por populacao, respectivamente.

Considerando a amostragem geral apresentada neste estudo, foi
verificado que a heterozigosidade observada (H,) variou de 0,31, nos espécimes
coletados no rio tributario Araguaia (IB) a 0,69 nos espécimes coletados no rio

da calha principal, em Mamirata (MM). Considerando a amostragem apenas das
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localidades da calha principal, a heterozigosidade observada foi de 0,44 nos
espécimes coletados em Iquitos (IQ) a 0,69 nos espécimes coletados em
Mamiraua (MM). Enquanto que para 0s espécimes coletados nos rios tributarios
da bacia amazénica foi verificado 0,31 no Araguaia (IB) a 0,63, no Tapajés (JA).
Variou de 5 a 27 o numero de alelos por loco. Os menores valores de H, foram
observados para as localidades do Araguaia (IB), Manuel Urbano (MU) e
Tocantins (MR) respectivamente, apresentados na Tabela 5. Dois locos foram
monomoérficos para os espécimes coletados na localidade do Araguaia, e um
para os espécimes da localidade Macapa.

Com excecdo das localidades de Coari, RDS Piagagu-Purus,
Nhamunda, Tapaud, Manacapuru, Careiro da Vérzea e Mexiana todas as
localidades apresentaram pelo menos um loco em desequilibrio populacional,
apos a correcdo de Bonferroni (P=0,000237) (Tabela 5) (Rice, 1989). Os indices
de diversidade genética variaram de 0,206 + 0,129 (rio Araguaia) a 0,649 *
0,342 a (rio Jurua/Solimdes Mamiraud) (Tabela 6). O indice de diversidade
genética € equivalente a heterozigosidade esperada, e é definida como a
probabilidade de que dois alelos amostrados aleatoriamente em uma
amostragem, nao sejam idénticos por descendéncia (Nei, 1987).

Em um primeiro teste de ANOVA (Figura 4), em que foi testada a
homogeneidade entre as médias de heterozigosidade das 20 localidades
amostradas (rejeita-se homogeneidade se P<2,20 x 10°) observou-se um
padrdo heterogéneo significativo de heterozigosidades entre as localidades

amostradas. Pode ser observado na Figura 4 que cada localidade apresenta
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uma média diferente de heterozigosidade observada e que o padrdo é
heterogéneo.

No segundo teste de ANOVA (Figura 5), realizado para testar a diferenca
dos niveis de heterozigosidade média entre 0s espécimes coletados nas
localidades da calha principal da bacia Amazoénica e dos espécimes coletados
nos principais tributarios (homogeneidade rejeitada se P<2,96x 10), pode ser
observado que os espécimes da calha apresentam valor de heterosigosidade
média mais alta (53,54 + 17,26%) enquanto que os tributarios apresentaram
uma menor média de heterozigosidade de 46,52 + 18,65%.

Na Figura 6 observa-se o grafico de distribuicdo das frequéncias de
heterozigosidade em relacdo a probabilidade destas estarem relacionadas aos
grupos de espécimes coletados, categorizados em: todos os espécimes de
todas as localidades de Arapaima gigas analisadas (linha na cor preta);
espécimes coletados nos rios da calha principal da bacia Amazénica (linha
pontilhada na cor azul); e espécimes coletados nos principais rios tributarios da
bacia Amazoénica (linha na cor verde). Nota-se neste grafico um claro desvio
entre as frequéncias dos respectivos grupos, sendo que 0 grupo de espécimes
coletados nos rios da calha principal da bacia Amazonica (linha pontilhada na
cor azul) apresenta um valor de frequiéncia genética diferente do grupo formado
pelos espécimes coletados nos principais rios tributarios da bacia Amazonica
(linha na cor verde). Devido a isso, pode-se dizer que ha diferenca entre as

freqUéncias de heterozigosidade em relacdo aos grupos de espécimes coletados
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nos rios da calha e os grupos de espécimes coletados nos principais rios

tributarios da bacia Amazonica.
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analisadas (Todas, na cor preta), amostras da calha (Calha, na cor azul), e amostras dos rios tributarios

(Tributéarios, na cor verde).

Tabela 4 - Caracteristicas dos 11 locos microssatélites analisados para Arapaima gigas considerando todos os
individuos analisados neste estudo. Numero total de alelos (N), Heterozigosidade Observada (H,) e

Heterozigosidade Esperada (Hg), por loco para todas as amostras de Arapaima gigas.

Loco N Ho He
CTm3 18 0.656 0.831
CTm4 14 0.583 0.669
CTm5 9 0.474 0.638
CTm7 5 0.369 0.593
CTm8 5 0.502 0.509
CAm2 6 0.444 0.631
CAmM13 19 0.639 0.812
CAm15 6 0.338 0.378
CAm16 27 0.557 0.793
CAmM20 9 0.331 0.505
CAmM26 18 0.640 0.801
Total 136 0.503 0.651
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Tabela 05 - Caracteristicas dos 11 locos microssatélites analisados para Arapaima gigas considerando, separadamente, os grupos de individuos

por localidade de coleta. Na: Nimero de alelos; Ho: Heterozigosidade Observada; He: Heterozigosidade Esperada; Locos Monomoérficos (mono);

* indica valor de P significativo apds a correcdo de Bonferroni (P<0,000237).

localidades CTm3 CTm4 CTm5 CTm7 CTm8 CAm2 CAm13 CAm15 CAm16 CAm20 CAm26 Total
IQ Na 8 7 4 3 2 5 7 2 12 2 8 60
Ho 0.50000 0.62500 0.56200 0.25000 0.12500 0.37500 0.62500 0.0625 0.81250 0.37500 0.62500 0.44882
He 0.63500 0.80500 0.52700 0.23200 0.22600 0.77500 0.79700 0.0625 0.86900 0.44300 0.79300 0.56041
P 0.19178 0.13186 0.55994 1.00000 0.18983 0.00001* 0.38022 1.00000 0.35807 0.59194 0.18759
LE Na 7 4 3 3 2 6 8 3 11 2 9 58
Ho 0.72727 0.27273 0.68182 0.22727 0.22727 0.45455 0.72727 0.18182 0.86364 0.45455 0.72727 0.50412
He 0.73362 0.44292 0.60782 0.21247 0.20613 0.7241 0.79387 0.1723 0.91226 0.35941 0.84672 0.54650
P 0.22760 0.01929 0.81189 1.00000 1.00000 0.000* 0.12957 1.00000 0.01951 0.53797 0.08895
CA Na 8 3 4 4 2 3 5 3 6 2 5 45
Ho 0.94444 0.58824 0.58824 0.33333 0.33333 0.27778 0.625 0.94444 0.55556 0.27778 0.94118 0.58266
He 0.84603 0.67914 0.73440 0.41746 0.35556 0.49365 0.7379 0.56032 0.67619 0.24603 0.74688 0.59031
P 0.05062 0.14114 0.15459 0.01815 1.00000 0.10029 0.04506 0.00071* 0.04023 1.00000 0.28113
El Na 5 4 5 2 3 2 7 4 5 2 7 46
Ho 0.61538 0.46154 0.76923 0.46154 0.46154 0.23077 0.69231 0.53846 0.36364 0.16667 0.53846 0.48178
He 0.79385 0.44308 0.68615 0.36923 0.54154 0.47077 0.76308 0.53231 0.33766 0.28986 0.75692 0.54403
P 0.20669 0.07018 0.80614 1.00000 0.57465 0.09153 0.19812 1.00000 1.00000 0.25297 0.00116*
MM Na 9 6 4 4 3 5 8 3 16 3 9 70
Ho 0.78125 0.81250 0.70968 0.56250 0.59375 0.62500 0.90625 0.43750 0.96774 0.3871 0.87500 0.69621
He 0.81448 0.68948 0.69434 0.56647 0.51587 0.62748 0.81944 0.40030 0.88260 0.42306 0.82738 0.66007
P 0.45599 0.69827 0.98347 0.84625 0.69899 0.00369* 0.31598 1.00000 0.22599 0.02704 0.28591
CcO Na 4 4 3 2 3 3 5 2 5 3 5 39
Ho 0.77778 0.55556 0.44444 0.66667 0.77778 0.55556 0.77778 0.44444 0.44444 0.44444 0.77778 0.60605
He 0.67974 0.60784 0.68627 0.52288 0.5817 0.62745 0.67974 0.47059 0.62092 0.46405 0.67974 0.60191
P 0.87873 0.11421 0.18031 0.53783 0.71014 0.62894 0.43325 1 0.09267 0.52745 0.42883
PI Na 8 2 4 3 2 3 7 2 8 3 8 50
Ho 0.95000 0.35000 0.65000 0.75000 0.60000 0.36842 0.80000 0.05000 0.65000 0.45000 0.82353 0.58562
He 0.83333 0.45000 0.63718 0.53974 0.50769 0.51067 0.79872 0.05000 0.64744 0.48846 0.79679 0.56908
P 0.56127 0.34931 1.00000 0.08766 0.64888 0.31974 0.35284 1.00000 0.29874 0.65513 0.51257
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localidades CTm3 CTm4 CTm5 CTm7 CTm8 CAm2 CAm13 CAm15 CAm16 CAm20 CAm26 Total
TA Na 7 3 7 3 4 3 8 4 5 1 10 55
Ho 0.78947 0.31579 0.60000 0.35000 0.65000 0.45000 0.78947 0.60000 0.45000 mono 0.90000 0.58947
He 0.75676 0.35135 0.73846 0.52179 0.62949 0.57308 0.81508 0.47949 0.52949 mono 0.82564 0.62206
P 0.25829 0.6053 0.04292 0.15542 0.82105 0.10799 0.17229 0.21068 0.13113 0.12919
LA Na 7 3 3 2 2 3 6 2 6 2 6 42
Ho 0.40000 0.78571 1.00000 0.76923 0.20000 0.13333 0.33333 0.20000 0.33333 0.06667 0.42857 0.42273
He 0.51034 0.54762 0.65977 0.51692 0.18621 0.13103 0.54253 0.18621 0.45977 0.06667 0.6455 0.40478
P 0.13552 0.10016 0.01448 0.11186 1.00000 1.00000 0.00951 1.00000 0.07398 1 0.000*
MU Na 3 4 3 2 2 2 5 1 3 1 3 29
Ho 0.22222 0.61111 0.27778 0.05882 0.33333 0.27778 0.55556 mono 0.52941 mono 0.38889 0.36166
He 0.42698 0.71587 0.59524 0.05882 0.48889 0.24603 0.48889 mono 0.49020 mono 0.41429 0.43612
P 0.03210 0.00465* 0.00141* 1.00000 0.31669 1.00000 0.20980 0.51522 0.13660
MN Na 9 8 5 3 4 4 8 3 14 4 7 69
Ho 0.66667 0.60000 0.53333 0.46667 0.53333 0.44828 0.70000 0.43333 0.68966 0.33333 0.68966 0.55401
He 0.80169 0.65876 0.64181 0.56723 0.57740 0.60557 0.72260 0.45932 0.76467 0.32260 0.69449 0.61965
P 0.15814 0.24351 0.08398 0.05936 0.78562 0.07628 0.03133 0.84096 0.17034 0.19362 0.07210
CcVv Na 10 3 4 3 3 3 8 3 8 4 5 54
Ho 0.76190 0.35000 0.61905 0.42857 0.42857 0.57143 0.90476 0.19048 0.66667 0.33333 0.78947 0.54947
He 0.83508 0.37564 0.63066 0.56330 0.35424 0.64111 0.83508 0.18002 0.64808 0.56794 0.60313 0.56674
P 0.16322 0.68500 0.16468 0.01885 0.63526 0.46305 0.23834 1.00000 0.40277 0.01795 0.02154
BO Na 4 3 5 3 3 5 5 5 7 3 6 49
Ho 0.46667 0.79310 0.80000 0.31034 0.56667 0.39286 0.40000 0.65517 0.50000 0.51724 0.42857 0.53006
He 0.52034 0.53660 0.67119 0.48215 0.45028 0.58831 0.57401 0.60315 0.65028 0.51845 0.59610 0.56280
P 0.00446* 0.00001* 0.17423 0.04147 0.34293 0.03149 0.03516 0.81596 0.00477* 0.68583 0.04960
NH Na 6 3 3 3 3 2 6 3 4 3 6 42
Ho 0.57143 0.71429 0.57143 0.57143 0.42857 0.66667 0.71429 0.57143 0.57143 0.57143 0.71429 0.60605
He 0.68132 0.67033 0.60440 0.60440 0.53846 0.48485 0.73626 0.58242 0.49451 0.53846 0.73626 0.60651
P 0.29279 0.77651 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 0.32542 1.00000
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localidades CTm3 CTm4 CTm5 CTm7 CTm8 CAmM2 Cam13 Cam15 Cam16 Cam20 Cam26 Total
SN Na 9 5 8 3 3 3 7 3 9 4 7 61
Ho 0.73333 0.67742 0.51613 0.70968 0.51613 0.70968 0.50000 0.58065 0.54839 0.64516 0.54839 0.60771
He 0.85028 0.60762 0.63670 0.60338 0.54310 0.62612 0.63390 0.45955 0.77842 0.61290 0.63353 0.63504
P 0.04340 0.70225 0.09915 0.14174 0.68906 0.52286 0.22255 0.27930 0.0001* 0.93867 0.29996
JA Na 5 6 5 3 3 4 4 3 3 3 3 42
Ho 0.86667 0.64286 0.60000 0.46667 0.86667 0.46154 0.80000 0.60000 0.13333 0.80000 0.71429 0.63200
He 0.71264 0.75397 0.64598 0.48046 0.54943 0.60308 0.54483 0.47586 0.29655 0.54943 0.50000 0.55566
P 0.00197* 0.59278 0.35709 0.46220 0.01699 0.20103 0.10864 0.57769 0.01884 0.06293 0.22171
MP Na 6 4 1 2 2 4 2 3 3 2 3 32
Ho 0.86207 0.79310 mono 0.03333 0.50000 0.66667 0.33333 0.33333 0.26667 0.20000 0.33333 0.43217
He 0.76528 0.64428 mono 0.09661 0.41299 0.59831 0.28249 0.28757 0.47401 0.18305 0.33672 0.40812
P 0.63068 0.31337 0.05105 0.37657 0.13216 0.56286 1.00000 0.01686 1.00000 0.01437
MX Na 4 4 4 2 2 3 4 2 4 2 4 35
Ho 0.68750 0.58824 0.31250 0.17647 0.41176 0.64706 0.64706 0.17647 0.47059 0.11765 0.58824 0.43849
He 0.73185 0.58289 0.38105 0.48663 0.45098 0.55437 0.67736 0.16578 0.68271 0.11408 0.68271 0.50095
P 0.18788 0.32097 0.08246 0.01226 1.00000 0.21299 0.58014 1.00000 0.09773 1.00000 0.25002
MR Na 6 6 3 3 3 5 7 3 8 3 9 56
Ho 0.56757 0.70270 0.08333 0.35135 0.59459 0.51351 0.64865 0.10811 0.64865 0.47222 0.64865 0.48538
He 0.75861 0.68863 0.18271 0.65494 0.51870 0.59756 0.69900 0.10478 0.70233 0.53404 0.70826 0.55904
P 0.00295* 0.36346 0.00095* 0.00157* 0.01767 0.08110 0.57266 1.00000 0.15586 0.34401 0.47753
1B Na 4 2 1 2 3 2 4 1 4 2 3 28
Ho 0.37143 0.28571 mono 0.00000 0.65625 0.02857 0.58824 mono 0.35294 0.00000 0.57143 0.31716
He 0.32505 0.28820 mono 0.05631 0.53621 0.02857 0.45040 mono 0.46576 0.05631 0.45383 0.29563
P 1 1 0.01466 0.10053 1 0.00086* 0.01511 0.01495 0.00099*
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Tabela 6 — indice de diversidade genética, média do nimero de alelos e média do Equilibrio de Hardy — Weinberg total considerando os 11 locos
analisados neste estudo por grupos de Arapaima gigas de cada localidade. Nimero Amostral (N); Diversidade Genética; Média do Numero de
Alelos; Média do Equilibrio de Hardy - Weinberg (Média HWE), Heterozigosidade Observada (Ho) e Heterozigosidade Esperada (He); Locos que
foram Monomorficos.

Localidades N° Amostral Média Diversidade Génica Média N° de Alelos M?_'dolef E'\QIE Monlc_)(r)r::c’?r(fsi():o(s)
Iquitos 16 0.561 + 0.304 4.45 0.449 - 0.561
Leticia 22 0.546 +0.295 5.26 0.503 - 0.546
Carauarf 18 0.514 +0.296 4.09 0.583 - 0.590
Eirunepé 13 0.594 +0.329 4.17 0.482 — 0.544
Mamiraua 32 0.649 +£0.342 6.35 0.695 — 0.660
Coarf 9 0.602 +0.332 3.54 0.606 — 0.602
RDS Piagacu 20 0.540 £ 0.296 4.54 0.586 — 0.569
Tapaua 20 0.547 £ 0.295 4.90 0.588 — 0.622 CAmM20
Labrea 15 0.343 £ 0.207 3.81 0.423 - 0.405
Manuel Urbano 18 0.421 £ 0.245 2.45 0.362 — 0.435 CAm15 e CAm20
Manacapuru 30 0.606 +0.321 6.27 0.554 - 0.620
Careiro da Vérzea 21 0.559 + 0.303 4.90 0.548 - 0.567
Borba 30 0.540 £ 0.295 4.45 0.530 - 0.563
Nhamunda 7 0.619 + 0.350 3.81 0.606 — 0.606
Santarém 31 0.625 +0.330 5.54 0.608 — 0.635
Jacareacanga 15 0.532 £ 0.302 3.81 0.632 - 0.556
Macapa 30 0.362 £ 0.204 281 0.431 - 0.407 CTm5
Mexiana 17 0.489 +£0.275 3.18 0.438 - 0.501
Maraba 37 0.555 +0.295 5.09 0.484 — 0.558
llha do Bananal 35 0.206 £ 0.129 2.35 0.316 — 0.296 CTm5 e CAm15
Total 436 0.520 £ 0.286 4.34 0.522 - 0.541 CAmlg’T%’?,mzo ©
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5.3 Analise de efeito de reducéo populacional

Para as analises utilizando o paradmetro M obtido através do programa
Mvalue (Garza & Williamson, 2001), no primeiro cenario estabelecido, os grupos
de individuos de cada ponto de coleta foram considerados como um
agrupamento de individuos e para cada um destes agrupamentos foi calculado
um valor de M. Neste primeiro cenario 19 das 20 localidades, analisadas neste
estudo, apresentaram significancia ap6s a correcdo de Bonferroni (P<0,025)
para o valor de M, considerando o valor atual de 6 (Theta) igual a 1,61. A Unica
localidade que ndo teve o valor de M significativo foi lquitos, no Peru (IQ)
(Tabela 7a). Dentre os 19 grupos de espécimes que apresentaram o valor de M
significativo, 10 localidades apresentaram o indice M<0,68, um valor que indica
reducdo populacional segundo Garza & Williamson (2001). Os grupos de
espécimes das localidades que apresentaram valor de M inferior a 0,68
significativos foram: Carauari (M=0,623), Eirunepé (M=0,646), Coari (M=0,632),
RDS Piagacu-purus (M=0,658), Labrea (M=0,587), Manuel Urbano (M=0,646),
Careiro da Varzea (M=0,670), Nhamunda (M=0,651), Mexiana (M=0,576) e llha
do Bananal (M=0,565). Destacam-se 0s espécimes coletados na ilha do Bananal
por apresentarem o menor indice de M dentre todas as localidades.

Em um segundo cenéario, a obtengdo do indice M foi realizada
considerando-se os agrupamentos de espécimes obtidos pela analise Bayesiana
no programa Structure e os valores médios de Q nas localidades analisadas (ver

proximo topico 5.4). Neste foram considerados trés agrupamentos de espécimes
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e para cada um destes foi inferido um valor de M. Os agrupamentos e as
respectivas localidades, conforme Figura 8, sdo compostas por: Grupo 1 (verde),
composto pelos individuos coletados em (1) Iquitos, (2) Leticia, (4) Eirunepé, (5)
Mamiraua, (8) Tapaua, (9) Labrea, (10) Manuel Urbano e (13) Borba; Grupo 2
(vermelho) composto pelos individuos coletados em Macapé (17), Mexiana (18),
Maraba (19) e Ilha do Bananal (20); e Grupo 3 (azul), composto pelos individuos
amostrados em Carauari (3), Coari (6), Piagacu Purus (7), Manacapuru (11),
Careiro da Varzea (12), Nhamunda (14), Santarém (15) e Jacareacanga (16). O
valor de M foi significativo para o grupo 2 (vermelho) indicando reducao
populacional, entretanto, o valor de M né&o foi inferior a 0,68 (Tabela 7b). De
acordo com o padrdo sugerido por Garza & Wililamson (2001) todas as
espécies/populacdes que sofreram algum tipo de reducdo populacional tinham

valores de M abaixo de 0,68.
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Tabela - 7: Valores de M obtidos através do programa Mvalue, sendo 8 (calculado a partir do banco de dados atual) = 1,61. a) Valores de M

calculados para grupos de espécimes de cada localidade. b) Valores de M calculados para grupos de espécimes considerando-se 0s agrupamentos

obtidos pela andlise Bayesiana no programa Structure e os valores médios de Q nas localidades analisadas (ver tépico 5.4).

a)

NUmero Amostral Localidades M value P
16 Iquitos 0,776 0,0494
22 Leticia 0,742 0,0093*
18 Carauari 0,623 0,0000*
13 Eirunepé 0,646 0,0006*
32 Mamiraua 0,760 0,0154*
9 Coari 0,632 0,0001*
20 RDS Piagagu 0,658 0,0000*
20 Tapaua 0,705 0,0017*
15 Labrea 0,587 0,0000*
18 Manuel Urbano 0,646 0,0000*
30 Manacapuru 0,757 0,0123*
21 Careiro da Varzea 0,670 0,0004*
30 Borba 0,694 0,0005*
7 Nhamundéa 0,651 0,0005*
31 Santarém 0,755 0,0131*
15 Jacareacanga 0,686 0,0013*
30 Macapa 0,694 0,0003*
17 Mexiana 0,576 0,0000*
37 Maraba 0,766 0,0151*
35 Ilha do Bananal 0,565 0,0000*

*Valores significativos apos a correcao de Bonferroni (P=0,025)

b)
Numero Amostral Grupos M value P
166 1 (verde) 0,831 0,0898
119 2 (vermelho) 0,782 0,0137*
151 3 (azul) 0,807 0,0368

*Valores significativos apos a correcdo de Bonferroni (P=0,025)
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5.4 Distribuicdo da variabilidade genética e diferenciagdo populacional

A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada para detectar a
variacdo genética dentro e entre as populagbes, sendo considerada cada
localidade como uma populacédo. Para este cenario os indices de variacdo entre
0s espécimes das localidades mostraram que 20,28% da variancia total ocorrem
entre as localidades e 2,27% ocorrem dentro das localidades (Tabela 08).
Considerando a faixa de valores para diferenciacdo genética entre as
populacdes, proposta por Wright (1965), segundo o qual valores entre O e 0,15
indicam fraca diferenciacdo genética; valores entre 0,15 e 0,25 indicam
diferenciacdo moderada; e valores acima de 0,25 indicam grande diferenciacao,
observou-se através dos resultados de AMOVA, aplicando-se Fst, que existe
nivel moderado de estrutura de populacional (Fst =0,20284, P<0,001) neste

cenario apresentado.

Tabela 08 - Anélise de Variancia Molecular, aplicando-se o FsT de Wright (1969), para os espécimes

de Arapaiama. Soma dos quadrados (Ss); Porcentagem de variagdo (%); Valor de P significativo (*).

Tipo de Variagéo Ss %
Entre localidades 643,729 20,28
Entre individuos /
Dentro das 1204,561 2,27
localidades
Entre todos os 1192,500 77,44
individuos
Fst 0,20284 P < 0,001*
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O programa Structure versao 2.11 (Pritchard et al., 2000) foi usado para
identificar as provaveis populacdes existentes da espécie Arapaima gigas, com
base em distingbes genéticas, ao longo dos rios da bacia Amazénica e Tocantins
- Araguaia. O maior delta K (AK) encontrado para os individuos das localidades
amostradas de Arapaima gigas permitiu a escolha de K (Figura 7a), que foi de 2
clusters (representado na figura 7b pelas cores verde e vermelho). A maioria das
localidades foi identificada dentro de um grande agrupamento, o cluster
representado pela cor verde. Existe uma zona mista formada da combinagéo do
cluster verde com o cluster vermelho. E observam-se quatro localidades

representativas para o cluster vermelho.
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Figura 7 - Estrutura populacional baseada em 11 locos de microssatélites de Arapaima gigas
estimado pela analise bayesiana realizada pelo programa Structure (considerando freqiiéncias
alélicas correlacionadas). Cada individuo é representado por uma linha vertical (verde ou vermelha).
Cada uma das cores indica um cluster baseado em semelhancgas genotipicas.a) Correlacdo entre os
valores de delta K e K. b) K=2. Os nimeros de 1 a 20 representam as localidades de coleta: 1 Iquitos;
2 Leticia; 3 Carauari; 4 Eirunepé; 5 Mamiraua; 6 Coari; 7 Piagagu Purus; 8 Tapaua; 9 Labrea; 10
Manuel Urbano; 11 Manacapuru; 12 Careiro da Varzea; 13 Borba; 14 Nhamunda; 15 Santarém; 16
Jacaréacanga; 17 Amapa; 18 Mexiana ;19 Maraba; 20 Ilha do Bananal.
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Tabela 9 - Resultado do programa Structure para K=2 clusters, com os valores de atribuicdo (Q) dos

espécimes de cada localidade para cada um dos dois clusters (Cluster 1, verde e Cluster 2, vermelho).

Pontos na Figura Localidades Cluster 1 (Q)  Cluster 2 (Q) ANnL;qusi:gl

1 Iquitos (IQ) 0.92 0.07 16
2 Leticia (LE) 0.93 0.06 22
4 Eirunepé (El) 0.90 0.09 13
S Mamiraua (MM) 0.84 0.15 32
8 Tapaua (TA) 0.81 0.18 20
9 Labrea (LA) 0.93 0.06 15
10 Manuel Urbano (MU) 0.90 0.09 18
13 Borba (BO) 0.92 0.07 30
3 Carauari (CA) 0.72 0.27 18
6 Coari (CO) 0.77 0.22 9

RDS Piagagu (PI) 0.76 0.23 20
11 Manacapuru (MN) 0.63 0.36 30
12 Careiro da Varzea (CV) 0.66 0.33 21
14 Nhamunda (NH) 0.68 0.31 7
15 Santarém (SN) 0.51 0.48 31
16 Jacareacanga (JA) 0.26 0.73 15
17 Macapa (MP) 0.02 0.97 30
18 Mexiana (MX) 0.18 0.81 17
19 Maraba (MR) 0.13 0.86 37
20 Ilha do Bananal (IB) 0.04 0.95 35

*Valores de q >0.80 foram evidenciados para facilitar a visualizagdo dos resultados

Utilizando a proporcdo média do valor de Q, acima de 0,80 (atribuicdo
média dos individuos em grupos), podem-se atribuir 0s espécimes das
localidades amostradas em trés grupos: dois grupos com valores de Q acima de
0,80 (cluster verde no Structure = grupo verde na Figura 8; cluster vermelho no
Structure = grupo vermelho na Figura 8); um terceiro grupo com valores de Q
abaixo de 0,80 (localidades misturadas no Structure = grupo azul na Figura 8).
Os valores de Q para cada localidade amostrada, obtidos através de programa

Structure, podem ser observados na Tabela 9.
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O valor de Q corresponde a pureza dos espécimes das localidades em
relacdo aos dois grupos genéticos apresentados, representados pelas cores
verde e vermelho. O Grupo 1 abrange localidades quase puras para o cluster 1
representado pela cor verde — representado pelo grupo verde na Figura 8,
composto pelos individuos das seguintes localidades distribuidos na porcao
ocidental da regido Amazobnica: (1) Iquitos; (2) Leticia; (4) Eirunepé; (5)
Mamiraua; (8) Tapaud; (9) Labrea; (10) Manuel Urbano; e (13) Borba. O Grupo 2
€ composto por individuos quase puros para o cluster 2 representado pela cor
vermelha — representado pelo grupo vermelho na Figura 8, composto pelos
individuos das seguintes localidades distribuidas na por¢céo oriental da regido
Amazonica e localidades da bacia Araguaia / Tocantins, sédo elas: Macapa (17),
Mexiana (18), Maraba (19) e Ilha do Bananal (20). O Grupo 3 € composto por
localidades com individuos geneticamente misturados entre os clusters 1 (verde)
e 2 (vermelho), e sendo representado pelo grupo azul na Figura 8. Este grupo 3
€ composto pelos individuos amostrados em localidades da porcdo central da
regido Amazénica: Carauari (3), Coari (6), Piagacu Purus (7), Manacapuru (11),

Careiro da Varzea (12), Nhamunda (14), Santarém (15) e Jacareacanga (16).
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Figura 8 - Distribuicdo dos trés grupos de Arapaima gigas de acordo com o resultado do
programa Structure. A estrutura genética encontrada pode ser dividida em trés macroregides.
Grupo 1, localidades com individuos quase puros para o cluster verde (Amazbnia ocidental,
destacado em verde), o Grupo 2, que abrange as localidades com individuos quase puros para o
cluster vermelho (Amazénia oriental e bacia Araguaia/Tocantins, destacado em vermelho) e
Grupo 3 que compreende individuos misturados dos dois clusters (Amazbnia central, destacado
em azul). Os pontos de interrogacao representam localidades onde ha ocorréncia da espécie,
mas ndo foram amostradas para este estudo, sendo entdo incerta a posi¢do destas nos referidos
grupos.
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5.5 Correlacéo entre distancia genética e distancia geografica

O resultado do teste de Mantel mostrou que o coeficiente de correlagao
obtido foi significativo (r= 0,584742, P = 0,0003) quando todas as localidades
foram consideradas, indicando que h& uma forte correlacdo entre distancia
genética e distancia geogréfica entre os individuos de pirarucu das localidades

amostradas.

5.5.1 Analise de autocorrelacéo

Na andlise de autocorrelacao espacial (Figura 09), usando dados de Fst
linearizados par-a-par e a distancia entre as localidades em km (seguindo-se o
percurso dos rios), foram observadas correlagfes significativas para todas as
categorias de distancias. O decréscimo do coeficiente de correlagdo ndo é
continuo com o aumento nas distancias geogréaficas sugerindo que outras forcas

evolutivas além de fluxo génico estdo atuando em menores escalas geogréficas.
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Figura - 9: Gréfico de autocorrelacao entre distancia geogréfica e o coeficiente de correlagéo

para as localidades amostradas de Arapaima gigas.
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6. Discussao

6.1 Diversidade genética da espécie Arapaima gigas

A variabilidade genética € uma variacdo de natureza herdavel que se
perpetua nas geragcfes subseqlientes e quanto maior a variabilidade genética
maior € a adaptabilidade de um determinado grupo natural no meio em que vive
(Allcock et al., 1995). Ela esta diretamente relacionada a adaptabilidade e serve
de base para atuacao da selecao natural, sendo usualmente alta em populages
naturais (Solé-Cava & Thorpe, 1991). Devido a isso se faz necessario conhecer
0s niveis de variabilidade genética de grupos de espécimes naturais,
especialmente se estes estiverem sobre intensa acdo de pesca como ocorre
com a espécie Arapaima gigas.

Os dados de ANOVA aqui mostrados evidenciam um padrao de
diversidade genética heterogéneo nos grupos de pirarucus das areas
amostradas, sendo significante a diferenca nas médias de heterozigosidade
observada para os individuos das 20 localidades dos rios da calha e dos rios
tributarios. Esse padrdo de heterogeneidade é observado também quando
comparamos os individuos da calha contra os individuos dos tributarios.

Os trabalhos de Verissimo, (1985), Crossa & Petrere Junior (1999),
relatam que a pesca de pirarucu ocorre majoritariamente no canal principal do
rio Amazonas e nos maiores tributarios, especialmente os mais proximos dos

grandes centros urbanos. Os dados observados da analise de ANOVA sugerem
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gue as localidades da calha principal, apesar de ser o local onde a pesca € mais
intensa, é geneticamente mais diversa que os tributarios, rios mais distantes dos
centros urbanos. Isso pode ocorrer devido ao fato de a calha funcionar como
uma area de encontro entre individuos de diferentes areas, permanecendo e
mantendo assim niveis maiores de variabilidade genética. Essa area de
encontro é favorecida pelos processos de cheias e vazantes que ocorrem na
area de véarzea o que facilita o deslocamento dos individuos.

Em um estudo de genética de popula¢gbes, usando DNA mitocondrial,
feito para 120 amostras de pirarucu coletadas, principalmente, na calha principal
do rio Amazonas, Hrbek et al. (2005) observaram valores de diversidade génica
(H) variando de 0,143 a 0,885, no considerando a localidade do rio Madre de
Dios onde a espécie foi introduzida. Desconsiderando o rio Madre de Dios, os
valores de diversidade génica para a espécie Arapaima também foram
heterogéneos para as localidades estudadas da calha.

Resultados de trabalhos realizados com peixes da bacia Amazonica
mostram um padrédo de elevados niveis de variabilidade genética para a calha
principal da bacia Amazoénica. Batista et al. (2005) utilizando a regido controle do
DNA mitocondrial para caracterizar a variabilidade genética interespecifica e
intraespecifica de duas espécies de bagre ao longo do rio Solimdes (Amazonas)
observou que a dourada Brachyplatystoma rousseauxii (Castelnau, 1855) e a
piramutaba Brachyplatystoma vaillantii (Valenciennes, 1840) apresentam altos
niveis de polimorfismo genético. Entretanto foram encontradas diferengas na

guantidade de variabilidade genética encontradas para estas duas espécies.
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Para o tambaqui (Colossoma macropomum) utilizando a regido controle
do DNA mitocondrial em cinco localidades da calha do rio Amazonas Santos et
al.(2007) observou taxas altas de variabilidade genética e todas as populacdes
apresentaram também elevados valores de diversidade haplotipica.

Estudos investigando o padrdo de distribuicdo da variabilidade genética
para as espécies de peixes amazonicos na calha e nos principais tributarios do
rio Amazonas também tém encontrado elevados niveis de diversidade genética
como os observados por Machado et al. (2009), em um estudo de genética de
populacdes para Prochilodus nigricans, neste foi utilizado a regido controle do
DNA mitocondrial que apresentou elevados indices de diversidade tanto para a
calha principal quanto para os tributarios.

Com base nestes estudos, por meio de andlises genéticas utilizando
marcadores mitocondriais, pode-se dizer que para a calha principal da bacia
Amazobnica parece existir uma estrutura populacional fraca ou auséncia de
estruturacao e diversidade génica relativamente alta.

Os baixos valores de diversidade génica observados para as localidades
do rio Araguaia (IB), rio Tocantins (MR) podem estar indicando que na bacia do
Tocantins / Araguaia pode ter havido uma colonizacdo recente da espécie ou
sobre exploracdo da mesma na regido. Esta regido parece ter sido colonizada
por um pequeno namero de individuos de pirarucu favorecendo assim efeitos de
deriva genética que nesse caso pode ter levado a esses baixos indices de
variabilidade genética observados, ou seja, houve perda de alelos. Além disso, 0

rio Araguaia apresenta em seu curso inferior uma série de corredeiras que
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poderiam funcionar como barreiras ao fluxo génico entre os individuos da bacia
do Araguaia com a bacia AmazoOnica o que dificultaria a chance de troca de
alelos entre elas favorecendo a diferenciacéo entre as mesmas.

Entretanto, ndo podemos descartar a possibilidade de que essa baixa
diversidade de pirarucu para a bacia do Araguaia / Tocantins, descartando-se o
possivel efeito da pesca, seja um padrdo natural da espécie nesta referida
regido. Esse padrdo de baixa variabilidade genética na bacia Araguaia /
Tocantins foi encontrado também para Podocnemis expansa, através do uso de
marcadores microssatélites e mitocondriais por Pearse et al. (2006). Onde é
sugerido que o padrao diferenciado para a espécie na referida bacia ocorre por
eventos historicos de introgressdo marinha que possam ter isolado as
populacdes de tartarugas e outros organismos da bacia do Araguaia com a
bacia Amazonica diversas vezes durante o processo de formag&o das mesmas.

Foi observada uma baixa variabilidade genética também para os
individuos coletados na localidade Manuel Urbano (MU), fato que pode ser
explicado pela provavel colonizagdo desta localidade por um numero reduzido
de individuos. Esse baixo nivel de variabilidade genética parece também receber
contribuicdo de processos como deriva génica, mantida pela distancia desta
localidade para com o rio da calha principal (onde ha maior variabilidade).

Os resultados aqui apresentados devem ser vistos como um importante
alerta sobre a fragilidade genética dos individuos de pirarucu da bacia do rio

Araguaia e para a localidade Manuel Urbano (MU), uma vez que qualquer fator
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(natural ou n&o) que possa contribuir para reduzir ainda mais a variabilidade

genética desses individuos, vai colocar em risco a sobrevivéncia dos mesmos.

6.2 Reducédo populacional na espécie Arapaima gigas

A diversidade genética é a matéria bruta onde atua a evolucao,
permitindo que as popula¢des evoluam em resposta as mudancas ambientais.
(Frankel & Soulé, 1981; Reed & Frankham, 2003). A perda de diversidade
genética, em muitos casos, torna uma populacdo suscetivel a extingdo como
resultado dos efeitos de endocruzamento, perda geral de heterozigosidade ou
simplesmente devido ao fato de ndo haver niveis de variacdo suficientes para
responder a presséao seletiva (Flagstad et al., 2003; Randi et al., 2003). Em vista
disso, populagdes naturais que tenham experimentado uma recente redugao no
tamanho efetivo populacional exibem uma reducdo do numero de alelos e da
heterozigosidade, sendo que o nimero de alelos é reduzido mais rapidamente
gue a heterozigosidade (Yu et al., 1999). A partir desse sinal, pode-se detectar
se um determinado grupo amostrado passou por um efeito de reducgéo
populacional.

Garza & Williamson (2001) avaliaram uma série de trabalhos e com base
nestes, sugeriram que qualquer banco de dados que use mais de sete locos
microssatélites pode interpretar um valor de M (que varia de 0 a 1, obtido por

meio da expressdo M=k/r; onde “k” representa o numero total de alelos e “r’ a

variacdo do tamanho dos alelos) menor que 0,68 como uma recente reducéo no
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tamanho populacional para o grupo analisado em questéo. Este valor foi 0 maior
observado em populacbes/espécies que tiveram comprovadamente suas
populacdes reduzidas significantemente no passado recente. Quanto menor o
valor de M, mais intensa teria sido a reducao populacional. No presente estudo,
o0 menor valor de M foi apresentado pelas amostras coletadas no rio Araguaia.
Conforme j& discutido, esta localidade apresenta baixos valores de variabilidade
genética. Enfatiza-se aqui, portanto, que o grupo de pirarucus do rio Araguaia,
com suas caracteristicas peculiares, necessita de atencdo em relacdo a
manutencdo da variabilidade genética dos estoques na bacia Araguaia /
Tocantins. Ressalta-se aqui que as coletas das amostras de pirarucu no rio
Araguaia foram realizadas por uma expedicdo com proposito cientifico tomando
especial cuidado na amostragem. Nesta expedicdo os espécimes de pirarucu
foram amostrados em sete lagos diferentes que perfazem a ilha do Bananal, no
rio Araguaia.

Na Amazoénia Central h4 relatos histéricos de que a carne de pirarucu é
intensamente consumida pelos habitantes locais. Nestes locais foram
observados valores baixos e significativos de M, sugerindo a ocorréncia de
sobrexploracéo pesqueira nas localidades de Carauari, Eirunepé, Coari, Piagacu
Purus. Os relatos apontam que a carne de pirarucu também é intensamente
consumida no baixo amazonas onde a reducdo populacional foi observada nas
localidades de Carauari e Nhamunda. Considerando a calha principal do rio
Amazonas Hrbek et al. (2005) utilizando marcadores mitocondriais observaram

efeito de estrangulamento populacional em localidades proximas a grandes
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centros urbanos, os autores atribuem isso a severa sobrexploracdo pesqueira
iniciada no século 18.

No presente estudo foi observado efeito de reducdo populacional nos
espécimes coletados de Arapaima gigas em trés tributarios, rio Jurud, rio Purus
e rio Araguaia. Isso, provavelmente ocorre devido ao fato de que as préticas
pesqueiras ocorrem majoritariamente no canal principal do rio Amazonas e nos
maiores tributarios, especialmente os mais proximos aos grandes centros
urbanos (Verissimo, 1895; Crossa & Petrere Junior, 1999).

Com medidas de manejo e o controle legal da exploracdo de Arapaima
gigas é possivel que os impactos genéticos possam ser minimizados para a
espécie. Este trabalho reforca a necessidade de se incentivar e estender o
manejo comunitario para esta espécie para outras regides da Amazodnia

contribuindo com a conservacgao da mesma.

6.3 Estrutura populacional da espécie Arapaima gigas

O conhecimento da composicdo genética de uma espécie, e de como ela
esta organizada em populacbes, é fundamental para acdes de manejo e
conservacdo. E importante também entender se ha estruturacdo genética e se
esta € uma caracteristica natural ou um resultado da acdo humana (Frankham et
al., 2002). As populagdes isoladas ou unidades de manejo (UM) séo tipicamente
caracterizadas por diferencas na frequéncia genotipica, sem levar em conta a

natureza filogenética dos alelos (Moritz, 1994). Este conceito é importante para a
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conservagao, pois descreve as unidades de manejo fundamentais: as
populacdes estruturadas (Bowen, 1998). Estas populacdes estruturadas
representam a subdivisdo de populagbes de uma espécie em unidades locais
intercruzantes e resultam do equilibrio dindmico entre forgas que favorecem a
processos de diferenciagdo, como deriva, mutacdo e selecdo disruptiva,
diferentes em cada éarea, e forcas homogeneizantes como migragdo, selegcédo
purificadora e selecdo balanceadora, uniformes em cada area (Hartl & Clark,
2007).

Majoritariamente, a estruturacdo genética € ocasionada por auséncia de
panmixia. A verificacdo desta em populacdes naturais pode ser realizada por
meio da estimativa do fluxo génico entre diferentes localidades, bem como a
partir da variancia das frequéncias génicas entre as diferentes localidades
amostradas.

Para os resultados da analise de variancia molecular (AMOVA) o valor de
Fst foi de 0,21 (P<0,01), o que indica que as localidades aqui analisadas
encontram-se moderadamente diferenciadas, considerando a faixa de variacéo
proposta por Wright (1965). A genética de popula¢cdes relaciona-se com as
variacdes das frequéncias alélicas dentro e entre populacfes. A medida mais
usada para mensurar estrutura genética populacional sdo os indices F de Wright
(1931). Para o calculo desses indices € necessario primeiro definir os grupos de
individuos em populacdes e depois usar os referidos genotipos para computar a
variancia nas frequéncias alélicas. No entanto um pré-requisito fundamental de

gualquer inferéncia na estrutura genética de populacdes é a definicdo para o
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estudo do que serad considerada uma populacdo. Tipicamente a inferéncia das
populacdes é baseada em origem geogréfica ou fendtipos. Entretanto a estrutura
genética de populagBes nem sempre é refletida na proximidade geogréafica entre
os individuos ou no compartilhamento de fendtipos. Populagbes que sao
amplamente distribuidas podem, todavia, ser geneticamente estruturadas devido
a barreiras ndo perceptiveis ao fluxo génico.

Em virtude disso, o banco de dados do presente estudo foi analisado
considerando uma analise Bayesiana que ndo assume agrupamento de
individuos a priori, e foi implementada no programa Structure (Pritchard et al.
2000). Os resultados evidenciaram dois clusters (K=2) genéticos e a partir da
distribuicdo destes foram observados trés grupos distintos para as localidades
analisadas. Para cada grupo estimado neste estudo foi considerado uma faixa
do valor do coeficiente de relacionamento (Q), valor médio de cada localidade
em relacdo aos clusters 1 (verde) e 2 (vermelho). Grupos de individuos de uma
determinada localidade que apresentem acima de 80% de similaridade genética
a um dos clusters sdo considerados como pertencentes a este cluster. Grupos
de individuos de uma determinada localidade, que ndo apresentarem um indice
de similaridade a um dos dois clusters, igual ou acima de 80%, foram atribuidos
a um terceiro grupo que abrange espécimes com grupo genético nao puro em
relagdo a um dos clusters.

Com base na deteccao de dois grupos genéticos, a area de amostragem
pode ser separada em: um grupo representado pelos rios da calha principal e

tributarios que compreendem a Amazonia ocidental (grupo verde), o grupo azul
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representando as localidades misturadas na Amazbnia central e 0 grupo
vermelho representando a Amazonia oriental e a bacia Tocantins / Araguaia
(Figura 8). Os tributdrios aqui estudados n&o comportam populacdes
estruturadas, quando comparados a calha principal. O padrdo de estruturagcéo
observado € do tipo isolamento por distancia conforme observado por Hrbek et
al. (2005) e Hrbek et al. (2007) em popula¢cbes naturais de pirarucu utilizando
marcadores mitocondriais e microssatéites, respectivamente, para seis
localidades da calha principal da bacia Amazénica. Os rios tributarios aqui
analisados obedecem ao padrédo de estrutura por isolamento por distancia
observado nos estudos citados que investigaram apenas populacdes da calha
central do rio Amazonas.

Na area central da bacia Amazonica se encontra o grupo 3 (Grupo azul
na Figura 8). Os padrbes de mistura genética observados na varzea da bacia
Amazodnica central ndo surpreendem, uma vez que esse sistema de varzea,
através de um sistema anual de cheia e vazante dos rios que o formam ao longo
do ano, facilita a movimentagdo dos organismos e consequentemente padrdes
de troca génica entre as localidades.

Com base nos resultados aqui apresentados sugere-se que 0 manejo da
espécie, seja realizado de maneira diferenciada para as localidades dos
extremos da bacia Amazobnica (Grupo 1, Amazonia ocidental e Grupo 2,
Amazonia oriental, bacia do Araguaia / Tocantins) de forma a néo perder as

particularidades genéticas dos referidos grupos.
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Sugere-se que as populacdes de Arapaima gigas da bacia Amazobnica
devem ser manejadas de maneira diferenciada, respeitando a estruturacdo
genética encontrada dividida em trés macroregifes: Amazobnia ocidental,

Amazobnia central e Amazobnia oriental.

6.3.1 Isolamento por distancia na espécie Arapaiama gigas

Os resultados aqui apresentados indicam uma associacao direta entre
distancia genética e distancia geografica, mostrando que o isolamento por
distancia é um fator significativo na estruturacdo das populacdes de Arapaima
gigas em uma grande escala geografica. Observando-se o grafico de
autocorrelacdo pode-se dizer que ndo ha um decréscimo continuo do indice de
autocorrelacdo com o aumento nas distancias geograficas. Ndo é possivel
definir regides geogréficas entre regides geneticamente independentes, através
dos parametros utilizados para esta analise, Fst linearizado par-a-par. Com base
nas andlises implementadas no Structure, as duas extremidades da bacia
Amazbnica se apresentam de forma estruturada, e as localidades
geograficamente intermediarias sdo geneticamente misturadas. Entretanto, isso
nao indica a existéncia de populagbes distintas. O resultado do teste de
autocorrelacdo indica que ha fluxo génico entre todas as localidades e que a
estruturacdo observada € do tipo isolamento por distancia entre todas as
localidades, embora as localidades geograficamente mais distantes também

sejam geneticamente mais diferenciadas.
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Diferentemente, na andlise de auto-correlacdo espacial utilizando os
resultados de 14 locos microssatélites para amostras de pirarucu coletadas em
localidades da calha principal da bacia Amazoénica, Hrbek et al. (2007) observou
uma significante diferenciagéo entre localidades separadas por mais de 2500
km. Pode-se dizer entdo que no presente estudo com uma amostragem
abrangente em quase toda bacia Amazodnica, e com base nos dados de 11 locos
microssatélites, existe um grande gradiente genético em uma escala geogréfica
da bacia Amazbnica. Onde o0s extremos apresentam alguma diferenciacao
genética, embora todas as localidades ao longo deste gradiente estdo todas
conectadas por fluxo genético. Nesta escala geografica o processo evolutivo

mais importante parece ser o isolamento por distancia.
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7. Concluséao

» Os valores médios de diversidade genética em Arapaima gigas dos
espécimes amostrados nos rios da calha da bacia Amazénica e dos
espécimes amostrados nos rios tributarios sdo diferentes. H& maior
variabilidade genética nos rios da calha principal da Bacia Amazdnica se

comparados aos rios tributarios da mesma.

> Foi encontrada estruturacdo genética do tipo isolamento por distancia

para as amostras coletadas de Arapaima gigas.

» Os espécimes de Arapaima gigas amostrados nos tributarios ndo séo
estruturados em relacdo aos espécimes amostrados nos rios da calha
principal da bacia Amazobnica. O padrédo de estruturacao via isolamento
por distancia sugere a divisdo da bacia Amazonica em trés macroregioes
para manejo diferenciado: rios da Amazonia ocidental, rios da Amaz6nia

central e rios da Amazodnia oriental mais rios da bacia Araguaia/Tocantins.

» Especial atencdo deve ser dispensada aos espécimes de Arapaima gigas

do rio Araguaia, devido a deteccdo de baixa variabilidade genética e

ocorréncia de recente reducao populacional ou efeito de colonizacao.
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