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RESUMO

O pirarucu (Arapaima gigas) é considerado um dos maiores peixes de agua doce, podendo
atingir trés metros e peso aproximado de 200 quilos. Este peixe possui grande importancia
econdmica para populacgdes ribeirinhas da Bacia Amazonica, por esse motivo vem sofrendo
uma grande exploracdo comercial resultando na dréstica reducdo de espécimes e
consequentemente na variabilidade genética desta espécie. O presente trabalho visa associar
duas metodologias, com o objetivo de gerar mais conhecimentos sobre a biologia da espécie
que sejam Uteis para o desenvolvimento de tecnologias para a criagdo do pirarucu em
cativeiro e sua conservacgdo nas bacias fluviais onde pode ser encontrado. O pirarucu possui 0
comportamento de formar casais para acasalamento, 0 que proporciona uma barreira para sua
criacdo em cativeiro, pois a identificacdo do sexo s6 € possivel no periodo de maturidade
sexual e por meio de métodos invidveis economicamente e ao bem estar do peixe. Na
tentativa de solucionar esse problema foi realizada uma varredura do genoma desta espécie
utilizando a metodologia BSA (“Bulk Segregant Analysis”) associada a marcadores RAPD
(“Random Amplified Polymorphic DNA”) a fim de prospectar sequéncias sexo-especificas
para o desenvolvimento de um marcador molecular para sexagem de peixes pre-plberes.
Foram combinadas amostras de machos e fémeas para formar bulks sexo-especificos e estes
foram avaliados com 566 primers RAPD (Operon®). Foram amplificados 2.609 fragmentos
com uma cobertura estimada de um marcador a cada 714Kb. Os resultados sugerem que 0
pirarucu possui um sistema de determinagdo sexual ndo cromossdmico ou, alternativamente,
que a espécie sofreu perda recente do cromossomo sexual. O pirarucu tem passado por uma
drastica reducdo populacional e consequente diminuicdo da variabilidade genética em
algumas regides da Bacia Amazonica. A fim de determinar o estado dessas populagdes e sua
variabilidade, estudos de dindmica populacional e estrutura genética tém sido realizados.
Nesses estudos, normalmente se trabalha com um N amostral reduzido e uma maior
abrangéncia geogréafica. No entanto, com base nos dados obtidos neste trabalho, foi possivel
observar que uma amostragem maior de apenas uma regido pode fornecer resultados
semelhantes. A metodologia utilizada fundamentou-se no sequenciamento e analise de duas
regidbes do mtDNA, ATPase (n=95) e citocromo oxidase (n=97) em individuos de quatro
populacbes, geograficamente proximas, na regido Santarém — PA. Também foi possivel
concluir que em se tratando dessa espécie a variabilidade genética encontrada é baixa, no

entanto, entre as populacGes estudadas é possivel encontrar certa diferenciacdo. Além disso,
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de acordo com a distribuicdo das redes de hapl6tipos observada, € possivel sugerir uma
recente expansao populacional de peixes oriundos da regido Santa Maria. Esses resultados séo
compativeis com o0s poucos trabalhos reportados na literatura sobre essa espécie,
comprovando que € possivel aumentar o N amostral e reduzir a representatividade geogréfica,
e assim melhorar a realizagdo de estratégias de manejo locais a partir dos resultados de

estudos filogenéticos para analise da estrutura populacional da espécie.
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ABSTRACT

The arapaima (Arapaima gigas) is considered one of the largest freshwater fish and can reach
three meters and weighing approximately 200 pounds. This fish has great economic
importance to coastal communities in the Amazon Basin, for this reason has been undergoing
a major commercial operation resulting in drastic reduction of specimens and thus genetic
variability in this species. The present work aims to link two methodologies, in order to
generate more knowledge about the biology of the species that are useful for the development
of technologies for the creation of arapaima in captivity and conservation in river basins
where it can be found. The arapaima has behavior to form mating pairs, which provides a
barrier to their breeding in captivity, because the sex identification is possible only in the
period of sexual maturity and by methods uneconomical and welfare of the fish. In an attempt
to solve this problem, we scanned the genome of this species using the methodology BSA
("Bulk Segregant Analysis") associated with RAPD ("Random Amplified Polymorphic
DNA") to sex-specific sequences prospect for the development of a molecular marker for
sexing fish prepubescent. Samples were combined to form male and female sex-specific bulks
and these were evaluated with 566 RAPD primers (Operon ®). 2609 fragments were
amplified with an estimated coverage of one marker every 714Kb. The results suggest that
pirarucu has a system for determining sex chromosome not or, alternatively, that it has
suffered sudden loss of the sex chromosome. The arapaima has undergone a drastic
population reduction and consequent reduction of genetic variability in some regions of the
Amazon Basin. In order to determine the status of these populations and their variability,
studies of population dynamics and genetic structure have been performed. In these studies,
usually working with a small sample N and greater geographic coverage. However, based on
data obtained in this study we observed that a larger sample of one region can provide similar
results. The methodology is based on the sequencing and analysis of two regions of mtDNA,
ATPase (n = 95) and cytochrome oxidase (n = 97) in individuals from four populations,
geographically close, in the Santarém - PA. It was also concluded that when it comes to this
kind of genetic variability found is low, however, among the studied populations is possible to
find some differentiation. Moreover, according to the distribution networks of haplotypes
observed, it is possible to suggest a recent population expansion of fish from the Santa Maria
region. These results are consistent with the few studies reported in the literature on this

species, showing that it is possible to increase the sample size N and reduce geographic
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representation, and thereby improve the performance of local management strategies from the

results of phylogenetic studies for analysis of the structure population of the species.
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CAPITULO 1



1. INTRODUCAO

A aquicultura é uma atividade que vem crescendo acentuadamente desde a
década de 70 no Brasil e no mundo. Segundo dados gerados pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA (2007), a producéo de pescado pelo
setor tem aumentado mais intensamente a partir de 1998. Algumas espécies ocupam posi¢do
de destaque no Brasil e no mundo, como a Tildpia (Oreochromis niloticus), a Truta
(Oncorhynchus mykis), o Salméo (Salmo salar) e o camaréo (Litopenaeus vannamei).

O pirarucu (Arapaima gigas), espécie nativa da Bacia Amazonica, apresenta
determinadas caracteristicas que lhe conferem potencial para se tornar uma das principais
espécies da aquicultura industrial brasileira. Para que isso seja possivel, ainda é necessario o
desenvolvimento de maiores conhecimentos da fisiologia reprodutiva dessa espécie para
consequente producédo de alevinos em escala comercial (Ono et al., 2004; Soares & Noronha,
2007). Adicionalmente, estudos para subsidiar politicas e estratégias conservacionistas sdo
necessarios a fim de preservar a espécie em seu habitat natural.

O A. gigas apresenta excelentes caracteristicas visadas comercialmente. Dentre
elas, destacam-se a qualidade da carne, a auséncia de espinhos entremeados na carne, facil
adaptacdo da espécie aos sistemas de cultivo e rapido crescimento. Em decorréncia dessas
caracteristicas, o pirarucu tornou-se um forte atrativo comercial, vista como uma criacdo
promissora pelos piscicultores (Soares & Noronha, 2007).

A elevada pesca comercial e sem controle da espécie culminou em uma
diminuicdo drastica dos estoques de pirarucu em varias bacias fluviais que ele naturalmente
habita. Um fator que tem contribuido para a sobre-exploracéo € a facilidade de pesca, pois 0
Arapaima gigas possui respiracdo aérea obrigatoria, necessitando emergir a superficie a cada
20 minutos. Em destaque, a sobre-exploracdo ocorre no periodo de seca quando ha maior
concentracdo dos peixes em determinadas regides dos rios devido a diminuicao de suas aguas,
facilitando sua captura (Soares & Noronha 2007). Dessa forma, para minimizar o impacto
provocado pela pesca abusiva da espécie, o IBAMA decretou que 0 comprimento minimo
para a captura do peixe deve ser acima de um metro e meio total. Alem disso, a captura so
pode ser feita em regides de pesca manejada e de producdo em cativeiro (Arantes et al., 2007).

A criagdo de pirarucu em cativeiro ndo sé evita a sobre-exploragdo como
também otimiza a sua comercializacdo. Essa especie adapta-se facilmente a criacdo em

tanques rede, pois aceita racdo extrudada, suporta baixo teor de oxigénio e variacbes na



qualidade da agua. Assim sendo, € um animal que requer minimos cuidados, mantendo suas
caracteristicas de rapido crescimento e ganho de peso (Crescéncio, 2001; Imbiriba, 2001;
Cavero et al., 2002; Pereira-Filho et al., 2003; Ono et al., 2004).

Apesar de existirem relatos na literatura que destacam as peculiaridades
produtivas do pirarucu, as informacGes referentes a sua fisiologia reprodutiva sdo escassas,
restringindo a elaboragdo de estratégias de manejo reprodutivo para a espécie (Ono et al.,
2004). Uma das principais dificuldades encontradas pelos pescadores e produtores é a
distingdo do sexo dos animais, pois a espécie ndo apresenta dimorfismo sexual antes do
periodo reprodutivo, dificultando seu manejo adequado dentro dos tanques de criacdo (Val &
Honczaryk, 1995; Ono et al., 2004; Marques et al., 2006; Lima, 2009).

A capacidade de determinar o sexo de peixes antes do periodo reprodutivo € de
extrema importancia para a producdo em cativeiro da espécie. A identificacdo individual do
sexo dos reprodutores é indispensavel para manutencdo da taxa de machos e fémeas desejada
dentro do confinamento. O manejo da propor¢cdo de machos e fémeas nos tanques de
reprodutores € essencial para otimizar a producdo de alevinos em sistemas aquicolas (Chu-
Koo et al., 2009). Uma alternativa para contornar esse problema é o desenvolvimento de
marcadores de DNA sexo-especificos que possam ser utilizados para diagnosticar o sexo de
peixes pré-puberes. Dentro das metodologias disponiveis para identificacdo de marcadores
moleculares sexo-especificos, destaca-se a BSA — “Bulked Segregant Analysis” (Michelmore
et al., 1991), associada com marcadores RAPD — “Random Amplified Polymorphic DNA”
(Williams et al., 1990).

Além do desenvolvimento de tecnologias para criacdo do pirarucu em
cativeiro, estudos para determinar o padrdo de estruturacdo e nivel de variabilidade genética
de populacdes selvagens da espécie sdo necessarios. A exploracdo desregulada do pirarucu
tem diminuido as populacdes selvagens das bacias fluviais onde a espécie € encontrada e
estudos com marcadores moleculares sdo necessarios para subsidiar a formulacdo de politicas
publicas para o estabelecimento de estratégias de conservacdo da espécie em seu habitat
natural (Eizirik, 1996). A analise do DNA mitocondrial (mtDNA) tem sido utilizada com
sucesso em estudos dessa natureza ja que o mtDNA possui alta taxa de mutacdo, grande
numero de cdpias por célula (Ferguson et al., 1995 e Frederico, 2006), 0 que permite boa
precisdo para estimativas de variabilidade genética intra e interpopulacional (Parker et al.,
1998).



Tendo em vista os dados abordados, este trabalho foi realizado com o objetivo
de prospectar marcadores moleculares sexo-especificos a fim de gerar uma ferramenta mais
acessivel e pratica para distingdo do sexo e testar a hipotese de que o nivel de variabilidade
com um N amostral maior em uma area menor pode fornecer resultados similares quando 0s
locais de amostragem sdo maiores com um N menor, possibilitando um melhor enfoque para

estratégias de manejo.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O estudo teve como objetivo prospectar um fragmento gendmico sexo-
especifico para o pirarucu. Essa prospecgdo foi realizada com foco no desenvolvimento de
uma ferramenta molecular para sexagem do pirarucu na fase pré-pubere para melhorar 0s
processos de criacdo dessa espécie em cativeiro.

Adicionalmente, objetivou-se avaliar os niveis de variabilidade genética e as
relacGes genéticas entre as quatro populacbes diferentes nas proximidades da cidade de
Santarém no Estado do Para, com um N amostral maior quando comparados aos trabalhos

disponiveis na literatura, a fim de gerar resultados similares.

2.2. Objetivos especificos

¢ Identificar fragmentos genémicos ligados ao sexo em pirarucu;

e Estimar a cobertura gendbmica avaliada;

e Identificar o sistema de determinacdo sexual do pirarucu;

e Amplificar e sequenciar quatro regibes do mtDNA de pirarucu: ATPase, ND1,
Citocromo Oxidase e D-loop;

e Identificar o nimero e a distribuicdo geogréafica dos hapldtipos gerados a partir de um
software computacional das quatro regides do mtDNA entre as populagdes de
Arapaima gigas;

e Testar a hipotese de um N amostral maior para apenas uma regido da Bacia
Amazobnica, Santarém — PA, a fim de obter resultados similares aos trabalhos que
prospectam a variabilidade genética de pirarucu com um N amostral baixo porém com

uma maior abrangéncia geografica.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pirarucu

O pirarucu (Arapaima gigas) pertencente a ordem Osteoglossiforme, a qual
compde um dos grupos mais primitivos de peixes teledsteos originados no periodo Jurassico.
Além disso, recebe o titulo de maior peixe de escama de dgua doce do mundo (Venturieri &
Bernardinho, 1999; Lavoué & Sullivan, 2004; Ono et al., 2004 e Scorvo-Filho et al., 2004).
Seu habitat natural esta localizado na América do Sul, principalmente na Bacia Amaz6nica
(Figura 1), englobando paises como Peru, Brasil, Bolivia, Coldmbia e Guiana. Conforme a
regido, o Arapaima gigas recebe nomes populares diferentes, como “paiche” no Peru e
pirarucu no Brasil. No territério brasileiro é possivel encontra-lo nos rios Amazonas,
Araguaia-Tocantins e seus afluentes, assim como nas vastas areas alagdveis de varzeas e
igapds associados a eles (Salvo-Souza & Val, 1990; Queiroz & Crampton, 1999; Imbiriba,
2001; Ono et. al, 2004).
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Figura 1: Delimitacdo da Bacia Amazonica no continente Sul Americano. Fonte: i3Geo

mapas.

Um Arapaima gigas adulto possui em média dois metros de comprimento e 80
quilogramas. No entanto, peixes com aproximadamente trés metros de comprimento e peso

equivalente a 200 quilogramas ja foram reportados na literatura (Castello, 2004). A maturagéo



sexual ocorre entre o terceiro e quinto ano de vida, em uma fase na qual os individuos
atingem aproximadamente 1,6 metros de comprimento e pesam de 40 a 50 quilogramas (Leéo,
2009).

Para suportar a demanda de oxigénio exigida pelo seu grande porte, a bexiga
natatoria da espécie exerce uma fungdo semelhante ao pulméo, realizado trocas gasosas. Este
6rgdo é altamente vascularizado, segundo relatado por Soares e colaboradores (2006). Em
decorréncia deste aspecto fisiologico, o pirarucu necessita emergir até a superficie em
intervalos de cinco a 15 minutos em busca de oxigénio, o que torna os peixes alvos faceis para
pescadores (Soares et al., 2006), principalmente no periodo de seca, pois se tornam mais
vulneraveis em decorréncia do isolamento dos lagos e sua respiracdo aérea (Castello, 2004;
Arantes et al., 2007).

Devido ao seu grande tamanho, excelentes caracteristicas da carne (auséncia de
espinhos, baixo teor de gordura, textura firme e coloracdo levemente rosada) ao
aproveitamento de pele, ovos e lingua dssea como produtos comerciais, 0 desenvolvimento de
tecnologias para a criagdo em cativeiro do pirarucu é altamente desejavel para os piscicultores
(Val & Honczaryk, 1995; Imbiriba, 2001; Ono et al., 2004). O valor de mercado da espécie
atrai um numero elevado de pescadores que, mesmo com a implementacdo de mecanismos
restritivos de controle da pesca, tem levado a espécie a niveis de sobre-exploragdo em
algumas regides da Bacia Amazonica.

Para evitar a extincdo do pirarucu, em 1986, o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) estabeleceu um tamanho minimo de
captura: 1,5 metros de comprimento total (Portaria n® 14-N, de 15 de fevereiro de 1993;
Arantes, 2009). No ano de 2004, segundo a Normativa n° 34, a captura, comercializacédo e
transporte de pirarucu foram proibidos nos estados do Amazonas, Para, Acre e Amapa durante
0 periodo entre primeiro de dezembro e 31 de maio. Em Rondénia o defeso vai de primeiro de
novembro a 30 de abril e em Roraima de primeiro de marco a 31 de agosto. Essa norma
imposta pelo IBAMA exclui peixes provenientes de pisciculturas devidamente registradas e
acompanhados de comprovante de origem e também peixes capturados com autorizacdo do
mesmo 6rgao para fins cientificos.

Algumas comunidades ribeirinhas se esforcam em balancear dois pontos
importantes: conservagdo e comercializagdo sustentavel de pirarucu de forma sustentavel. Na

Reserva de Desenvolvimento Sustentavel de Mamiraud — AM por exemplo, pescadores



avaliam anualmente a quantidade de A. gigas com o objetivo de estimar o ndmero de
espécimes passiveis de serem pescados no ano subsequente (Castello & Stewart, 2010).

O nivel de diversidade genética observado em uma espécie afeta diretamente
seu potencial adaptativo e evolutivo e portanto, tem impacto direto sobre politicas de
conservacgao que possam ser elaboradas e aplicadas. A determinacdo da composicdo genética
de uma espécie e de como ela esta estruturada em suas populacBes é de fundamental
importancia para que acdes de manejo e conservacdo possam ser implementadas (Frankham et
al., 2004). Em um estudo pioneiro de genética de populacdes em Arapaima gigas feito por
Hrbek et al. (2005) foram avaliadas seis populacOes de diferentes localidades da calha
principal da Bacia Amazonica e do rio Tocantins. O estudo revelou que existe uma
variabilidade genética mais elevada nas areas distantes dos grandes centros urbanos da
Amazonia, ou seja, onde a exploracdo deste peixe para comercializacdo é reduzida. Ledo
(2009) reportou baixos niveis de variabilidade genética de muitos grupos da espécie,
principalmente na bacia dos rios Araguaia/Tocantins, e atribuiu as observacfes a diminuicdo
acentuada de algumas populacbes devido ao longo histérico de exploracdo comercial do
pirarucu.

A criagdo em cativeiro do pirarucu oferece uma alternativa para producdo e
comercializacdo da espécie que podera contribuir significativamente com a diminuicao da sua
exploracdo. A espécie possui excelentes caracteristicas para a criacdo em cativeiro: rapido
crescimento (atingindo em média 10 kg no primeiro ano de vida), rusticidade, e baixos
requerimentos em relacdo a concentracdo de oxigénio dissolvido e a qualidade da agua
(Crescéncio, 2001; Imbiriba, 2001; Cavero et al., 2002; Pereira-Filho et al., 2003; Ono et al.,
2004). No ambito comercial a carne do pirarucu possui 6tima aceitacdo por apresentar carne
com baixo teor de gordura e desprovida de espinhos, além de possuir um filé que representa
60% de seu peso vivo (Imbiriba, 2001 & Ono et al., 2004).

Os principais problemas para viabilizar a criagdo do pirarucu em cativeiro
estdo associados ao dominio das estratégias de reproducdo deste peixe, para que a producao
de alevinos sadios possa ser realizada o ano todo, de forma consistente e com baixos custos
(Cavero et al., 2002; Ono et al, 2004). Um dos obstaculos encontrados para o
desenvolvimento de métodos avancados de reproducdo da espécie esta na falta de um método
adequado para a sexagem de peixes jovens antes da fase reprodutiva. A diferenciagédo visual
entre 0s sexos somente € possivel durante o periodo reprodutivo, devido a alguns

comportamentos e caracteristicas. O pirarucu possui 0 habito de formar casais para construcao



de ninho e acasalamento durante a fase reprodutiva, além disso, o macho adquire uma
coloragdo escura na parte superior da cabeca e dos flancos, o ventre e a parte caudal
apresentam uma coloracdo avermelhada, e uma mancha alaranjada na regido inferior da
cabeca, entre o opérculo e a cavidade bucal (Ono et al., 2004; Monteiro et al., 2010). No
entanto, nem todos 0s espécimes apresentam essa distin¢do durante o periodo reprodutivo
(Ledo, 2009 e Carreiro et al., 2011).

Além das dificuldades para sexagem deste peixe por meio de dimorfismos
externos, o pirarucu também ndo apresenta diferenciagdo cromossémica entre machos e
fémeas, sendo que a esta espécie possui um numero diploide 2n = 56 em ambos 0s sexos
(Figura 2) (Porto et al., 1992 e Marques et. al, 2006).
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Figura 2: Cari6tipo de Arapaima gigas. Sdo observados 28 pares cromossémicos,
variando entre metacéntricos / submetacéntricos (M/SM) e acrocéntricos /
subtelocéntricos (ST/A). Fonte: Marques et al., 2006.

A biologia reprodutiva do pirarucu foi analisada por Lopez e Queiroz (2009)
para determinar uma escala de desenvolvimento gonadal de macho e fémea. Foi utilizado o
meio macroscopico direto para discriminacdo, no qual as fémeas apresentaram seis diferentes
estagios: | - imaturo, Il - maturacdo inicial, 11l - maturacdo avancada, IV - maduro, V -
desovado e VI - em repouso. Os machos apresentaram apenas trés estagios: | - imaturo, Il -

em maturagdo e Il - maduro. Tal metodologia pode ser utilizada como ferramenta para
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estudos de biologia pesqueira de pirarucus e em programas de monitoramento reprodutivo nos
sistemas de manejo de pesca, porem ndo é possivel utiliza-la para distingdo do sexo antes do
periodo reprodutivo.

Outros trabalhos buscaram identificar e descrever caracteristicas moleculares
com potencial para distinguir o sexo de individuos da espécie. Lima (2009) construiu quatro
bibliotecas de EST’s (Expressed Sequence Tags) a partir da hipofise de individuos machos e
fémeas, adultos e jovens a fim de identificar diferencas génicas entre jovens e adultos, bem
como entre machos e fémeas. No entanto, as diferengas observadas por meio da ontologia dos
genes encontrados nessas bibliotecas permitiram afirmar que a expressdo génica ocorre de
forma diferenciada em adultos e jovens, porém de forma muito semelhante em machos e
fémeas. Chu-Koo et al (2009) buscaram determinar o sexo de Arapaima gigas por meio de
deteccdo da proteina vitelogenina (Vtg) e mensuracdo dos niveis de esteroides sexuais (17 —
estradiol e 11 — Ketotesterona) em amostras de sangue. Os resultados mostram que é possivel
distinguir machos de fémeas com seis anos de idade por meio da concentracdo de Vtg (100%
de eficacia) e da proporcdo dos hormonios 11KT/E2 (95% de eficacia). O autor ainda afirma
gue essa metodologia também se aplica em peixes com trés anos de idade. No entanto, ainda
ndo existe uma metodologia que permita distinguir machos e fémeas pré-puberes.

A laparoscopia é um método invasivo que permite a identificacdo de machos e
fémeas, por meio da visualizacdo dos testiculos do lado esquerdo e um Unico ovario fusiforme
ao longo da parede abdominal, ambos proximos a bexiga. Com essa técnica é possivel
visualizar os odcitos e diferenciar seus estagios de desenvolvimento (Carreiro et al., 2011).
Apesar da diferenciacdo sexual via laparoscopia ser possivel com niveis de acerto de 100%, a
metodologia estd restrita a peixes adultos, e apresenta aspectos negativos por ser um
procedimento invasivo e estressante para 0s animais.

Diante dos varios aspectos expostos, € possivel concluir que o Arapaima gigas
possui grande potencial para a criacdo em cativeiro podendo também contribuir com a
conservacao desta especie, a0 mesmo tempo em que acdes de caracterizagdo de populacoes
selvagens sd0 necessarias para que a preservacao da espécie em seu habitat natural possa ser

assegurada.
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4. DETERMINACAO E DIFERENCIACAO SEXUAL

No planeta existem mais de 24.000 espécies de peixes ocupando 0s mais
diversos habitats aquaticos (Nelson, 1994). Esses animais possuem uma grande diversidade
de mecanismos de determinacdo e diferenciacdo sexual (Guerrero & Moreno, 2010). Tais
diversidades, juntamente com a variabilidade de formas sexuais fazem parte do arsenal de
estratégias que permitem sua larga distribuicdo geogréfica.

Os peixes teleGsteos apresentam grande diversidade de formas sexuais.
Existem espécies unissexuais, hermafroditas e gonocéricas (Bond, 1979; Tabata 2000;
Piferrer, 2001 e Blazquez & Samoza, 2010).

Em espécies unissexuais a reproducdo é realizada por ginogénese, onde 0
espermatozéide de um macho de uma espécie bissexual contribui somente para a ativacao do
desenvolvimento do ovo da espécie unissexual, ndo havendo nenhuma contribuicdo genética
do espermatozdide (Yamazaki, 1983). Uma das grandes vantagens desse sistema € a
possibilidade da colonizagdo de novas areas por um Unico individuo da espécie. Porém, esse
sistema também tem sérias desvantagens, decorrentes principalmente das elevadas taxas de
endogamia geradas como consequéncia inerente do processo de retencdo das cromatides irmas
para restabelecimento da ploidia adequada (Purdom, 1993).

O hermafroditismo ocorre quando um individuo possui gbnadas femininas e
masculinas concomitantemente ou sucessivamente durante sua vida. O hermafroditismo
sincrénico ou simultaneo é representado por espécies nas quais 0s peixes possuem tecido
gonadal masculino e feminino simultaneamente e ambos sdo funcionais. O hermafroditismo
sequencial protoginico é representado por espécies onde todos os individuos sdo inicialmente
fémeas e depois se tornam machos. Por outro lado, no hermafroditismo seqiiencial
protandrémico, todos os individuos sdo inicialmente machos (Purdom, 1993; Tabata, 2000 e
Guerrero & Moreno, 2010).

Nas espécies gonocoricas, as gbnadas indiferenciadas se desenvolvem em
testiculos ou ovarios, ndo sofrendo nenhum tipo de metamorfose subseqiiente que ocasione a
reversdo do sexo apés seu desenvolvimento final (Purdom, 1993; Devlin & Nagahama, 2002
e Guerrero & Moreno, 2010). Esta forma pode ser subdividida conforme o processo de
desenvolvimento das gbnadas primordiais. As espécies gonocoricas diferenciadas tém suas

gbnodas diretamente distinguidas em testiculos ou ovérios durante o desenvolvimento
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embrionario, ao contréario das gonocdricas indiferenciadas que possuem gdnadas inicialmente

com tecido ovariano que, no caso dos machos, é posteriormente convertido em tecido

testicular. Portanto, possuem inicialmente gonadas intersexuais (Devlin & Nagahama, 2002).
Quanto aos mecanismos de determinacédo e diferenciacdo sexual dos peixes,

pode-se dizer que sdo muitos e complexos. Os principais serdo detalhados a seguir.

4.1. Determinac¢ao do sexo

Em sua maioria, 0s peixes teledsteos sdo gonocoricos e estes possuem dois
mecanismos de determinacdo do sexo: determinacdo sexual genética (GSD — Genetic Sex
Determination) e determinacdo sexual ambiental (ESD — Evironmental Sex Determination).
Na GSD a determinacgdo do sexo ocorre em funcao da expressdo de varios genes, ja na ESD a
determinacdo do sexo ocorre durante o desenvolvimento inicial em resposta a diferentes

fatores ambientais (Blazquez & Somoza, 2010).

4.1.1 Determinagao Genética do Sexo

Este sistema pode ser operado por um mecanismo de controle poligénico,
genes dominantes que atuam simultdneamente podendo ser autossGmicos, ou por genes
estritamente ligados aos cromossomos sexuais (Bull, 1985 e Devlin & Nagahama, 2002). A

GSD pode ser dividida em cromossémica, monogénica ou poligénica.

4.1.1.1 Determinacdo Cromossdmica

A determinacgdo cromossdmica ocorre quando uma espécie de peixe apresenta
cromossomos sexuais (Tabata, 2000). Todavia, em peixes teledsteos a diferenciacdo
cromossdmica € considerada um fato raro (Devlin & Nagahama, 2002 e Oliveira & Toledo,
2006). Cromossomos sexuais foram observados em apenas 10% dos peixes ja cariotipados
(Oliveira e Toledo, 2006).

Sete sistemas de determinag&o sexual cromossémica ja foram descritos para 0s

peixes. Espécies com machos heterogaméticos podem apresentar dois cromossomos sexuais



13

distintos (XY), perda do cromossomo Y (X0), ou sistemas multiplos (ex: X1X,Y e XY1Y3). O
mesmo pode ser observado nos casos de espécies com fémeas heterogaméticas (ZW), delecdo
do cromossomo W: (Z0) ou multiplos: (ZW1W,, Z:Z,W). Por ultimo, uma espécie de peixe
chamado platy (Xiphophorus sp.) apresentando um sistema com trés cromossomos sexuais
distintos (WX2Z) foi descrita (Devlin & Nagahama, 2002; Oliveira & Toledo, 2006 e Guerrero
& Moreno 2010).

Os sistemas XX/X0 e ZZ/Z0 que ocorrem quando 0 cromossomo Y — no caso
dos machos — ou W — no caso das fémeas — € perdido durante o processo evolutivo (Guerrero
e Moreno, 2010), sdo considerados raros em peixes (Oliveira & Toledo, 2006). Segundo
Delbridge e Graves (1999), o Y fica isolado geneticamente, pois ele é permanentemente
heterozigoto e assim perde a possibilidade de recombinar. Dessa forma, esse cromossomo
pode ser degradado progressivamente como resultado do acumulo de mutagdes, deriva
genética ou por efeitos carona de genes degradados (com mutagdes deletérias) associados a
genes com mutacdes favoraveis (Delbridge e Graves, 1999). O mesmo processo pode ocorrer
com o cromossomo W em espécies com fémeas heterogaméticas.

No caso de sistemas com maultiplos cromossomos (como X;X,Y), 0
cromossomo Y é anexado por translocacdo Robertsoniana (causando delecdo ou adicdo
cromossomal) ou por fusdo a um cromossomo autossémico. Dessa forma, o nimero de
cromossomos entre machos e fémeas da mesma espécie € diferente. Esse processo também
ocorre em sistemas com fémeas heterogaméticas (Z;Z,W) (Uyeno & Miller, 1971; Moreira et
al., 1985; Bertollo et al., 1997 e Almeida-Toledo et al., 2000). Como exemplos podem ser
citados o gobio americano de agua doce Gobionellus shufeldti (mdltiplo cromossomo X,
Pezold, 1984) e o canivete Parodon affinis (maltiplo cromossomo W, Moreira Filho et al.,
1980).

4.1.1.2 Determinacdo Monogénica e Poligénica

No sistema de determinagdo monogénico o sexo € determinado por um Unico
gene que esta localizado em um cromossomo autossémico especifico (Devlin & Nagahama,
2002). O sistema de determinacdo sexual poligénico (também chamado de polifatorial)
apresenta genes epistaticos determinantes do sexo. Esses genes podem estar tanto em

autossomos como cromossomos sexuais (Kallman, 1984 e Piferrer, 2001).
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Segundo Gardner (1975), a heranca poligénica é um conceito estatistico, pois
um gene em conjungdo com outro ou VAarios genes sdo capazes de controlar uma caracteristica
quantitativa. A determinacdo poligénica € consequéncia da acdo cumulativa ou aditiva dos
alelos dos diferentes genes envolvidos, e na qual cada gene envolvido, influenciado ou néo
pelo ambiente, produz uma pequena parcela do fendtipo final (Bond, 1979). No caso da
determinacdo do sexo poligénico, o sexo do embrido sera o resultado da forca relativa
combinada de fatores masculinos e femininos presentes nos conjunto de cromossomos de

cada parental.

4.1.2 Determinagao Sexual Ambiental

Diversos trabalhos relatam a influéncia do ambiente na determinacdo sexual
em Vvérias espécies de peixes (Striussman & Nakamura, 2002; Ramalho et al., 2004; Zhang et
al., 2008; Blazquez & Somoza, 2009 e Guerrero & Moreno, 2010).

Fatores como a temperatura, pH, densidade populacional e interagdes sociais
podem influenciar a determinacdo sexual em diferentes espécies de peixes (Guerrero e
Moreno, 2010).

4.1.2.1 Temperatura

Variagbes de temperatura, sejam artificiais ou naturais, podem afetar a
determinacéo sexual de algumas espécies de peixes (Guerrero & Moreno, 2010). Os processos
envolvidos geralmente sdo desencadeados no inicio do desenvolvimento embrionério. Esse
processo também é conhecido como determinacdo do sexo dependente da temperatura —
Temperature Sex Determination - TSD (Baroiller et al., 1999 e Zhang et al., 2008).

Em geral, uma temperatura intermediaria resulta em proporces semelhantes
de machos e fémeas nas espécies cuja determinacao sexual é termosensivel. Existem relatos
de casos onde temperaturas elevadas durante o desenvolvimento inicial podem levar a um
namero maior de machos, como no caso da tilapia Oreochromis niloticus (Abucay et al., 1999
e Ramalho et al., 2004).

Segundo Baroiller e colaboradore (1999), grande parte das espécies

termossensiveis possui uma propor¢do maior de machos quando a temperatura € relativamente
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elevada, enquanto a quantidade de fémeas produzidas so6 € favorecida quando a temperatura é
baixa. A Medina medina assim como o peixe-rei Odontesthes bonariensis sdo espécies que
possuem maior nimero de machos quando a temperatura da dgua € maior (Conover, 1984 e
Strissmann et al., 1996). Em temperaturas entre 15 e 19C, a O. bonariensis tem maior
producdo de fémea, j& aos 29C a propor¢do de macho é maior (Striissmann et al., 1996 e
Strissmann & Ito, 2005).

Em tilapias o processo de determinacdo do sexo é bastante variavel, ndo
havendo diferencas entre as espécies. Por exemplo, tanto Oreochromis mossambicus quanto
O. aureus e O. niloticus possuem maior desenvolvimento de machos quando a temperatura da

agua é superior a 35 °C (Baras et al., 2000).

4.1.2.2 pH

Variagdes do pH da agua podem influenciar a determinacdo do sexo em
algumas espécies de peixes, porém a resposta a esse fator ndo é tdo pronunciada como no caso
da temperatura. Em algumas espécies altos valores no pH podem acarretar em uma redu¢édo na

proporcéo de machos (Guerrero & Moreno, 2010).

4.1.2.3 Fatores sociais

A densidade populacional pode afetar a determinacdo e diferenciacdo sexual
em algumas espécies de peixes. Existem relatos desse mecanismo principalmente em espécies
hermafroditas, onde alguns individuos podem sofrer reversdo sexual dependendo da
proporcdo de machos e fémeas encontrada no cardume (Baroiller et al., 1999 e Guerrero &
Moreno, 2010). Nesses casos, sinais comportamentais sdo emitidos pelos proprios peixes
podendo ser interacbes comportamentais entre os sexos, tamanho relativo da populagéo,
proporcdo sexual e liberacdo de ferormdnios. No entanto, as vias de percepcdo desses
estimulos sdo desconhecidas (Guerrero & Moreno, 2010). Ha autores que acreditam na
possibilidade de alguns desses sinais serem captados visualmente (Shapiro, 1981).
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4.2 Diferenciagao sexual

A diferenciacdo sexual é classificada como um processo fisioldgico que leva as
gobnodas indiferenciadas a se desenvolverem em ovarios ou testiculos (Blazquez & Somoza,
2010). O processo de diferenciacdo das gbnadas é extremamente variado em diferentes
espéecies de peixes, 0 que pode ser considerado uma consequéncia da amplitude de
mecanismos de determinacdo sexual também encontrados nesse grupo de vertebrados.

Em geral, a cavidade ovariana se forma a partir do alongamento do tecido
somatico para o desenvolvimento dos lados distal e proximal da parede gonadal durante a
embriogénese. Quando h& a unido desses dois lados ocorre a formacdo de uma cavidade
ovariana entre a parede peritoneal e as gonadas (Nakamura, 1978). J4 no sexo masculino €
dificil detectar a diferenciacdo testicular, pois as génadas sexuais masculinas permanecem
inativas durante o desenvolvimento inicial (Baroiller et al., 1999 e Nakamura, 1978).

Em peixes gonocéricos, as gonadas se desenvolvem na parte dorsolateral da
cavidade peritoneal, tendo origem na cavidade cortical onde sdo desenvolvidos os ovarios ou
na cavidade medular na qual se originam os testiculos (Baroiller et al., 1999 e Nakamura et
al., 1998). Durante a diferenciacdo ovariana ocorre o desenvolvimento do cortex e a
degeneracdo da medula, enquanto que na diferenciacdo testicular o processo é inverso
(Nakamura et al., 1998). No entanto, segundo Baroiller e colaboradores (1999), nos
cicléstomos e teledsteos a parte cortical € capaz de se desenvolver tanto em ovarios quanto em
testiculos.

Na diferenciacdo das gbnadas em ovarios, a divisdo meidtica nuclear das
células somaticas, ap6s a proliferacdo das células germinativas, tem inicio em uma fase mais
inicial do desenvolvimento em relacdo a diferenciacdo em testiculos. Esse fenémeno €
decorrente da proliferacdo precoce das células germinativas femininas (Baroiller et al., 1999)
e pode ser observado em espécies como a tilapia Oreochromis mossambicus (Nakamura,
1978), truta arco-iris Oncorhyncus mykiss (Lebrum et al, 1982) e o dojé6 Misgurnus
angiullicaudatus (Fujimoto et al., 2010) .

No caso do peixe-zebra Brachydanio rerio (Takahashi, 1977) e do salméo
Oncorhynchus masou (Nakahama, 1984) todas as gbdnadas possuem od6citos na fase de
diferenciacdo sexual, o que indica o direcionamento da diferenciacdo em ovario. No entanto,

posteriormente, parte desses o00citos se degeneram e ocorre o desenvolvimento de tecido
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testicular. Esse fenbmeno é conhecido como hermafroditismo juvenil e essas espécies sao
consideradas gonocoricas indiferenciadas (Nakamura et al., 1984 e Jakobsen et al., 2009).

A presenca de determinados tipos celulares nos tecidos gonadais pode ser
transitéria. Em paulistinha Brachydanio rerio por exemplo, hd uma grande quantidade de
ovacitos presente nas gbénadas em fases iniciais do desenvolvimento, indicando a
diferenciacdo dos ovarios. Porém, muitos individuos sofrem uma posterior diferenciacdo em
gbnadas testiculares (Nakamura 1977) em fases posteriores do desenvolvimento. O mesmo
fendmeno foi relatado em barbo tigre Barbus tetrazona (Takahashi & Shimizu, 1983).
Portanto pode-se afirmar que a maioria das fémeas teleGsteas possuem um aumento no
namero de células germinativas e em seguida ocorre a meiose. Em machos esse evento € mais
tardio (Nakamura et al., 1998).

Diante de tantas formas de diferenciacdo e determinacdo sexual, 0s
mecanismos que definem esses fatores sdo desconhecidos no pirarucu Arapaima gigas. No
entanto, varios trabalhos ja foram desenvolvidos para identificacdo do sexo desses peixes,
mesmo sem o conhecimento dos fatores que determinam e diferenciam o sexo. Carreiro et al.
(2011), por meio de exame de laparoscopia e Chu-Koo et al. (2009) por meio de detec¢édo da
proteina vitelogenina (Vtg) e mensuracgdo dos niveis de esterdides sexuais (17p3-estradiol e 11-
Cetotestosterona), séo exemplos de trabalhos recentes que buscam a identificagdo do sexo em

pirarucu.
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5. MARCADORES MOLECULARES

Em meados do século XX, a genética molecular vem adquirindo espago no
ramo cientifico. Os primeiros relatos sobre marcadores genéticos eram baseados na
morfologia, segundo as leis béasicas de heranca mendeliana. Porém, os marcadores
morfolégicos ndo séo eficientes para pesquisas de melhoramento, pois nem sempre s&o
passiveis de identificacdo e restringem sua utilizacdo a somente algumas espécies de vegetais.
Além disso, possuem pouco polimorfismo e podem ser mascarados por efeitos ambientais, ao
contrario dos marcadores moleculares que sdo considerados neutros, fazendo com que as
alteracOes fenotipicas sejam nulas ou irrelevantes (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Com os avancgos biotecnoldgicos, os marcadores moleculares tornaram-se de
grande importancia para estudos de populacdes, podendo revelar pardmetros genéticos
fundamentais para o0 melhoramento e a conservacdo de espécies, auxiliar no manejo
reprodutivo, entre outras finalidades. Para tais estudos, o emprego de marcadores moleculares
é essencial na determinacdo da variabilidade genética entre e dentro das populagdes, racas,
espécies ou outros grupos taxonémicos (Telles et al., 2001).

Os marcadores moleculares podem ser classificados em dois grupos conforme
a metodologia utilizada para identifica-los, podendo ser (1) por hibridizacdo com sondas de
sequéncia conhecida ou (2) por amplificacdo do DNA com posterior leitura em géis. Entre 0s
identificados por hibridizagdo, estdo os marcadores RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism — Polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo; (Bostein et al.,
1980) e minissatélites ou VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats; Jeffreys et al., 1985).
Os marcadores revelados por meio de amplificagdo de DNA sdo RAPD (Random Amplified
Polymorphic — Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso; Willians et al., 1990), SCAR
(Sequence Characterized Amplified Regions — Regido Amplificada de Sequéncia
Caracterizada; Paran & Michelmore, 1993), microssatélites ou SSR (Simple Sequence
Repeats; Litt & Lutty, 1989), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism —
Polimorfismo no comprimento de fragmentos de amplificacdo; Vos et al., 1995) e DNA
mitocondrial (Avise et al., 1979 e Brown et al., 1979).

Dentre os marcadores baseados na técnica de PCR — Reagdo em Cadeia da
Polimerase (Mullis & Fallona, 1987), ou seja, que precisam da amplificacdo de parte do
DNA, o RAPD tem sido uma das op¢Oes para se obter informacgdes geneticas especificas em
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genomas desconhecidos. A opg¢do por essa técnica baseia-se na sua facilidade de execucédo e
aplicabilidade para qualquer organismo, além da amplitude do genoma que ele é capaz de
amplificar. Entretanto, seu carater dominante, pois fornece dados qualitativos por apresentar
polimorfismo binario, ou seja, presenca (homozigoto dominante e heterozigoto) ou auséncia
(homozigoto recessivo) de banda, e a baixa repetibilidade obtida com este marcador

constituem-se em dificuldades reais (Telles et al., 2001; Ferreira & Grattapaglia, 1995).

As caracteristicas inerentes ao marcador RAPD, responsaveis por sua
predilecdo em determinadas frentes de pesquisa, séo: a possibilidade de detectar uma variacéo
sem 0 conhecimento prévio da sequéncia, utilizacdo de apenas um primer, necessidade de
pequena quantidade de DNA e baixo custo (Lacerda et al., 2002).

Além de apresentar grandes vantagens, a técnica RAPD pode ser otimizada
quando associada & BSA — Bulk Segregat Analysis, em portugués, Analise de Segregantes
Agrupados (Michelmore et al., 1991). Essa técnica resume-se em comparar duas amostras de
DNA obtidas a partir do agrupamento do acido nucleico de individuos com caracteristicas
segregantes a fim de identificar um marcador molecular capaz de distingui-los. Esses
agrupamentos devem conter quantidades iguais de DNa dos individuos portadores das
caracteristicas segregantes. Marcadores polimorficos entre os agrupados podem estar
geneticamente ligados ao loco determinante de dada caracteristica (Michelmore et al., 1991).
Portanto, a técnica BSA aumenta ainda mais a capacidade de ligacdo dos marcadores RAPD a
genes especificos ou regides monomorficas para marcadores previamente caracterizados
(Michelmore et al., 1991). Outra caracteristica importante da BSA é a possibilidade de
proporcionar economia de reagentes e tempo, pois todos os individuos utilizados no estudo
sdo agrupados em apenas duas amostras de DNA (Brunelli et al., 2002).

A associacdo dessas duas técnicas foi extensamente utilizada para identificacéo
e isolamento de marcadores moleculares associados a uma caracteristica de interesse. Em
vegetais, 0 uso dessa metodologia foi utilizada em milho (Brunelli et al., 2002), aspargo
(Gebler et al., 2007), eucalipto (Zamprogno et al., 2008), algas (Martinez et al., 1999), entre
outros. Devido a facil aplicabilidade e bons resultados, essa técnica passou a ser aplicada em
vertebrados.

Existem varios relatos na literatura que comprovam a utilidade desta técnica
para determinacdo de marcadores ligados as caracteristicas segregantes, (lturra et al., 1998;

Kovécks et al., 2001; Keyvanshokooh et al., 2007; Zamprogno et al., 2008), incluindo de
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marcadores sexo especifico, tanto em espécies vegetais (Brunelli et al., 2002; Gleber et al.,
2007) quanto em animais (Iturra et al., 1998 e Kovéacks et al., 2001).

Em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), a metodologia RAPD-BSA foi
utilizada para prospeccdo de um marcador sexo-especifico. De 900 primers RAPD testados,
dois (OPA11 e OPPQ9) foram polimdrficos tanto entre os agrupamentos de macho e fémeas,
quanto entre os individuos distintos sexualmente. Como consequéncia, esses marcadores
RAPD foram convertidos em sequéncia caracterizada de regido amplificada (SCAR) para
serem utilizados como marcadores genéticos e, por meio de PCR, possibilitar a distingdo
direta entre individuos machos de fémeas (lturra et al., 1998). Metodologia semelhante foi
usada para espécie de bagre africano (Claria gariepinus), neste estudo dois primers RAPD
(OPO01 e OPMO08) mostraram polimorfismo ligado ao sexo, tanto para o agrupamento,
guanto para cada individuo separadamente. Com isso, 0s autores geraram dois marcadores
sexo-especifico para a espécie CGAY1 e CGAY2 (Kovécs et al., 2001).

Em esturjdo beluga (Huso huso) a mesma metodologia RAPD-BSA foi
utilizada com o objetivo de identificar marcadores moleculares para distinguir macho de
fémea com o intuito de separar as fémeas para producdo de caviar. No entanto, devido a
complexidade e ndo conhecimento de fatores determinantes do sexo, que € bastante variavel
em peixes, ndo foi possivel detectar nenhum polimorfismo entre os sexos (Keyvanshokooh et
al., 2007).

De acordo com o exposto acima, pode-se concluir que a associacdo das
técnicas RAPD com BSA torna a prospeccdo de um marcador sexo-especifico viavel. No
entanto, vale ressaltar que a determinacéo sexual em peixe é bastante variavel, bem como as
formas de diferenciacéo sexual, tornando a distingdo sexual por esta abordagem possivel caso
a determinacdo sexual da espécie em questdo seja genética.

Em estudos de estrutura genética populacional, o marcador comumente
utilizado é o DNA mitocondrial (mtDNA). A descoberta da utilidade do mtDNA como
marcador molecular ocorreu no final da década de 70 (Avise et al., 1979 e Brown et al.,
1979), gerando grande impacto em estudos sobre genética de populagBes e evolugdo. O
mtDNA é uma molécula pequena e circular, fechada covalentemente e seu tamanho varia de
14 a 26 Kb (Billington & Hebert, 1991). Essa molécula possui um contetddo génico
amplamente conservado, sendo 13 genes codificantes de proteina, 2 genes que codificam
RNAs ribossdmicos (rRNAs) e 22 que codificam RNAs transportadores (tRNAs) (Hrbek et
al., 2007).
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O mtDNA possui também uma regido néo codificante com aproximadamente 1
Kb e rica em sequéncias adenina (A) / timina (T), nomeada de regido controle ou D-loop.
Apesar dessa sua caracteristica, € uma regido importante, pois contém a origem da replicacédo
da cadeia pesada e promotores de trancri¢do das cadeias leve e pesada (Clayton, 1982).

Comparado ao DNA nuclear (nDNA), o mtDNA possui uma taxa de
substituicdo de nucleotideos de cinco a dez vezes maior (Brown et al., 1979 e Harrison, 1989).
Isso ocorre devido a menor eficiéncia dos mecanismos de reparo para corrigir as mutacoes
que ocorrem durante a replicacdo, ao relaxamento da restricdo de funcdo ou selecdo e a
grande exposicdo da molécula a danos oxidativos da cadeia respiratdria mitocondrial
(Mendonga, 2010). Em sua maioria, as muta¢des observadas no mtDNA séo causadas por
essa substituicdo de bases. Tais substituicdes podem ser classificadas em transicdo, na qual ha
troca de uma pirimidina por outra pirimidina ou purina por purina, e transversao, na qual ha
troca de pirimidina por purina. Além deste tipo de mutacdo ha também as adicdes e delecdes
de nucleotideos (Broughton & Dowling, 1994). Portanto, devido a vulnerabilidade do mtDNA
a mutacdes, este se tornou um marcador molecular amplamente utilizado para anélises de
variacdo genética inter e intra populacional.

A variabilidade genética é extremamente importante para uma espécie manter
sua vitalidade reprodutiva, resisténcia a doencas e capacidade de se adaptar a mudancgas
ambientais. Assim sendo, estudos filogenéticos podem contribuir para a conservacdo de
espécies em risco (Primack & Rodrigues, 2001). O uso de mtDNA para analise
filogenética, variabilidade genética e estrutura populacional j& foi reportado em varios
trabalhos, como exemplo pode-se citar um estudo que foi realizado na Malasia, na qual foi
estudado diversidade genética em um tipo de carpa Tor tambroides (Esa et al., 2007), outro
sobre a variabilidade genética da regido controle do mtDNA na sardinha Scomber scombrus
(Souza et al., 2006), estudo de analise da variacdo genética do citocromo b em trés populagdes
de carapau chileno Trachurus murphyi (Zhang et al., 2008 b) e um estudo sobre a
filogeografia das raias Paratrygon aiereba na regido Amazonica (Marques, 2006).

Além de estudos filogeograficos, 0 mtDNA permite outras aplica¢fes, como
investigacOes forenses. Recentemente, um estudo com barcode na regido citocromo oxidase
do mtDNA, referente a identificacdo de espécie, foi realizado para comprovar fraudes na
comercializacdo de peixes. Por meio desta identificagio por DNA barcode, Carvalho e

colaboradores (2011) provaram que 80% dos peixes comercializados como bagre Surubim
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Pseudoplatystoma corruscans, coletadas em seis mercados diferentes em Belo Horizonte,
eram na verdade peixes de baixo valor comercial ou marinhos.

Hrbeck e colagoradores (2005) conduziram o primeiro estudo populacional
com pirarucu utilizando uma amostragem de 120 individuos de oito regifes diferentes entre
rios da Bacia Amazonica e do rio Tocantins. Foi observado que houve uma maior diversidade
haplotipica, ou seja, maior variabilidade genética, em &reas longinquas aos grandes centros da
Amazonia. Os autores acreditam que esta diferenca é devido, provavelmente, a menor
exploracdo da espécie longe dos grandes centros, permitindo a manutencdo da diversidade da
espécie.

Um trabalho semelhante foi feito por Ledo (2009), no qual foi comprovado que
no rio Araguaia a variabilidade genética do pirarucu é baixa. Acredita-se que tal feito pode ser
decorrente do efeito de povoamento, ou seja, aumento da populacdo com conseqliente sobre-
pesca. Além disso, o0 autor também comprovou que ha maior variabilidade genética nos rios
da calha principal da Bacia Amazonica quando comparado aos rios tributérios decorrente do
menor nimero populacional por estarem afastados dos grandes centros urbanos.

O DNA mitocondrial de pirarucu, seqlienciado por Hrbek e colaboradores
(2008), possui um total de 16.433 pares de bases, contendo 13 genes codificantes de proteina
— dentre os quais 12 estdo localizados na cadeia pesada do mtDNA, dois genes RNA
ribossémico e 22 genes RNA trasportador.

Apesar dessas inUmeras pesquisas com espécies de peixes, ha ainda uma
escassez de estudos populacionais referente ao Arapaima gigas. Portanto, faz-se necessario
ampliar os conhecimentos genéticos sobre o pirarucu. Frente ao grande potencial econémico e
caracteristicas desta espécie, estudos baseados nas metodologias citadas podem fornecer
informacBes que possibilitem ndo somente avangos nos sistemas de manejo e criacdo, como

também estratégias de conservacdo dessa importante espécie.
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CAPITULO 2 - Varredura do genoma do Pirarucu (Arapaima gigas) para prospeccgao de

marcadores moleculares sexo-especificos
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RESUMO

O Pirarucu (Arapaima gigas) € um dos maiores peixes da Bacia Amazonica, podendo atingir até
trés metros de comprimento e 200Kg de peso, e apresenta caracteristicas muito interessantes
para o desenvolvimento da piscicultura da espécie: grande rusticidade, elevada taxa de
crescimento, elevado rendimento da carcaca, carne desprovida de espinhos e com Otimas
qualidades organolépticas. A sexagem do pirarucu sO pode ser realizada tardiamente, no periodo
de maturidade sexual, entre trés e quatro anos de idade, com base nos habitos comportamentais e
coloracdo dos animais, ou por ultrassonografia ou metodos cirdrgicos (laparoscopia), 0s quais
sdo efetivamente inviaveis para uso comercial devido sua alta complexidade e alto risco de
execucdo. O objetivo desse trabalho foi realizar uma varredura do genoma desta espécie
utilizando a metodologia BSA (Bulk Segregant Analysis) associada a marcadores RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) a fim de prospectar sequéncias sexo-especificas que
permitam o desenvolvimento de uma metodologia de identificacdo do sexo que possa ser
utilizada para sexagem de peixes pré-puberes. Amostras de DNA de machos e fémeas de
pirarucu foram combinadas para formar agrupados sexo-especificos, os quais foram avaliados
com um total de 566 primers RAPD (Operon®). Um total de 2.609 fragmentos RAPD foram
amplificados, representando uma cobertura estimada de um marcador a cada 714Kb, o que
equivale a 0,1% do genoma da espécie. Os resultados obtidos sugerem que a espécie possui um
sistema de determinacdo sexual ndo cromossémico ou, alternativamente, que a espécie teria
sofrido uma perda recente do cromossomo portador do gene determinante do sexo. Estudos
envolvendo cruzamentos entre individuos gerados a partir de tratamentos de reversdo sexual
com hormdnios e/ou produzidos através de inducdo da ginogénese sdo necessarios para elucidar

0 mecanismo de determinacao sexual da espécie.
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ABSTRACT

The Pirarucu (Arapaima gigas) is one of the largest fish of the Amazon Basin, reaching up to
three meters in length and 200 kg in weight, and presents many interesting features for the
development of fish species: great hardiness, high growth, high yield carcass, meat devoid of
thorns and with great organoleptic qualities. The pirarucu sexing can only be performed later in
the period of sexual maturity between three and four years old, based on behavioral habits and
coloration of animals, or by ultrasound or surgical methods (laparoscopy), which are effectively
unavailable for commercial use due to its high complexity and high complexity and high
execution risk. The aim of this study was to scan the genome of this species using the
methodology BSA (Bulk Segregant Analysis) associated with RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) in order to prospect for sex-specific sequences that allow the development
of a methodology for identification of sex can be used for sexing fish pre-pubescent. DNA
samples from male and female pirarucu were combined to form sex-specific bulks, which were
evaluated with a total of 566 RAPD primers (Operon ®). A total of 2.609 RAPD fragments
were amplified, representing an estimated coverage of one marker every 714 kb, which is
equivalent to 0,1% of the genome of the species. The results obtained suggest that the species
has a system of non-chromosome carrying the sex-determining gene. Studies involving crosses
between individuals generated from sex reversal treatments with hormones and/or produced
through the induction of ginogenisys are needs to elucidate the mechanism of sex determination

of the species.
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1. INTRODUCAO

O Arapaima gigas, conhecido popularmente como pirarucu, pertence a ordem
Osteoglossiforme, familia Osteoglossidae (Nelson, 1994 e Imbiriba, 2001). Seu habitat
compreende 0s rios e varzeas das bacias Amazonica e Araguaia-Tocantins (Lima, 2009). O
pirarucu é o maior peixe de escama de agua doce do mundo, havendo relatos na literatura de
exemplares adultos medindo trés metros de comprimento e pesando mais de 200Kg (Ono et al.,
2004).

A espécie possui caracteristicas que a tornam atrativa para a criacdo em cativeiro
com fins comerciais: apresenta alta rusticidade, carne desprovida de espinhos com baixo teor de
gordura, e alto rendimento de carcaca - o filé de pirarucu representa cerca de 60% do peso vivo.
A carne do pirarucu tem 6tima aceitacdo no mercado consumidor das regides onde é pescado e
apresenta alto valor comercial. Adicionalmente, o A. gigas possui boa adaptacdo ao cativeiro,
podendo chegar a pesar até 10 kg no primeiro ano de vida (Imbiriba 2001; Ono et al., 2004).

Apesar das vantagens citadas, a escassez de conhecimentos basicos sobre as
necessidades nutricionais e a fisiologia reprodutiva da espécie dificulta o desenvolvimento de
tecnologias para sua producdo em larga escala em ambiente manejado. A producdo de alevinos
em cativeiro ainda é extremamente restrita e representa uma das maiores barreiras para o
desenvolvimento da psicultura comercial da espécie (Ono et al., 2004).

Um importante desafio para a criacdo deste animal em cativeiro é a falta de
métodos para realizar a sexagem de individuos pré-puberes, pois a espécie ndo apresenta
qualquer dimorfismo sexual nessa fase, o que dificulta 0 manejo adequado de reprodutores (Ono
et al., Lima, 2009, Chu-Koo et al., 2009 e Carreiro et al., 2011). O pirarucu apresenta o
comportamento de formar casais na época reprodutiva, periodo no qual os machos disputam
entre si o territério de acasalamento e as fémeas. O estresse provocado por um manegjo
inadequado dos reprodutores, representado pela utilizagdo de numeros desproporcionais de
machos e fémeas nos tanques de reproducdo, pode comprometer a producgéo de alevinos (Lima,
2009 e Carreiro et al., 2011). Portanto, o desenvolvimento de métodos para identificacdo sexual

precoce dessa espécie € altamente necessario.
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A identificacdo sexual do pirarucu s6 pode ser realizada tardiamente, no periodo
de maturidade sexual, o qual ocorre entre trés e quatro anos de idade, com base nos hébitos
comportamentais e coloracdo dos animais (Ono et al., 2004; Lima, 2009 e Monteiro et al.,
2010). Machos adultos em fase reprodutiva possuem coloracdo escurecida na cabeca,
avermelhada na cauda e uma mancha alaranjada na regido inferior da cabeca, entre o opérculo e
a cavidade bucal no entanto, nem todos os machos apresentam esse dimorfismo (Ono et al.,
2004 e Monteiro et al., 2010). A falta de dimorfismo evidente na fase de pré-maturacdo sexual
dificulta o desenvolvimento de procedimentos de manejo de estoques de reprodutores.

Os métodos disponiveis para sexagem de animais imaturos sexualmente, como o
exame laparoscOpico ou a ultrasonografia, sdo efetivamente inviaveis para uso em
empreendimentos comerciais de larga escala devido os altos riscos de execugdo e complexidade
(Honczaryk & Inoue, 2009). Portanto, um procedimento simples e de baixo custo para
identificacdo do sexo de animais pré-puberes tem potencial para trazer grandes beneficios para o
desenvolvimento sustentavel de sistemas de producdo comercial da espécie.

A identificacdo de marcadores moleculares sexo-especifico para o pirarucu seria
de grande utilidade para o desenvolvimento de ensaios diagndsticos para sexagem de peixes pré-
puberes, a exemplo de outras espécies de peixes como: a truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss
(lturra et al., 1998); a tilapia, Oreochromis niloticus (Bardakci, 2000); o bagre africano, Clarias
gariepinus (Kovacs et al., 2001); e o esturjao beluga, Huso huso (Keyvanshokooh et al. 2007).

Tendo em vista 0 acima exposto, esse trabalho teve como objetivo a prospec¢do
de marcadores sexo-especificos para o pirarucu com a utilizacdo da metodologia de Andlise de
Segregantes Agrupados (Bulk Segregant Analysis — BSA, Michelmore et al., 1991) com
marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA, Willians et al., 1990), a fim de gerar
informac@es que permitam elucidar o sistema de determinacdo sexual do pirarucu, e possibilitar

o desenvolvimento de um ensaio molecular para sexagem de animais pré-puberes.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta de amostras

As amostras utilizadas foram coletadas no municipio de Santarém no Estado do
Pard, em trés comunidades distintas (Santa Maria — MA, Tapara-pixuna - Pl e Mucurituba -
MU) para diversificar as amostragens, em novembro de 2008, com as devidas autorizacdes dos
orgdos ambientais (licenga N° 16623-1 e codigo de autenticacdo 37735557 de 2008 a 2009,
Anexo 1). Peixes adultos foram capturados, abatidos e eviscerados para sexagem com base na
morfologia dos 6rgaos sexuais. Amostras de sangue dos animais capturados foram coletadas em

tubos com EDTA e mantidas sob refrigeracao até o processamento para extracdo de DNA.

2.2 Extracao do DNA

A extragdo do DNA foi realizada com kits “96 Wells genomic DNA extraction
Kit” (RBC Bioamérica), de acordo com o protocolo do fabricante, adaptado para o volume de
amostra (de 200ul para 50pul). As amostras de DNA extraidas foram quantificadas com aparelho
nanodrop (Nanodrop ND1000).

2.3 Analise de Segregantes Agrupados (Bulk Segregant Analysis— BSA)

Com base nas estimativas de otimizacdo do namero de individuos necessarios
para integrar cada grupo ou bulk de amostras, previamente estabelecidas (Michelmore et al.,
1991, Fu, 2003), amostras de 11 fémeas e 12 machos foram utilizadas para formacao dos bulks
sexo-especificos. Quantidades equimolares de DNA de cada individuo foram combinadas para
compor cada agrupamento, os quais foram diluidos a uma concentracéo final de 3ng/ul.

Os bulks de macho e fémea foram analisados com um total de 566 primers RAPD
Operon® (tabela 1). As reacdes de PCR foram realizadas em duplicata com as seguintes
condigdes: 2uM de primer, 2,5mM dNTP, 25mM MgCl,, 0,5U de Taq Polymerase Promega®),
3ng de DNA, Tampdo 1X em um volume final de 10uL. Os parametros de termociclagem
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utilizados foram: 3 min a 94°C, 40 ciclos de 15 seg a 95°C, 30 seg a 35°C e 1 min a 72°C, e um

passo final de 7 min a 72°C.

Tabela 1: Relacdo de primers utilizados para prospeccdo de fragmento sexo-especifico para

Arapaima gigas

Kit

Primers do Kit Operon ®

Primer

1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

10

X

OPA

X
X
X
X
X
X
X
X

OPAA X

OPAB x

OPAD x

OPAE x

OPAF X

OPAG x
OPAI

OPAX X
OPB

X

OPBA x
OPC
OPD
OPE

OPF

OPG
OPH

OPI

X

OPJ
OPK
OPL

X

OPM
OPN
OPO
OPP
POR
OPS

OPT
OPU
OPV

X

OPW
OPX
OPY
OoPZ

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em tampéo 1X TBE — Tris

Borato EDTA, com tensdo de 140V por trés horas, em géis de agarose 1,5% e corados com
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Brometo de Etidio. Os géis foram visualizados em transiluminador UV e fotodocumentados com
equipamento EagleEye (EagleEye 11 — Stratagene).

Dois primers que amplificaram fragmentos diferenciados entre os agrupamentos
de macho e fémea foram utilizados para amplificar individualmente as amostras de cada um dos

individuos utilizados no estudo.

2.4 Estimativa do nivel de polimorfismo RAPD nas amostras testadas

Vinte e dois primers RAPD, selecionados aleatoriamente, foram utilizados para
estimar o nivel de polimorfismo médio nas amostras de machos e fémeas de pirarucu utilizados
nos experimentos de BSA (OPAB17, OPB08, OPNO04, 09, 11-13, 15, 16, OPOQ7, 08, 10-16 e
18-20 e OPP08). Amostras de DNA de cada um dos 12 machos e 11 fémeas foram amplificadas
individualmente, e os fragmentos de RAPD foram separados em géis de agarose, com 0S
mesmos parametros utilizados anteriormente. O numero total de fragmentos e o nimero total de
fragmentos polimorficos foram determinados nestes 22 marcadores e posteriormente
extrapolados para o total de 566 primers utilizado, estimando o numero de fragmentos

polimorficos para todos os primers utilizados no experimento.
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3. RESULTADOS

3.1 Anadlise de Segregantes Agrupados

Um total de 2.609 fragmentos RAPD foi amplificado com os 566 primers
testados (Figura 1). Setenta por cento dos primers RAPD amplificaram pelo menos um

fragmento, sendo que 70 primers ndo geraram nenhum fragmento.

OPAO7 OPAOS OPA09 OPA10 OPAL1l OPA12

Figura 1: Exemplo de fragmentos amplificados com os primers RAPD. A
letra M representa o agrupado de machos e a F o agrupado de

fémeas.

Dois primers amplificaram fragmentos sexo-especificos na fase de avaliacdo dos
bulks. O primer OPAB17 amplificou um fragmento especifico de aproximadamente 700pb
apenas no bulk de machos (Figura 2-A). A avaliacdo individual das amostras de macho e fémea
revelou que o fragmento em questdo foi encontrado em varios individuos, inclusive em algumas
fémeas (Figura 2-B). O primer RAPD OPP08 amplificou um fragmento especifico de
aproximadamente 1.500pb apenas no bulk de fémeas (Figura 3-A). A avaliacdo individual de
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cada amostra de macho e fémea revelou um padrdo de amplificacdo diferente do observado

originalmente e nenhum fragmento sexo-especifico foi observado (Figura 3-B).
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Figura 2: (A) Amplificagdo de seis marcadores RAPD, evidenciando a banda
diferenciada entre os agrupados de macho (M) e fémea (F) no
primer OPAB17. (B) Resultado da amplificagdo do DNA de cada
individuo contido nos bulks de macho e fémea.
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Figura 3: (A) Amplificacdo de seis marcadores RAPD, evidenciando a banda
diferenciada entre os agrupados de macho (M) e fémea (F) no
primer OPP08. (B) Resultado da amplificacdo do DNA de cada
individuo contido nos agrupados de macho e fémea.
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3.2 Estimativa do nivel de polimorfismo RAPD nas amostras testadas

Os 22 primers utilizados para avaliacdo do nivel de polimorfismo intraespecifico
observado nos individuos amostrados geraram um total de 214 fragmentos RAPD. Destes, 110
(51,4%) fragmentos apresentaram padrdo polimorfico nas 23 amostras de pirarucu avaliadas
(Figura 4). Estes resultados foram utilizados para estimar a cobertura gendémica alcancada com
os experimentos de BSA. O numero total de fragmentos RAPD polimorficos segregando nas

amostras incluidas no estudo (n) pode ser estimado através da férmula:

n=x(y+z)

onde x é o numero total de fragmentos RAPD amplificados com os 566 primers RAPD durante
0s experimentos de BSA, e y e z representam respectivamente, o nimero total e 0 nimero de
fragmentos RAPD polimorficos, amplificados nas 23 amostras de machos e fémeas com os 22
primers utilizados no estudo de avaliacdo do nivel de polimorfismo médio. Considerando que
um total de 2.609 fragmentos RAPD foi amplificado no estudo de BSA, podemos estimar que
um total de 1.341 fragmentos polimorficos estavam segregando nas amostras avaliadas.
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Figura 4: Resultado da eletroforese em gel de agarose 1,5% para cada
espécime de pirarucu, mostrando o polimorfismo gerado

(setas).

O contetdo nuclear hapldide do A. gigas foi estimado em 0,98 picogramas por
Hinegarner e Rosen (1972). A partir desta informacéo e usando a formula descrita por Dolezel
et al. (2003), ¢ possivel estimar o tamanho em pares de base deste genoma: 0.978 x 10° x 0,98pg
= 958,44Mpb. Dessa forma, podemos inferir que os experimentos realizados resultaram no
mapeamento médio de um fragmento RAPD polimoérfico a cada 714Kpb
(958.440Kpb/1.341fragmentos polimdrficos).



46

4. DISCUSSAO

A identificacdo de marcadores moleculares sexo-especificos para o pirarucu
representa uma questdo essencial para o desenvolvimento e a aplicacdo de metodologias
inovadoras para a criacdo desta espécie em cativeiro. O desenvolvimento de um método rapido e
eficaz para a sexagem de peixes pré-plberes € extremamente necessario para implementacao de
rotinas adequadas de manejo de estoques de reprodutores de espécies que ndo apresentam
dimorfismo sexual evidente, como o pirarucu. A impossibilidade de identificar o sexo de peixes
juvenis ndo permite a selecdo eficaz da proporcdo adequada de machos e fémeas para
estabelecimento de planteis de reprodutores. Em outras espécies, como o esturjao (Huso huso),
métodos moleculares (Keyvanshokooh et al., 2007) e cirdrgicos (Falahatkar et al., 2011) foram
desenvolvidos para sexar peixes juvenis e permitir o manejo diferenciado de machos e fémeas,
0s quais sdo destinados a producdo de carne e ovos (caviar), respectivamente (Falahatkar et al.,
2011).

Tecnologias baseadas em tratamentos hormonais para reversdo sexual de alevinos
e/ou da inducdo artificial da ginogénese por meio de choques térmicos ou hiperbaricos foram
desenvolvidas para gerar populacbes monosexo de algumas espécies de peixes (Tabata, 2000;
Lee & Donaldson 2001; Bombardelli et al., 2004; Borges, 2004). Em alguns casos, esses
métodos tém sido largamente adotados pelo setor produtivo, em consequéncia dos ganhos
produtivos obtidos (Tabata, 2000; Bombardelli et al., 2004). A aplicacdo dessas tecnologias
depende também de um método molecular que permita identificar o loco de determinacdo sexual
da espécie, para que “supermachos” (YY) ou “superfémeas” (WW), dependendo do sistema de
determinacdo sexual da espécie, possam ser identificados e utilizados como reprodutores.

Um numero elevado de sistemas de determinacdo do sexo foi descrito para
diferentes espécies de peixes, incluindo sistemas de determinacdo genética e sistemas
dependentes de temperatura. Os sistemas genéticos podem ser exclusivamente cromossémicos
(com machos heterogaméticos — XY ou fémeas hetergaméticas — ZW), sistema cromossdmico
influenciado por genes autossémicos, ou de carater poligénico. Além disso, 0s peixes sdo € a
Unica classe de vertebrados onde é possivel encontrar hermafroditismo natural, simultaneo ou

sequencial em um numero significativo de espécies (Matsuda, 2003). Adicionalmente, diferentes
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sistemas de determinacdo sexual podem ser encontrados em espécies pertencentes a0 mesmo
género, como no caso das tilapias, as quais podem apresentar sistema de determinacdo XY
(Oreocromis niloticus) ou ZW (O. aureus), conforme descrito por Campos-Ramos et al. (2001).

Cromossomos sexuais heteromorficos ja foram observados em mais de 176
especies de peixes de diferentes grupos (Devlin & Nagahama 2002), inclusive em espécies
pertencentes a familia do pirarucu, como o Osteoglossum bicirrhosum (Uyeno & Miller, 1971).
No entanto, 0 A. gigas ndo apresenta cromossomos sexuais diferenciados (Marques et al., 2006),
indicando que, caso a espécie apresente um sistema de determinacdo sexual cromossdémico, a
regido gendmica diferenciada associada ao loco determinador do sexo (Sex Determining Locus)
apresenta tamanho reduzido, ndo identificavel morfologicamente. Estudos sobre o sistema de
determinacdo sexual atuante no pirarucu sao inexistentes, sendo perfeitamente possivel que o A.
gigas possua qualquer um dos sistemas encontrados nesta classe de vertebrados.

Estratégias empregadas para prospectar marcadores moleculares sexo-especificos
no pirarucu devem considerar toda a diversidade e complexidade das questdes expostas. O
estudo realizado levou em consideracdo os pontos citados, e poderia ter identificado fragmentos
sexo-especifico, caso 0 sistema de determinacdo sexual do pirarucu fosse XY ou ZW. A
recuperacdo de sequéncias presentes exclusivamente em um genoma, de forma que muitos
fragmentos de DNA possam ser analisados simultaneamente, podem ser usadas para comparar
os padrdes de fragmentos obtidos entre machos e fémeas. Dentre as técnicas disponiveis para a
identificacdo de sequéncias presentes exclusivamente em um genoma, 0 BSA-RAPD representa
uma abordagem simples e de baixo custo. As estimativas de cobertura genémica obtidas para o
presente estudo revelaram que, se a espécie possui realmente um sistema cromossémico de
determinacdo sexual, o Loco de Determinacdo Sexual deve estar contido em um fragmento
genémico de tamanho reduzido, contendo menos de 714Kpb, o que equivale a menos de 0,1%
do genoma.

Embora fatores genéticos provavelmente regulem a determinacdo do sexo da
maioria dos peixes, & possivel afirmar que um numero relativamente reduzido de teledsteos
possui cromossomos sexuais morfologicamente distintos (Arkhipchuck, 1995). Considerando-se
0s mecanismos de evolucdo de cromossomos sexuais descritos (Graves & Shetty, 2001, Graves
2008) e o fato do A. gigas ser uma espécie pertencente a um dos grupos mais antigos de

teledsteos, o qual teve origem no periodo Jurassico (Queiroz & Crampton, 1999; Lavoué &
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Sullivan, 2004; Ono et. al. 2004; Scorvo-Filho et al., 2004), é possivel sugerir que o sistema de
determinacdo sexual da espécie ndo é do tipo XY ou ZW, pois 0S Cromossomos sexuais ja
deveriam ter acumulado diferencas significativas, como pode ser observado em outras espécies
(Graves &Shetty, 2001 e Graves 2008).

Alternativamente, também € possivel que o A. gigas tenha recentemente perdido
o cromossomo portador do loco determinante do sexo. Os processos de redugdo do contetdo do
cromossomo heterogamético e de perda de fungdo dos genes nele localizados tém sido
amplamente descritos na literatura, sendo consenso que a sua degeneracdo é resultante da
supressdo da recombinacdo causada pela aquisicdo do gene determinante do sexo, seguido de
acumulo de mutacBes (Graves, 1995; Rice, 1987; Charlesworth & Charlesworth, 2000;
Steinemann & Steinemann, 2000; Lahn et al, 2001; Graves, 2006 e Graves et al., 2006). Assim,
é plausivel que a espécie esteja nos estdgios iniciais da evolucdo de um novo sistema
cromossémico sexual, iniciado por outro loco determinante do sexo, como ja fora observado em
espécies de mamiferos. Como exemplo, pode-se citar o relato de duas espécies de roedores do
género Elliobus que tiveram o cromossomo Y inteiramente perdido e ndo possuem o gene SRY
(que corresponde ao loco determinante do sexo em mamiferos — Just et al., 1995). Graves e
Shetty (2001) sugerem que talvez um novo gene determinante do sexo tenha surgido nestas
espécies levando a redundancia do SRY e do préprio cromosomo Y, que foi degradado
completamente.

Desta maneira, os resultados obtidos podem indicar que a espécie possui um
sistema de determinacdo sexual ndo exclusivamente cromossdmico ou, alternativamente, que a
espécie teria sofrido uma perda recente do cromossomo portador do gene determinante do sexo,
estando no inicio do processo evolutivo de um novo sistema cromossdmico. Os resultados
obtidos também ndo permitem eliminar a hipotese do A. gigas apresentar um sistema de
determinacdo sexual ambiental, sob regulacdo de fatores como temperatura, fotoperiodo, e pH
da agua.

A Analise de Segregantes Agrupados com marcadores RAPD foi utilizada com
grande sucesso em estudos para identificacdo de marcadores sexo-especificos em diferentes
espécies (lturra et al., 1998, Bardakci, 2000, Gebler et al., 2007; Mariotti et al., 2009; Casas et
al., 2011). Essa metodologia, mesmo no contexto atual onde o sequenciamento e

resequenciamento de genomas completos esta se tornando trivial devido a reducdo dos custos de
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geracdo de dados, ainda apresenta uma alternativa simples, de baixo custo, e com potencial para
apresentar resultados positivos. Marcadores moleculares RAPD foram largamente utilizados em
estudos de mapeamento e caracterizacdo genética desde sua concepgdo, mas apresentam a baixa
repetibilidade como uma de suas principais caracteristicas desfavoraveis (Ferreira &
Grattapaglia, 1995). A inconsisténcia dos resultados obtidos com o primer OPAB17 pode ser
considerada uma provavel consequéncia dessa quest&o.

Estudos para avaliar a estrutura do pareamento cromossdmico em complexos
sinaptonémicos podem ser Uteis para identificacao de regides sexo-especificas em cromossomos
somaticos, impossiveis de serem identificadas com técnicas tradicionais de citogenética
(Campos-Ramos et al., 2001; Carrasco et al., 1999). Adicionalmente, experimentos envolvendo
cruzamentos entre individuos gerados a partir de tratamentos de reversao sexual com hormonios
e/ou produzidos por meio da inducdo artificial da ginogénese tém sido utilizados para elucidar
0s mecanismos de determinacdo sexual de um numero elevado de espécies de peixes (Van
Eennennaam et al., 1999; Lee & Donaldson, 2001). A realizagdo de tais experimentos permitira
elucidar o mecanismo de determinacédo sexual da espécie e assim possibilitard o estabelecimento
de uma estratégia adequada para prospeccdo de marcadores moleculares Uuteis para o

desenvolvimento de uma metodologia de sexagem de peixes pré-puberes.
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5. CONCLUSAO

As estimativas de cobertura gendmica obtidas revelaram que, se a espécie possui
realmente um sistema cromossémico de determinacdo sexual, o Loco de Determinagdo Sexual
deve estar contido em um fragmento genémico de tamanho reduzido, contendo menos de
714Kpb, o que equivale a menos de 0,1% do genoma. Os resultados obtidos sugerem que a
espécie possui um sistema de determinacgdo sexual ndo cromossémico ou, alternativamente, que
a espécie teria sofrido uma perda recente do cromossomo portador do gene determinante do
sexo. Estudos envolvendo cruzamentos entre individuos gerados a partir de tratamentos de
reversdo sexual com horménios e/ou produzidos com processos de ginogénese induzida sdo

necessarios para elucidar o mecanismo de determinacdo sexual da espécie.
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RESUMO

O pirarucu (Arapaima gigas) possui grande importancia econdmica na Bacia Amazonica e, aos
poucos, vem ganhando espago nacional de forma que ha uma caréncia de estudos genéticos
voltados para expansao dessa crescente demanda, seja para auxiliar progamas de conservacao,
manejo ou melhoramento genético da espécie. Desta forma, o presente trabalho visou testar a
hip6tese de que amostragens maiores em uma regido limitada da Bacia Amazonica (Santarém,
PA), podem ser usadas como indicativo de confirmacdo de grande parte da diversidade genética
do pirarucu dentro de toda a Bacia AmazOnica. A amostragem foi realizada em quatro
comunidades diferentes: Santa Maria (N=47), Pixuna (N=26), Mucurituba (N=09) e Itapera
(N=17). Os resultados obtidos a partir do sequenciamento de mais de 2000 pares de bases de
duas regides do genoma mitocondrial (ATPase e citocromo oxidase 1) sugerem que a
variabilidade genética encontrada € relativamente baixa mas, no entanto, foi possivel distinguir
uma pequena estruturacdo genética que pode ser derivada da populacdo encontrada na calha
principal do rio Amazonas. Esses resultados sdo compativeis com os poucos trabalhos
reportados na literatura sobre essa espécie, comprovando ser possivel aumentar o N amostral e
reduzir a representatividade geografica, otimizando assim a realizacdo de estudos filogenéticos
para analise da estrutura populacional de pirarucu, possibilitando, consequentemente, uma

resposta mais rapida para o tipo de manejo e preservacao da espécie para a regido analisada.
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ABSTRACT

The arapaima (Arapaima gigas) has great economic importance in the Amazon basin and
gradually has been gaining ground National so that there is a lack of genetic studies aimed at
expansion of this growing demand, is to assist population management and conservation
programs, and genetic improvement species. Thus, this study aims to test the hypothesis that
larger samples in a limited region of the Amazon Basin (Santarém, PA), can be used as an
indication of confirmation of much of the genetic diversity of Arapaima within the entire
Amazon Basin. Sampling was conducted in four different communities: Santa Maria (N = 47),
Pixuna (N = 26), Mucurituba (N = 09) and Itapera (N = 17). The results from the sequencing of
more than 2000 base pairs in two regions of the mitochondrial genome (ATPase and cytochrome
oxidase 1) suggest that the genetic variability found is relatively low however, it was enough to
identify a low level of genetic structure which could be attributed mainly to the populations
found in the main channel of the Amazon River. These results are consistent with previous
reports for this species, which indicate that it is possible to increase sample size and reduce
geographic representation, thus optimizing the performance of phylogenetic studies for analysis
of pirarucu population structure, allowing therefore faster diagnostics for the management and

preservation programs required of the species for the region analyzed.
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1. INTRODUCAO

O peixe Arapaima gigas (Schinz, 1822), conhecido popularmente como pirarucu,
€ uma espécie nativa da Bacia Amazonica. Esta espécie é considerada o maior peixe de escamas
de &gua doce devido ao seu grande porte, podendo atingir trés metros e pesar 200 quilos
(Castello, 2004).

Desde o seculo XVIII, o pirarucu sofre exacerbada exploracédo na regido a fim de
suprir a demanda alimentar da populacdo (Hrbek et al., 2005). Devido a isso, 0 A. gigas sofreu
uma dréstica reducdo populacional, a ponto de ser necessaria a intervencdo de érgdos Federais,
como o IBAMA — Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis.
Este 6rgdo, em 2010, listou a espécie como sobre explorada no livro vermelho de espécies de
peixe ameacadas de extin¢do (Rosa & Lima, 2010). Baseado em dados do IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica), Aveline & Costa (1992) ja relatavam que esta espécie
estava ameacada de extingdo. Para tentar conhecer melhor o pirarucu estudos genéticos (Hrbek
et al., 2003; Marques, 2003; Hrbek et al., 2005 e Hrbek et al., 2007), fisiologicos (Ferreira et al.,
2010) e relacionados ao manejo (Camargo & Camargo, 2010) vem sendo feitos para se conhecer
melhor a espécie e assim poder conserva-la com niveis de pesca aceitaveis.

A variabilidade genética € importante para manter a vitalidade reprodutiva,
resisténcia a doencas e capacidade de se adaptar a mudancas ambientais, pois esta leva a
adaptacdes ambientais e evolutivas. Desta forma a identificacdo de diversidade genética e como
ela esta organizada espacialmente fornece dados interessante para estudos voltados a
conservacao de espécies (Primack & Rodrigues, 2001). Segundo Eizirik (1996) para a utilizagdo
de estratégias adequadas para a conservacao de uma espécie é necessaria a reconstrucdo de um
padrdo evolutivo para a mesma ou de uma determinada populagdo. Para tanto, o uso de
marcadores moleculares se torna uma ferramenta adequada captar/ quantificar tais padrdes.

Polimorfismos encontrados no DNA mitocondrial, por exemplo, tem sido
utilizados como marcadores moleculares para fins de estudos populacionais desde a década de
80 (Avise et al., 1979, Avise 2000, Martins et al., 2003), pois 0 mtDNA possui como

caracteristica alta taxa de mutagdo — de cinco a dez vezes maior que o DNA nuclear, grande
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numero de cdpias por célula, alta taxa evolutiva, e heranca materna (Ferguson et al., 1995;
Brown et al., 1979; Harrison, 1989 e Frederico, 2006). Em pirarucu, um estudo populacional
pioneiro realizado por Hrbek et al. (2005), nas Bacias Amazonica e do Tocantins com uma
amostragem de 120 individuos, sugeriu uma correlacdo entre aumento de variabilidade genética
a medida que se aumenta a distancia geogréafica das principais cidades/ comunidades humanas
localizadas nas calhas principais desses rios. Tal padrdo foi justificado pela menor exploracéo da
espécie em locais onde a populagdo humana é reduzida. Além deste estudo, muitos outros fazem
uso de amostragens reduzidas de forma a abranger uma maior representatividade geografica
(Carvalho-Costa, 2009, Hrbek et al., 2005; Costa, 2010) e poucos estudos fazem uma
amostragem maior de uma localidade de forma a testar se o N amostral pode influenciar no
resultado a ser obtido.

Considerando que os resultados de Hrbek et al. (2005) sugerem uma baixa
estrutura filogeogréafica para espécie Arapaima gigas, o presente trabalho tem como objetivos
tanto testar a hipdtese de que amostragens maiores em uma regido limitada da Bacia Amazonica
(Santarém, PA) podem ser usadas como indicativo da diversidade genética existente dentro de
grandes bacias hidrogréaficas para espécies de grande porte de peixe, bem como contribuir com
mais informacBes de origem genética para auxiliar/otimizar programas de conservacdo e

melhoramento desta espécie na Bacia Amazonica.
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2. MATERIALE METODOS

2.1 Amostragem e extra¢dao do DNA

Amostras de sangue de pirarucu foram coletadas entre o ano de 2008 e 2009, em
quatro comunidades distintas, no municipio de Santarém no Estado do Para: Santa Maria - MA
(n= 47), Pixuna - PI (n= 26), Mucurituba - MU (n= 09) e Itapera - MI (n= 17) (Figura 1). O
sangue coletado foi armazenado em tubo Vacutainer® contendo EDTA, e posteriormente
transferido para tubo Eappendorf® onde foi mantido a -20°C. A extracdo do DNA foi feita a
partir de modificacBes no protocolo proposto por Miller et al. (1988), tais como o acréscimo de
algumas etapas como: adicdo de duas lavagens com solucdo bloodylisis; uso de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e KCI, e retirada de algumas etapas do protocolo original
como: adicdo de NaCl e Tris-HCI. Apds essa etapa o DNA foi quantificado em
espectrofotobmetro (Nanodrop), diluido a 3ng/ul, e esta quantificacdo foi conferida em gel de

agarose a 1%.

-25°S
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Santarém . % - : \ i(

po 5 o
§ :.? RN '/"

e M,

Figura 1: Representagdo geogréfica dos locais onde foram feitas as amostragens de
Arapaima gigas na regido de Santarem — PA.
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2.2 Amplificagdo do DNA e sequenciamento

Quatro regides do DNA mitocondral foram selecionadas para amplificacdo por
meio da Reacdo em Cadeia pela Polimerase — PCR, sdo elas: ATP sintase subunidade 08
(ATPase), citocromo oxidase B (CO1), NADH desidrogenase subunidade 1 NDle regido
controle (D-loop) (Tabela 01). A localizacdo de cada regido dentro do DNA mitocondrial do

pirarucu pode ser observada na figura 2.

Tabela 1: Relacédo de primers utilizado para o presente trabalho, bem como a sua referéncia

Nome Sequéncia Forward Sequéncia Reverse Fonte
5’-TGGGTGTTAAAATAGATGC-3” 5’-GAGGAGAGCRGCRGATGCCCC-3’ Hrbek et al., 2005
5’-TGAAACTGACCATGACACTAAG-3* 5’-CTTAGTGTCATGGTCAGTTTCA-3*

Hrbek et al., 2005

ATPase
5’-GTTAGTGGTCAKGGGCTTGGRTC-3’ 5’-AAYCCTGARACTGACCATG-3’ Queno:;:)lz etal.
5’-GCATTTCCGCGAATAAATAA-3’ 5’-GAAAAGCAGGTTCTTCAAATG-3’ Hrbek et al.,2008

COl 5-TACATRGGAATRGTATGAGC-3’*

Hrbek et al.,2008
5’-TACGACCTCGATGTTGGATCAGG-3’ 5’-GGAAGCACTARGAGTTTTGA-3’ Hrbek et al.,2008
NADH 5’-CCGGCCAATGCAAAAGACCTAA-3"* 5’-GAAACAAACCGAGCCCCYTT-3"* Hrbek et al.,2008
5'-CTCYCACCCCTGACTCCCAAAG-3' 5’-GGCGGATACTTGCATGT-3’ Hrbek et al.,2008
D-loop 5"-GGCATTTGGTTCCTATTTCAGG-3* Hrbek et al.,2008

* Primers internos
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Reverse W
ForwardM

* ATPase

-ATPase Q

* ATPase

ATPase ﬁ

* ATPase

W ATPase

Figura 2: Representacdo do DNA mitocondrial de Arapaima gigas bem como a
posicdo de cada primer utilizado neste estudo e seu sentido: forward ou

reverse.

A amplificacdo dos fragmentos de DNA usando os primers citados foi realizada
com o Kit Qiagen® Q Solution. Os reagentes utilizados para a reacdo foram Mix para PCR
(50%), tampdo Q solution (10%), 0,5ul de cada primer a 10uM, 1,5ul de DNA a 3ng/ul e dgua
livre de RNAse em um volume final de 10pl.

Para a reacdo de sequenciamento 5ul da reacdo da PCR foram purificados com
1ul de ExoSAP-IT® (USB® Product Affymetrix) a 37°C por 30, minutos e 80°C por 20
minutos. Posteriormente a reacdo de seqiienciamento foi feita seguindo o protocolo do kit
BigDye® v.3 (Applied Biosystens). Em seguida, a reacdo de seqiienciamento foi purificada com

3ul de EDTA a 125mM e 25ul de etanol a 100% e posterior centrifugacdo a 4°C por 30 minutos
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a 3.000 rpm. Uma segunda etapa foi feita adicionando 30ul de etanol 70% e posterior
centrifugacdo — 4°C por 15 minutos a 3.000 rpm. A solucdo foi descartada e o DNA foi
ressuspendido com 10pl de formamida Hi-Di. A eletroforese capilar da reacdo de

sequenciamento foi realizada no ABI Prism 3100 Genetic Analyzer® (Applied Biosystens).

2.2 Analise de dados

As sequencias geradas foram analisadas por meio do programa SeqScape (versdo
2.5 Applied Biosystems) e editadas manualmente. O software MEGA verséo 5.02 (Kumar et al.,
2008) para edicdo e alinhamento das amostras com a sequencia referéncia publicada por Hrbek
et al. (2008), acesso NCBI/ GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)[EF523611.1].

Apds alinhamento mdaltiplo com o programa ClustalW as sequéncias foram
organizadas em trés conjuntos de andlise:

1 - sequéncias geradas neste trabalho de cada regido do mtDNA padronizada e
analisadas de forma independente;

2 - sequéncias geradas neste trabalho de cada regido do mtDNA padronizada e
analisadas em conjunto com sequéncias provenientes do GenBank;

3 - sequéncias geradas neste trabalho de todas as regides do mMtDNA

concatenadas e analisadas em conjunto com sequéncias provenientes do GenBank.

O processo de analise de cada conjunto de dados foi realizado a partir da
execucgdo das seguintes etapas:

1 - foram identificados os sitios polimdrficos (SNPs — Single Nucleotide
Polimorphism), composi¢do nucleotidica e diversidade haplotipica usando o programa DNAsp
versdo 5 Rozas et al. (2003) e Arlequin versdo 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010);

2 - para quantificar a diferenciacdo genética entre as populacdes foi utilizado o
indice de fixacdo (Fst) e sua a significancia foi estimada por meio de 1.000 permutacdes
(Arlequin v. 3.5);
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3 - a Analise de Variancia Molecular (AMOVA) foi realizada para verificar a

proporcdo da variacdo genética dentro e entre as populagdes de Arapaima gigas (Arlequin v.

3.5);

4 - a proximidade filogenética dos haplotipos identificados foi analisada por meio da
construcdo de uma rede haplotipica pelo programa Network versdo 4.1.1.2 (Fluxus
Technoloty Ltd — www.fluxus-engineering.com), usando o método Median-Joining (MJ)
(Bandelt et al., 1999).


http://www.fluxus-engineering.com/
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3. RESULTADOS

3.1 Regides selecionadas

As amplificacOes das regifes D-loop e ND1 ndo geraram resultados satisfatorios
e foram excluidas do estudo. Os primers da ATPase (1), ATPase (2) e da citocromo oxidase
foram padronizados com sucesso a partir das temperaturas de anelamento iguais a 59°C, 53°C e

50°C respectivamente. A tabela 2 resume todas as sequéncias usadas do GenBank neste estudo.

Tabela 2: Sequéncias do GenBank usadas nas analises de popula¢Ges de Arapaima gigas

GENE ACESSO TAMANHO DA AUTOR
SEQUENCIA

MtDNA EF523611.1 16433 Hrbek et al., 2008
AY081891.1 1143 Hrbek et al., 2005
AY081892.1 1143 Hrbek et al., 2005
AY081893.1 1143 Hrbek et al., 2005
AY081894.1 1143 Hrbek et al., 2005
AY081895.1 1143 Hrbek et al., 2005
AY081896.1 1143 Hrbek et al., 2005

ATPase AY081897.1 1143 Hrbek et al., 2005
AY081898.1 1143 Hrbek et al., 2005
AY081899.1 1143 Hrbek et al., 2005
AY081900.1 1143 Hrbek et al., 2005
AY081901.1 1143 Hrbek et al., 2005
AY081902.1 1143 Hrbek et al., 2005
AY081903.1 1143 Hrbek et al., 2005

Co1 FJ418765.1 657 Arduraetal., 2010
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3.2 ATPase

Foram amplificados e sequenciados 99 individuos, de forma que, quatro deles
(MAO02, MA11, MI11 e MUO04) foram descartados por ndo apresentarem resultados satisfatorios
no sequenciamento, mesmo apos a execucdo de replicatas.

Foi obtido um total de 1.059 nucleotideos do gene mitocondrial ATPase em cada
um dos 95 espécimes de Arapaima gigas. Essa regido esta localizada na posicéo entre 7.731 a
8.790 do mtDNA completo do pirarucu [EF523611.1] (Hrbek et al., 2008). Foi obervado um
total de nove SNPs (Single nucleotide polymorphism — Polimorfismo de base
Unica),constituindo um do tipo singleton (Tabela 3). Cinco haplétipos foram observados de
forma que o mais frequente (H13) esteve presente em todas as populacbes analisadas. A
populacdo MA foi a que apresentou maior diversidade de haplotipos (N=4), enquanto as demais

populacbes apresentaram dois haplotipos.
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Tabela 3: Relacdo de haplotipos (H) identificados para o gene mitocondrial ATPase nas populages de Arapaima gigas amostradas

neste estudo, posicdo das substituicdes observadas e frequéncia dos haplétipos nas populagdes estudadas
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A diversidade nucleotidica (m) dentro das populagbes variou de 0,00035 (+/-
0,00009) a 0,00243 (+/- 0,00096), sendo a maior na comunidade de Mucurituba (MU). A menor
diversidade haplotipica (h) foi observada para a comunidade Itapera (MI) e maior foi observada
para comunidade de Santa Maria (MA) (Tabela 4). Segundo Excoffier e colaboradores (1992), a

diversidade nucleotidica refere-se a uma estimativa corrigida de divergéncia entre as sequéncias,

enguanto que a diversidade haplotipica é uma medida que considera a freqliéncia e o nimero de

haplotipos entre os individuos.

Tabela 4: Diversidade genética intra-populacional de estoques de Arapaima gigas obtidos a

partir do gene mitocondrial ATPase de individuos coletados de Comunidades da

regido de Santarém, PA

COMUNIDADES

PARAMETROS MA
N° sequliéncias 45
Ne sitios polimdrficos 9
Diversidade Nucleotidica (n) 0,00149
(+/-0,00046)
NUmero de Haplétipos 4
0,5283

Diversidade Haplotipica (h)

(+/- 0,0673)

MU
8
6
0,00243

(+/-0,00096)

2
0,4286

(+/- 0,1687)

Ml
16
6
0,00184

(+/- 0,00071)

2
0,3250

(+/-0,1251)

Pl
26
1
0,00035

(+/- 0,00009)

2
0,3692

(+/- 0,0911)

Apdbs quantificar a diversidade genética intra-populacional das populacGes de

pirarucu, foram realizadas comparagdes entre as sequéncias obtidas neste trabalho com as

sequencias disponiveis no GenBank. Um total de 17 haplotipos foram identificados nessa analise

(Tabela 5).
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Tabela 5: Relacdo de haplétipos (H) identificados para o gene mitocondrial ATPase nas populacbes de Arapaima gigasamostradas

neste estudo, comparadas as sequéncias disponiveis no GenBank, posi¢do das substituicbes observadas e frequéncia dos

hapl6tipos nas populacdes estudadas
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A rede haplotipica gerada para ATPase destaca dois haplogrupos principais
(Figura 3). O Haplogrupo que apresentou mais sequéncias do presente estudo foi o representado
pelo haplétipo 13 (H13). Dos oito haplotipos identificados para este haplogrupo, cinco sdo
referentes ao trabalho de Hrbek e colaboradores (2005). E importante notar que o presente
trabalho ndo apresentou nenhum haplétipo em comum em relacdo as sequéncias disponiveis no
GenBank (Tabela 5). O haplétipo 15 possui uma variagdo na posicdo 8.015 presente apenas em
amostras coletadas em Santa Maria e Pixuna, e 0 hapl6tipo 16 possui apenas individuos da regido
de Santa Maria.

O segundo haplogrupo, representado principalmente pelo Haplétipo 17 (H17)
apresentou nove haplétipos, de forma que apenas dois foram identificados nas populagdes deste
estudo. O haplétipo mais distante é representado pela sequéncia contida no DNA mitocondrial
completo H1 (Hrbek et al., 2008) e seis referem-se a ATPase sequenciada por Hrbek e
colaboradores (2005). Estas Gltimas apresentaram um claro padréo de estrela que por sua vez se
conectou com o H17 deste estudo, e apresentou apenas um nucleotideo de diferenca. O haplétipo
14 foi encontrado apenas em amostras da regido de Santa Maria e o H17 foi encontrado apena em
individuos de ltapera e Mucurituba. E possivel notar que o haplétipo 1, referente a parte da
sequencia do mtDNA completo, se distanciou por pelo menos cinco substitui¢cdes do restante dos
hapl6tipos deste haplogrupo, inclusive dos haplétipos gerados por outro trabalho do mesmo autor
(Hrbek et al., 2005).
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Figura 3: Rede Median-Joining (MJ) construida a partir das sequéncias da ATPase das
populacBes de Arapaima gigas amostradas em Santarém — PA e da sequéncia
disponivel no GenBank [EF523611.1]. Os circulos representam os haplétipos
identificados e possuem tamanho proporcional a sua freqiiéncia e 0s nUmeros
em vermelho representam a posicdo da substituicdo que diferencia cada
hapldtipo. O circulo em vermelho representa um vetor médio gerado na

analise.

A Analise de Variancia Molecular mostrou que 5,49% (p<0,06354) de toda
variacdo observada foi em razdo de diferencas entre as populagdes estudadas. A matriz de Fst,
gerada para comparar as populacdes aos pares, mostrou uma maior diferenciacdo genética entre
Itapera (MI) e Pixuna (PI) e Mucurituba (MU) e Pixuna (PI) (Tabela 6).
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Tabela 6: Valores de Fst entre pares de populagdes de Arapaima gigas.

MATRIZ DE Fst — ATPase

Santa Maria (MA) Itapera (MI)  Mucurituba (MU)  Pixuna (PI)

Santa Maria (MA) 0,000

Itapera (M) 0,032 0,000

Mucurituba (MU) 0,053 0,000 0,000

Pixuna (PI) 0,018 0,183* 0,296* 0,000

* Valores significativos (P<0,05)

3.4 Citocromo Oxidase

Noventa e nove individuos foram analisados, dos quais apenas dois foram
descartados (MAO2 e PI17) por ndo apresentarem resultados satisfatorios no sequenciamento,
mesmo apos a execucdo de replicatas. O tamanho do fragmento gerado a partir da amplificacdo
com o primer para essa regido foi de 1.148 pares de bases. Sua posicdo quando alinhada ao
mtDNA completo (Hrbek et al., 2008) vai da base de 5.802 a 6.949. Apenas uma sequéncia
adicional foi obtida no GenBank para posterior comparagédo [FJ418765.1] (Ardura et al., 2010).
Foram identificados sete SNPs, sendo um singleton, ou seja, apenas um individuo apresentava
polimorfismo, os demais SNPs foram do tipo transicdo e a partir destes foram identificados 07
haplétipos (Tabela 7). Uma insercédo foi observada em 17 individuos na posicdo 6.067 (Figura 4),

e ndo foi considerado nas analises de diversidade intra e inter-populaciona.
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Tabela 7: Relacéo de haplétipos (H) identificados para o gene mitocondrial Citocromo oxidase
em populacdes de Arapaima gigas amostradas neste estudo, posi¢do das substituicdes observadas
e frequéncia dos haplotipos nas populagdes estudadas

POSICAO mtDNA FREQUENCIA DOS
HAPLOTIPOS NOS LOCAIS
5865 6153 6195 6300 6378 6642 6690 AMOSTRADOS
HAPLOTIPO
MA MI MU PI Total
EF523611.1 T T C G T C C
HO2 . . . . . . . 20 12 4 16 53
HO3 c c : A . . . 4 4 2 .10
HO4 . . . . C . . 12 . . 6 18
HO5 . . T . . . . 0 . . 3 13
HO6 . . . . . . T . 1 . |

HO7 . . . . . T . . . 3 . 3
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Figura 4: Insercéo identificada na regido Citocromo oxidase

no mtDNA de Arapaima gigas.

O valor da diversidade nucleotidica da regido COI, variou de 0,00052 (+/-
0,00011) a 0,00145 (+/- 0,00042). Quando comparado a sequéncia referéncia, esse valor foi
também menor do que 1% o que reafirma a correta classificacdo taxondmica de todas as amostras
deste estudo. A diversidade haplotipica variou de 0,4706 (+/-0,1177) a 0,7222 (+/- 0,0967), a
comunidade com menor valor foi Itapera (MI). Santa Maria (MA), Mucurituba (MU) e Pixuna

(PI) tiveram a diversidade haplotipica moderada, ou seja, acima de 0,5 (Tabela 8).
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Tabela 8: Diversidade genética intrapopulacional de estoques de Arapaima gigas obtidos a partir

do gene mitocondrial COI de individuos coletados de comunidades da regido de Santarém - PA

COMUNIDADES

PARAMETROS

MA MU Ml Pl
N° seqliéncia 46 9 17 25
N sitio polimorfico 5 4 4 2
Diversidade 0,00107 0,00145 0,00110 0,00052
Nucleotidica () (+/-0,00017) (+/-0,00042) (+/- 0,00030) (+/-0,00011)
Numero de haplétipos 4 3 3 3
Diversidade Haplotipica 0,7034 0,7222 0,4706 0,5400
(h) (+/- 0,0369) (+/- 0,0967) (+1-0,1177) (+/- 0,0886)

Para realizar a anélise de Rede de hapl6tipos, além da sequéncia referéncia do
genoma mitocondrial (EF523611) foi considerada também a sequéncia do GenBank obtida por
Ardura et al. (2010) (Figura 5). Para tal comparacéo foi necessaria uma reducdo no tamanho do
fragmento para permitir o perfeito alinhamento entre as sequéncias. A redugdo foi de 753 pares
de base, o que resultou em um fragmento com apenas 394 pares de bases. Também foi necessario
reduzir a sequéncia de Ardura e colaboradores (2010), no sentido 5’ — 3°, perdendo 267 pares de
base. Com a adicdo desta sequéncia foi observado uma diminui¢cdo no nimero de SNPs para seis,
um aumento do numero de substituicGes do tipo singleton e uma diminui¢cdo no nimero de

hapl6tipos (Tabela 9)

As duas redes de hapldtipos obtidas apresentaram um padréo de estrela simples,
ndo evidenciando, aparentemente, a formacdo de haplogrupos distintos como nas analises com a
ATPase (Figura 5). Desta forma os hapl6tipos mais distantes (duas substituicbes) foram H3
(Figura 5A) e o prorpio H3 e H2 (Ardura et al., 2010) (Figura 5B). Ainda é importante destacar
na Figura 5B que a sequéncia de Hrbek e colaboradores (2007) ficou agrupada juntamente as
amostras deste estudo (H1), enquanto a sequéncia do Citocromo oxidase obtida por Ardura e

colaboradores (2010) manteve-se isolada (Figura 5B).
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Figura 5: Rede Median-Joining (MJ) construida a partir das sequéncias da

COL1 das populacdes de Arapaima gigas amostradas em Santarém —
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PA e da sequéncia disponivel no GenBank [EF523611.1]. Os
circulos representam os hapldtipos identificados e possuem
tamanho proporcional a sua freqiiéncia e 0os niumeros em vermelho
representam a posicdo da substituicdo que diferencia cada
haplétipo. O circulo em vermelho representa um vetor médio
gerado na anélise. (A) Somente a sequéncia referéncia e (B) adicéo
da sequéncia [FJ418765.1].

Tabela 9: Relacdo de haplotipos identificados para o gene mitocondrial Citocromo oxidase em
populagdes de Arapaima gigas amostradas neste estudo quando comparadas as sequéncias

disponiveis no GenBank.

POSICAO mtDNA

Haplétipos 5865 6154 6193 6195 6196 Referéncia
H1 T T A A C Presente estudo/ Hrbek et al., 2007
H2 . . C C . Ardura et al., 2010

H3 C C . . . Presente estudo

H4 . . . : T Presente estudo

Os dados gerados pela AMOVA, somente com as sequéncias utilizadas neste
trabalho, mostraram uma variacdo de 8,66 (P<0,00293) entre as populaces. A matriz de Fst
mostrou uma maior diferenciacdo genética entre Santa Maria e Itapera, Santa Maria e

Mucurituba, Itapera e Pixuna e tambeém entre Mucurituba e Pixuna (Tabela 10).
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Tabela 10: Valores de Fst entre pares de populacdes de Arapaima gigas

MATRIZ DE Fst - CITOCROMO OXIDASE |

Santa Maria (MA) Itapera (MI) Mucurituba (MU) Pixuna (PI)

Santa Maria (MA) 0,000

Itapera (MI) 0,098* 0,000

Mucurituba (MU) 0,131* 0,000 0,000

Pixuna (PI) 0,001 0,186* 0,234* 0,000

* Valores significativos (P<0,05)

3.5 Citocromo Oxidase + ATPase

A Ultima estrutura de analise foi formada com a analise conjunta dos dois
fragmentos sequenciados. A concatenacdo gerou um fragmento de 2.207 pares de bases. Foram
identificados 16 tipos de mutagdes, na qual 15 eram transicOes e uma transversdo. Dentre as 95
sequéncias de A. gigas, foi obervado um total de 16 SNPs (constituindo dois singleton) e oito
haplotipos (Tabela 11). A Unica sequéncia disponivel no GenBank que foi utilizada foi o genoma
mitocondrial referéncia da espécie (Hrbek et al., 2008).
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Tabela 11: Relacdo de haplétipos identificados para a montagem dos genes mitocondrial ATPase + CO1 em populagdes de Arapaima

gigas amostradas neste estudo, mostrando a posicdo das substituicdes observadas e frequéncia absoluta dos haplétipos nas populacGes

estudadas
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O valor da diversidade nucleotidica dentro das populacdes para analise da
regido CO1 + ATPase, variou de 0,00044 (+/- 0,00009) a 0,00194 (+/- 0,00067), e a
diversidade haplotipica variou de 0,4250 (+/-0,1326) a 0,7202 (+/- 0,0378), na qual a Unica
comunidade classificada como baixa foi a de Itapera (MI), enquanto Pixuna (PI), Mucurituba
(MU) e Santa Maria (MA) mantiveram-se moderada (Tabela 12).

Tabela 12: Diversidade genética intra populacional de estoques de Arapaima gigas obtidos a
partir da montagem dos genes mitocondrial ATPase + CO1 coletados de comunidades da

regido de Santarém - PA

COMUNIDADES

PARAMETROS MA MU M Pl

N° seqiiéncia 45 8 16 25

N° sitio polimorfico 14 10 10 3
Diversidade Nucleotidica 0,00127 0,00194 0,00138 0,00044
(m) (+/- 0,00031) (+/- 0,00067) (+/- 0,00051) (+/- 0,00009)
Numero de haplétipos 5 3 3 3
Diversidade  Haplotipica 0,7202 0,7143 0,4250 0,5400
() (+/- 0,0378) (+/-0,1227) (+/- 0,1326) (+/- 0,0886)

De forma similar aos resultados obtidos com a sequencia da ATPase, foi
possivel observar dois haplogrupos na rede haplotipica (Figura 6). O haplotipo referente a
sequéncia do mtDNA completo (H1) manteve-se isolado assim como nas analises separadas
de ambas as regides e ficou mais proximo do haplogrupo formado pelos haplétipos 3 e 7. O
haplétipo dois foi observado em individuos de todas as popula¢Ges. No haplogrupo principal,
a excecao de Pixuna, todas demais populac@es apresentaram haplotipos diagnosticos (H6, H8
e H9), que séo haplétipos exclusivos de individuos de determinado local. Esse padrdo ndo se
repetiu no outro haplogrupo, havendo a presenca de apenas um haplétipo diagnéstico para a
comunidade de Santa Maria (MA) no H3 (Figura 6).
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Figura 6: Rede Median-Joining (MJ) construida a partir da montagem das sequéncias

de CO1 + ATPase das populacdes de Santarém — PA e da sequéncia disponivel

no GenBank [EF523611.1]. Os circulos representam os haplotipos identificados

e possuem tamanho proporcional a sua frequéncia e os niumeros em vermelho

representam a posicdo da substituicdo que diferencia cada hapldtipo. O circulo

vermelho representa um vetor médio gerado na analise.

Os dados gerados pela AMOVA, somente com as sequéncias utilizadas neste

trabalho, mostraram uma variagédo de 5,95 (P<0,03030) entre as populagdes. A matriz de Fst

mostrou uma maior diferenciagdo genética entre Itapera e Pixuna e Mucurituba e Pixuna

(Tabela 13).



Tabela 13: Valores de Fst entre pares de popula¢des de Arapaima gigas

MATRIZ DE Fst — CITOCROMO OXIDASE | + ATPase

Santa Maria (MA) Itapera (MI) Mucurituba (MU) Pixuna (PI)

Santa Maria (MA) 0,000

Itapera (MI) 0,048 0,000

Mucurituba (MU) 0,077 0,000 0,000

Pixuna (PI) 0,010 0,168* 0,261* 0,000

* Valores significativos (P<0,05)

82
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4. DISCUSSAO

O pirarucu faz parte da dieta tradicional dos ribeirinhos Amazonicos e vem
sofrendo um processo de sobrexploracdo nas ultimas décadas. Consequentemente, essa
espécie tem se tornado escassa em algumas regides, e segundo Goulding (1979) parece ter
sido extinta em algumas areas de seu habitat natural. Com base na condi¢do demogréfica atual
deste peixe, a realizacdo de um manejo adequado, sem desconsiderar a manutencdo da
atividade socio-econdmica da populacdo dessa regido, visando a conservacdo é necessaria
para preservacao da espécie.

Para se obter um bom manejo é necessario conhecimento prévio sobre a
fisiologia, ecologia e comportamento de uma dada espécie, pois torna-se possivel a
administracdo de processos conservacionistas (Danzmann et al., 1991). Como exemplo,
referente ao pirarucu, pode-se ressaltar a Reserva de Desenvolvimento Sustentavel de
Mamiraua, em que a comunidade local e cientifica atuam juntas a fim de contribuir com a
preservacao da espécie e a0 mesmo tempo usa-la para fins comerciais. Os lagos dessa regido
sdo monitorados, a pesca é feita de forma rotacional e a contagem de peixes € feita a fim de se
obter estimativas das quantidades de peixes passiveis de serem comercializados ap6s o
periodo de defeso (Queiroz & Crampton, 1999, Castello, 2004, Viana et al., 2007 e Castello
& Stwart, 2010).

Recentemente, varios estudos filogenéticos (Hrbek et al., 2005, Ribeiro, 2006,
Frederico, 2006, Hrbek et al., 2008, Ledo, 2009, Mendonga, 2010) que podem ser usados
como suporte aos planos de conservacdo, vem sendo realizados no Brasil, contudo ainda ha
uma grande lacuna de informagdes para elaboracdo de programas de conservacdo e manejo
dessa espécie abrangendo grande parte da regido Amazonica. Desta forma, o presente estudo,
apesar de geograficamente restrito, permitiu sugerir que para uma espécie de baixa
estruturacdo filogeografica (Arapaima gigas), a realizacdo de uma amostragem maior em
apenas um local é suficiente para identificar praticamente todas as principais fontes de
variabilidade genética existentes da espécie dentro de uma mesma Bacia hidrografica. Com
iss0, essa hipotese pode auxiliar e acelerar a elaboracdo de planos de conservacdo, focando na
regido de estudo/risco.

E possivel observar que os resultados obtidos por esse trabalho estdo alinhados

com os relatos disponiveis na literatura que demonstram um baixo nivel de estruturacao
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populacional da espécie, e que foram realizados com uma amostragem geografica mais ampla
(Hrbek et al., 2005, Hrbek et al., 2007, Ledo, 2009). O padrédo de baixa estruturacéo
populacional observada pode ser consequéncia da longa sobrexploracéo sofrida pelo pirarucu,
associada ao padrdo de migragdes curtas realizadas pela espécie (Hrbek et al., 2005, Isaac et
al., 1993).

O trabalho de Hrbek e colaboradores (2005) mostra uma variabilidade genética
mais elevada entre populacGes em areas distantes aos grandes centros urbanos, em regides
onde a caca predatoria € menor, e na reserva sustentdvel de Mamiraud. Além deste autor,
Ledo (2009) utilizou 11 marcadores microssatélites para estimar niveis de variabilidade
genética de 436 amostras de pirarucu divididas em 18 localidades da Bacia Amazonica e duas
da Bacia Araguaia-Tocantins. Como resultado, o autor observou uma maior variabilidade
genética em populacBes nos rios da calha principal da Bacia Amazonica se comparados aos
rios tributarios da mesma.

A alta variabilidade genética é um fator que contribui para a preservacao de
qualquer espécie, enquanto espécies com baixa variabilidade genética dependem de estudos
aprofundados sobre suas populacdes para melhor adequar seu manejo e normas de
conservacao. Portanto, a diversidade genética pode ser considerada um requisito basico para
manutencdo de uma espécie em ambiente natural, sem interferéncia humana (Primack &
Rodrigues, 2001).

Os resultados obtidos mostram uma moderada diferenciacdo genética dentro
das populagdes amostradas. Segundo Wright (1978), valores de Fst entre 0 e 5%, 5 e 15%, 15
e 25%, e maiores que 25% sdo indicativos de diferenciacdo genética baixa, moderada, alta e
elevada, respectivamente. As estimativas de Fst obtidas foram de 5,5% (ATPase), 8,7%
(Citocromo Oxidase) e 5,9% (Citocromo oxidase + ATPase). Estes resultados indicam uma
moderada diferenciacdo genética entre as populacdes, assim como reportado no trabalho de
Hrbek et al. (2005).

Ledo (2009) sugere que na calha principal do rio Amazonas, mesmo perto dos
grandes centros urbanos onde a pesca € mais intensa, a diversidade genética observada nas
espécies de peixes nativas € maior em relacdo aos rios tributarios. Ele afirma que isso ocorre
devido ao fato da calha atuar como uma area de encontro entre individuos de diferentes areas,
devido ao processo ciclico de cheias que ocorre na regido, facilitando assim o deslocamento
dos individuos. Esse padrdo pode ser observado em estudos com outras espécies de peixe da

Amazonia. Santos et al. (2007) utilizou a regido controle do mtDNA de tambaqui (Colossoma
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macropomum) para avaliar amostras obtidas em cinco regides distintas da calha principal do
rio Amazonas, encontrando niveis altos de variabilidade genética e diversidade haplotipica.
Um estudo conduzido por Machado (2009) com curimatd (Prochilodus nigricans), por meio
de anélise da regido controle do mtDNA, revelou elevados indices de variabilidade genética
tanto na calha principal do RioAmazonas quanto em seus tributarios.

Diante das informacdes expostas acima, é possivel notar uma baixa estrutura
populacional, no entanto, a diversidade genética para essas populacdes de pirarucu na regido
de Santarém € relativamente alta. Uma possivel explicacdo para o observado, é a de que,
apesar de ser considerado um peixe sedentario incapaz de realizar grandes migracdes, essa
espécie é favorecida pela época das cheias, que possibilita o fluxo génico com espécimes de
localidades proximas. Os resultado obtidos com a analise de rede de haplétipos reforcam essa
hipdtese, e é possivel observar nos resultados das analises das duas regides do mtDNA que ha
hapldtipos isolados para regides mais proximas. O hapl6tipo 15 da ATPase nas regifes Pixuna
(PI) e Santa Maria (MA) e o haplétipo 17 nas regides Mucurituba (MU) e Itapera (MI). No
caso da citocromo oxidase, é possivel encontrar dois haplétipos isolados para MA e P1 (H5 e
H4, respectivamente).

Os resultados obtidos nédo diferem dos resultados apresentados por Hrbek et al.
(2005) e Ledo (2009), no entanto, ambos os trabalhos tiveram um tamanho amostral menor,
em um numero mais elevado de localidades mais dispersas geograficamente. Ao contrario
desses dois autores, esse trabalho mostrou que apesar de centralizar a amostragem em apenas
uma regido, um numero maior de amostras pode gerar os mesmos resultados. Hrbek e
colaboradores (2005), que realizaram um estudo com regides do mtDNA onde uma condiz
com a do presente estudo, a regido da ATPase. Em seu trabalho foi encontrado dois
haplogrupos para todas as populacGes de varias regides da Bacia Amazonica, ele afirma ser a
dindmica populacional mais importante apesar de ndo haver nenhuma distancia significativa
entre distancia geogréafica e diferenciacdo genética. Para a mesma regido o presente estudo
tambem encontrou dois haplogrupos.

Para a regido citocromo oxidase |, o trabalho na qual disponibilizou a
sequéncia referéncia é o de Ardura e colaboradores (2010), embora o autor tenha direcionado
suas andlises para solucionar fraudes em mercados, usando a técnica de “barcode”, os
resultados mostraram que a espécie estudada condizia com a nossa, comprovando o fato de

gue nossos animais sdo todos da mesma espécie. Os resultados apresentados para essa regido
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séo condizente com os dados apresentados para a regido da ATPase, na qual a variabilidade
genética é moderada, apresentando um valor para Fst igual a 0,08664.

A associacdo de sequéncias contidas no GenBank serviu como ferramenta de
comparacdo entre os trabalhos. Para ATPase, apesar das sequéncias disponiveis ndo serem
somente de individuos de Santarém, foi possivel estabelecer os mesmo parametros abordados
por Hrbek et al. 2005. No entanto, para a regido Citocromo oxidase I, foi necesséria a reducdo
de ambas as sequéncias, tanto a do presente trabalho quanto a disponivel no GenBank, para
melhor alinhamento, com isso foi possivel confirmar que cada espécime estudado estava
ligado a espécie Arapaima gigas.

De acordo com Reed & Frankham (2003), pode-se dizer que a diversidade
genética esta intimamente ligada a evolucao, permitindo melhores adaptagcdes em decorréncia
as mudancas pela qual sdo expostas. Quando ha uma diminuicdo na diversidade genética de
uma populacdo, com o passar dos anos esta pode se tornar suscetivel a extincdo devido a
fatores inevitaveis, como o endocruzamento, perda de heterozigosidade ou baixissimos niveis
de variacdo genética na qual a espécie ndo se torna capaz em responder a pressao seletiva
(Flagstad et al., 2003, Randi et al., 2003). No entanto, um manejo adequado e um controle
eficaz da exploragdo pesqueira da espécie podem favorecer bons resultados no que concerne a
manutencdo da variabilidade genética, principalmente quando h& a possibilidade de focar
regides realmente necessitadas de um manejo adequado para recuperar a variabilidade da

espécie local.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos, quando comparados a outros trabalhos com amostragem
de maior abrangéncia geografica e menor nimero de amostras por localidade, ndo apresenta
diferengas. Essas observacbes ndo discartam a hipdtese de que é possivel obter-se estimativas
confidveis da estrutura genética de determinada espécie com uma amostragem maior de um

numero reduzido de regides geograficas.
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