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1. INTRODUCAO

A ordem dos Osteoglossiformes esta representada por peixes predominantemente de
agua doce, que ocorrem na india e Africa, regido Indo-Australiana, América do Sul e América
do Norte (GREENWOOD et al., 1966). Esta ordem estd representada pela familia
Osteoglossidae  (ARAGAO, 1984). A familia Osteoglossidae abriga a subfamilia
Osteoglossinae, que esta representada por um U(nico género Osteoglossum que ¢é
compreendido pelo aruand branco, espécie Osteoglossum bicirrhosum, (CUVIER, 1829) e
aruand preto Osteoglossum ferreirai Kanazawa, 1966.

O O. bicirrhosum encontra-se amplamente distribuido na Amazénia e Guianas
(CALA, 1973) e segundo Schuwartz e Levy (1968) a sua distribuicdo pode estar relacionada
com a qualidade da agua. O aruand preto (O. ferreirai) € encontrado em afluentes de aguas
acidas do Rio Negro e o aruana branco (O. bicirrhosum) nos afluentes de aguas alcalinas.

Por pertencerem a familia Osteoglossidae, os aruanas sdo considerados como o Unico
exemplo vivo dessa familia primitiva. A espécie O. bicirrhosum, possui caracteristicas
morfolégicas e fisioldgicas peculiares, como corpo alongado e comprimido lateralmente,
completamente coberto com escamas, tem uma boca grande e inclinada com dois barbelos. A
sua cor € cinza metalico com uma camada azul, amarelo, nadadeira anal vermelha e lingua
0ssea (GREENWWOOD et al., 1966). Apresenta respiracdo aérea € um comportamento
conhecido como “mouth brooding”, nos quais ovos e alevinos sdo carregados na boca do
macho (NELSON, 1994). O desenvolvimento larval dos filhotes de aruana ocorre dentro da
cavidade bucal do macho (RABELLO-NETO, 1999). Estas caracteristicas atrativas do aruana
branco induzem a sua exploragdo por dois ramos de atividades econdmicas, da pesca para a

alimentacédo e a comercializagdo como peixes ornamentais.



O pico anual da pesca do aruana ocorre no periodo de seca, pois 0S peixes tornam-se
mais concentrados e vulneraveis a pesca nos lagos, visto que esta espécie possui um
comportamento sedentario (VIANA, 2004) e possuem uma tendéncia a baixo fluxo génico
entre sistemas e formacdo de subgrupos populacionais (BARTHEM e FABRE, 2004). Logo,
vem sofrendo uma pesca excessiva, pois como peixe ornamental apenas os alevinos ainda
com saco vitelino sdo comercializados. E no que diz respeito ao cuidado parental, é feito
exclusivamente pelos machos que incubam os filhotes na boca (“mouth brooder”, em
portugués significa: “boca chocadeira”). Portanto quando ocorre a captura dos alevinos,
também sdo retirados da populacdo os machos adultos, uma vez que eles realizam cuidado
parental (RABELLO, 1999).

Devido a este grande interesse (ornamental e alimenticio) é preciso conhecer a
ecologia, fisiologia e principalmente a estrutura genética das populacfes de aruanas, para que
esta espécie ndo seja listada no CITES (Convencgdo sobre o Comércio Internacional das
Espécies da Fauna e da Flora Selvagens Ameacadas de Extingdo) como ocorreu com a espécie
asiatica Scleropage formosus (peixe dragdo) que faz parte da lista de 2006 dos seres vivos
ameacados de extincdo (Lista Vermelha da IUCN). O aruana asiatico Scleropage formosus €
uma das espécies mais caras no mercado de peixe ornamental. O nimero de individuos no
ambiente natural tem sido reduzido rapidamente devido a sobrepesca, por isso a espécie tem
sido listada como uma das ameacadas pelo CITES desde 1975 (YUE, et al., 2003).

A extenuacdo da variabilidade genética dentro e entre populacBes pode ser um
componente decisivo para a sobrevivéncia de uma espécie a médio e longo prazo. A
habilidade de uma espécie de se adaptar as constantes modificacdes do meio ambiente
depende em grande parte do nivel de diversidade genética encontrada na mesma
(FRANKHAM et al., 2002).

O estudo da variabilidade genética populacional e especifica tém sido possivel devido
ao desenvolvimento de varios marcadores moleculares. O uso das técnicas moleculares na
pesquisa pesqueira tem aumentado nos Ultimos anos devido ao desenvolvimento das técnicas
e também a conscientizacao do valor dos dados genéticos (WARD e GRAVE, 1995).

Marcadores moleculares como 0s microssatélites, sdao ferramentas seguras para se
estimar parametros genéticos fundamentais ou caracteristicas importantes para a conservagao,
tais como estimativas do tamanho efetivo da populacdo e a presenca de populacdes que
sofreram “bottlenecks”, ou seja, recente redugdo no tamanho populacional (HEDRICK, 2004).

Segundo Shlotterer e Pemberton (1998) as sequéncias denominadas DNA

microssatélite ttm unidades de repeticdo de 1 a 6 nucleotideos de comprimento repetidas em



tandem. Essas sequéncias sdo geralmente encontradas nas regides ndo codificadoras do
genoma (sendo considerados marcadores neutros) (GOLDSTEIN e SHLOTTERER, 1999).
Estes marcadores, também chamados de ‘“simple sequence repeats” ou SSR, sdo
hipervariaveis, co-dominantes e revelam varia¢cdes no comprimento entre os alelos (PARKER
et al., 1998; SUNNUCKS, 2000).

Estes marcadores tém se mostrado informativos para responder uma série de questdes
na area de genética de populacbes e da conservacdo. O uso das técnicas moleculares é
importante para a genética da conservacdo, sendo Util para populacGes exploradas
comercialmente e para espécies ameacadas de extincdo, tendo como funcdo estudar a
biodiversidade molecular de popula¢es naturais das espécies sob o impacto antropogénico
(FRANKHAM, et al 2002), como no caso dos aruanas.

Considerando a importancia econémica do aruand (O. bicirrhosum) e suas
caracteristicas comportamentais, tais como baixa capacidade migratéria (sedentarios), desova
em lagos e cuidado parental, esta espécie torna-se fragil e de alto risco com relacéo aos efeitos
antropogénicos devendo, sua biologia ser mais bem estudada para que tais espécies possam
ser conservadas e manejadas de forma sustentavel (BARTHEM e FABRE, 2004).

Outra questdo relevante é a unidade populacional explorada pela pesca. A maioria das
espécies importantes para a pesca comercial é razoavelmente bem conhecida, mas pouco se
sabe se os individuos destas estdo agrupados numa Unica populacao, ou estogque pesqueiro, ou
em varias populacdes (BALEY e PETRERE, 1989; BATISTA, 2001). Desta forma, torna-se
indispensavel o conhecimento da genética populacional dos aruands através de analises
moleculares para a contribuicdo da preservacao e uso sustentavel deste recurso na Amazonia

Central.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a variabilidade genética de populacGes naturais de Osteoglossum
bicirrhosum da Amazoénia Central.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar e avaliar a variabilidade genética das populacfes de aruands

oriundos de rios da Amazonia Central por meio de marcadores nucleares de
microssatélites;

o Identificar a existéncia de populacdes geneticamente diferenciadas.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de Coleta

Foram utilizadas amostras de individuos provenientes de quatro localidades da bacia
Amazodnica: Coari, Janauacd, Santarém e Tefé. Essas amostras foram obtidas a partir de idas
a campo, coletando diretamente da pesca artesanal e em mercados/feiras dos municipios ou
comunidades arredores.

De cada exemplar, foi coletado a nadadeira ou pedaco de tecido muscular e em
seguida preservado em &lcool 100%. Foram utilizados 52 individuos e todas as amostras ja
se encontram depositadas na Colecdo de Tecidos de Genética Animal (CTGA)/ICB/UFAM.

3.2 Extragdes de DNA das Amostras

O DNA de todas as amostras foi extraido utilizando o método Fenol/Cloroférmio
(SAMBROOK et al., 1989). Ao término da extracdo foi realizada a quantificacdo do DNA
em gel de agarose 0,8%, onde é feita a verificacdo da concentragdo de DNA obtida de cada
amostra, comparando-as com amostras de DNA com concentracdes ja conhecidas.

3.3 Genotipagem das Amostras de Aruana

O DNA das amostras foi amplificado nas regides ricas em microssatélites utilizando
seis pares de primers (Ob_A08, Ob _C04, Ob _F01, Ob _F06, Ob_ F09 e Ob_HO06)
desenvolvidos para aruand (O. bicirrhosum) (SILVA et al, 2009).

As genotipagens foram feitas utilizando o método econdmico de Schuelke (2000) que

usa juntamente com o primer especifico da regido microssatélite uma sequéncia chamada de



cauda M13, marcado com fluorescéncia que possibilita a leitura no seqienciador automético
MegaBACE™ 1000 (GE Healthcare).

As condi¢des das genotipagens foram realizadas em um volume final de 10 pL
contendo: 1,25 uL de tampéo de PCR (10X); 1,25 uL de dNTPs (2,5 mM); 1,5 uL de MgCI2
(25 mM); 0,5 uL de primer forward (2,5 pmol); 1,0 uL de primer reverse (2,5 pmol); 0,5 uL
de primer M13 marcado com FAM (2,5 pmol); 0,4 uL de Taq DNA polimerase (1U/ml) e 1
uL de DNA (10 ng/uL).

No termociclador as condicdes utilizadas foram: 94 °C por 1 minuto para a
desnaturacéo inicial seguido por 35 ciclos de: 94 °C para a desnaturacdo por 20 segundos, 60
e 65° C por 20 segundos para anelamento dos primers e 72° C por 30 segundos para extenséo,
seguidas por outros 20 ciclos para anelamento dos primers M13 com as seguintes condicdes:
94 °C por 20 segundos para a desnaturacdo, 53 °C por 20 segundos que é a temperatura de
anelamento do primer M13, 72 °C por 30 segundos para a extensdo e uma extensao final de
30 minutos a 72 °C, sendo entdo mantidos a 10 °C.

Em seguida os produtos de amplificacdo foram observados em gel de agarose a 1%
corados com brometo de etidio e fotodocumentados. Amostras que apresentaram intensidade
de banda muito forte passaram por testes de dilui¢cbes que variaram de: 1 pulL de PCR para 20
uL de agua até 1 uLL PCR para 150 uL de agua (1/19, 1/49, 1/69, 1/99 e 1/149).

Os fragmentos amplificados do PCR foram genotipados no seqlienciador automatico

MegaBACE™ 1000 (GE Healthcare) usando protocolo recomendado pelo fabricante.

3.4 Andlises das Genotipagens

A anélise das genotipagens foi realizada no programa Fragment Profiler onde foi
possivel observar o tamanho dos alelos para cada individuo comparado ao padrdo ET 400
ROX (GE Healthcare).

3.5 Analises dos Dados

Para a andlise dos dados foi utilizado o programa ARLEQUIN v3.1 (EXCOFFIER ET
al., 2006) que calcula o nimero de alelos, a heterozigosidade observada e heterozigosidade
esperada de cada loco e o teste do equilibrio de Hardy-Weinberg.

As medidas de estruturacdo genética foram realizadas utilizando-se a Analise de

Variancia Molecular (AMOVA). Os coeficientes de endogamia (Fis) e de diferenciagédo



genética (Fst) e numero de migrantes por geracdo (Nm) foram determinados utilizando-se o
programa ARLEQUIN v3.11 (EXCOFFIER et al., 2006). A significancia dos métodos foi
avaliada por testes de permutacdo (1000 réplicas) e todos os niveis de significancia para os
testes envolvendo comparagcdes multiplas foram ajustados seguindo a correcdo de Bonferroni
(RICE, 1989).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Locais de Coleta, Extracdo de DNA e Amplificacdo das Amostras

Um total de 52 amostras de tecidos de aruana foram coletadas abrangendo quatro
localidades/rios de (Coari, Janauaca, Santarém e Tefé). De acordo com a quantificacdo do
DNA. Algumas das amostras foram diluidas por apresentarem grande concentracdo de DNA
(Figura 01). Segundo o teste de diluicdo, onde a mais satisfatoria foi a de 1uL de DNA para

99uL de agua.
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Figura 01. Quantificacdo da extracdo de DNA total de aruand (O. bicirrhosum) em gel de agarose 0,8% (282, 283, 284, 285

286). A amostra (01) da esquerda para a direita corresponde a um marcador padrdo de DNA (de peso molecular de 50 ng).

Apbs a quantificacdo, o DNA foi utilizado para amplificacdo in vitro através da Reacéo
de Polimerase em Cadeia (PCR). A quantificacdo dos produtos da PCR foram comparados
com o marcador de 100 pb observado em gel de agorose 1% e corado com brometo de etidio,
onde foram visualizadas bandas intensas que depois foram diluidas. Através dos testes, a
diluicdo de 1uL de DNA amplificado para 49uL de agua foi a mais satisfatoria para que 0s

produtos amplificados fossem genotipados (Figura 02).




Figura 02. Quantificacdo de DNA de aruand (O. bicirrhosum) amplificado (utilizando primer Ob_FO01) via PCR em gel de
agarose 1%. De acordo com a corrida deste gel o tamanho deste DNA amplificado pode variar de 266-272 pb (pares de
bases). De acordo com o marcador de 100 pb, as bandas dos produtos amplificados (01,02, 03, 04, 05) correram entre 200 e
300 pb.

4.2 Andlises das Genotipagens

No programa Fragment Profiler foi possivel a observacdo do tamanho dos alelos de
cada individuo comparado ao padrdo ET 400 ROX (GE Healthcare) (Figura 03). No
Fragment Profiler ja é possivel observar se o individuo é heterozigoto ou homozigoto de

acordo com a presenca dos alelos.
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Figura 03. Genotipagem de dois individuos de aruand (O. bicirrhosum) da localidade de Janauaca. (D09 — individuo

homozigoto) e (D11 — individuo heterozigoto) com primer (Ob_F09) analisada no programa Fragment Profiler.

4.3 Analises dos Dados

Foram analisados 6 loci de microssatélites que apresentaram um total de trinta e trés
alelos diferentes para as 4 populacdes estudadas. O nimero de alelos por loco para todas as
populagdes variou de 3 (loco F06) a 9 (loco F09). Entretanto, apenas para populagéo de
Januaca o loco FO1 mostrou-se monomorfico. (Tabela 01).

Dentro dos 52 individuos analisados, o0 numero de heterozigotos encontrados nas 4
populacbes (Tefé, Coari, Janauaca e Santarém) foram de 14, 6, 7 e 11 respectivamente,



enquanto que o numero de homozigotos encontrados nessas populacées foram de 4, 6, 4 e 0,
respectivamente.

Os menores valores da heterozigosidade observada (Ho) foram encontrados nas
populacdes de Coari e Janauacd (0.000), enquanto que o maior valor foi encontrado na
populacdo de Santarém (0.8181). A heterozigosidade esperada (He) variou de 0.0625 a 0.5844
(nas populacdes de Tefé e Santarém, respectivamente) (Tabela 01).

De acordo com os pressupostos de Hardy-Weinberg (FRANKHAM et al., 2008), a
frequéncia dos alelos esta dentro do esperado para a maioria dos loci estudados (A08, C04,
F06, FO9 e HO6), sugerindo uma boa qualidade desses loci como marcadores moleculares.
Somente nos loci FO1 e FO6 considerando-se todas as localidades em conjunto foi observado

valor de P significativo, mesmo ap0s a correcdo de Bonferroni (P < 0,008) (Tabela 01).

Tabela 01. Parametros populacionais por loci por populacdo. A: Numero de alelos; Ho:
Heterozigosidade Observada; He: Heterozigosidade Esperada. * Valores significantes ap06s a

correcdo de Bonferroni (P<0.008).

A08 Cco4 FO1 FO06 F09 HO06

Tefé A 3 4 3 2 5 2

Ho 0.12500 0.52941 0.11765 0.06250 0.38889 0.29412

He 0.23185 0.47950 0.11586 0.06250 0.39048 0.48663

P 0.19117 1.00000 1.00000 1.00000 0.62456 0.13783
Coari A 2 2 3 2 4 5

Ho 0.16667  0.27273  0.00000  0.00000  0.33333  0.33333

He 0.15942  0.36797  0.30435  0.18947  0.52536  0.52899

P 1.00000 0.43894  0.00234  0.05206  0.07685  0.04181
Janauaca A 3 3 1 2 4 2

Ho 0.18182 0.27273 - 0.00000 0.36364 0.18182

He 0.17749 0.43723 - 0.17316 0.56710 0.41558

P 1.00000  0.10787 - 0.04789  0.04841  0.10839
Santarém A 3 4 3 2 4 3

Ho 0.09091 0.36364 0.09091 0.10000 0.60000 0.81818

He 0.25541 0.45455 0.39394 0.10000 0.55263 0.58442

P 0.04596 0.61280 0.00764 1.00000 0.30762 0.10839

Todos A 6 5 5 3 9 5




Ho 0.14000 0.38000 0.05882 0.04255 0.41176 0.39216
He 0.20566 0.43879 0.20287 0.12263 0.49369 0.49796
P 0.03229 0.61756 0.00000* 0.00038* 0.03513 0.24378

Analisando-se os parametros de diversidade genética verificou-se que o menor valor
estd na populacdo de Janauaca (0,295094), que também apresenta a menor média no nimero
de alelos (2,3).

A maior variacdo génica foi encontrada na populagdo de Santarém (0,422078) que
juntamente com a populacdo de Tefé apresentaram uma média de 3,1 de nimero de alelos
para todos os loci estudados (Tabela 02).

Os resultados da heterogeneidade nos parametros de diversidade genética, bem como
os valores baixos para a diversidade génica e heterozigosidades observados na tabela 02
devem ser vistos com cautela ao compararmos estes com valores observados em outros
grupos de peixes (AMADO, 2008; LEAO, 2009). Os valores observados para 0 aruand
branco podem ser considerados muito baixos. Somente com um trabalho incluindo um maior
namero de individuos de outras regides e aumentando o nimero de loci poderemos sugerir se
estes valores baixos podem estar associados a pesca predatéria, ou se é o reflexo da biologia

da espécie.

Tabela 02. Parametros de diversidade genética e Equilibrio de Hardy-Weinberg. N= nimero

amostral.
Populacdes N Média Diversidade Média N° de MeédiadaHo - He
Génica Alelos
Tefé 18 0,3904 +/-0,4165 3,1 0,2529 - 0,2944
Coari 12 0,3795 +/- 0,2633 3,0 0,1843 - 0,3459
Janauaca 11 0,2950 +/-0,1981 2,3 0,2000 - 0,3541
Santarém 11 0,4220 +/- 0,2865 3,1 0,3439 - 0,3901
Total 52 0,3488 +/- 0,2264 2,9 0,2375-0,3269

4.4 Analise da Variancia Molecular (AMOVA)



Os resultados da AMOVA global mostraram que a maior varia¢do genética de aruana
é intrapopulacional, do que entre as populacdes caracterizando uma populacdo panmitica
(Tabela 03). O valor do Fst para esta analise foi baixo e ndo significante (Fst= -0.00803,
P=0.99).

Tabela 03. Resultado da analise de variancia molecular

) ) Componentes Porcentagem de
Tipos de variantes ) o
variantes variagao
Entre populacdes -0,00763 -0,87
Entre individuos dentro das populagdes 0,87989 100,87
Total 0,87226

Desta maneira, como esperado, os valores para o indice de fixacdo (Fst) referente as
comparagOes par a par entre as localidades amostradas, ndo mostraram ocorréncia de
populagdes geneticamente estruturadas. Os valores encontrados para o Fst sdo inversamente
proporcionais aos valores de Nm, ou seja, quanto maior numero de migrantes os valores de
Fst foram menores, como pode ser mostrado na tabela 04. Estes resultados sugerem um alto
fluxo génico para o aruana entre as localidades apresentadas nesse estudo.

Tais resultados sdo importantes do ponto de vista de possiveis projetos de manejo a
serem realizados com a espécie, uma vez que com populacdes ndo diferenciadas
geneticamente pode-se promover translocacdes dos animais entre diferentes areas, e promover
repovoamentos em regides afetadas pela pesca predatéria. Atividades como estas que
evitariam o colapso da espécie.

Quanto aos niveis de endogamia, somente os individuos da populacdo de Coari
apresentaram nivel alto e significante valor do Fis (Fis =0.41752, P=<0.001), o que pode estar

caracterizando uma coleta feita com individuos mais relacionados.

Tabela 04. Valores de Nm (abaixo) e Fst (acima).

Tefé (1) Coari (2) Janauaca (3) Santarém (4)

Tefé (1) . 0,00009 0,00676 -0,00122



Janauaca (3) 73,46553 75’99030 ° 0,01508

Santarém (4)  |1finito Infinito 32,65979

5. CONCLUSAO

Este trabalho foi pioneiro no estudo com marcadores microssatélites para O.
bicirrhosum. Os seis loci estudados apresentam grande qualidade como marcadores
moleculares, entretanto deve-se estudar a variabilidade de outros loci desenvolvidos para esta
espécie para a confirmacdo e continuacdo deste trabalho. Adicionalmente deve-se incluir
também outras localidades na bacia Amazénica. Nossas principais conclusdes sdo:

e Os niveis de variabilidade genética observados no aruand podem ser
considerados baixos e heterogéneos entre as diferentes localidades amostradas;

e As populagdes de aruands analisadas ndo estdo estruturadas geneticamente e
formam uma Unica populacdo panmitica;

Por fim, recomenda-se a continuacdo deste trabalho para confirmar os padrbes
observados e responder a outras questdes genéticas, ndo s6 como 0s marcadores

microssatélites, como os mitocondriais.
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