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RESUMO 

A região Neotropical exibe a maior diversidade de peixes de água doce do mundo e a 
história demográfica de vários táxons está relacionada com a história geomorfológica e 
climática desta região. Duas das principais bacias hidrográficas da região Neotropical, a 
Amazônica (Am) e a Tocantins-Araguaia (To-Ar) são ecologicamente diversas. Elas são 
ricas em linhagens de peixes endêmicos, como os Osteoglossiformes, uma das linhagens 
mais antigas de teleósteos, atualmente difundida em quase todos os continentes, com 
exceção da Antártida. Entre os Osteoglossiformes a família Arapaimidae é representada 
por apenas dois gêneros, com um representante Sul-Americano Arapaima e outro 
africano Heterotis, um importante grupo ictiológico que ainda apresenta escassez de 
dados genéticos. Portanto, as presentes investigações com o uso de ferramentas 
avançadas da genômica de populações, seleção de modelos demográficos por 
aprendizado de máquina, citogenética clássica, molecular e citogenômica, objetivaram 
desenvolver um entendimento amplo da diversidade cromossômica, molecular e 
filogeográfica destas espécies, com o intuito de esclarecer melhor os eventos evolutivos 
que moldaram a história demográfica deste grupo de peixes. Para tanto, foram 
examinados representantes sul-americanos e africanos de Arapaimidae, nomeadamente 
Arapaima (quatro populações naturais da bacia Am, três da bacia To-Ar e de três 
pisciculturas) e Heterotis niloticus (uma população do rio Oluwa na Nigéria). Nas 
abordagens comparativas intercontinentais e intraespecíficas, observou-se que as 
espécies diferiram significativamente por meio de números cromossômicos diploides, 
com 2n = 56 encontrado em Arapaima e 2n = 40 exibido por H. niloticus. Entretanto, 
estas espécies apresentaram algumas tendências gerais compartilhadas por outros 
osteoglossiformes analisados até o momento, como a presença de apenas um par de 
cromossomos portadores dos sítios de DNAr 18S e 5S e cariótipos dominados por 
cromossomos acrocêntricos-submetacêntrico, correspondendo assim aos padrões de 
cariótipo hipotético ancestral para os teleósteos. Além disso, seus genomas apresentam 
uma divergência notável em termos de conteúdo e distribuição de DNA repetitivos, 
como revelado por Hibridização Genômica Comparativa (CGH). Por outro lado, a 
diversidade genômica de sequências de cópia única (SNPs), estudadas através de 
análises de componentes principais (PCA), baseadas em alelos obtidos pelo 
procedimento DArTseq, demonstraram uma distância genética muito baixa entre estes 
gêneros. Estes dados forneceram uma visão clara da diversidade genética entre espécies 
africanas e sul-americanas de Arapaimidae e foram altamente consistentes com os dados 
cromossômicos, geográficos e históricos, auxiliando na compreensão de sua 
diversificação evolutiva. Já nas investigações do gênero Arapaima para a América do 
Sul, observamos um nível geral mais alto de diversidade genética nas populações do 
Am, quando comparado ao observado na bacia To-Ar. Adicionalmente, uma alta 
diferenciação genética entre as populações das diferentes bacias foi observada. Ao 
incluirmos amostras de piscicultura, também conseguimos evidenciar a ancestralidade 
mais provável dos reprodutores usados, levantando a discussão sobre o uso de 
reprodutores fora da distribuição de seu agrupamento genético. Não houve 
diferenciações cromossômicas significativas na estrutura cariotípica e nas composições 
de DNAs repetitivos mapeados entre as populações de Arapaima estudadas. Embora as 
principais vias para a colonização de Arapaima na América do Sul ainda não estejam 
claras, a seleção de modelo a partir de redes neurais convolucionais (CNN) aplicadas 
aos nossos dados empíricos indicam um cenário no qual a bacia do Am foi a primeira a 
ser colonizada, seguida da bacia To-Ar. Outros estudos devem se concentrar em uma 
reconstrução biogeográfica histórica mais ampla da ordem Osteoglossiformes, que pode 
potencialmente explicar sua relação com o rompimento do Gondwana e a presença deste 
táxon na América do Sul. 
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ABSTRACT 
 

The Neotropical region exhibits the largest diversity of freshwater fishes in the world 
and the demographic history of several taxa is related to the geomorphological and 
climatic history of this region. Two of the main hydrographic basins of the Neotropical 
region, the Amazon (Am) and the Tocantins-Araguaia (To-Ar) are ecologically diverse. 
They are rich in endemic fish species, such as the Osteoglossiformes, one of the most 
ancient ancestral lineages of teleosts, currently widespread on almost all continents, 
except Antarctica. Among the Osteoglossiformes, the Arapaimidae family is 
represented by only two genera, with a South American representative Arapaima and 
another African Heterotis, an important ichthyological group that still has lacked 
genetic and cytogenetic studies. Therefore, the present work with the use of advanced 
population genomics tools, selection of demographic models by machine learning, 
conventional and molecular cytogenetics analysis, aimed at developing a broad 
understanding of the chromosomal, molecular and phylogeographic diversity of these 
species. We aimed to better clarify the evolutionary events that shaped the demographic 
history of this fish group. For that, South American and African representatives of 
Arapaimidae, namely Arapaima (four natural populations of the Am basin, three of the 
To-Ar basin and three fish farms) and Heterotis niloticus (a population of the Oluwa 
River in Nigeria) were examined. The species differed significantly by means of diploid 
chromosome numbers, with 2n = 56 found in Arapaima and 2n = 40 exhibited by H. 

niloticus. However, these species presented some general tendencies shared by other 
Osteoglossiformes analyzed so far, regarding the presence of only one pair of 
chromosomes bearing 18S and 5S rDNA sites and karyotypes dominated by 
acrocentric-submetacentric chromosomes, thus corresponding to hypothetical karyotype 
patterns ancestral to teleosts. In addition, their genomes showed remarkable divergence 
in terms of repetitive DNA content and distribution as revealed by Comparative 
Genomic Hybridization (CGH). On the other hand, genomic diversity of single-copy 
sequences (SNPs), retrieved through principal component analysis (PCA), based on 
alleles obtained by the DArTseq procedure, demonstrated a very low genetic distance 
between these genera. These data provided a clear view of the genetic diversity between 
African and South American Arapaimidae species and were highly consistent with the 
chromosomal, geographic and historical data, helping to understand its evolutionary 
diversification. Concerning the investigations of the genus Arapaima in South America, 
we observed a higher general level of genetic diversity in the Am populations when 
compared to the one observed in the To-Ar basin. In addition, a high genetic 
differentiation between the populations of the different basins was observed. By 
including samples of fish farming, the most likely ancestry of the used breeding herds 
was revealed, raising concerns about the use of broodstocks outside the distribution of 
their genetic grouping. No significant chromosome differentiations in the karyotypic 
structure and repetitive DNA compositions among the studied Arapaima populations 
was observed. Although the main routes for Arapaima colonization in South America 
are still unclear, the model selection from convolutional neural networks (CNN) applied 
to our empirical data indicated a scenario in which the Am basin was the first to be 
colonized, followed by the To-Ar one. Other studies should focus on a wider historical 
biogeographic reconstruction of the order Osteoglossiformes, which may potentially 
explain its relationship with the Gondwana break-up and the presence of this taxon in 
South America. 
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distribuição geográfica (África, Sudeste Asiático e América do 
Sul); as variáveis categóricas são resumidas nos quadrados preto 
(África), verde (Sudeste Asiático) e vermelho (América do 
Sul).................................................................................................... 
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Figura 17. Idiogramas representando 2n e padrões de distribuição do DNAr 

em espécies osteoglossiformes. Nos cromossomos, os locais de 
distribuição do DNAr 18S são destacados em verde, e do DNAr 
5S em vermelho e Sítios Teloméricos Intersticiais (ITS) em azul. 
HNI = Heterotis niloticus; AGI = Arapaima gigas; PMI = 
Petrocephalus microphthalmus; SWA = Stomatorhinus walkeri; 
MMO = Marcusenius moorii; GPE = Gnathonemus petersii; RNI 
= Gymnachus niloticus; CBL = Chitala blanci; CCH = Chitala 

chitala; COR = Chitala ornamentado; CLO = Chitala lopis; NNO 
= Notopterus notopterus; XNI = Xenomystus nigri; PAF = 
Papyrocranus afer; e PBU = Pantodon buchholzi. Os dados são 
baseados em Barby et al. (2018); Hatanaka et al. (2018)………...... 
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Capítulo 2.   
 

 

Figura 18.  a) Mapa do Brasil indicando os locais de coleta de Arapaima das 
bacias Tocantins-Araguaia (amarelo) e Amazônia (verde), 
codificadas de acordo com a Tabela 1. Os locais de amostragem 
das pisciculturas são representados por triângulos alaranjados, 
enquanto as amostragens naturais são mostradas como círculos 
vermelhos. b) resultados do fastSTRUCTURE para K de 2 a 4 e 
para K = 3 na análise no GENELAND. Cada amostra é 
representada como uma barra vertical mostrando a proporção de 
seu genoma pertencente a cada um dos grupos K. Linhas pretas 
separam indivíduos de diferentes localidades................................... 
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Figura 19.  Cariótipos de Arapaima macho (a, b, c) e fêmeas (d, e, f) 

arranjados sequencialmente por coloração de Giemsa (a, d), 
bandeamento C (b, c) e duplo-FISH com DNAr de 5S e 18S rDNA 
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(c, f). Barra = 5µm............................................................................. 110 
Figura 20.  Placas metafásicas de Arapaima da população de Javaé (JAV) 

(bacia Tocantins-Araguaia) hibridizadas com sequências de DNAs 
repetitivos, incluindo microssatélites mono di e trinucleotídeos e 
as famílias multigênicas U2 snDNA. Barra = 5 µm.......................... 
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Figura 21.  Placas metafásicas de Arapaima da população da Reserva de 

Desenvolvimento Sustentável Mamirauá (MAM) (bacia 
Amazônica) hibridizadas com sequências de DNAs repetitivos, 
incluindo microssatélites mono di e trinucleotídeos e as famílias 
multigênicas U2 snDNA. Barra = 5μm............................................. 
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Figura 22.  Experimentos de hibridização genômica comparativa (CGH) em 

cromossomos metafásicos de indivíduos de Arapaima das 
populações Javaé (JAV) (a-d) e Mamirauá (MAM) (e-h). Primeira 
coluna (a, b): imagens de cromossomos corados com DAPI; 
segunda coluna (b, f): padrão de hibridização utilizando DNAg de 
Arapaima da população MAM (vermelho): terceira coluna (c, g): 
padrão de hibridização utilizando o DNAg de Arapaima da 
população JAV (verde); quarta coluna (d, h) sobreposição das 
imagens. As regiões compartilhadas são destacadas em amarelo. 
As setas indicam a maior abundância de algumas repetições em 
indivíduos da população MAM. Barra = 5μm.................................. 
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Figura 23.  Representação gráfica dos cenários simulados testados para 
Arapaima. O modelo 1 considera a distribuição amostrada como 
uma população panmítica em todos os momentos; o modelo 2 
simula um evento de colonização na bacia amazônica; e o modelo 
3 um evento de colonização na bacia Tocantins-Araguaia. Os 
símbolos representam os parâmetros estimados de theta (θ) nas 
populações atuais em todos os modelos, bem como os tempos de 
divergência entre bacias (τ2) e da população COD (τ1), tamanhos 
populacionais durante o evento fundador (θrF-A) e tamanhos 
populacionais durante e após o evento fundador (θrC-A)................. 
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Figura 24.  Modelagem da distribuição climática de Arapaima, construída 

com base nos pontos de distribuição atuais (A). Áreas climáticas 
adequadas são mostradas de acordo com um gradiente para o 
presente (B), (C) último máximo glacial (21 mil anos) e (D) último 
máximo interglacial (120 mil anos) .................................................. 
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Figura 25 Placas metafásicas de Arapaima da população de São Félix do 

Araguaia, MT (SFA), bacia To-Ar, hibridizadas com sequências 
de DNAs repetitivos, incluindo microssatélites mono, di e 
trinucleotídeos e as famílias multigênicas U2 snDNA. Barra = 
5μm.................................................................................................... 
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Figura 26 Experimentos de Hibridização Genômica Comparativa (CGH) em 

cromossomos metafásicos de indivíduos de Arapaima das 
populações Javaé (JAV) (a-d) e Mamirauá (MAM) (e-h). Primeira 
coluna (a, b): imagens de cromossomos corados com DAPI; 
segunda coluna (b, f): padrão de hibridização utilizando DNAg de 
Arapaima da população MAM (vermelho): terceira coluna (c, g): 
padrão de hibridização utilizando o DNAg de Arapaima da 
população JAV (verde); quarta coluna (d, h) sobreposição das 
imagens. As regiões compartilhadas são destacadas em amarelo. 
As setas indicam a maior abundância de algumas repetições em 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Deriva Gondwânica  

Um dos problemas relacionados a abordagens de eventos ancestrais é a correta 

identificação do tempo geológico em que eles ocorreram. Nessa perspectiva, adotamos 

no presente estudo a tabela de tempos geológicos atualizada (Figura 1), disponibilizada 

no site da Comissão Internacional sobre Estratigrafia, com o intuito de estabelecer um 

padrão global e facilitar comparações e interpretações.   

 

Figura 1: Tempos geológicos com base em camadas cronoestratigráficas (Cohen et al. 
2017). 

 

A hipótese mais aceita para a distribuição continental prevê que no início do 

período Triássico existia um único continente (Pangeia), ocupando quase todo o 

hemisfério Sul e um megaoceano chamado Pantalassa (Sanmartin & Ronquist, 2004). 

Nesse período, eventos importantes envolvendo a tectônica global iniciaram mudanças 

com fortes impactos na paisagem (Soares Júnior et al. 2011). Tais mudanças, tanto na 

instabilidade quanto na modificação da paisagem, originaram-se a partir do evento 

magmático CAMP (Central Atlantic Magmatic Province) em torno de 200 Ma, no final 

do Triássico (Hames et al. 2003; Marzoli et al. 2000; Mchone, 2000; 2002).   
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Por um certo período, África e América do Sul permaneceram ligadas no 

antigo continente Gondwana, ao longo do Paleozoico, separando-se no Mesozoico, 

especificamente no período Triássico. Conforme Alfred Vegner em Goldblatt (1993), 

principalmente com base em dados paleontológicos, tal separação ocorreu 

aproximadamente entre 152 e 156 Ma.  

Entretanto De Azevedo (2011), sugere que a abertura do Atlântico Sul 

Equatorial ocorreu nas zonas de fratura oceânica de Ascensão e Bahamas, com 

estimativa de idade geológica entre o Aptiano-Cenomaniano (entre 125 a 100,5 Ma), ou 

que que essa abertura ocorreu no final do Jurássico início do Cretáceo entre 145 a 100 

Ma (Galvão, 1991; Villegas, 1994; Soares Junior et al. 2011). Também é proposto que o 

contexto tectônico da América do Sul estabeleceu-se no início do Cretáceo período 

Aptiano aproximadamente 112 Ma com a separação da África e abertura do Atlântico 

Sul, e ainda que essa separação iniciou-se no Cretáceo a aproximadamente 35 Ma 

transcorrendo lentamente e se concretizando com o aumento do Oceano Atlântico, no 

meio do Cretáceo entre 106 a 84 Ma (Pindell et al. 1988; Rabinowitz & Labrecque, 

1979).  

Com base na movimentação tectônica e a paleogeografia da região, Soares 

Junior et al. (2011) sugeriram que a foz do Amazonas, ou seja, a margem Atlântica 

Equatorial, se formou a partir de um complexo de bacias sedimentares desenvolvidas 

desde o Neotriássico até o Eocretáceo (Albiano) em três fases distintas. Na primeira 

delas formou-se a Bacia da Foz do Amazonas, no Neotriássico. Na segunda, ocorreu a 

formação da Bacia de Marajó, no Berriasiano, além de uma nova fase de rifteamento na 

Bacia da Foz do Amazonas no Valanginiano e a formação das bacias de Bragança-

Viseu, São Luís, Ilha Nova e Barreirinhas, no Aptiano. Finalmente, na terceira fase, 

houve uma nova movimentação tectônica para formar a Foz do Amazonas atual, 

envolvendo as bacias de Barreirinha e Pará-Maranhão entre o Aptiano e o Albiano, 

evoluindo a partir daí para a fragmentação continental da Gondwana (Figura 2). 
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Figura 2: Mapa paleogeográfico da separação do Gondwana com os respectivos tempos 
geológicos (círculos em vermelho) - (A) Neotriássico, (B) Eocretáceo-Valanginiano, 
(C) Eocretáceo-início do Aptiano, (D) Eocretáceo-final do Aptiano, (E) Neocretáceo-
Turoniano e (F) Neocretáceo-Paleogeno, (FA – Bacia da Foz do Amazonas; M – Bacia 
de Marajó; B – Bacia de Barreirinhas; BV – Bacia de Bragança – Viseu; SL – Bacia de 
São Luís; IN – Bacia de Ilha Nova; PM – Bacia do Pará – Maranhão; ag – Arco de 
Gurupá; afus – Arco Ferrer – Urbano Santos; at – Arco do Tocantins, figura elaborada 
com base em Soares Júnior et al. (2011), tempos geológicos baseados na tabela de 
Cohen et al. (2017). 
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1.2 Formação das Bacias Amazônica e Tocantins-Araguaia (Brasil) e Bacia do 

Rio Níger (África) 

Não é possível falar em formação e/ou definição de bacia hidrográfica sem 

considerar a geomorfologia e a paleogeografia, ponderando a sua relevância para a 

interpretação das formas e formação do relevo. De fato, ambas constituem condições 

indissociáveis na formação de divisores de águas, definindo cursos e características 

físico-químicas que influenciam diretamente a ecologia, a genética e a evolução dos 

organismos.  

Para Ross (2016), o relevo brasileiro é bastante antigo e desgastado, 

constituído basicamente de planaltos, planícies e depressões que foram formadas a partir 

dos processos intempéricos de erosão contínuas e permanentemente adaptados. Esse 

autor divide o Brasil em 28 unidades morfoestruturais (Figura 3) que definem os cursos 

dos rios e das bacias hidrográficas brasileiras, com base em dados de sensoriamento 

remoto, de morfoclimas e de morfoesculturas. 

 

 
 
Figura 3: Divisão do relevo brasileiro em 28 unidades morfoestruturais classificadas no 
mapa como: planaltos (em vermelho), formações produtos de erosão com altitude acima 
de 300m, conhecidos como morros, serras e chapadas. Depressões (em laranja), 
superfícies entre 100 e 500m de altitude, com inclinação suave, mais plana que o 
planalto, formadas também por processos de erosão. Planícies (em amarelo), áreas 
planas com altitude inferiores a 100m, formadas pelo acúmulo recente de sedimentos 
que definem os cursos d’aguas e, consequentemente, os cursos de drenagem dos rios das 
bacias hidrográficas brasileiras. Contorno preto dentro do mapa das unidades 
morfoestruturais, evidencia as áreas das bacias Amazônica e Tocantins-Araguaia. Mapa 
externo ressaltando cada uma dessas bacias. Figura adaptada de Ross (1990). 

 

Bacia Amazônica 

Bacia 
Tocantins
-Araguaia 
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O curso de uma bacia hidrográfica é objeto de estudo da Geomorfologia 

Fluvial, e permite, pela análise dos traçados dos rios e vales, bem como da morfologia 

do relevo, esclarecer inúmeras questões geomorfológicas (Christofoletti, 2001). De 

acordo com Riccomini et al. (2009), constituem a drenagem de uma bacia hidrográfica 

seus afluentes, subafluentes e eventuais lagos que drenam para um rio principal, 

formando um sistema propício ao transporte de matéria e de desgastes das bases 

litológicas. A grande maioria (93%) dos atuais sistemas fluviais da América do Sul 

drenam para o Oceano Atlântico, o que foi possível devido aos persistentes escudos 

continentais, da Guiana e Brasileiro, pela presença dos Andes emergindo nas margens 

continentais oeste e norte, por vários arcos estruturais e por uma bacia de antepaís a 

leste dos Andes (Lundberg et al. 1998). 

 

1.2.1 Bacia Amazônica 

A bacia Amazônica abrange sete países: Brasil, Colômbia, Bolívia, Equador, 

Guiana, Peru e Venezuela, ocupando áreas que vão desde os Andes (onde ocorre a 

cabeceira do rio Solimões) até a foz no Oceano Atlântico. Possui uma área aproximada 

de 6 milhões de Km2, ocupando 45% do território brasileiro (Figura 3) onde abrange 

sete estados: Acre, Amazonas, Rondônia, Roraima, Amapá, Pará e Mato Grosso. 

Apresenta extensa rede de grandes rios como o Amazonas, Xingu, Solimões, Madeira e 

Negro. Apresenta precipitação anual de 2.205mm, ~25% a mais do que a média 

nacional (1.761 mm). Concentra 81% das águas superficiais disponíveis no país, com 

vazão média equivalente a 74% da vazão média nacional. Uma boa parte da região 

ainda se encontra preservada, possuindo 85% da área ainda coberta por vegetação nativa 

(Agência Nacional de Águas, Brasil, 2015; Ministério do Meio Ambiente, Brasil, 2006).  

O sistema fluvial dessa bacia é extremamente abundante, apresentando o maior 

volume de descarga do mundo (175.000 m3/s) e comprimento superior a 6.400 km. 

Entretanto, ainda são escassas as pesquisas sobre sua drenagem, bem como dos seus 

tributários (Rossetti & Valeriano, 2007). Todavia, dados geológicos mostram que nem 

sempre o curso dessa bacia permaneceu como se apresenta atualmente, com vários 

cenários diferentes moldando o seu curso de drenagem nos últimos milhões de anos 

(Rossetti & Valeriano, 2007; Sacek, 2014; 2017). 

As unidades sedimentares da região do baixo Amazonas são datadas do 

Cretáceo ou mais recentes (Rossetti & Valeriano, 2007), com o padrão de drenagem da 

bacia apresentando-se dinâmico ao longo do tempo geológico. Inicialmente a drenagem 
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do oeste do rio Amazonas fluía para o Caribe, mas em torno de 10 Ma esse padrão de 

drenagem voltou-se para o leste, onde se encontra atualmente a foz do rio Amazonas, 

tendo por base a datação de sedimentos provenientes dos Andes encontrados na foz do 

rio Amazonas (Sacek, 2014; 2017). Gorini et al. (2014), com base em análises sísmicas 

e de sedimentos, constataram que possivelmente existiu um proto-Amazonas. Os dados 

de Van Soelen et al. (2017) sobre produtividade marinha primária, pela análise de 

sedimentos na região próximo a foz do Amazonas, também sugerem que um sistema 

fluvial anterior ao rio Amazonas, transcontinental, estaria presente nessa região desde 

antes do Mioceno.  

Outras abordagens semelhantes, com base em análises das camadas 

estratigráficas sedimentares nas regiões próximas a foz do Amazonas, indicam que os 

sedimentos provenientes dos Andes, no Oceano Atlântico, datam de cerca de 9,4 a 8,7 

Ma, evidenciando o início da drenagem do rio Amazonas transcontinental (Hoorn et al. 

2017; Van Soelen et al. 2017). Todavia, Figueiredo et al. (2010) sugerem que o rio 

Amazonas se inicia como transcontinental no Mioceno, entre 11,8 e 11,3 Ma, e 

completou sua conformação atual durante o final do Pleistoceno.  

Alguns autores também suportam a ideia de que o rio Paraná, com cabeceira 

previamente estabelecida no Chile e Argentina por evento de captura de cabeceira de 

um proto-Amazonas-Orinoco, drenava para o norte até o estabelecimento do divisor de 

águas moderno entre a bacia do Paraná e Amazonas a ~30Ma (Lundberg et al. 1998). 

Com o episódio tectônico de inclinação da oroclinal boliviana, formou-se na base dos 

Andes, uma bacia de antepaís antes do Mioceno tardio e que esta bacia drenou a vasta 

região da Amazônia Ocidental, Orinoco ocidental e norte do rio Magdalena para o 

Caribe (Lundberg et al. 1998). Posteriormente, a ~10Ma, com a formação final da 

Cordilheira Oriental, originou-se o sistema do rio Magdalena e com a continuação da 

elevação da Cordilheira de Mérida e Cordilheira Oriental da Colômbia (~8.5 – 8.0 Ma) 

resultou o fechamento do portal caribenho para a drenagem do proto-Amazonas-

Orinoco oriental. Por fim, há ~8.0 Ma ocorreu, então, o estabelecimento do atual padrão 

de drenagem do rio Amazonas, de oeste para leste, em direção ao Oceano Atlântico 

(Lundberg et al. 1998). 

No território brasileiro a Região Hidrográfica Amazônica (RH Amazônica) ou 

bacia Amazônica, limita-se com os divisores de águas da drenagem da bacia Tocantins-

Araguaia a oeste, sendo as Serras dos Carajás, da Seringa, dos Gradaús e Roncador, 

ocorrendo em uma depressão inundada na maior parte do ano, com ocorrência de vários 
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lagos, pântanos e florestas sazonais, até desaguar no Estuário Amazônico no Oceano 

Atlântico (Ministério do Interior, Brasil, 1982; Ministério do Meio Ambiente, Brasil, 

2006).  

 

1.2.2 Bacia Tocantins-Araguaia 

Durante o Plio-Pleistoceno a Bacia Tocantins-Araguaia drenava para o rio 

Amazonas através de um paleo rio Tocantins. Contudo, devido à formação de barreiras 

por acúmulo de sedimentos na região da foz, o curso da drenagem mudou para o leste 

da atual Ilha do Marajó. Subsequentemente, com a erosão de partes destes sedimentos 

por um braço do rio Amazonas formou-se o rio Pará e a Ilha do Marajó. Esse novo 

braço atualmente recebe a drenagem da bacia Tocantins-Araguaia (Figura 4) (Rossetti 

& Valeriano, 2007). 

 

 

Figura 4: Mudanças na drenagem da bacia Tocantins-Araguaia a partir do Plio-
Pleistoceno, A) Foz do paleo rio Tocantins desaguando no Amazonas; B) formação de 
barreira de sedimentos e desvio da foz do rio Tocantins e C) formação do rio Pará, a 
partir de um braço do rio Amazonas, erodindo sedimentos em falhas geológicas  do 
Holoceno, com separação da Ilha do Marajó e nova conformação da drenagem da bacia 
Tocantins-Araguaia desaguando no rio Pará, adaptado de Rossetti & Valeriano (2007). 
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Essa bacia é a maior bacia totalmente localizada em terras brasileiras, 

possuindo superfície de ~918.273km2, representando 10,8% do território nacional e 

abrangendo os estados de Goiás (26,8%), Tocantins (34,2%), Pará (20,8%), Maranhão 

(3,8%), Mato Grosso (14,3%) e o Distrito Federal (0,1%). A maior parte situa-se na 

região Centro Oeste do país, inclusive a nascente de seus dois principais representantes, 

rios Tocantins e Araguaia, drenando suas águas para a região Norte do país (Figura 3) 

(Ministério do Meio Ambiente, Brasil, 2006; Agência Nacional de Águas, Brasil, 2015).  

Após a confluência do Araguaia com o Tocantins, a bacia fica restrita a um 

corredor de ~300Km de comprimento, acompanhando o curso do rio Tocantins e 

desaguando no rio Pará. Limita-se a oeste com a bacia do rio Xingu e ao norte com o 

estuário amazônico (ambos pertencentes à bacia Amazônica), ao sul com a bacia do rio 

Paraná e a leste com a bacia do rio São Francisco. Podem ser também relatados como 

limites geográficos e possíveis divisores de água ao sul o Planalto Central, a oeste as 

Serras dos Carajás, da Seringa, dos Gradaús e Roncador, a leste a Serra Geral de Goiás 

e a Chapada Mangabeiras e ao norte o estuário amazônico. O divisor de água entre os 

rios Tocantins e Araguaia é representado pela Serra Dourada (Ministério do Interior, 

Brasil, 1982).  

 O rio Tocantins possui ~1960Km de extensão, da nascente no Planalto de 

Goiás, a 1000m de altitude, até a sua foz no Oceano Atlântico na margem direita da Ilha 

do Marajó, no estado do Pará. Seus principais afluentes são os rios das Almas e 

Maranhão, na região de sua nascente, Paranã, Bagage, Tocantinzinho, Dos Sonos, 

Manoel Alves Grande e Farinha, na margem direita e rios Santa Tereza e Itacaúnas na 

margem esquerda. Entretanto, seu principal tributário na margem esquerda é o rio 

Araguaia, com extensão de ~2600Km, e onde se encontra a Ilha do Bananal, a maior 

ilha fluvial do mundo, isolada pelo curso principal do rio Araguaia e um dos seus braços 

o qual, na região dessa ilha, recebe o nome de rio Javaé (Ministério do Meio Ambiente, 

Brasil, 2006; Agência Nacional de Águas, Brasil, 2015).  

O clima na Região Hidrográfica do Tocantins-Araguaia (RH-Tocantins-

Araguaia) ou bacia Tocantins-Araguaia é tropical, com temperatura média anual de 

26°C. Ocorrem dois períodos climáticos bem definidos: um chuvoso compreendendo os 

meses de outubro a abril, com mais de 90% de precipitação, representando em torno de 

1.869 mm/ano, e um período seco compreendendo os meses de maio a setembro, com 

baixa umidade relativa do ar e uma média de evapotranspiração de ~1.371 mm/ano. É a 

segunda maior região do Brasil em termos de disponibilidade hídrica, apresentando uma 
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vazão média de ~13.779 m3/s, equivalente a 9.6% do total do país e apresenta 

predominantemente dois tipos de biomas, a Floresta Amazônica e o Cerrado, este 

último ocupando mais de 50% da área da região (Ministério do Meio Ambiente, Brasil, 

2006; Agência Nacional de Águas, Brasil, 2015).  

 

1.2.3 Bacia do Rio Níger 

O rio Níger é o décimo maior rio do mundo, o maior rio da África Ocidental 

com extensão de aproximadamente de 4.180 km, e o terceiro maior rio da África, sendo 

menor apenas que os rios Nilo e Congo. Seus principais afluentes são os rios Bani, 

Mekrou, Sokoto e Kaduna. Apresenta curvatura acentuada a aproximadamente 2.200 

Km de seu trajeto e grande parte de sua área na região da foz permanece inundada 

durante todo o ano. Possui vários lagos de tamanho acentuado, dentre eles os lagos de 

Faguibine com 800 Km2, Niangaye com 400 Km2, Tanda e Kabara com 325 Km2 e 

Debo e Walado-Debo com 220 Km2 (Davies & Walker, 1986).  

De acordo com Daget (1954), a bacia do rio Níger apresenta uma história 

complexa. Até o final do Terciário existiam dois rios, um proto-alto Níger, fluindo para 

o Golfo de Senegal, que posteriormente foi ligado ao rio Senegal, e um proto-baixo 

Níger que drenava as terras altas do Saara. No final do Terciário, com as secas mais 

intensas, os vales ocidentais do Alto Níger foram bloqueados com depósitos eólicos. No 

início do Quaternário, após estabelecimento de condições mais úmidas, formou-se na 

região norte do rio um lago. Dunas de areia invadiram novamente o norte da bacia e 

atingiram o nível do afloramento. Finalmente, no período fluvial subsequente, o 

aumento das chuvas e o assoreamento do lago forçaram lentamente o rio na direção 

nordeste onde se juntou ao Baixo Níger, atingindo gradualmente sua forma atual. 

A bacia do Níger faz fronteira ao sul com a cordilheira Guineense e a oeste e 

noroeste com as montanhas Fouta-Djalon e Mandingue respectivamente. Seus 

sedimentos, nas regiões de planícies na parte setentrional da bacia, são datados do 

Quaternário (Picouet et al. 2001). As margens são compostas de planaltos e encostas 

conectadas em áreas mais baixas, frequentemente ocupadas por lagos. Na sua forma 

atual a bacia é formada por dois subsistemas: um proveniente do Níger propriamente 

dito, que nasce na Guiné e flui para o sudeste, em uma região de planícies que se 

ramifica e forma uma rede de canais que durante a chuva transbordam e formam um 

lago conhecido com Delta Interior do Níger, e outro constituído pelo rio Benue que 
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nasce no norte de Camarões e flui para o oeste até atingir o Níger a 460 Km da sua 

região de descarga no grande Golfo da Guiné (Davies & Walker, 1986). 

A nascente do rio Níger ainda não é bem definida. Alguns autores, como 

Fontes et al. (1991), sugerem que sua nascente se situa na Serra Leoa, enquanto 

Pedinotti et al. (2012), consideram que ele começa nas montanhas da Guiné e termina 

na Nigéria, passando por um enorme delta interior e deságua no Oceano Atlântico. 

Atualmente a bacia do Níger contribui significativamente na disponibilidade de água e 

alimento para a região da África Ocidental que, por ser uma região agrícola, é altamente 

dependente das práticas de gestão e disponibilidade de água (Pedinotti et al. 2012). 

 

1.3 Os Osteoglossiformes: considerações quanto à origem e distribuição 

A superordem Osteoglossomorpha é considerada um grupo monofilético 

(Betancur-R et al. 2013; Lavoué et al. 2012; Near et al. 2012) e representa uma das 

primeiras linhagens divergentes dos teleósteos modernos e restritos à água doce 

(Arratia, 1999; Lundberg, 1993; Near et al. 2012). Compreende várias espécies vivas 

distribuídas naturalmente ou introduzidas em todos os continentes, com exceção da 

Antártica (Adite et al. 2005; Hilton & Lavoué, 2018; Hurtado et al. 2018; Nelson et al. 

2016). Esta ordem possuem um amplo registro fóssil, com mais de 80 espécies extintas 

em praticamente todos os continentes (Wilson & Murray, 2008), possui morfologia 

heterogênea, apresentam fosseis tanto em ambientes de água-doce quanto em ambientes 

marinhos (Forey & Hilton, 2010; Hilton & Lavoué, 2018). Ainda que alguns autores 

apoiem o monofiletismo do grupo, suas relações filogenéticas, bem como sua 

biogeografia, apresentam opiniões divergentes (Buckup, 2003; Hilton, 2003; Hilton & 

Lavoué, 2018; Lavoué & Sullivan, 2004; Nelson et al. 2016). Com base no total de 

registros fósseis, é estimado que a sua origem varia do Triássico ao Médio Jurássico 

(~206.9-167.0 Ma), com média em torno de ~182,4 Ma, tempo este que está 

intimamente ligado à origem dos primeiros teleósteos (Arratia, 2010; Dornburg et al. 

2014; Hughes et al. 2018).  

A superordem Osteoglossomorpha é dividida em duas ordens, 

Osteoglossiformes e Hiodontiformes. Osteoglossiformes são peixes encontrados em 

diversos rios e lagos encontrados na África, Ásia, América do Sul, Austrália e ilhas do 

Oceano Pacífico tropical. Em contraste, os Hiodontiformes ocorrem apenas na América 

do Norte e são provavelmente o grupo mais primitivo de osteoglossomorfos vivos 

(Nelson et al. 2016). Alguns autores dividem os Osteglossiformes em cinco famílias 
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distintas: Pantodontidae, Notopteridae, Gymnarchidae, Mormyridae e Osteoglossidae 

agrupando todas as espécies conhecidas como aruanãs (Scleropages e Osteoglossum) e 

pirarucus (Arapaima e Heterotis) nesta última família (Nelson et al. 2016). No entanto 

Ferraris Jr (2003), engloba Osteoglossum e Scleropages dentro de Osteoglossidae e 

Arapaima e Heterotis em uma nova família, Arapaimidae, critério este que está sendo 

adotado no presente estudo.  

Das seis famílias atualmente descritas, três apresentam distribuição restrita ao 

continente Africano (Pantodontidae, Mormiridae e Gymnarchidae), enquanto as outras 

três (Arapaimidae, Notopteridae e Osteoglossidae), se apresentam distribuídas em 

distintos continentes (Nelson et al. 2016). Pantodontidae e Gymnarchidae, contém 

apenas uma espécie descrita, Pantodon buchholzi (peixe-borboleta africano) e 

Gymnarchus niloticus (“aba-aba”).  Por sua vez, a família Mormyridae representa a 

maior família da ordem Osteoglossiformes, com cerca de 200 espécies e 18 gêneros, 

com a maioria das espécies apresentando um tamanho de 09-50 cm. A família 

Osteoglossidae é composta de seis espécies, popularmente conhecidas como “aruanãs”, 

subdivididas em dois gêneros: Osteoglossum e Scleropages. Dentro do gênero 

Osteoglossum, as duas espécies existentes, O. bicirrhosum (aruanã prata) e O. ferreirai 

(aruanã preto) são endêmicas da América do Sul. Por sua vez, o gênero Scleropages 

engloba espécies endêmicas do Sudeste Asiático (S. formosus e S. inscriptus) e do norte 

da Austrália e Nova Guiné (S. jardinii e S. leichardti) (Bloom & Lovejoy, 2012; 

Nelson, 2006). A família Arapaimidae é constituída por apenas dois gêneros, Arapaima 

e Heterotis, sendo encontrados em diferentes bacias hidrográficas da América do Sul e 

da África, respectivamente. Por fim, a família Notopteridae contém dez espécies 

popularmente conhecidas como “peixes-faca” e distribuídas em 4 gêneros: Chitala, 

Notopterus, Papyrocranus e Xenomystus. Já os gêneros Chitala e Notopterus são 

endêmicos do sudeste asiático, Papyrocranus e Xenomystus são encontradas 

exclusivamente no continente africano (Nelson et al. 2016; Roberts, 1992). 

Recentemente Vialle et al. (2018) realizaram análises filogenômicas 

comparativas em 24 espécies de três grandes grupos de peixes ósseos, ou seja, 

Osteoglossomorpha, Elopomorpha e Clupeocephala, sugerindo que Osteglossomorpha e 

Elopomorpha são grupos-irmãos e constituem a linhagem irmã de Clupeocephala. Esses 

autores consideram que o tempo de divergência entre Osteglossomorpha e Elopomorpha 

é de aproximadamente ~30 Ma entre (187,77 à 159,27 Ma) e que a divergência destas 

duas linhagens em relação a Clupeocephala data de ~245,94 Ma. Paralelamente, outra 
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informação relevante advinda desses estudos é que as duas famílias da ordem 

Osteoglossiformes presentes na América do Sul, Arapaimidae e Osteoglossidae, 

divergem em aproximadamente ~91,14 Ma, já no final do Cretáceo. Enquanto que os 

Osteoglossomorpha mais basais podem ter sido afetados pelo rompimento da 

Gondwana, ou até mesmo da Pangeia, a abundância desse grupo em áreas não ocupadas 

por linhagens atuais (nordeste asiático), ou atualmente apresentando baixa diversidade 

(América do Norte), sugere uma história biogeográfica complexa, onde eventos de 

dispersão e/ou extinção locais desempenharam um papel fundamental (Capobianco & 

Friedman, 2018). Notopteridae, por exemplo, apresenta registro fóssil indicando que já 

estava presente na Índia desde o Cretáceo, o que, entretanto, não pode ser usado para 

estimar o seu tempo ou local de origem. Estimativas moleculares de divergência entre 

notopterídeos africanos e asiáticos mostram considerável variação do Jurássico Superior 

ao Cretáceo Superior (Inoue et al. 2009; Lavoué, 2016). Desta forma, nem o cenário 

considerando um evento de vicariância África-Índia, assim como nem a dispersão da 

África para a Índia através do Canal de Moçambique, podem ser rejeitados com base 

nas evidências presentes (Capobianco & Friedman, 2018).  

Com base em modelos de dispersão e considerando que todas as principais 

linhagens de Osteoglossomorpha possuem registro fóssil no continente africano (exceto 

os Hiodontidae, acredita-se que a África possa ter sido o centro de origem e dispersão 

desse grupo (Darlington, 1957). No entanto, a maior diversidade de registro fóssil de 

Osteoglossomorpha é encontrado em formações do Jurássico Superior e Cretáceo 

Inferior do nordeste asiático, o que, contudo, não esclarece se esse padrão é devido a 

uma origem asiática ou a um viés geográfico do registro sedimentar no continente 

(Capobianco & Friedman, 2018). Outro padrão proposto por Kumazawa & Nishida 

(2000), sugere uma ampla distribuição pangeana durante o Permiano-Triássico, mas 

sem evidências paleontológicas, mesmo considerando a grande riqueza de fósseis para 

este período (Romano et al. 2016). Entretanto, para a divergência entre as ordens 

Osteoglossiformes e Hiodontiformes Cavin (2017), propõe um evento vicariante 

Laurasia-Gondwana no Jurássico originando os Hiodontiformes Laurasianos e os 

Osteoglossiformes Gondwânicos. 

Dentre os peixes ósseos a ordem Osteoglossiformes constitui um dos grupos 

mais basais, característica esta que tem despertado o interesse em diferentes áreas de 

estudo como a sistemática, morfologia, filogenia, biogeografia e evolução (Greenwood 

et al. 1966; Greenwood, 1973; Hilton, 2003; Lundberg, 1993; Nelson, 1969; Nelson et 
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al. 2016; Taverne, 1979; Wilson & Murray, 2008). Essa ordem apresenta ampla 

distribuição geográfica, com pelo menos um representante em cada um dos continentes 

do hemisfério sul.  Esta distribuição cosmopolita, englobando Américas do Norte e do 

Sul, África, Europa, Ásia Continental, Indo-Malaya e Austrália e ainda representantes 

marinhos (Phareodus do início do Paleogeno) sugere possível dispersão marinha de 

longa distância (Bonde, 2008; Wilson & Murray, 2008). 

Dados atualizados sobre a filogenia e a filogeografia dos Osteoglossiformes 

são discutidos em Hilton & Lavoué (2018) (Figura 5).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Biogeografia histórica de Osteoglossomorpha baseada na análise de área 
ancestral. Estimativa da área ancestral usando filogenia bayesiana calibrada através de 
combinações entre tempo, caracteres moleculares e morfológicos de táxons existentes e 
extintos. Letras de A à F representam as regiões (ver mapa figura A) usadas para a 
reconstrução biogeográfica: A (amarelo) Afrotrópicos; B (verde) Neotrópico; C 
(vermelho) Oriente; D (laranja) Austrália; E (azul) Neártico, F (rosa) Nordeste 
Paleártico (período Cretáceo). As distribuições geográficas dos táxons existentes e 
extintos são indicadas (figura B). O intervalo ancestral mais provável é fornecido: 
intervalos ancestrais nos nós indicam as distribuições ancestrais inferidas antes da 
especiação e as faixas ancestrais nas posições de canto representam as faixas 
geográficas imediatamente após a especiação. Gráficos de pizza pretos e brancos acima 
da reconstrução da área ancestral específica mostram a probabilidade (branco) da 
reconstrução correspondente, figura adaptada de Hilton & Lavoué (2018). 
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Por sua vez, pelo fato de alguns grupos estarem amplamente distribuídos em 

ambientes de água doce das regiões tropicais, e neotropicais eles estão sempre incluídos 

nas discussões da biogeografia Gondwânica. No entanto, a ocorrência de 

Osteoglossiformes atuais e extintos incluindo o hemisfério norte e também ambientes 

marinhos dificulta a reconstrução da história biogeográfica para este grupo de peixes 

(Greenwood, 1970; 1973; Hurtado et al. 2013; Inoue et al. 2009; Lauder, 1983; Lavoué, 

2016; Lundberg, 1993; Lundberg & Chernoff, 1992; Near et al. 2012; Nelson, 1969; 

Patterson, 1975; 1981; Soares, 2008; Taverne, 2015). Portanto, alguns grupos 

monofiléticos que possuem representantes na África e América do Sul podem contribuir 

significativamente para a melhor compreensão da história biogeográfica e filogenética 

dos Osteoglossiformes (Goldblatt, 1993; Lundberg, 1993).  

 

1.4 A família Arapaimidae 

1.4.1 Considerações sobre origem, distribuição e taxonomia 

De acordo com as evidências fósseis, muitos clados endêmicos das terras 

baixas da Amazônia são muito anteriores às incursões marinhas Mioceno-Plioceno, ou 

mesmo de formações datadas do Médio-Mioceno da atual bacia Amazônica (Lundberg, 

2005; Lundberg et al. 1998; 2007; Lundberg & Aguilera, 2003; Lundberg & Chernoff, 

1992). Filogenias moleculares utilizando calibração com relógio molecular sugerem que 

alguns desses táxons datam do Paleogeno. Além disso, alguns registros de Lepdosiren 

(Dipnoi) e Arapaima em planícies inundadas são muito antigos, com origens no 

Cretáceo Superior, mostrando que a ictiofauna da bacia Amazônica tem origem 

heterogênea (Lopez-Fernandez et al. 2005; Lovejoy & Albert, 2010; Lovejoy et al. 

2006). 

Uma característica interessante evidenciada no registro fóssil para a espécies 

que são consideradas grupo-irmão de Arapaimidae e Osteoglossidae, é que várias 

espécies foram encontradas em depósitos marinhos (Bonde, 2008; Forey & Hilton, 

2010; Taverne, 1998). Isto é notável porque, uma vez que a grande maioria dos fósseis 

de osteoglossiformes existentes foram encontrados em ambientes de água doce, esta 

ocorrência de fósseis marinhos sugere que pelo menos partes da história evolutiva dos 

Osteoglossomorpha ocorreu em ambiente marinho (Bonde, 2008; Forey & Hilton, 2010; 

Patterson, 1975; Taverne, 1998), indicando uma origem marinha com várias incursões 

em ambiente de água-doce (Forey & Hilton, 2010). Entre as formas marinhas estão † 

Magnigena (Paleoceno, Arábia Saudita), † Brychaetus (Eoceno, Europa, África, sul da 
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Ásia e possivelmente da América do Norte), † Heterosteoglossum, † Furichthys, † 

Xosteoglossid, † Brychaetoides, e um Osteoglossiforme não identificado (Início do 

Eoceno, Dinamarca), † Monopteros, † Thrissopterus e † Foreyichthys (Eoceno, Monte 

Bolca, Itália), bem como vários táxons não nomeados (por exemplo, particularmente a 

caixa craniana parecida com o osteoglossídeo do Eoceno de Londres (Forey & Hilton, 

2010). 

Dentre os Osteoglossiformes, a família Arapaimidae compreende duas 

linhagens distintas com distribuição intercontinental, ou seja, o gênero africano 

Heterotis (aruanã africano) e o gênero sul-americano Arapaima (pirarucu) (Forey & 

Hilton, 2010). Com base em análises de marcadores moleculares, Betancur-R et al. 

2013) sugerem que a separação dessas duas linhagens teria ocorrido entre 136 a 65.5 

Ma. 

 O registro fóssil de Arapaimidae e Osteoglossidae sugere o Cretáceo e início 

do Eoceno como idade mínima para ambos os clados. Entretanto, tais estimativas 

baseadas em fósseis não são conclusivas, tendo em vista as dificuldades de 

compreensão das relações filogenéticas dos fósseis deste grupo (Forey & Hilton, 2010). 

Por sua vez, (Broughton et al. 2013) consideram que quando se considera fosseis 

correlacionados ao grupo, como † Chanopsis, há certa consistência com datas 

moleculares, indicando o início do Cretáceo como estimativa da idade desses clados.  

O registro fóssil da família Arapaimidae indica que linhagens de Arapaima, 

surgiram na América do Sul antes do Cretáceo (Cesero et al. 1997; Lundberg & 

Chernoff, 1992). Espécies deste grupo, como o pirarucu (Arapaima gigas) podem ser 

considerados fósseis vivos tendo em vista que resguardam muitas características 

primitivas presentes nos peixes mais ancestrais. Indícios sugerem que ele viveram no 

período Paleoceno e sua distribuição geográfica constantemente é relacionada com o 

evento geológico da deriva continental (Maisey, 2000; Taverne & Maisey, 1999). 

Considerando a idade dos registros fósseis, a vicariância continental envolvendo a 

deriva da América do Sul-África, bem como a fragmentação do bloco América do Sul-

Antártica-Austrália, podem ter apresentado papel significativo na divergência dos 

Osteoglossiformes da América do Sul (Capobianco & Friedman, 2018).  Entretanto, 

alguns autores sugerem que a distribuição atual dos Arapaimidae, quando 

correlacionado com os registros fósseis, pode ser explicada por dispersão marinha 

seguida pela colonização de ambientes de água doce (Lavoué, 2016; Wilson & Murray, 

2008).  
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Entretanto, mesmo considerando a existência de fósseis marinhos 

correlacionados com Arapaima e Heterotis, não há evidência convincente que os 

ancestrais comuns mais recentes eram marinhos adaptados (Bonde, 2008; Lavoué, 

2016; Sparks & Smith, 2005; Taverne, 1998). Desta forma Hilton & Lavoué (2018), 

consideram que, embora teoricamente seja possível a hipótese de dispersão marinha 

explicando a distribuição de Arapaima e Heterotis, isso parece altamente improvável, 

tendo em vista que requer a combinação de quatro eventos raros de evolução biológica 

para estes peixes, sendo elas: 1) uma transição “agua doce para o ambiente marinho”, 2) 

uma dispersão marinha a longa distância, 3) uma transição “marinha para água doce” e 

finalmente, 4) a extinção seletiva de organismos marinhos. Desta forma estes autores 

sugerem que eventos de dispersão explicam melhor as trocas intercontinentais de peixes 

de água doce do final do Cretáceo para o Eoceno, mesmo considerando situações que 

possam parecer improváveis ou inadequadas para peixes de água doce tropicais, como: 

temperatura temperada para latitudes acima de 30 graus e pontes terrestres 

intercontinentais, que teriam existido, sustentando ambientes de água doce contínuos, 

conectando América do Sul e América do Norte, América do Norte e Europa e Europa e 

África durante o intervalo Cenozoico a Cretáceo-Inferior. 

Dentro do gênero Heterotis, H. niloticus representa a única espécie conhecida 

de Arapaimidae em rios tropicais e lagos de água doce da África central e ocidental 

(Lévêque et al. 1990; Nelson, 2006). Apesar de ser popularmente conhecida como 

"aruanã africano", é mais estreitamente relacionada com os pirarucus do que com o 

aruanã asiático (Scleropages formosus) e australianos (S. leichardtii e S. jardnii), 

justificando sua recente inclusão na família Arapaimidae (Ferraris Jr, 2003). No que se 

refere ao gênero Arapaima, sua distribuição abrange uma grande parte das bacias 

Tocantins-Araguaia e Amazônica no Brasil e no Peru (Buckup, 2003; Castello, 2008). 

Este gênero foi considerado monotípico por muitos anos, possuindo apenas a espécie A. 

gigas como representativa (Ferraris Jr, 2003). Entretanto, estudos recentes vêm 

considerando a inclusão de possíveis novas espécies válidas nesse gênero. De fato, 

Stewart (2013a), descreveu uma nova espécie, Arapaima leptosoma, coletada na região 

de confluência dos rios Purus e Solimões, na bacia Amazônica, assim como redescreveu 

uma antiga espécie, Arapaima agassizii, originalmente descrita por Cuvier & 

Valenciennes (1847), coletado em terras baixas da Amazônia brasileira. Stewart, 

(2013a) ainda propõem que o gênero Arapaima abrigaria pelo menos cinco espécies (A. 

gigas, A. mapae, A. arapaima, A. agassizii e A. leptosoma). Entretanto, esta questão tem 
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sido controversa, visto que outros autores consideram que os espécimes de Arapaima 

presentes nas bacias Amazônica e Tocantins-Araguaia correspondem a uma única 

espécie nominal, constituindo uma população panmítica com uma grande área de 

distribuição (Farias et al. 2015; Hrbek et al. 2005; Hrbek et al. 2007; Hrbek & farias, 

2008). Assim sendo, a taxonomia do gênero Arapaima ainda permanece obscura, 

carecendo de maiores análises.  

 

1.4.2 Aspectos biológicos, ecológicos e econômicos  

1.4.2.1 Arapaima gigas (Schinz, 1822) 

Arapaima gigas, também é conhecido como “pirosca” nas proximidades da 

Ilha do Bananal, na bacia Tocantins-Araguaia nos estados de Goiás, Tocantins, Mato 

Grosso e Pará. Mas é mais popularmente conhecido no restante do Brasil como 

“pirarucu”. Esta espécie possui ampla distribuição na América do Sul, ocorrendo no 

Peru, Colômbia, Equador, Guiana e no Brasil nas bacias Amazônica e Tocantins-

Araguaia, em ambientes naturais (Arantes, 2009; Goulding et al. 2003; Hrbek et al. 

2005). Entretanto, ocorre também em várias partes do mundo e em várias outras bacias 

brasileiras como espécie introduzida. É a espécie de água doce que apresenta o maior 

porte, podendo atingir até 200 Kg de massa corpórea e até quatro metros de 

comprimento (Castello, 2004; Chu-Koo et al. 2009; Nelson et al. 2016; Roubach et al. 

2003).  

Apresenta rusticidade, rápido crescimento e ganho de peso, chegando a 10 kg 

já no primeiro ano, podendo ser cultivado tanto em tanques escavados, de cimento ou 

em açudes, apresentando excelente qualidade de carne, sem espinhos e boa aceitação 

pela população (Bard & Imbiriba, 1986; Brandão et al. 2006; Imbiriba, 2001). Esta 

espécie pode se adaptar a diferentes tipos de águas da região amazônica (água branca, 

água preta e água clara), mesmo considerando as particularidades relacionadas a pH e 

condutividade elétrica (Junk, 1983; Sioli, 1967).   

Diferentemente da maioria dos peixes teleósteos, que possuem apenas 

respiração branquial, A. gigas apresenta também uma bexiga natatória modificada, 

altamente vascularizada que possibilita a captura do ar atmosférico, funcionando assim 

como um pulmão primitivo nesta espécie (Sawaya, 1946), sendo a respiração aérea 

obrigatória, responsável por 78% do oxigênio consumido. Por outro lado, a maioria da 

excreção do gás carbônico (de 63 a 85%) é realizada diretamente através das brânquias 

(Brauner & Val, 1996), Tais características  aparentam ser de vital importância, tendo 
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em vista que esta espécie vive em ambientes de águas quentes, entre 24 a 31 °C, com 

baixo teor de oxigênio dissolvido (Brandão et al. 2006; Cavero et al. 2003; De Andrade 

et al. 2007; Henderson, 1999), aspecto evolutivo que pode estar relacionada aos baixos 

níveis de oxigênio encontrado nas águas amazônicas (Queiroz, 2000).  

Possui hábito alimentar primariamente piscívoro na fase adulta (Queiroz, 2000; 

Watson et al. 2013). Nada lentamente ou fica à espera de suas presas para captura 

mediante pressão negativa, realizada com a oclusão das membranas do opérculo e um 

forte movimento de sucção com a boca (Fontenele, 1948; Pinese, 1996). Alimenta-se 

preferencialmente de caracóides e loricarídeos, mas também de espécies de pequeno 

porte, moluscos, crustáceos e insetos (Oliveira et al. 2005; Queiroz, 2000). Entretanto, 

mesmo sendo carnívora, a espécie apresenta dentes cônicos diminutos nos maxilares e a 

apreensão da presa ou alimento é auxiliada pela presença de placas dentígeras na região 

do palato, em conjunto com a língua óssea (Fontenele, 1948, Watson et al. 2013). 

Assim, como predador, o pirarucu se encontra no nível trófico mais alto de uma cadeia 

alimentar (Imbiriba, 2001). Devido ao hábito carnívoro, existem registros sobre a sua 

introdução, em diferentes barragens do Departamento Nacional de Obras Contra as 

Secas (DNOCS), com o objetivo de controlar populações de piranhas e pirambeba que 

proliferavam descontroladamente nos açudes nordestinos na década de 60 (Fontenele & 

Vasconcelos, 1982). 

A. gigas vive preferencialmente em áreas de planície alagadas (Figura 6), 

apresentando comportamento sedentário (Mcconnell & Lowe-Mcconnell, 1987; 

Queiroz, 2000). Seu padrão de dispersão é em média 13,7/Km por ano (Queiroz, 2000), 

com deslocamento em linha reta variando entre 3,9 a 64,2 Km. Apresenta dimorfismo 

sexual apenas quando adulto, no período da reprodução, quando o macho apresenta uma 

coloração escura na parte superior da cabeça até o início da nadadeira dorsal, enquanto 

as laterais do corpo, o ventre e a região caudal adquirem coloração avermelhada. Por 

outro lado, as fêmeas apresentam coloração castanho claro e são maiores e mais pesadas 

que os machos (Fontenele, 1953). 
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Figura 6: Local de coletada de 11 exemplares de Arapaima, lago as margens do rio 
Javaé, rio circundante do lado direito da Ilha do Bananal, Fazenda Aruanã, Lagoa da 
Confusão, TO, outubro de 2016. 
 

Diferente de muitos peixes teleósteos que apresentam dois ovários ou dois 

testículos funcionais, A. gigas possui dois testículos, mas apenas o testículo esquerdo 

mostra funcionalidade, enquanto o direito é atrofiado (Imbiriba, 2001). Por sua vez, nas 

fêmeas ocorre apenas um ovário, situado na cavidade abdominal em posição latéro-

mediana esquerda (Figura 7). Esta espécie apresenta ainda comportamento reprodutivo 

complexo, com construção de ninhos e cuidado parental com os filhotes (Monteiro et al. 

2010). Enquanto alguns autores afirmam que a espécie não apresenta canibalismo (Bard 

& Imbiriba, 1986; Fontenele, 1948), outros sugerem que em um ambiente com escassez 

de zooplâncton para alimento pode ocorrer um significativo canibalismo entre pós-

larvas (Ono et al. 2004). Realiza desovas parceladas produzindo em torno de 11.000 

alevinos por desova (Bard & Imbiriba, 1986; Fontenele, 1948; Ono et al. 2004). 

Entretanto a quantidade de ovócitos/ovos presentes em fêmeas adultas de pirarucu pode 

ser muito maior, já tendo sido registrado até 636.000 ovócitos (Fontenele, 1953; 

Queiroz, 2000; Saint-Paul, 1986).  
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Figura 7: Foto de ovário de fêmea de Arapaima, setor Panta Leão, Reserva de 
Desenvolvimento Sustentável Mamirauá, Tefé – AM, outubro de 2017. 

 
 

O período reprodutivo dos pirarucus na Amazônia está relacionado ao ciclo de 

chuvas da região, com picos entre os meses de outubro-março na Amazônia Central e 

entre janeiro-maio na Amazônia Oriental (Queiroz, 2000). Ocorre em locais de pouca 

profundidade, variando de 0,8m a 1,0m (Fontenele, 1953) até 2,0m dependendo da 

firmeza do substrato (Ono et al. 2004).  O aumento do nível da água com o aumento das 

chuvas pode provocar variações no pH, influenciando o processo de maturação gonadal, 

algo semelhante ao que acontece com outros peixes amazônicos (Imbiriba, 2001). Na 

bacia Tocantins-Araguaia, próximos a Ilha do Bananal, em coleta realizada no presente 

estudo, foi capturada uma fêmea prestes a desovar, no mês de janeiro. Segundo os 

pescadores, nessa região os pirarucus começam a desovar em dezembro e finalizam a 

desova em março, quando já pode ser observado o casal nadando junto às larvas e/ou 

pequenos alevinos. 

Os ninhos de pirarucus são construídos em ambiente de fundo argiloso e sem 

vegetação, apresentam forma esférica, com aproximadamente 0,2m de profundidade por 

0,5m de diâmetro (Ono et al. 2004). Após a desova, os machos depositam o líquido 

seminal sobre os óvulos para fertilizá-los e, após a eclosão, as larvas ainda permanecem 
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por cinco dias no ninho até a absorção completa da vesícula vitelina (Fontenele, 1948; 

Bard & Imbiriba, 1986). Inicialmente, acreditava-se que existia a formação de casais 

apenas monogâmicos (Monteiro et al. 2010). Todavia Farias et al. (2015), analisando 

populações em cenários de cativeiro, seminaturais e naturais, constataram que essa 

relação nem sempre é só monogâmica, visto que entre os filhos de um dado casal 

ocorriam alguns indivíduos que eram filhos de outro macho. Também é sugerido que 

enquanto os machos se envolvem muito mais com o cuidado com a prole por até 3 

meses, as fêmeas após um mês, deixam a prole e o macho, para se reproduzir 

novamente com outros machos durante a mesma temporada de reprodução (Du et al., 

2019). 

A. gigas, representa atualmente uma das espécies com maior potencial para a 

aquicultura (Ono, 2007), uma vez que possui carne de alta qualidade, com coloração 

levemente rosada, textura firme com baixo teor de gordura (<5%) (Fogaça et al. 2011), 

sendo considerada como o “bacalhau brasileiro” pelo sabor e aparência (Fontenele & 

Vasconcelos, 1982; Imbiriba, 2001). Entretanto, um dos grandes problemas que 

impedem a expansão da criação de pirarucus no Brasil é a não disponibilidade de 

espécimes juvenis no mercado. Essa falta, em muitos casos, é consequência de 

problemas de infraestrutura ou de conhecimentos sobre os cuidados necessários com as 

pós-larvas e juvenis, o que ocasiona taxa de sobrevivência inferior a 20% ou mesmo a 

perda total da produção (Ono, 2007).  Assim, é evidente que um aumento de 

conhecimento sobre a fisiologia, ecologia e genética do pirarucu é essencial para a 

melhoria da produção (Ono et al. 2004; Soares & Noronha, 2007).  

O pirarucu, juntamente com diversas outras espécies de peixes, tem 

apresentado diminuição da diversidade genética e declínio populacional em 

consequência da perda de hábitats naturais e da sobre-exploração comercial (Allan et al. 

2005; Castello et al. 2011). Em alguns países vizinhos, como o Peru, bem como no 

nordeste brasileiro, já foram realizadas iniciativas de repovoamento em ambientes 

naturais (Bardach et al. 1972; Fontenele & Vasconcelos, 1982), o que entretanto, pode 

trazer consequências no tocante a variabilidade genética da espécie. As iniciativas que 

visam a proteção e conservação do pirarucu no Brasil ainda são escassas, apesar de 

normativas do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 

Renováveis) impedindo o abate de espécimes com comprimento inferior a 150 cm.  

Entretanto, tais portarias são frequentemente burladas por pescadores, colocando em 

risco a continuidade desta espécie. O Decreto Estadual 34.100/2013 proíbe a pesca e 



 

 44 

comercialização do pirarucu no Estado do Amazonas, exceto para animais cultivados 

em cativeiro, devidamente registrados e com origem comprovada.  Mesmo a nível 

internacional, A. gigas ainda recebe pouca atenção relacionada à proteção e 

conservação. Praticamente não existe informações na Lista Vermelha para espécies 

ameaçadas da União Internacional para Conservação da Natureza (IUNC, 1996) sobre 

A. gigas. Entretanto esta espécie, juntamente com Scleropages formosus e Scleropages 

inscriptus são os únicos Osteoglossiformes que em 2017 aparecem listados no apêndice 

II da Convenção sobre o Comércio Internacional de Espécies da Flora e Fauna 

Selvagem em Perigo de Extinção (CITES, 2017). 

 

1.4.2.2. Heterotis niloticus (Cuvier, 1829) 

H. niloticus pode atingir tamanho próximo de 100 cm e, como os demais 

Arapaimidae, apresenta também respiração aérea (Nelson, 2006; Nelson et al. 2016). 

Segundo Moreau (1982), a bexiga natatória é dividida em três partes e se comunica com 

a faringe, tendo a primeira parte pouco vascularizada e ligada a cabeça e a segunda e 

terceira partes muito vascularizada, esta última ligada ao rim e formando uma massa 

esponjosa, vascularizada pela artéria pulmonar e veias cardinais posteriores, permitindo 

a sobrevivência dos indivíduos em regiões lamacentas com baixo teor de oxigênio e 

com temperatura até 35 °C. H. niloticus é uma das espécies de peixes mais valorizadas 

na África Ocidental, com ampla distribuição em vários rios e lagos de água doce do 

continente Africano (Lévêque et al. 1990; Moreau, 1982). Constitui um componente 

básico na dieta alimentar de vários povos dessa região, com carne dotada de alto teor 

proteico (Adite et al. 2005). Devido a estas características a espécie foi introduzida em 

muitos rios, lagos e reservatórios para projetos de aquicultura em várias regiões da 

África (Monentcham et al. 2009). Esta introdução, contudo, tem configurado 

desequilíbrios ecológicos em alguns desses ambientes, transformando-se em potencial 

praga em algumas regiões da África (Froese & Pauly, 2018).  Entretanto, ainda são 

poucas as pesquisas direcionadas visando elucidar as potencialidades dessa espécie para 

a aquicultura, bem como seus aspectos biológicos (Moreau, 1982; Adite et al. 2005; 

2006; Mustapha, 2010). Atualmente encontra-se em declínio em ambientes naturais, 

possivelmente devido à falta de políticas públicas para preservação e conscientização de 

sua situação ecológica (Mustapha, 2010). Em alguns desses ambientes, devido a ações 

antrópicas incluindo poluição por derramamento de óleo e destruição de manguezais, a 

espécie perdeu 60% de seu habitat, incluindo locais para desovas (Froese & Pauly, 
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2018). No norte da África, onde costumava ser capturada no alto Nilo egípcio, H. 

niloticus é considerada atualmente extinta, provavelmente em decorrência da represa 

alta de Assuã (Akinyi et al. 2010). 

  Os espécimes juvenis são encontrados em lugares pantanosos entre a vegetação 

aquática, enquanto os adultos vivem nas águas abertas dos rios e lagos, onde podem ser 

encontrados tanto na zona pelágica como na zona litoral, com tempo de vida estimado 

entre 5-10 anos (Dankwa et al. 1999; Moreau, 1982). De acordo com Monentcham et al. 

(2009), H. niloticus é classificada como uma espécie onívora, oportunista, consumindo 

uma variedade de alimentos, desde pequenos organismos bentônicos a peixes, 

camarões, restos vegetais e insetos terrestres.  Por outro lado, Bake & Sadiku (2005) 

afirmam que H. niloticus pode ser considerado predominantemente planctívoro, mas 

com ampla diversidade e plasticidade trófica.  

Três fatores parecem ser essenciais para desencadear o início da reprodução de 

H. niloticus, embora não exclusivos: o aumento do fotoperíodo e, consequentemente, da 

temperatura, o início da estação chuvosa e a diminuição do PH da água, assim como o 

período reprodutivo pode não estar necessariamente restrito a uma vez ao ano, podendo 

mudar de época conforme a localidade como, por exemplo, de julho-setembro no rio 

Níger, setembro-dezembro no rio Nyong, agosto-outubro na bacia do Chade e setembro-

outubro no rio Senegal (Moreau, 1982). Semelhantemente ao que ocorre em A. gigas, 

H. niloticus também possui uma única gônada localizada no lado esquerdo do corpo 

(Moreau, 1982; Adite et al. 2006).  A maturação ocorre aos dois anos de idade e a razão 

sexual é de 1/1 (Moreau, 1982). A espécie apresenta cuidado parental, com a construção 

de ninhos de formato circular e profundidades média de 60 cm para a desova. Quando 

os ninhos são perturbados ambos os pais carregam os filhotes na boca para uma outra 

localidade, sendo que tais cuidados seguem do momento do nascimento até os juvenis 

se dispersarem do ninho (Adite et al. 2005; 2006). Após o nascimento as larvas 

permanecem juntas com os pais, nadando em cardume. Depois de alguns dias, o 

cardume de alevinos inicia viagens um pouco mais longe dos pais em busca de 

alimentos e a partir daí, incursões tendem a se intensificar até os alevinos se desligarem 

totalmente dos pais (Moreau, 1982).  

H. niloticus apresenta rápido crescimento (Monentcham et al. 2009) e atinge 

facilmente 1,0 Kg de peso já no primeiro ano de vida (Dankwa et al. 1999). No entanto, 

quando criado em regime de cativeiro, onde a disponibilidade de alimento é favorecida, 

pode atingir 1,0 Kg entre 108 e 220 dias, com ganho de peso variando entre 4,3 a 8,8 g 
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por dia (Moreau, 1982), ou até mesmo de 3,0 a 4,0 Kg em 12 meses (Monentcham et al. 

2009). Entretanto, mesmo diante de tais dados promissores, vários problemas ainda 

precisam ser solucionados a fim de tornar H. niloticus rentável para a aquicultura da 

África, como conhecimentos mais aprofundados sobre fatores ecológicos, 

comportamentais e nutricionais que visem solucionar mortalidades maciças que podem 

ocorrer durante as primeiras fases da vida (Monentcham et al. 2009).  

 

1.5. Os peixes como material de estudos evolutivos: biodiversidade e conservação.  

Considerando que os peixes ocupam posição basal na filogenia dos 

vertebrados, estudos em espécies modelos contribuem significativamente para 

esclarecer diversas questões relacionadas com a organização do genoma e evolução dos 

vertebrados como um todo. Particularmente os peixes de água doce constituem um 

modelo importante para estudos biogeográficos, pois sua evolução pode ser 

intimamente associada à evolução geológica da Terra (Goldblatt, 1993). 

Consequentemente, cada continente apresenta uma fauna de peixes de água doce 

particular, onde os padrões distintos de distribuição são decorrentes de barreiras físicas 

que interromperam a dispersão de muitas espécies antepassadas, podendo separá-las em 

espécies distintas (Lundberg et al. 1998; Vari & Malabarba, 1998).  

Dentre os vertebrados o grupo dos peixes é considerado o grupo que apresenta 

maior diversidade, possuindo ampla distribuição nas regiões tropicais e subtropicais do 

planeta, correspondendo a mais de 50% do total de vertebrados existentes (Nelson et al. 

2016). Atualmente existem cerca de 5.196 gêneros com 34.904 espécies válidas, sendo 

que nos últimos 19 anos foram descritas 7.861 novas espécies (Fricke et al. 2018). Só na 

região Neotropical, uma das mais ricas e diversificadas do mundo, estima-se que a 

ictiofauna corresponda a aproximadamente 10% das espécies de vertebrados conhecidas 

(Albert & Reis, 2011; Mcconnell & Lowe-Mcconnell, 1987; Vari & Malabarba, 1998).  

A grande diversidade dos peixes Neotropicais pode estar relacionada à 

dinâmica das bacias hidrográficas durante a moldagem geológica da América do Sul. 

Lundberg et al. (1998), afirmam que o grande evento de formação dos Andes, 

influenciou diretamente na definição dos cursos dos rios da América do Sul, 

proporcionando incursões e regressões marinhas que proporcionaram vários eventos de 

vicariância, bem como da combinação de fauna entre vários rios desse continente. Por 

exemplo, a combinação das faunas com o estabelecimento do fluxo oeste-leste do 

Amazonas-Orinoco no fim do Mioceno pode representar um grande enriquecimento da 
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biota. Paralelamente, a emergência de novas terras no Norte da América do Sul e da 

América Central, possivelmente também proporcionou o aumento da biota Neotropical,  

à exemplo do isolamento dos sistemas de drenagem periférico do Sul (rio Paraná), 

Oeste (rio Amazonas) e Norte (rio Orinoco), que deu oportunidade para o aumento das 

divergências alopátricas, bem como para a extinção de algumas espécies de peixes 

tropicais com ampla distribuição.  

Entretanto toda essa biodiversidade encontra-se ameaçada, tendo em vista que 

as atividades humanas têm afetado muito o ambiente, ameaçando a manutenção da 

biodiversidade nativa e a auto regulação dos ecossistemas (Azevedo-Santos et al. 2017; 

Karam-Gemael et al. 2018; Pelicice et al. 2017). 

Segundo Myers & Knoll (2001), estamos vivendo em uma época de altíssimas 

taxas de extinção de espécies. Estimativas prévias já indicavam que em torno de 300 

espécies de peixes seriam extintas no prazo de 20-30 anos (Stiassny, 1999). Entretanto 

Woodruff (2001), considera que os índices são ainda mais alarmantes, estimando que de 

3.000 a 30.000 de um total de 10 milhões de espécies podem estar sendo extintas por 

ano, em decorrência da pesca excessiva, retirada de água, perda e degradação de habitat, 

poluição, introdução de espécies exóticas e não nativas. Desta forma, a conservação 

surge como uma prioridade a nível global em busca de amenizar todos esses impactos 

(Mustapha, 2010). Ao estabelecer prioridades de conservação, os índices que 

representam a quantidade de divergência genética, juntamente com as relações 

filogenéticas, são considerados ótimas ferramentas para tal fim (Mace et al. 2003). 

Nesta perspectiva, a conservação visa proteger e preservar 3,5 bilhões de anos de 

história que moldaram a grande diversidade genética hoje existente (Eisner et al. 1995).  

De acordo com Woodruff (2001), o sucesso evolutivo de uma espécie está 

associado intimamente com sua variabilidade genética, visto que a evolução atua com 

base na diversidade (Hughes et al. 2008; Woodruff, 2001). Por sua vez, a diversidade 

genética é influenciada diretamente pelo tamanho populacional que varia de acordo com 

as taxas de natalidade e mortalidade, migração e fluxo gênico entre as populações (Klug 

et al. 2012). Assim, em populações pequenas onde a taxa de endogamia é alta, altas 

taxas de homozigose tendem a reduzir a diversidade genética (Frankham et al. 2008; 

Woodruff, 2001). A popularização de técnicas moleculares que estimam a variabilidade 

genética através de polimorfismos de DNA tem proporcionado avanços em estudos de 

genética de populações e filogeografia (Antunes et al. 2010; Moresco et al. 2013). Estes 

marcadores constituem ferramentas essenciais para estimar parâmetros como 
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diversidade genética e fluxo gênico das populações (Avise & Hamrick, 1996; Woodruff, 

2001). Atualmente são empregadas diversas técnicas para estudo da diversidade 

genética, usando tanto marcadores de DNA mitocondrial quanto de DNA nuclear. Por 

sua vez, algumas sequências gênicas do DNA mitocondrial, como a do citocromo C 

oxidase subunidade I (COI), tem sido o marcador mais utilizado para a identificação de 

espécies (Hajibabaei et al. 2007; Hebert & Gregory, 2005). Outros marcadores também 

muito usados, devido principalmente à facilidade, baixo custo e alta sensibilidade, são 

os do tipo microssatélite SSR (repetições de sequências simples), os quais são utilizados 

em abordagens de genética de populações e filogeografia (Bornet & Branchard, 2004; 

Frankham et al. 2008; Luque et al. 2002; Moresco et al. 2013), identificação de peixes 

híbridos (Almeida-Ferreira et al. 2011; Bignotto et al. 2009; Hashimoto et al. 2012; 

2014), variabilidade genética populacional, fluxo gênico e migração (Accioly et al. 

2012; Antunes et al. 2010; Ferreira et al. 2017; Gupta et al. 2013; Moresco et al. 2013; 

Zhang et al. 2017). 

Mais recentemente, análises de diversidade genética tem sido realizadas com 

métodos como genotipagem por sequenciamento de nova geração (GBS), que tem 

permitido a obtenção de resultados promissores em análises filogenéticas, de 

diversidade genética e seleção genômica em diversos organismos (Brandolini et al. 

2016; Resende et al. 2012; Sánches-Sevilla et al. 2015; Steane et al. 2011). Entre os 

protocolos utilizados para realizar a GBS, a abordagem DArT-seq (Diversity Array 

Technology Sequencing) combina um método de redução de complexidade do genoma, 

visando predominantemente genes ativos e sequências de número reduzido de cópias e 

envolvendo plataformas de sequenciamento de nova geração (Jaccoud et al. 2001). O 

método DArT permite a detecção simultânea de milhares de polimorfismos de DNA 

resultantes de alterações de base única e pequenas inserções e deleções (InDels), 

marcando a presença ou ausência de fragmentos de DNA em representações genômicas 

geradas a partir de amostras de DNA genômico por um processo de redução da 

complexidade (Jaccoud et al. 2001). Diferentes de outras plataformas de genotipagem 

de SNP existentes, as plataformas DArT não se baseiam em informações de sequência 

pré-determinadas. Além disso, uma vez que os marcadores obtidos por essa técnica são 

enriquecidos para regiões hipometiladas do genoma, principalmente regiões ativas são 

recuperadas. Com isso, é possível detectar regiões do genoma que podem estar sob o 

efeito de pressões seletivas.  
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Ao lado da biologia molecular, a citogenética vem também contribuindo 

significativamente para a análise da biodiversidade (Cioffi & Bertollo, 2012), 

possibilitando o mapeamento de diferentes tipos de sequências nucleotídicas nos 

cromossomos, identificação de cromossomos inteiros, regiões cromossômicas e 

hibridização genômica comparativa entre as espécies (zoo-fish). De fato, a 

citotaxonomia tem possibilitado a identificação de espécies crípticas, a exemplo do que 

ocorre entre os peixes da família Erythrinidae (Bertollo et al. 2000; Cioffi et al. 2012; 

Moreira-Filho & Bertollo, 1991), assim como grupos apresentando macroestrutura 

cariotípica heterogênea, com variações cromossômicas tanto numéricas como 

estruturais, ao lado de outros com padrão mais homogêneo e conservado (De Oliveira et 

al. 2015; Galetti et al. 1994). 

Pelo fato de apresentarem a maior biodiversidade entre os vertebrados, os 

peixes constituem um grupo extremamente atraente para o estudo de uma série de 

questões evolutivas. Tem sido sugerido que toda essa diversidade possa ser decorrente 

de mudanças genéticas possivelmente mais rápidas no genoma dos peixes do que em 

outros grupos de vertebrados (Amemiya et al. 2013; Bian et al. 2016, Brawand et al. 

2015; Ravi & Venkatesh, 2008). Os peixes apresentam características intrínsecas que 

podem estar influenciando diretamente na grande diversidade observada, como variação 

no conteúdo de DNA (Gregory, 2005), ocorrência de poliploidia (Cioffi et al. 2015; 

Kumar et al. 2013; Saenjundaeng et al. 2018), de diferentes sistemas de cromossomos 

sexuais (Bertollo, 2007; Carvalho et al. 2017; Cioffi et al. 2011; 2017; De Freiras et al. 

2018; Kavalco et al. 2016; Komissarov et al. 2018; Sember et al. 2018; Yano et al. 

2016) e a ocorrência de cromossomos Bs (De Oliveira et al. 2015; Moreira-Filho et al. 

2004; Utsunomia et al. 2016). Além da poliploidização, vários eventos de duplicações 

gênicas independentes ocorreram entre os peixes, há evidências substanciais de que um 

evento antigo de duplicação do genoma (tetraploidização) esteja relacionado com a 

diversificação de funções dos genes e especiação em várias linhagens (Zhang et al. 

2002). 

 

1.6. Os DNAs repetitivos na constituição genômica dos peixes: enfoque nos 

Osteoglossiformes 

O genoma dos eucariotos apresenta uma grande variação no conteúdo de DNA 

que, em muitos casos, não apresenta relação direta com a complexidade dos 

organismos, nível de ploidia e quantidade de genes (Gregory, 2005). Esta variação é 
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devida principalmente pelo acúmulo de DNAs repetitivos (Petrov, 2002), formado por 

sequências espalhadas, ou organizadas em tandem no genoma (Sumner, 2003; Wicker et 

al. 2007). A princípio por não se saber sua real função, esta classe de DNA foi 

considerada “DNA lixo” (Biémont, 2008; Biémont & Vieira, 2006). Entretanto, há hoje 

boas evidências de que este tipo de DNA participa da organização estrutural e funcional 

do genoma, atuando na replicação, reparo do DNA, rearranjo cromossômico, 

segregação cromossômica, regulação gênica, podendo também estar possivelmente 

correlacionado com algumas doenças (Biémont & Vieira, 2006, Shapiro & Von 

Sternberg, 2005). 

A maior parte do genoma dos peixes apresenta-se constituída de DNAs 

repetitivos, representados por muitos tipos específicos na região heterocromática e 

usualmente organizados em tandem (Cioffi & Bertollo, 2012; De Oliveira et al. 2015; 

2018; Sember et al. 2018; Utsunomia et al. 2016). Existem indícios bem documentados 

que elementos transponíveis e sequências correlacionadas em organismos eucariotos 

correspondem a mais de um terço do genoma, em mamíferos, por exemplo, essas 

sequências podem corresponder de 30% a 50% do genoma, com valores ainda mais 

altos para plantas e anfíbios (Charlesworth et al. 1994). 

Avanços no conhecimento da organização cromossômica de distintas 

sequências de DNA têm mostrado que elas desempenham um papel importante na 

organização estrutural e funcional dos genomas (Biémont & Vieira, 2006; Schueler et 

al. 2001).  Pesquisas citogenéticas relacionadas ao genoma dos peixes têm enfocado a 

distribuição de sequências repetitivas como, por exemplo, os DNAs microssatélites 

geralmente situados nas regiões de heterocromatina, nos centrômeros e nas regiões 

teloméricas dos cromossomos. Paralelamente, o mapeamento cromossômico de 

sequências de DNAs ribossomais e satélites tem fornecido informações importantes 

sobre a estrutura, funcionamento e evolução do genoma não só dos  vertebrados em 

geral, como também particularmente dos peixes no que se refere aos cromossomos B e 

sexuais (Biémont & Vieira, 2006; Carvalho et al. 2017; Cioffi et al. 2011; 2017; De 

Freitas et al. 2018; Kavalco et al. 2016; Motta-Neto et al. 2018; Saenjudaeng et al. 

2018; Sember et al. 2018).  

Segundo (Biémont & Vieira, 2006; Tautz & Renz, 1984), muitas pesquisas 

citogenéticas no genoma dos peixes envolvem o estudo destas sequencias repetitivas 

encontradas no genoma, na atualidade, contam com o auxílio da FISH que tem 

contribuído significativamente com a evolução da citogenética em peixes, utilizando 
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sondas de diferentes tipos de DNAs de famílias multigênicas, de rDNAs, de DNAs 

satélites, DNAs microssatélites e DNAs teloméricos, estes estudos tem apresentado 

resultados  importantes na busca por explicações de diferentes eventos evolutivos 

ocorridos em diferentes espécies desse grupo de vertebrados (Cioffi & Bertollo, 2012; 

Sochorová et al. 2018; Ocalewicz, 2013; Symonová & Howell, 2018). 

Nos últimos anos a aplicação de ferramentas de citogenética molecular 

avançada têm sido crescentes em estudos realizados em peixes. Especificamente, 

Hibridização Genômica Comparativa (CGH) e a pintura cromossômica total (WCP) 

ganharam um destaque na resolução de várias questões no campo da citogenética 

comparativa, permitindo acesso a uma série de questões evolutivas (Barby et al. 

2019). Tais metodologias têm sido utilizadas para a investigação da divergência 

genômica entre espécies relacionadas, com o intuito de esclarecer suas relações 

evolutivas (Barby et al. 2019; Sember et al. 2018). 

Além do emprego de técnicas de citogenética molecular, o sequenciamento de 

nova geração (NGS - Next Generation Sequencing) começa a ser também intensificado 

entre os peixes, visando responder importantes questões, a exemplo daquelas 

relacionadas com a diferenciação sexual e de cromossomos B, resposta ao stress e 

identificação de genes associados ao crescimento e metabolismo (Bian et al. 2016; 

Biscotti et al. 2016; Forconi et al. 2013; Li et al. 2016; Prado-Lima & Val, 2015; 

Utsunomia et al. 2016; Watanabe et al. 2018). Tal abordagem tem gerado uma grande 

quantidade de informações sobre sequências nucleotídicas, disponibilizadas em bancos 

de dados públicos e possibilitado, por exemplo, o mapeamento de genes a partir da 

anotação de genomas e transcriptomas.    

 Entre os Osteoglossiformes, Bian et al. (2016) utilizou o NGS para analisar o 

transcriptoma entre variedades da espécie Scleropages formosus (aruanã) identificando 

quantidades distintas de genes expressos de acordo com as variantes analisadas, ou seja: 

22.016 genes no aruanã dourado, 21.256 genes no aruanã vermelho e 21.524 genes no 

aruanã verde. Já Watanabe et al. (2018), montando o transcriptoma de fígado e de pele 

de Arapaima gigas, identificou 20.219 genes transcritos, um total de 9.551 no fígado e 

16.818 na pele. A grande quantidade de genes expressos mais intensamente na pele, 

tanto em machos quanto em fêmeas, foram os elementos transponíveis (tcb1 e tf2-1), 

indicando que eles são transcricionalmente ativos na pele de Arapaima (Watanabe et al. 

2018). Foram também registradas altas quantidades de elementos transponíveis nos 

genomas de três variedades de S. formosus, correspondendo a 27% no aruanã dourado, 
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27% no aruanã vermelho e 28% no aruanã verde (Bian et al. 2016; Li et al. 2016). Por 

sua vez, Vialle et al. (2018) baseado na montagem do genoma de A. gigas, conseguiu 

predizer um total de 24.655 genes codificadores para proteínas, proporcionando 

contribuições importantes para o conhecimento dos processos genéticos e evolutivos 

que acometem o genoma dos peixes.  

Além de localizações de sequencias gênicas específicas, identificação de 

rearranjos cromossômicos, mapeamento de DNAs repetitivos e análises de evolução 

cromossômica, a grande quantidade de dados gerados pelos sequenciamentos NGS, 

atualmente permite predizer e analisar diferentes cascatas gênicas em diferentes tipos de 

tecidos e células, que estão ligadas a distintos processos fisiológicos, de reprodução e 

ecológicos em diferentes espécies de peixes (Bian et al. 2016; Biscotti et al. 2016; 

Hrbek & Farias, 2008; Vialle et al. 2018; Watanabe et al. 2018). 

 

1.7. Investigações genéticas e citogenéticas em Arapaimidae  

Nas duas últimas décadas, ocorreu um aumento nas pesquisas sobre a 

diversidade genética de populações de Arapaima gigas, possibilitando avanços sobre a 

constituição e diversidade genética e ecologia dessa espécie, melhorando a avaliação do 

seu status na natureza e a elaboração de estratégias para seu manejo e conservação 

(Araripe et al. 2013; De Almeida, 2012; Farias et al. 2003; Hamoy et al. 2008; Hrbek et 

al. 2005; Hrbek & Farias, 2008; Vitorino et al. 2015; 2017). 

Os índices de fixação molecular (FST) obtidos para as populações de Arapaima 

tanto da região da bacia Amazônica, quanto da bacia Tocantins-Araguaia, indicam 

estruturação populacional (FST > 0.25) (Hrbek et al. 2005; 2007; Araripe et al. 2013; 

Vitorino et al. 2015; 2017). De acordo com Wright (1978), o índice de diferenciação 

genética entre populações pode variar de 0-1, sendo que para populações naturais 

valores FST > 0.25 indicam diferenciação genética muito alta. Adicionalmente, para as 

populações da bacia Tocantins-Araguaia dados do teste de Mantel (r = 0,646; p > 0,05) 

indicaram que, além da distância geográfica, outros fatores como eventos de gargalos 

populacionais que reduziram acentuadamente o tamanho das populações podem estar 

contribuindo para a alta diferenciação genética interpopulacional (Vitorino et al. 2015). 

A fragmentação, redução de habitat e isolamento de populações são fatores que 

influenciam diretamente na diminuição do fluxo gênico, impactando fortemente o 

aumento da diferenciação genética (Allendorf & Luikart, 2007). Populações de A. gigas 
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de diferentes locais da bacia Amazônica mostram baixo fluxo gênico entre elas e o 

consequente aumento da diferenciação genética interpopulacional (Hrbek et al. 2005). 

Quatro populações da bacia Tocantins-Araguaia foram analisadas quanto à 

diversidade genética, utilizando-se cinco pares de primers para marcadores 

microssatélites do tipo ISSR por Vitorino et al. (2015). As inferências Bayesianas e 

análises por agrupamento separaram as populações em três grandes grupos Araguaiana, 

MT, São Félix do Araguaia, MT, Novo Santo Antônio, MT e Itupiranga, PA, sem 

correlação direta entre distância geográfica e distância genética. Os marcadores ISSRs 

foram eficientes para determinar a diversidade genética e evidenciando que as 

populações de A. gigas da bacia Tocantins-Araguaia se encontram estruturadas, são 

endogâmicas e apresentam baixa diversidade genética. Estas características podem ser 

consequência da sobre-exploração e perda de habitat, restringindo as populações a 

refúgios isolados com baixos valores de heterozigosidade e aumento de endogamia 

devido ao isolamento das populações, comportamento sedentário e preferência por 

hábitos lênticos. Foi também evidenciada a diminuição gradual da diversidade genética 

de A. gigas a montante no rio Araguaia em relação à foz com a bacia Amazônica, 

indicando maior isolamento e diminuição do fluxo gênico entre as populações da bacia 

Tocantins-Araguaia em relação às populações da bacia Amazônica (Vitorino et al. 

2015). Entretanto, esses resultados diferem um pouco de trabalhos já realizados 

anteriormente (Hrbek et al. 2005, Hrbek et al. 2007; Araripe et al. 2013), que também 

identificaram certa estruturação populacional em populações da bacia Amazônica, mas 

com alto fluxo gênico. Neste caso, a variabilidade hidrológica existente entre as duas 

bacias pode estar contribuindo com a diferenciação genética interpopulacional 

encontrada. Neste sentido, a região da bacia Amazônica apresenta ciclos de inundação e 

vazão mais longos permitindo a migração dos pirarucus por um período mais 

prolongado, processo conhecido como migração lateral (Castello, 2008). Por sua vez, a 

bacia Tocantins-Araguaia apresenta duas estações bem definidas (seca e úmida) 

controlando a vazão de água e sua variação nos rios e nas planícies alagáveis. Durante 

os períodos de seca os lagos pertencentes às planícies alagáveis perdem a conexão com 

o rio e outros lagos, isolando populações, reduzindo amplamente o fluxo gênico, 

aumentando a endogamia, diminuindo a diversidade genética intrapopulacional e 

aumentado as diferenças interpopulacionais.  

Entretanto, essas características devem ser mais bem exploradas, na tentativa 

de entender se realmente as regulações do ciclo hidrológico estão influenciando ou não 
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o fluxo gênico. Na realidade, considerando que o período reprodutivo das populações de 

Arapaima na região da bacia Tocantins-Araguaia acontece entre dezembro e março, 

nesse momento é bastante comum as águas já terem aumentado nessa região e os lagos 

já estarem conectados entre si e com os rios. Assim sendo, alguma outra característica 

que talvez possa ser melhor investigada é a monogamia na espécie. Até que ponto esse 

comportamento poderia estar influenciando na diminuição da diversidade genética entre 

as populações de Arapaima? Entretanto, as ameaças à integridade das populações de 

Arapaima não estão restritas à fragmentação, perda de hábitat e sobre-exploração. 

Castello & Stewart (2010), consideram que este grupo sofre também ameaças quanto à 

sua integridade genética pela transposição de espécimes utilizados na piscicultura de 

uma região para outra, muitas vezes por centenas ou mesmo milhares de quilômetros, o 

que pode homogeneizar o patrimônio genético ou mesmo eliminar possíveis raças 

localmente adaptadas. Neste sentido constatamos durante nossos estudos que espécimes 

originários da bacia Amazônica estão sendo utilizados por piscicultores presentes na 

bacia Tocantins-Araguaia.  

Recentemente Torati et al. (2019), utilizando marcadores RAD-tags, 

analisaram cinco populações de A. gigas da bacia Amazônica e Tocantins-Araguaia, 

identificando 392 SNPs informativos, o que representa um percentual considerado baixo 

quando comparado com outros teleósteos, apenas 2,3%. Utilizando dados de estatística 

sumária para inferir sobre a estrutura das populações, esses autores observaram que as 

populações estão estruturadas em dois grupos: um englobando os rios Solimões e 

Amazonas e um outro grupo para o rio Araguaia e um terceiro grupo compreendendo 

uma zona híbrida na região do rio Tocantins, apresentando índices de diversidade 

genética variando de alto na populações da bacia Amazônica, intermediário no rio 

Tocantins e baixo no rio Araguaia. Por fim estes autores sugeriram que os índices 

intermediários e baixos são reflexos de certo grau de endogamia, devido à diminuição 

dos estoques de populações naturais nestas regiões mais urbanizadas que as demais 

regiões da bacia Amazônica e podem estar sendo influenciados pelo comportamento 

sedentário característico para esta espécie.  

O sequenciamento completo do DNA mitocondrial de A. gigas, indicou que o 

comprimento total desse genoma é de 16.433 pb, com 13 genes codificadores de 

proteínas, dois genes de RNAr e 22 genes de RNAt. Foi também evidenciada sua 

estrutura comum à dos vertebrados com a presença de códons e composição de bases, 

apresentando uma região de controle atípica curta com 767 pb e ainda uma região 
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conservada ATGTA, semelhantemente a outras regiões controles já publicadas para 

Osteoglossiformes (Hrbek & Farias, 2008). Analisando o genoma de A. gigas utilizando 

as metodologias BSA (Bulk Segregant Analysis) junto com RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA) em busca de sequencias sexo-específicas, De Almeida (2012) 

concluiu que esta espécie não possui um sistema cromossômico para determinação de 

sexo. Entretanto recentemente foi publicada a primeira versão preliminar do genoma de 

A. gigas (Vialle et al. 2018), utilizando processos de sequenciamento NGS através da 

plataforma Illumina. Observou-se que o tamanho é de 1,03 Gb, com a fração repetitiva 

constituindo 21,69% do mesmo. Foram identificados 24.655 genes codificadores de 

proteínas, com uma média de 9 exons por gene. 

Uma segunda anotação do genoma de A. gigas foi realizada por Du et al. 

(2019), esses pesquisadores utilizando sequenciamento (NGS) para genomas de macho 

e fêmea de A. gigas através de análises baseadas em sequencias RAD-tag, registraram, o 

tamanho do genoma de 666Mb e 664Mb para indivíduos macho e fêmea 

respectivamente, com um percentual de 16,46% constituindo a fração repetitiva do 

genoma, com boa parte constituída de elementos transponíveis representando um total 

de 16,21% para machos e 16,77% para fêmeas, já para a fração codificante do genoma 

foram identificados um total de 26.755 genes, dos quais 21.701 (81,1%) identificados 

com domínios proteicos conhecidos, além disso foram encontrados sete scaffolds 

(RAD-tags) macho-específicas, correlacionados com elementos transponíveis (TE) que 

sugerem a ocorrência de um sistema sexual do tipo XY nesta espécie. 

Por sua vez, estudos citogenéticos em Arapaimidae ainda são poucos.  Marques 

et al. (2006) e Da Rosa et al. (2009) analisaram populações de A. gigas de diferentes 

regiões brasileiras (Rio Araguaia – GO, Rio Araguaia – MT e Rio Jamari – RO, 

respectivamente). Foi evidenciada uma estrutura cariotípica semelhante nessas 

populações, formada por 2n=56 cromossomos, sendo 14 pares meta-submetacêntricos e 

14 subtelo-acrocêntricos, sem evidência de cromossomos sexuais heteromórficos entre 

os sexos. A heterocromatina C-positiva foi observada na região pericentromérica de 

alguns pares cromossômicos, e sítios Ag-NOR, GC-ricos, localizados na região 

pericentromérica de um único par de cromossomos. A hibridização com sondas de 

DNAr 18s/45s evidenciou um pequeno heteromorfismo do tamanho desses sítios entre 

os cromossomos homólogos (Figura 8). Assim, foi evidenciada uma macroestrutura 

cariotípica semelhante entre as diferentes populações analisadas (Da Rosa et al. 2009). 
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Figura 8: Representação dos diferentes marcadores evidenciados no braço curto do par 
cromossômico nº 3 do cariótipo de Arapaima gigas (Da Rosa et al. 2009). 

 

Nessa perspectiva é importante que uma abordagem cromossômica mais 

pormenorizada, com a utilização de diferentes procedimentos da citogenética clássica e 

molecular englobando populações do gênero Arapaima, principalmente de localidade 

diferentes às da bacia Tocantins-Araguaia, bem como de Heterotis niloticus seja 

realizada, a fim de se obter subsídios mais resolutivos para o conhecimento da história 

evolutiva dos Arapaimidae. 

No que se refere a Heterotis os estudos citogenéticos ainda são escassos, 

apenas um único registro para uma população com localidade incerta da África foi 

realizado por Hirata & Urushido (2000), registrando um 2n = 40 com fórmula 

cariotípica (26m + 10sm e 4a). Hurtado et al. (2013), utilizando lócus de DNAs 

microssatélites, analisou populações de diferentes bacias hidrográficas e sistemas de 

várzeas do rio Benim na África Ocidental, constatando altos níveis de diferenciação 

genética entre as populações, mas baixo nível de diferenciação intrapopulacional, 

sugerindo que tais  características devem ser consideradas nos projetos de manejos 

realizados com esta espécie em diferentes regiões do continente africano, a fim de 

preservar a diversidade genética endêmica.  
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS  

2.1. Justificativa e objetivo geral 

Os Osteoglossiformes oferecem um modelo particular para estudos 

sistemáticos, biogeográficos e evolutivos. Entretanto, dados informativos e de interesse 

para estas abordagens, tais como caracteres citogenéticos e genômicos, são ainda 

deficientes para esta ordem de peixes, impossibilitando caracterizar suas tendências 

evolutivas do ponto de vista da citogenômica. Parte desta escassez de dados associa-se 

também à ampla distribuição apresentada pelos Osteoglossiformes, com grupos 

endêmicos a diferentes continentes, como é o caso da família Arapaimidae, com 

espécies presentes em diferentes rios e lagos Sul-americanos e Africanos, dificultando 

um estudo integrativo que possibilite uma visão globalizada do processo evolutivo 

inerente a este grupo. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi a investigação da 

evolução cromossômica e da diversidade genética ocorrida na família Arapaimidae, por 

intermédio da análise de diferentes populações do gênero Arapaima e da espécie 

Heterotis niloticus visando uma melhor compreensão dos processos evolutivos que 

moldaram seus padrões de distribuição atuais, bem como os mecanismos de evolução 

genômica e cromossômica ocorrido nestas espécies, em consonância com as seguintes 

propostas investigativas: 

 

A) Evolução cromossômica e inter-relações evolutivas na família Arapaimidae 

Esta proposta visou analisar espécimes de Arapaima e H. niloticus utilizando 

procedimentos citogenéticos clássicos e moleculares (bandeamento C, hibridização 

genômica comparativa (CGH) e mapeamento de sequencias repetitivas) destacando 

características genômicas inter e intraespecíficas, permitindo evidenciar o panorama da 

evolução cromossômica ocorrida neste grupo. Adicionalmente, as diversidades 

genéticas nesse grupo através de polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) foram 

estimadas. 

 

B) Estruturação populacional e filogeografia de Arapaima 

Distintas populações de Arapaima, oriundas das bacias Amazônicas e 

Tocantins-Araguaia, foram investigadas a fim de se avaliar os padrões da variabilidade 

genética e cromossômica existentes entre elas. Para isso, abordagens citogenéticas 

moleculares e análises populacionais foram realizadas usando os SNPs obtidos com o 

procedimento DarT-Seq. Esses dados permitiram estimar a estrutura populacional 
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presente nas amostras avaliadas e propiciaram a comparação de modelos demográficos 

a partir de uma abordagem de aprendizagem profunda (Deep learning) para obter 

informações sobre a história evolutiva deste táxon e reconstruir sua possível história de 

colonização na América do Sul. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 60 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

Material e Métodos 



 

 61 

3. Material e Métodos 

3.1. Amostragem do material biológico 

Foram analisadas populações de Arapaima e da espécie Heterotis niloticus 

(Figura 9) obtidas de diferentes regiões do Brasil (bacias Amazônica, Tocantins-

Araguaia e amostras de psiculturas) e do continente Africano, conforme especificado na 

Tabela 1 e na Figura 10. As amostras foram coletadas com a autorização do órgão 

ambiental brasileiro ICMBIO / SISBIO (autorização nº 48290-1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Exemplares de Arapaima (A) e Heterotis niloticus (B) utilizados no presente 

estudo.  
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Figura 10. Mapa evidenciando em vermelho a distribuição geográfica dos peixes da 
família Arapaimidae, Heterotis niloticus (círculo preto local de coleta) para o continente 
africano e espécies do gênero Arapaima na América do Sul. Caixa à esquerda 
ampliando as regiões de ocorrência em ambiente natural para indivíduos do gênero 
Arapaima, com a bacia Amazônica evidenciada em verde e bacia Tocantins-Araguaia 
em amarelo na América do Sul. Os pequenos círculos evidenciam os pontos de coletas 
em ambas as bacias e os círculos laranja representam amostragens em pisciculturas, 
conforme discriminado na tabela 1.  
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1 Tabela 1. Espécimes da família Arapaimidae investigados, com os respectivos locais de coleta, amostras utilizadas em cada um dos procedimentos, 
código de identificação da população, bacias hidrográficas, coordenadas geográficas e números de depósitos em museu.   

Local de coleta 
Amostra submetidas ao 

procedimento de DarTseq  
Suspensões 

cromossômicas 
Código Bacia 

Coordenadas 
geográficas 

N° de depósito 

Rio Oluwa, Nigéria, África 02 04♂04♀  HET Nig 
6°16'60.0"N 
4°49'00.0"E 

20558 

Lago do Castanho, Manaus, AM 03 02♂01♀  CAS Am 
3°42'48.4"S 

60°31'11.6"W 
123955 

Lago Panta Leão, Reserva Mamirauá, 
Alvarães, AM 

14 02?06♂06♀ ALV Am 
2°54'58.1"S 

64°49'29.1"W 
123953 

Lagos do rio Juruá, Setor Mariana, 
Fonte Boa, AM 

10 apenas DNA FBO Am 
2°19'05.1"S 

66°16'39.5"W 
- 

Lago das Onças, Codajás, AM 10 06♂04♀  COD Am 
3°53'17.1"S 

62°07'36.2"W 
123954 

 

Lago marginal ao rio Santa Tereza, 
tributário do rio Tocantins, Peixe, TO. 

03 02♂01♀  PEI To-Ar 
11°54'31.7"S 
48°38'02.7"W 

121642 

Lago marginal ao rio Javaés, 
tributário do rio Araguaia, Lagoa da 
Confusão, TO 

11 03?04♂04♀  JAV To-Ar 
11°00'27.1"S 
49°56'01.8"W 

121639 

Rio Xavantinho, tributário do rio 
Araguaia, São Félix do Araguaia, MT 

05 01?02♂02♀  SFA To-Ar 
11°42'07.2"S 
50°50'15.4"W 

121643 

Piscicultura Liberdade, Uirapuru e 
Crixás, GO 

10 03?03♂04♀  CRI Pisc 
14°05'45.4"S 
49°55'18.3"W 

121644 

Piscicultura do Sr. Roberto, São Félix 
do Araguaia, MT 

03 01♂02♀  ABV Pisc 
11°39'33.1"S 
51°26'23.3"W 

121641 

Piscicultura Rio Doce, São João da 
Boa Vista, SP 

20 05?8♂7♀ SJBV Pisc 
22°01'14.9"S 
46°54'08.1"W 

121645 

MT = Mato Grosso; GO = Goiás; TO = Tocantins; SP = São Paulo; AM = Amazonas; PA = Pará 



 

64 
 

3.2. Métodos 

3. 2. 1. Obtenção de cromossomos mitóticos  

Foram utilizados dois processos para obtenção dos cromossomos mitóticos, 

tratamento “in vivo” (Bertollo et al. 2015) e tratamento “in vitro” (Foresti et al. 1993), 

ambos com algumas modificações, ou seja, mudanças no tipo de tecido utilizado para 

obtenção cromossômica e adaptação dos tempos de KCl e colchicina para esta espécie. 

Tendo em vista que o órgão hematopoiético nesta família não está claro, os 

animais foram estimulados através do protocolo descrito por Cavallini & Bertollo 

(1988), a fim de aumentar o índice de divisão mitótica. Porções de diferentes tipos de 

tecidos (rim, baço, intestino e brânquias) foram obtidos para produção das suspensões 

cromossômicas. Após as análises, o baço foi o tecido que apresentou a maior quantidade 

de células em metáfase por lâmina, desta forma foi o tecido utilizado para as posteriores 

obtenções cromossômicas em Arapaima. 

No tratamento “in vivo”, os animais foram previamente tratados com solução 

de colchicina a 0,025% na proporção de 1ml para cada 100 gramas de peso do animal, 

por intermédio de injeção intra-abdominal e mantidos em aquário aerado durante 40-50 

minutos. A seguir foram anestesiados com solução de benzocaína (1g/1000ml), 

sacrificados e extraídos fragmentos do seu baço. Os fragmentos foram transferidos para 

uma pequena cubeta contendo 15 ml de solução hipotônica de cloreto de Potássio (KCl) 

a 0.075M e com o auxílio de uma seringa sem agulha esta solução foi fragmentada com 

leves movimentos de aspiração e expiração até se obter uma suspenção celular 

homogênea, depois foi mantida durante 50 a 60 minutos em estufa a 37 ºC (no campo à 

temperatura ambiente). A seguir a suspensão celular foi pré-fixada com dez gotas de 

fixador, uma mistura (3:1) de álcool metílico e ácido acético glacial respectivamente, 

depois foi centrifugada a (1000 rpm) por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e as 

células foram ressuspendidas em 15 ml de solução de fixação e centrifugadas por mais 

duas vezes.   

Na técnica de tratamento “in vitro”, os animais foram anestesiados com 

solução de benzocaína (1g/1000ml), foram sacrificados e porções do seu baço foram 

retirados e colocados em uma pequena cubeta contendo 15ml de meio de cultura (RPMI 

1640), com o uso de pinças e tesouras foram fragmentados, uma seringa sem agulha 

através de movimentos leves de aspiração e expiração porções do baço foram 

dissociadas até se obter uma solução celular homogênea, duas gotas de solução de 

colchicina 0,025% foram pingadas na solução celular, com o auxílio de uma pipeta de 
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vidro a solução celular foi homogeneizada e mantida na estufa a 37º (em campo à 

temperatura ambiente) por 20 minutos, depois a solução celular foi centrifugada a (1000 

rpm) por 10 minutos, em seguida foi ressuspendida em 15 ml de solução de Cloreto de 

Potássio (KCl 0.075M) e mantida na estufa a 37º (em campo a temperatura ambiente) 

por 50 a 60 minutos, posteriormente a solução celular foi pré-fixada com dez gotas de 

fixador Carnoy I (3:1 metanol/ácido acético), a mistura foi novamente centrifugada a 

(1000 rpm) e o sobrenadante foi descartado, a solução foi fixada em 15 ml do fixador 

Carnoy I e novamente centrifugada, esse último passo foi repetido por mais duas vezes. 

Lâminas contendo preparações metafásicas foram obtidas conforme o 

procedimento usualmente utilizado para a metodologia de “air drying”. 

Os procedimentos foram realizados de acordo com o Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de São Carlos (Processo no CEUA 

1926260315). 

 

3.2.2.  Estimulação mitótica dos peixes  

Foram injetados intraperitoneal e intramuscular uma mistura contendo, 1 ml de 

suspensão de levedura (12g de fermento biológico + 12g de sacarose + 100ml de água) 

para cada 100g de peso do animal adaptado de Cavallini & Bertollo (1988), por um 

período de 24 à 72horas, a cada 24 horas os peixes que permaneceram vivos foram 

reinjetados na mesma proporção.  

    

3.2.3.  Detecção da heterocromatina C-positiva por Bandamento -C  

Para detecção da heterocromatina C-positiva, seguiu-se o protocolo de 

Bandamento-C descrito por Sumner (1972), os cromossomos foram corados através do 

procedimento descrito por Lui et al. (2012), com algumas modificações, principalmente 

relacionados a padronização do melhor tempo de tratamento com bário e ácido 

clorídrico para a espécie em estudo.  

As preparações cromossômicas foram submetidas à solução diluída de ácido 

clorídrico (HCl 0,2N) a temperatura ambiente, por 12 minutos, lavadas em água 

destilada e secadas ao ar. A seguir, o material foi incubado em solução de hidróxido de 

Bário (Ba(OH)2 a 5%) a 42oC, durante aproximadamente três minutos, depois as 

lâminas foram lavadas rapidamente em solução de (HCl 0,2N) e depois em água 

destilada. Após a secagem ao ar, as preparações foram incubadas com solução salina 

2xSSC durante 45 minutos em estufa a 60oC, depois lavadas em água destilada e 
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novamente secadas ao ar. Os cromossomos foram corados com 20 µl da solução 

antifading e Iodeto de Propídeo 50mg/ml numa proporção de (20µl/0,7µl 

respectivamente), pingando-se sobre a lâmina, cobrindo com uma lamínula e mantida 

no escuro por uma hora. Posteriormente as lâminas foram analisadas em 

fotomicroscópio de epifluorescência.  

 

3.2.4.  Detecção de bandas cromossômicas GC-ricas 

A coloração dos cromossomos com o corante cromomicina A3 (CMA3), 

específico para a detecção de regiões cromossômicas ricas em pares de bases GC, 

utilizando como contra corante a distamicina A, seguiu basicamente o protocolo 

descrito por Schmid, (1980).  Foram adicionados 80µl de solução de Cromomicina A3 

sobre cada lâmina e cobriu-se com uma lamínula e foi deixado por 1 hora no escuro, 

escorreu-se a lamínula e lavou-se a lâmina em água corrente com jatos fortes, esperou-

se secar levemente, colocou-se cerca de 80µl de solução de distamicina sobre cada 

lâmina, cobriu-se com uma lamínula e deixou-se corar por 15 minutos no escuro, 

escorreu-se a lamínula e lavou-se a lâmina em água corrente, com jatos fortes, deixou-se 

secar levemente e colocou-se cerca de 15µl de solução de DAPI/antifading sobre cada 

lâmina, as lâminas foram guardadas na geladeira por no mínimo uma semana para a 

estabilização do fluorocrômo e analisadas em fotomicroscópio de epifluorescência.  

3.2.5. Detecção das regiões organizadoras de nucléolos (NORs)  

Para detecção das regiões organizadoras de nucléolo (NORs), utilizou-se os 

procedimentos de Bandamento-NOR, descrito por Howell & Black (1980) com algumas 

modificações.  

Em lâminas contendo cromossomos metafásicos, foi adicionado 100µl de uma 

mistura proporção de 2:1 de (200µl da mistura de 0,5g de nitrato de prata (Ag NO3) 

dissolvida em 2 ml de Agua (H2O) destilada + 100µl da mistura de 1g de gelatina sem 

sabor diluída em 50ml de água destilada a 42°C + 500µl de ácido fórmico). As lâminas 

foram mantidas em placa aquecedora a 60ºC por 2 a 4 minutos, até obterem uma 

coloração amarelo-queimado, posteriormente foram analisadas em microscópio óptico 

em aumento de 1000 vezes. 
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3.2.6. Hibridização Genômica Comparativa (CGH) 

O DNAg/Arap de exemplares de Arapaima da população do rio Javaé na bacia 

To-Ar e Arapaima fêmea da Reserva Mamirauá foram marcados com Digoxigenina-11-

dUTP usando o kit DIG-nick translation Mix (Roche, Mannheim, Germany) e o 

DNAg/Het da espécie Heterotis niloticus, juntamente com espécimes de Arapaima 

macho da Reserva Mamirauá foram marcados com Biotina-16-dUTP usando o kit BIO-

nick translation Mix (Roche). 

Três experimentos de CGH foram realizados em Arapaimídeos, um 

comparando os gêneros Arapaima e Heterotis, outro comparando Arapaima das 

diferentes bacias Amazônica e Tocantins-Araguaia e por último um experimento 

comparando indivíduos macho e fêmea do gênero Arapaima da Reserva de 

Desenvolvimento Sustentável Mamirauá. Para comparação entre os gêneros, foram 

usados por lâmina 20µl do mix de hibridização contendo 500µg de DNAg de Arapaima 

e 500µg de DNAg de Heterotis niloticus ambos marcados e 30µg de Cot1-DNA como 

bloqueio, sendo 15µg diretamente isolados e utilizados para ambas as espécies.  

Nas comparações entre as populações de Arapaima, foram usados por lâmina 

20µl do mix de hibridização contendo 500µg de DNAg de um indivíduo macho de 

Arapaima da população do rio Javaés na bacia To-Ar e 500µg de DNAg de outro 

indivíduo macho de Arapaima da população da Reserva Mamirauá na bacia Amazônica, 

ambos marcados e 30µg de Cot1-DNA como bloqueio, sendo 15µg, diretamente 

isolados de ambas os espécimes de cada bacia. 

Na Hibridização comparativa entre macho e fêmea de Arapaima, foram usados 

por lâmina 20µl do mix de hibridização contendo 500µg de DNAg de macho, 500µg de 

DNAg de fêmea e 30µg de Cot1-DNA como bloqueio, nos experimentos nas lâminas 

contendo cromossomos de indivíduos fêmeas apenas COT1-DNA de macho foi 

utilizado como bloqueio, já nas lâminas de indivíduos machos o bloqueio foi realizado 

com apenas o COT1-DNA de fêmea. Todos os COT1-DNA foram preparados 

diretamente a partir do DNA dos indivíduos doadores dos DNAgs para cada 

experimento, de acordo com Zwick et al. (1997).  

Os experimentos de realização de CGH foram conduzidos conforme descrito 

em Symonová et al. (2015), com algumas modificações. As preparações cromossômicas 

foram desidratadas, envelhecidas em estufa a 60°C por uma hora, após foram 

desidratadas em série alcoólica (70%, 85% e 100%), por 2 min em cada banho, em 

seguida foram submetidas ao pré-tratamento de 1h com RNAse (1µl RNAse 10mg/ml + 
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1ml 2XSSC) e 5 min a 37°C com pepsina (50ng/µl). O DNA cromossômico foi 

desnaturado em formamida 75%/ 2 × SSC por 3 min e 15s a 74 °C. A seguir, o material 

foi desidratado em etanol 70% gelado, e 85 e 100% à temperatura ambiente, por 2 min 

em cada banho. O mix de hibridização foi desnaturado a 86 °C por 10 min, adicionado a 

0°C (no gelo) por 10 min e a 37°C por 30 min, após foi aplicado sobre as lâminas e a 

hibridização foi realizada por um período de 3 dias, a 37 °C, em câmara úmida. 

Depois da hibridização, as lâminas foram lavadas, uma vez em formamida 

50%/2×SSC a 42 °C for 14 min, 7min sem shake e 7min com shake, por três vezes em 

1×SSC a 42 °C por 5 min e em 2× SSC por 1min a temperatura ambiente. Os sinais de 

hibridização foram detectados usando uma solução composta por anti-digoxigenina-

FITC (Roche), diluída em albumina sérica bovina 0.5% /PBS, e estreptavidina-CY3 

(Invitrogen Life Technologies, San Diego, Calif., USA) diluída em PBS contendo soro 

de cabra normal a 10%.  

As lâminas foram lavadas três vezes em 4×SSCT à 42 °C, por 5 min em cada 

lavagem, uma vez em 1XPBS e desidratado em série alcoólica (70%, 85% e 100%) por 

2 min cada. Depois de totalmente secas as lâminas com cromossomos metafásicos, 

foram coradas com 20µl de uma mistura de antifading contendo (1.5 µg/ml) de DAPI 

(Cambio, Cambridge. United Kingdom). 

 

3.2.7. Hibridação In Situ Fluorescente (FISH)  

3.2.7.1. As Sondas  

Foram utilizadas diferentes sondas de sequências de DNAs repetitivos para 

mapeamento citogenético e obtenção de possíveis marcadores específicos nos 

cromossomos das espécies em estudo: 

a) DNAr 5S, incluindo 120 pares de bases do gene codificante do RNAr 5S e 

200 pares de bases do espaçador não-transcrito (NTS), isoladas diretamente do genoma 

de H. malabaricus (Martins et al. 2006).   

b) Segmento de 1.400 pares de bases do gene de RNAr 18S obtido por PCR a 

partir do DNA nuclear de H. malabaricus (Cioffi et al. 2009).  

c) O elemento retrotransponível Rex1 obtido usando primers descritos em Volff 

et al. (1999).  

d) As sequencias de U2 snDNA produzida por PCR, de acordo com Úbeda-

Manzanaro et al. (2010). 
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e) Oligonucleotídeos enriquecidos com sequências microssatélites: d(GA)15, 

d(CA)15, d(CAA)10, marcadas diretamente com Cy3 na extremidade 5' durante a síntese, 

segundo Kubat et al. (2008), com pequenas modificações.  

 

3.2.7.2. Marcação das sondas 

As sondas foram marcadas com biotina-14-dUTP, utilizando o kit Biotin-Nick 

Translation Mix (Roche) ou com DIG-11-dUTP, utilizando o kit DIG-Nick Translation 

Mix (Roche), conforme as instruções do manual do fabricante. Os produtos destas 

reações foram precipitados com acetato de Potássio e etanol durante 16h à -20 ºC. 

Posteriormente, os materiais foram centrifugados por 15 minutos a 13000 rpm, lavados 

novamente em álcool 70%, centrifugados a 1000 rpm, descartado os sobrenadantes e os 

DNAs marcados foram secados completamente em estufa a 37 ºC, posteriormente foram 

ressuspendidos no mix (10mg/ml de sulfato de dextrano, 2XSSC e 50% de formamida). 

 

3.2.7.3. Preparo das lâminas, hibridização e detecção do sinal  

A preparação das lâminas para hibridização seguiu o protocolo descrito por 

Yano et al. (2017) com algumas modificações, principalmente relacionados a tempo de 

tratamento em diferentes substâncias durante a realização do protocolo.  

As lâminas contendo as preparações cromossômicas foram inicialmente 

colocadas em uma estufa a 60ºC por 60 minutos, depois incubadas com 100 µl do mix 

de RNAse (1µl RNAse 10mg/ml + 1ml 2XSSC) por 1h à 37°C em câmara úmida. Após 

foi lavada durante 5 minutos em uma solução de 1xPBS e secas em temperatura 

ambiente. Depois foi adicionado 100µl de pepsina 0.005% (495 µl + 5 µl HCl 1M + 1.5 

µl de pepsina (20mg/ml) em cada lâmina e coberto com uma lamínula por 10 minutos a 

temperatura ambiente, lavada durante 5 minutos em solução 1XPBS em temperatura 

ambiente, fixadas com formaldeído 1% por 10 minutos em temperatura ambiente. 

Foram lavadas por 5 minutos em 1xPBS por duas vezes, desidratadas em série alcoólica 

etanol 70%, 85% e 100% dois minutos cada e secas em temperatura ambiente.  

Posteriormente as lâminas foram desnaturadas em uma solução (formamida 

70% + 30% 2xSSC) por 3 minutos e 15 segundos à 72ºC. Em seguida foram 

desidratadas em etanol 70% gelado por 2 minutos e depois em etanol 85% e 100% por 2 

minutos cada em temperatura ambiente e secas em temperatura ambiente. Em paralelo 

as sondas foram desnaturadas em aparelho termociclador a 85 ºC por 10 minutos, depois 

foram adicionadas no gelo por mais 10 minutos. Foram adicionados 20µl de solução de 
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mix de hibridização em cada lâmina, coberto com uma lamínula 20/50mm e mantidas 

em câmara úmida a 37 ºC por aproximadamente 16horas. As lavagens pós-hibridização 

foram realizadas durante 5 minutos em 2xSSC a 42 ºC e 5 minutos em 1xSSC em 

temperatura ambiente.  

Nas sondas com marcação direta após este último passo as lâminas foram 

lavadas rapidamente em 1xPBS, desidratadas em etanol 70%, 85% e 100% dois minutos 

cada em temperatura ambiente e coradas com 15µl de solução DAPI + antifading e 

cobertas com uma lamínula. E nas sondas com marcação indireta foram aplicadas 100µl 

de solução de detecção em cada lâmina, cobertas com uma lamínula por uma hora a 37 

ºC. 

A detecção das sondas foi realizada com conjugado avidina-FITC 0,07% 

(Sigma) em tampão C (0.1 M NaHCO3, 0,15 M NaCl), por 1h, para sondas previamente 

marcadas com biotina ou com anti-digoxigenina-rhodamina (Roche) em tampão C (0.1 

M NaHCO3, 0,15 M NaCl), também por 1h, para sondas previamente marcadas com 

digoxigenina. Após uma hora de detecção as sondas foram então lavadas três vezes em 

solução 4xSSCTween (100ml de 20xSSC + 400ml de H20 + 250ul de Tween), após as 

lâminas foram lavadas por um minuto em 1xPBS, desidratadas novamente em série 

alcoólica 70%, 85% e 100% e secas em temperatura ambiente. Os cromossomos foram 

contracorados com 20 µl de uma mistura de DAPI + antifading (1 µl de DAPI 0,2mg/ml 

em 1 ml de antifading (Vector Laboratories). 

 

3.2.8. Análise dos Resultados 

Foram analisadas no mínimo 30 metáfases por espécie/marcador. As 

preparações foram analisadas em microscópios ópticos com aumento de 1000 vezes e 

microscópio de epifluorescência com os filtros apropriados, sendo as imagens 

capturadas com a utilização do software CoolSNAP-pro (Media Cybernetic). Foi 

mantida uma padronização quanto à apresentação do cariótipo das espécies, para 

possibilitar uma análise comparativa mais apropriada entre elas. 

Os cromossomos foram agrupados e classificados em metacêntricos ou 

submetacêntricos (m/sm), subtelocêntricos ou acrocêntricos (st/a), considerando as 

relações de braços proposta por Levan et al. (1964). Os dados obtidos foram 

empregados para uma abordagem comparativa entre as diferentes espécies analisadas, 

juntamente com dados já existentes na literatura para as espécies de Arapaimidae, 

testando a hipótese sobre a diversidade cromossômica de DNAs repetitivos  presentes 
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no genoma de Arapaima influenciando em sua diversidade cromossômica, contrastando 

com a menor diversidade cromossômica em H. niloticus, influenciada pela diferença da 

diversidade de DNAs repetitivos presentes em seu genoma, considerando também 

nestas análises, estudos genéticos em outros osteoglossiformes. 

 

3.2.9 Metodologia DArT-seq e análise dos dados 

3.2.9.1 Extração de DNA e genotipagem 

Fragmentos de fígado foram obtidos e armazenado em etanol a 100% para 

extração de DNA, através do protocolo descrito por Sambrook & Russell (2001). Além 

de H. niloticus e A. gigas, DNA de outras espécies de Osteoglossiformes da família 

Notopteridae, Chitala blanci, C. ornata, C. lopis, Notopterus notopterus, Xenomystus 

nigri e Papyrocranus afer, também foram extraídos e usados para análise de DArT-seq. 

Os DNAgs foram analisados sob a tecnologia DArT-seq (Kilian et al. 2012), pela 

Diversity Arrays Technology Company (Canberra, Austrália). 

Utilizou-se uma combinação de enzimas PstI e SphI para construir as 

bibliotecas usando métodos descritos por Lambert et al. (2016), que foram sequenciadas 

na plataforma de nova geração Illumina Hiseq2500. Estas enzimas foram selecionadas 

uma vez que ambas apresentam regiões de corte de 6 bases tendo como alvo regiões 

ricas em AG e GC. Além disso, a enzima PstI é sensível à metilações CG (Wenzl et al. 

2006) e, assim, seleciona regiões ricas em genes do genoma. Duas bibliotecas foram 

construídas para cada amostra de DNA e todo o processo de geração de dados foi feito 

com replicação técnica completa (desde a etapa de digestão / ligação até a marcação de 

marcadores). Aproximadamente 2,5 milhões de sequências foram geradas por amostra 

para a construção da matriz final de marcadores. Os marcadores foram extraídos usando 

o pipeline analítico proprietário DArT PL’s, que, além da chamada de alelos e do 

relatório de metadados dos dados dos marcadores, avalia a consistência da chamada de 

alelo entre as réplicas técnicas. Os dados brutos gerados por sequenciamento para todas 

as amostras foram filtrados, processados e convertidos em genótipos de alta qualidade 

pela empresa, utilizando o software de propriedade DArT. Os polimorfismos de 

nucleotídeo único (SNPs) foram extraídos das sequências de representações genômicas 

(bibliotecas), foram transformados para o formato “duas linhas”, cada linha 

representando um alelo específico de cada lócus de SNP. Os genótipos foram 

codificados como uma matriz de SNP com loci nas linhas e indivíduos nas colunas. Para 
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cada genótipo, os dados foram armazenados como 0 para o estado ancestral e 1 para o 

estado alternativo. 

 

3.2.9.2 Análise de Componentes Principais 

A partir da matriz de dados SNP DArTseq filtrada, uma matriz de similaridade 

genética par-a-par baseada em Dice (1945), foi computada e aplicada para a análise de 

diversidade genética usando pacotes em linguagem R. A análise de componentes 

principais (PCA) foi realizada com o pacote FactorMineR (Lê et al. 2008), enquanto a 

clusterização hierárquica com p-values (AU, Approximately Unbiased p-value and BP, 

Bootstrap Probability value) foi realizada com o pacote pvclust (Suzuki & Shimodaira, 

2006) usando a distância euclidiana.  

 

3.2.9.3 Diversidade Genética e Isolamento por Distância 

As estatísticas sumárias para diversidade genética foram calculadas usando o 

programa GENODIVE (Meirmans & Van Tienderen, 2004) para cada localidade 

amostrada, a partir de estimativas de heterozigosidade esperada (HE), heterozigosidade 

observada (HO) e coeficiente de endogamia (FIS). Uma matriz de FST par-a-par (Weir & 

Cockerham, 1984) também foi calculada entre os locais de amostragem, com 

significância avaliada usando 10.000 permutações. 

O isolamento por distância (IBD) foi testado apenas para populações de 

ocorrência natural e para cada bacia separadamente. A distância geográfica simples foi 

usada para populações no To-Ar, já que elas se conectam na estação chuvosa. Para a 

bacia Am, distâncias acompanhando a extensão dos rios foram usadas. Foi realizado um 

teste de Mantel (Mantel, 1967) e análise de redundância canônica (RDA), um método 

que combina PCA e regressões múltiplas, decompondo a variância genética com base 

nas frequências alélicas (Orsini et al. 2012). Para o RDA, as distâncias de fluxo na bacia 

de Am foram transformadas em coordenadas com o comando cmdscale no R. Ambos os 

conjuntos de coordenadas espaciais foram então convertidos em polinômios ortogonais 

de terceiro grau, com uma versão modificada dos scripts de Meirmans (2015). Também 

obtivemos o componente espacial da variação genética total multiplicando a 

porcentagem de variação restrita pelo valor global do FST, como sugerido por Meirmans 

(2015). 
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3.2.9.4 Estrutura Populacional 

A estrutura populacional para todos os locais de amostragem coletados foi 

investigada com o método não espacial fastSTRUCTURE v. 1.0 (Raj et al. 2014), uma 

variação do popular método de agrupamento bayesiano STRUCTURE (Pritchard et al. 

2000) otimizada para grandes conjuntos de dados genotípicos. A preparação e a análise 

de dados foram realizadas com o auxílio do pipeline “lizards-are-awesome” (Melville et 

al. 2017). A estrutura populacional das localidades naturais também foi avaliada com a 

estratégia espacial implementada no GENELAND (Guillot et al. 2005), usando 

frequências correlacionadas por 500.000 interações amostradas a cada 200. As corridas 

do fastSTRUCTURE foram repetidas para um intervalo de K (número de populações) 

de 1 a 11 e no GENELAND de 1 a 8. Os resultados de ambas as análises foram 

processados com a ferramenta online CLUMPAK (Kopelman et al. 2015), que 

simplifica o uso de DISTRUCT (Rosenberg, 2004) e CLUMPP (Jakobsson & 

Rosenberg, 2007) para resumir e plotar os resultados. 

 

3.2.9.5 Seleção de Modelo Demográfico 

Simulamos dados genéticos similares ao conjunto de dados amostrados para 

localidades de ocorrência natural no programa ms (Hudson, 2002). Foram considerados 

três cenários possíveis para a história demográfica de A. gigas: (1) uma população 

panmítica abrigando todas as amostras coletadas nas duas bacias, (2) colonização da 

bacia do Am, simulada como evento fundador seguido de expansão populacional 

exponencial e (3) colonização da bacia To-Ar. 

Para realizar nossas simulações de coalescência, adotamos um tempo padrão de 

geração, amostrado de uma distribuição uniforme de 4 a 5 anos (Hrbek et al. 2005). Foi 

utilizada uma taxa de mutação de 1,25 × 10-9 substituições por sítio por ano, calculada a 

partir dos tempos de divergência e quantidade de diferenças genômicas entre A. gigas e 

Scleropages formosus (Vialle et al. 2018). Realizamos simulações de dados (20.000 

para cada modelo) com scripts modificados de (Perez et al. 2016). Os valores de θ, o 

parâmetro que mede o equilíbrio mutação-deriva, foram calculados para cada simulação 

usando a taxa de mutação e o tamanho efetivo populacional, amostrado a partir de uma 

distribuição uniforme de 100 a 500.000 indivíduos, (Hrbek et al. 2005) sugerem cerca 

de 150.000 fêmeas mortas por ano na transição dos séculos 19 a 20, com base em 

indivíduos comercializados. O tempo de divergência para a bacia Am e To-Ar (τ2) foi 

amostrado a partir de uma distribuição uniforme entre 200 mil anos atrás (kya) a 2 
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milhões de anos atrás (Mya), que inclui a estimativa de idade do rio Tocantins para 

alcançar seu curso moderno (limite entre Plioceno e Pleistoceno, (Rossetti & Valeriano, 

2007), 1,8 Mya (Silva-Santos et al. 2018). Para o tempo de divergência da população de 

Codajás em relação às outras localidades da bacia Am, foi utilizada uma distribuição 

uniforme entre 0-200 kya. A magnitude do efeito fundador durante a colonização (usada 

nos modelos 2 e 3) foi calculada como a taxa de contração durante a colonização (θrF-

A), estimada como a razão entre o valor θ durante o evento e esse mesmo valor na 

população ancestral (com distribuição variando de 0,001 a 0,1). A intensidade de 

expansão da população após a colonização (θrC-A) foi estimada como a razão entre o 

valor atual de θ e o θ da população ancestral (amostrada de 0,1 a 1). 

Os diferentes cenários demográficos foram comparados usando uma 

abordagem recente descrita em Flagel et al. (2018). Essa estratégia é baseada na 

conversão das matrizes de SNPs em imagens e na extração de informações através de 

redes neurais convolucionais (CNNs; para detalhes do método, ver Flagel et al. (2018). 

Utilizando um script em python, convertemos nossos dados simulados no ms para 

matrizes NumPy contendo indivíduos nas linhas e loci como colunas. Então, para cada 

simulação, agrupamos os indivíduos por distância genética e transpusemos a matriz para 

manter cada indivíduo em uma coluna e os marcadores como linhas. Os arranjos 

NumPy resultantes foram então embaralhados e 10.000 simulações aleatórias foram 

separadas para serem usadas como conjunto de validação, enquanto os 50.000 restantes 

foram usados como dados de treinamento. Os dados de treinamento foram submetidos a 

uma CNN baseada na arquitetura sugerida por Flagel et al. (2018) com ligeiras 

modificações (Figura suplementar 5). Resumidamente, foram utilizadas três camadas 

convolucionais 1D com um tamanho de kernel de 2 (a primeira camada contendo 250 e 

as outras duas 125 neurônios), intercaladas com camadas de agrupamento por média, 

seguido por duas camadas totalmente conectadas com 125 neurônios e uma camada de 

saída sigmoide com 3 neurônios, correspondentes aos 3 cenários utilizados para simular 

os dados. A CNN foi executada com um tamanho de mini-lote de 250, com funções de 

ativação de unidade linear retificada e um dropout de 25% e 50% de neurônios 

aleatórios nas camadas convolucionais e densamente conectadas, respectivamente. Uma 

função de perda de entropia cruzada categórica foi usada, juntamente com a otimização 

de Adam (Kingma & Ba, 2015). 
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3.2.9.6 Modelagem Paleogeográfica 

O nicho climático para Arapaima foi estimado a partir de 85 ocorrências 

naturais, baseadas em nossas coletas (8 pontos), em estudos publicados previamente 

Hrbek et al. (2007) 11, Torati et al. (2019) 4, Vitorino et al. (2015) 4, Vitorino et al. 

(2017) 1 e 57 ocorrências disponíveis na Global Biodiversity Information Facility 

(GBIF), que foram checados manualmente para evitar inconsistências. Foi realizada 

uma combinação de nove algoritmos de distribuição com o pacote biomod2 (Thuiller et 

al. 2009). Foram utilizados modelos lineares generalizados (GLM; (Mccullagh & 

Nelder, 1989)), ranhuras de regressão adaptativa multivariada (MARS; (Friedman, 

1991), análise de árvore de classificação (CTA; (Breiman, 1984), análise discriminante 

de mistura (MDA; (Hastie et al. 1994)), redes neurais artificiais (ANN; (Ripley, 2014), 

modelos generalizados impulsionados (GBM; (Ridgeway, 1999), florestas aleatórias 

(Breiman, 2001), envelope de superfície (SRE; (Busby, 1991)) e Máxima Entropia 

(Phillips et al. 2006). A calibração do modelo foi realizada com as condições climáticas 

atuais, com resolução de 30 arco-segundos, enquanto projeções para o último máximo 

glacial (LGM, 21 kya) e último máximo interglacial (120 kya) foram realizadas com 

uma resolução de 2,5 arco-minutos. Foi adotado um método conjunto com 5 simulações 

para cada algoritmo, mantendo apenas simulações com TSS maior que 0,7. Das 19 

variáveis bioclimáticas disponíveis no WorldClim (Hijmans et al. 2004), 15 foram 

avaliadas (as variáveis 8, 9, 18 e 19 foram omitidas por terem intervalos artificiais; 

(Bonatelli et al. 2014)) para evitar correlação. Para variáveis com alta correlação (índice 

de Pearson > 0,85), apenas a variável com maior capacidade explicativa foi mantida, 

após uma rodada preliminar. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos no presente estudo e a sua discussão, encontram-se 

subdivididos na forma de 2 capítulos, os quais correspondem aos artigos científicos 

listados abaixo que já se encontram publicados (Capítulo 1) e em fase de submissão 

(Capítulo 2). A versão publicada do 1º artigo encontra-se anexada ao final da tese.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
Capítulo 1: De Oliveira EA, Bertollo LAC, Rab P, Ezaz T, Yano CF, Hatanaka T, et 
al. (2019) Cytogenetics, genomics and biodiversity of the South American and 
African Arapaimidae fish family (Teleostei, Osteoglossiformes). PLoS ONE 14(3): 
e0214225. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214225. 
 
Capítulo 2: De Oliveira EA & Perez MF, Bertollo LAC, Souza FHS, Rab P, Olivera 
EHC, Feldberg E, Viana PF, Hatanaka T, Cioffi MB. Chromosomal stability, 
population structure and historical demography in the bony-tongue Arapaima 
(Teleostei, Osteoglossiformes): Deep Learning model comparison suggest 
colonization of the Tocantins-Araguaia from the Amazonas basin.  
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Resumo 

 

Osteoglossiformes representa uma das linhagens mais ancestrais de teleósteos, 
atualmente difundida em quase todos os continentes, com exceção da Antártida. No 
entanto, dados envolvendo citogenética molecular ou genômica comparativa ainda são 
muito escassos para este grupo de peixes. Portanto, as presentes investigações enfocam 
nos osteoglossiformes da família Arapaimidae, estudando um grupo de peixes modelos, 
com ferramentas avançadas de citogenética e genômica. O objetivo é explorar e 
esclarecer melhor certos eventos e fatores que tiveram impacto na história evolutiva 
deste grupo de peixes. Para tanto, foram examinados representantes sul-americanos e 
africanos de Arapaimidae, nomeadamente Arapaima gigas e Heterotis niloticus. Ambas 
as espécies diferiram significativamente por meio de números cromossômicos diploides, 
com 2n = 56 encontrado em A. gigas e 2n = 40 exibido por H. niloticus. A citogenética 
convencional, juntamente com a hibridização fluorescente in situ, revelou algumas 
tendências gerais compartilhadas por espécies osteoglossiformes analisadas até o 
momento, como a presença de apenas um par de cromossomos portadores dos sítios de 
DNAr 18S e 5S e cariótipos (ex: A. gigas) com metade dos cromossomos acrocêntricos-
submetacêntrico, correspondendo assim aos padrões de cariótipo hipotético ancestral 
para os teleósteos. Além disso, os genomas de A. gigas e H. niloticus apresentam uma 
divergência notável em termos de conteúdo e distribuição de DNA repetitivo, como 
revelado por Hibridização Genômica Comparativa (CGH). Por outro lado, a diversidade 
genômica de sequências de cópia única (SNPs), estudadas através de análises de 
componentes principais (PCA), baseadas em alelos SNP genotipados pelo procedimento 
DArTseq, demonstraram uma distância genética muito baixa entre as espécies sul-
americanas e africana de Arapaimidae; esse padrão contrasta fortemente com o cenário 
encontrado em outras espécies de osteoglossiformes. Estes dados forneceram uma visão 
clara da diversidade genética entre espécies africanas e sul-americanas de Arapaimidae 
e foram altamente consistentes com os dados cromossômicos, geográficos e históricos, 
auxiliando na compreensão de sua diversificação evolutiva. 
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Introdução 

Peixes de água doce representam um importante grupo modelo para estudos 

biogeográficos, já que sua evolução é frequentemente afetada, pelo desenvolvimento 

geológico da Terra, que molda as redes de água doce (Bǎnǎrescu, 1995; Lundberg, 

1993). Consequentemente, cada continente apresenta faunas de peixes de água doce 

específicas, onde os padrões de distribuição são moldados por barreiras físicas que 

bloqueiam a dispersão de ancestrais e de muitas espécies atuais. A ordem 

Osteoglossiformes, com seus representantes de água doce, é um modelo importante para 

estudos biogeográficos (Kumazawa & Nishida, 2000; Lavoué, 2016), pois representa 

uma das linhagens de peixes teleósteos mais antigas (Betancur-R et al. 2017; Nelson et 

al. 2016), que mostra uma distribuição intercontinental, com pelo menos um 

representante em cada continente do hemisfério sul, exceto para a Antártida. De acordo 

com a taxonomia atual, Osteoglossiformes engloba as subordens Osteoglossoidei 

(incluindo as famílias Osteoglossidae, Arapaimidae, Pantodontidae) e Notopteroidei 

(incluindo as famílias Gymnarchidae, Mormyridae e Notopteridae), (Li et al. 1996; 

Nelson et al. 2016). 

Arapaimidae inclui o gênero sul-americano Arapaima e o gênero africano 

Heterotis. Heterotis é supostamente representado até o momento por uma única espécie 

H. niloticus, mas a real diversidade de espécies é desconhecida, com alguns relatórios 

preliminares indicando possível diferenciação genética e rápida evolução (Adite et al. 

2005; Hurtado et al. 2013). O Arapaimidae H. niloticus africano, pode atingir até 1 m de 

comprimento e, devido à demanda e popularidade de sua carne (Adite et al. 2005), esta 

espécie experimentou uma enorme diminuição populacional e recentemente foi incluída 

na lista de espécies ameaçadas de extinção (Mustapha, 2010). 

O pirarucu foi considerado monotípico desde que Günther agrupou A. 

arapaima, A. mapae e A. agassizii em um único táxon, A. gigas (Günther 1867; Stewart, 

2013a). No entanto, estudos recentes levaram à conclusão de que todos os três táxons 

são válidos como espécies separadas, bem diagnosticadas e uma nova espécie adicional, 

A. leptosoma, foi descrita, com mais indicações de que a lista de espécies de Arapaima 

provavelmente continuará a crescer (Stewart, 2013a; 2013b). Assim, o gênero Arapaima 

perdeu o status monotípico, englobando mais espécies, diferente do que foi observado 

por mais de um século. O principal problema pode ser representado pelo fato de que 

dessas espécies são conhecidas apenas os seus holótipos e sua distribuição real é 

desconhecida, porque todos os indivíduos de Arapaima são reconhecidos como A. 
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gigas, popularmente conhecidos como “pirarucus”. A distribuição natural desses peixes 

abrange grande parte das bacias brasileiras do Tocantins-Araguaia e Amazonas 

(Castello, 2008; Reis et al. 2003). Vivem preferencialmente em ambientes lênticos 

como várzeas e lagos, com comportamento sedentário significativo (Mcconnell & 

Lowe-Mcconnell, 1987; Queiroz, 2000), exibindo estratégias reprodutivas complexas, 

incluindo a construção de ninhos e um alto nível de cuidado parental (Monteiro et al. 

2010). Sendo um dos maiores peixes de água doce do planeta, com indivíduos medindo 

até 4 m de comprimento, eles foram submetidos a intensas atividades pesqueiras no 

último século (Nelson et al. 2016). 

A separação do Gondwana tem sido discutida como sendo a força motriz para a 

especiação e distribuição intercontinental dos Arapaimidae existentes. Com base no 

registro fóssil, os ancestrais comuns dos Arapaimidae vivos possuíam distribuição 

global, habitando tanto a Laurásia quanto o Gondwana (Figura 11). Isso também é 

consistente com evidências moleculares sugerindo que a diversificação em (sub) 

famílias de Osteoglossiformes começou antes do término da separação do Pangeia 

(Kumazawa & Nishida, 2000; Lavoué, 2016). As espécies de Arapaimidae existentes 

são representadas por apenas dois gêneros, nomeadamente Heterotis o africano, que é 

nativo de todas as bacias do Sahelo-Sudão, Senegal, Gâmbia, Corubal, Volta, Ouémé, 

Níger, Bénoue, Chade e Nilo, e Arapaima da América do Sul, amplamente distribuído 

pelas terras baixas da Amazônia, bacia Tocantins-Araguaia, Peru e Guiana. 

Consequentemente, surge uma questão intrigante: como os Arapaimidae ocuparam o 

território sul-americano? Nesse sentido, especulações sobre o papel dos eventos 

vicariantes no processo divergente entre essas espécies são plausíveis. No entanto, 

enquanto dados geológicos sugerem que a África e a América do Sul começaram a se 

separar no início do Cretáceo aproximadamente 135 Ma (Pindell et al. 1988), de forma 

lentamente até o meio do Cretáceo entre 120 a 110 Ma com o aumento do Oceano 

Atlântico ao Sul (Rabinowitz & Labrecque, 1979). Usando marcadores nucleares e 

mitogenômicos e calibração com registros fósseis, estimou-se que o tempo de 

divergência entre estas duas linhagens ocorreu dentro da faixa de 85 a 50 de Ma 

(Lavoué, 2016), exigindo hipóteses biogeográficas alternativas para explicar a atual 

distribuição intercontinental desses peixes. Portanto, abordagens diversificadas, 

incluindo análises cariotípicas e de sequenciamento de alta resolução, têm sido 

empregadas e interpretadas dentro do contexto da história biogeográfica de 

Arapaimidae, a fim de fornecer uma nova e mais completa evidência sobre este assunto. 



 

 82 

Avanços em técnicas citogenéticas forneceram evidências de que sequências 

repetitivas de DNA desempenham um papel importante na organização estrutural e 

funcional dos genomas (Biscotti et al. 2015; Schueler et al. 2001). Nas últimas duas 

décadas, grandes quantidades de dados foram geradas em relação ao mapeamento 

cromossômico de DNAs repetitivos em várias espécies de peixes (Cioffi & Bertollo, 

2012). Entretanto, os dados citogenéticos para os representantes de Osteoglossiformes 

ainda são escassos e, quando disponíveis, são de estudos realizados no início da década 

de 1970 e restritos principalmente à descrição do número diploide (2n) e da estrutura 

cariotípica. Uma tabela de resumo com essa informação pode ser encontrada em (Ráb et 

al. 2016). Dentro dos Arapaimidae, apenas dois estudos relatando a distribuição da 

heterocromatina constitutiva e o mapeamento das sequências de DNAr 45S nos 

cromossomos foram realizados até o momento (Da Rosa et al. 2009; Marques et al. 

2006). 

A hibridação genômica comparativa (CGH) é um método baseado em FISH 

que utiliza DNAs genômicos totais (DNAg) dos organismos investigados como uma 

sonda de hibridização. Através do CGH, é possível comparar o conteúdo genômico de 

duas (ou mais) fontes diferentes no nível da composição molecular bruta, uma vez que 

as sondas são simultaneamente hibridizadas em preparações cromossômicas de interesse 

(Kallioniemi et al. 1992; Mahelka et al. 2011). O princípio do método baseia-se na 

distribuição diferencial de classes de DNA repetitivos específicos dos genomas já 

divergentes, uma vez que essa fração genômica altamente abundante apresenta uma taxa 

evolutiva mais rápida do que as regiões de cópia única (Biscotti et al. 2015; Chester et 

al. 2010; Kato et al. 2005). Essa metodologia foi aplicada, com sucesso na identificação 

de genomas parentais em híbridos/alopoliplóides, na delimitação de oito regiões sexo 

específicas em cromossomos sexuais homomórficos e heteromórficos e em 

comparações genômicas entre espécies correlacionadas, para referências veja Sember et 

al. (2018). 

Aqui nós realizamos análises citogenéticas moleculares abrangentes dentro da 

família Arapaimidae aplicando métodos citogenéticos diferenciais, tais como 

bandeamento-C, bandamento-NOR, coloração com corantes base específicos (CMA3), 

CGH e mapeamento físico de algumas classes de DNAs repetitivos através de FISH, 

completamos com análise molecular de DArT-seq usando polimorfismos de nucleotídeo 

único (SNPs). O objetivo principal foi investigar e comparar padrões de evolução do 

genoma cromossômico e macroscópico em dois representantes de Arapaimidae de dois 
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continentes diferentes e interpretá-los dentro do contexto de dados conhecidos de outros 

peixes Osteoglossiformes, trazendo novas visões sobre as tendências evolutivas dentro 

do grupo. Os resultados apontaram divergências cromossômicas e genômicas 

geralmente altas entre as duas espécies no nível de mudança cariotípica macroestrutural 

e distribuição e conteúdo de DNAs repetitivos, enquanto, ao mesmo tempo, observamos 

conservadorismo incomum de regiões de cópia única preservadas apesar da profunda 

divergência evolutiva entre as espécies. 

 

Material e métodos 

Animais, preparações de cromossomos mitóticos e bandamentos cromossômicos 

Foram analisados oito indivíduos de Heterotis niloticus (quatro fêmeas e quatro 

machos, do rio Oluwa, África) e 15 indivíduos de Arapaima gigas (sete fêmeas e oito 

machos; rio Javaé, América do Sul) (Figura 11). Os espécimes foram depositados na 

coleção de peixes do Museu de Zoologia da Universidade de São Paulo (MZUSP, 

vouchers 20558, 121641 e 121642). As amostras foram coletadas com a autorização do 

órgão ambiental brasileiro ICMBIO / SISBIO (autorização nº 48290-1). A identidade de 

A. gigas foi determinada de acordo com os caracteres diagnósticos fornecidos por 

(Stewart, 2013a; 2013b). A fim de aumentar o número de células mitóticas, os animais 

foram primeiramente estimulados com suspensões de levedura por 24 a 72 h (Cavallini 

& Bertollo, 1988). Em seguida, foram eutanasiados com uma overdose de benzocaína 

(1g/L) e sacrificados para preparação do cromossomo (Bertollo et al. 2015), de acordo 

com o Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de São 

Carlos (Processo no CEUA 1926260315). Procedimentos de impregnação com nitrato 

de prata (Bandamento Ag-NOR), coloração com cromomicina A3 (CMA3) e 

Bandamento-C foram realizadas seguindo protocolos descritos por (Howell & Black, 

1980; Schimid, 1980; Sumner, 1972), respectivamente. 
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Figura 11. Distribuição geográfica dos peixes Arapaimidae e os locais de amostragem. 
Áreas de distribuição das espécies existentes de Arapaimidae (vermelho) e os registros 
fósseis atualmente descritos (cruzes). Os registros fósseis são baseados em descrições 
relatadas por Li & Wilson (1996); Newbrey & Bozek, (2003); Santos (1985) e Wilson 
& Murray (2008). Os pontos de amostragem são marcados por um triângulo para 
Arapaima gigas (Brasil) e quadrado para Heterotis niloticus (Nigéria). 

 

Sondas e hibridização in situ fluorescente (FISH) 

Os fragmentos 18S e 5S do DNAr foram obtidos por reação em cadeia da 

polimerase (PCR) utilizando primers e perfis térmicos descritos em Cioffi et al. (2009) e 

Martins et al. (2006) respectivamente. A sonda 5S DNAr consistia em cópias de 120 

pares de bases (bp) do gene codificador 5S RNAr e 200 pb do espaçador não transcrito 

(NTS), enquanto a sonda 18S rRNA era composta de cópias de um segmento longo de 

1400 pb correspondendo o gene 18S RNAr. A sonda de DNAr 18S foi marcada com 

Spectrum Orange-dUTP (Vysis, Downers Grove, IL, EUA) enquanto a sonda 5S DNAr 

foi marcada com Spectrum Green-dUTP (Vysis, Downers Grove, IL, EUA), ambos por 

kit tradução nick, de acordo com as recomendações do fabricante (Roche, Mannheim, 

Alemanha). 

A hibridização fluorescente in situ foi realizada seguindo Yano et al. (2017). 

As lâminas cromossômicas foram incubadas com RNase (200 μg/ml, 90 min a 37 °C em 

câmara úmida), tratadas com pepsina (50 μg/ml em HCl 10 mM 3 min, 37 °C), fixadas 

em formaldeído 1% por 10 min. Após desnaturação do DNA cromossômico por 3 

minutos e 15 segundos em 70% de formamida / 2xSSC a 72 °C, em seguida as lâminas 

foram desidratadas em uma série de etanol (70, 85 e 100%), 2 minutos cada. Então, 20 

ml da mistura de hibridização (100 ng sondas, 50% de formamida deionizada, 10% de 
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sulfato de dextrano) foram colocadas nas lâminas e a hibridação foi realizada por 16 h a 

37 °C em uma câmara úmida contendo 2×SSC e água. A lavagem pós-hibridação foi 

realizada com 1×SSC durante 5 min a 42 °C. Uma lavagem final foi realizada à 

temperatura ambiente em 4xSSC durante 5 min. Finalmente, os cromossomos foram 

contra corados e montados com uma mistura de DAPI + antifading (1,2 μg/ml) (Vector, 

Burlingame, CA, EUA). 

 

Hibridização genômica comparativa (CGH) 

O experimento CGH foi realizado segundo Symonová et al. (2015). Ou seja, 

para cada sonda, 1 mg de DNAg foi usado no procedimento de marcação. O DNAg de 

A. gigas foi marcado com Digoxigenina-11-dUTP utilizando DIG-nick-translation Mix 

(Roche), e o H. niloticus DNAg foi marcado com biotina-16-dUTP utilizando BIO-

nick-translation Mix (Roche). A solução de hibridização para cada lâmina (20 μl) foi 

composta por 500ng de cada sonda e 30 μg de DNA C0t-1 não marcado (ou seja, fração 

de DNA genômico enriquecido para sequências altamente e moderadamente 

repetitivas). A fração repetitiva de DNA C0t-1 foi diretamente isolado de ambas as 

espécies de acordo com Zwick et al. (1997). A proporção escolhida entre a sonda e a 

quantidade de DNA de C0t-1 foi estabelecida com base nas experiências obtidas durante 

experimentos análogos realizados em nossos estudos anteriores em peixes (Hatanaka et 

al. 2018; Sember et al. 2018). A proporção escolhida de 1:60 reflete alta severidade em 

relação ao bloqueio da fração repetitiva do DNA e ainda prováveis hibridizações 

inespecíficas das sondas nos cromossomos, evitando falsos positivos (Sember et al 

2018; Symonová et al. 2015). 

As lâminas com cromossomos metafásicos foram armazenadas a -20 °C 

durante 24h, foram desidratadas em série alcóolica (70, 85 e 100%, 2 min cada) antes e 

depois do armazenamento. Depois disso, as lâminas foram envelhecidas por 1 h a 60 ° C 

e tratadas gradualmente com RNase (200 μg/ml, 90 min a 37 ° C em câmara úmida) e 

com pepsina (50 μg/ml em HCl 10 mM 3 min, 37 ° C). Finalmente, os cromossomos 

foram desnaturados em formamida a 75%/2xSSC a 72 °C durante 3-4 minutos e após 

passaram imediatamente através de séries alcoólica a 70% (-20°C), 85% e 100% em 

temperatura ambiente (2 min cada). A mistura de sonda (20 μl) foi primeiramente 

desnaturada a 86 °C por 10 minutos, colocada em gelo por 10 minutos, em seguida, 

aplicada sobre as lâminas, que foram então incubadas a 37 °C em uma câmara úmida 

escura por 72 h. As lâminas foram então lavadas duas vezes em formamida a 
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50%/2xSSC durante 10 minutos e incubadas com 500μl de albumina de soro bovino a 

3% (BSA) 4xSSC/Tween (20 min, 37 °C). Os sinais de hibridização foram detectados 

com anti-Digoxigenina-Rodamina (Roche) diluído em BSA a 0,5% e PBS e avidina-

FITC (Sigma) diluído em PBS contendo soro de cabra normal a 10% (NGS). As 

lavagens finais foram realizadas a 44 °C em 4x SSC/Tween a 0,01%: três lavagens, 7 

min cada. Finalmente, os cromossomos foram contra corados com DAPI (1,2 μg / ml) 

como descrito acima. 

 

Análises microscópicas e processamento das imagens 

Pelo menos 30 metáfases por indivíduo foram analisadas para confirmar o 

número 2n, a estrutura cariotípica e os resultados para os diferentes tipos de 

bandamentos cromossômicos, FISH e CGH. As imagens foram capturadas usando um 

microscópio Olympus BX50 (Olympus Corporation, Ishikawa, Japão) com CoolSNAP, 

e as imagens foram processadas usando o software Image Pro Plus 4.1 (Media 

Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). Os cromossomos foram classificados como 

metacêntricos ou submetacêntricos (m/sm) e subtelocêntricos ou acrocêntricos (st/a) de 

acordo com Levan et al. 1964). 

 

Extração de DNA e análises das sequencias DArT-seq 

Fragmentos de fígado foram coletados e armazenados em etanol a 96% para 

extração de DNA (Sambrook & Russell, 2001). Além de H. niloticus e A. gigas, DNA 

de outras espécies da família Notopteridae, Chitala blanci, C. ornata, C. lopis, 

Notopterus notopterus, Xenomystus nigri e Papyrocranus afer, também foram extraídos 

e usados para análise de DArT-seq (Barby et al. 2018). Os DNAg foram analisados sob 

a tecnologia DArT-seq (Kilian et al. 2012), pela Diversity Arrays Technology Company 

(Canberra, Austrália). Uma combinação de enzimas PstI e SphI foram utilizadas para 

construir as bibliotecas seguindo as orientações descritas por (Kilian et al. 2012) e 

sequenciadas no sequenciador de nova geração Illumina Hiseq2500. Estas enzimas 

foram selecionadas uma vez que ambas visam regiões ricas em GC e indiretamente 

objetivam regiões ricas em genes do genoma. Duas bibliotecas foram construídas para 

cada amostra de DNA e todo o processo de geração de dados foi feito em replicação da 

técnica completa (desde a etapa de digestão/ligação até a marcação de marcadores). 

Aproximadamente 2,5 milhões de sequencias foram utilizadas por amostra para 

produzir os dados dos marcadores. Os marcadores foram extraídos usando o pipeline 
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analítico de propriedade do DArT PL, que, além de relatórios de metadados de dados de 

marcadores de alelos, avalia a consistência da chamada de alelo entre as réplicas. 

Polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) e marcadores SilicoDArTs foram 

extraídos das sequências de representações genômicas (bibliotecas). Os dados in-sílico 

que representam presença/ausência de fragmento de restrição específico nas 

representações genômicas, foram pontuados como “1” para o alelo “presente” e “0” 

para ausência do fragmento/sequência. Os SNPs foram pontuados no formato “duas 

linhas” - cada linha representando um alelo específico no lócus do SNP. A ausência do 

alelo foi pontuada como '0' e '1' foi relatada para a presença do alelo (Tabela 

Suplementar 1)  

 

Análise da diversidade genética entre as espécies 

A partir da matriz de dados filtrada SNP DArT-seq, uma matriz de similaridade 

genética baseada em pares, baseada em Dice (1945), foi computada e utilizada para as 

análises de diversidade genética através de pacotes do R. A análise de componentes 

principais (PCA) foi realizada com FactorMineR (Lê et al. 2008), enquanto a análise de 

agrupamento hierárquico com valores de p (AU, valor de p Aproximadamente Imparcial 

e BP, valor de Probabilidade de Bootstrap) foi realizada com pvclust (Suzuki & 

Shimodaira, 2006) usando distância Euclidiana. 

 

Resultados 

Análise cariotípica e distribuição da heterocromatina constitutiva 

Ambas as espécies exibiram cariótipos idênticos para machos e fêmeas, sem 

heteromorfismos cromossômicos relacionados ao sexo. Os indivíduos de A. gigas 

possuem 2n = 56, com cariótipo composto por 28 cromossomos metacêntricos-

submetacêntricos (m-sm) e 28 subtelocêntricos-acrocentrico (st-a) e número 

Fundamental (NF) sendo igual a 84. Por outro lado, H. niloticus tem 2n = 40, com todos 

os cromossomos metacêntrico ou submetacêtrico (m-sm) e NF = 80. Em ambas as 

espécies, as bandas heterocromáticas C-positivas estão presentes preferencialmente na 

região centromérica e pericentroméricas de todos os cromossomos, com blocos 

teloméricos adicionais visíveis em um subgrupo de pares de cromossomos. 

Especificamente, segmentos terminais conspícuos de heterocromatina constitutiva, 

foram observados nos pares 2, 3, 6, 8, 13, 15, 16, 18, 19 e 20 em H. niloticus e pares 2, 

4, 6, 9, 10, 21 e 22 em A. gigas, com as bandas dos pares 15 (H. niloticus) e 2 (A. gigas) 
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correspondendo às localizações das NORs reveladas pela impregnação com nitrato de 

prata (ver Figura 12). 

 

 
Figura 12. Cariótipos de Arapaima gigas e Heterotis niloticus organizados a partir de 
cromossomos corados por Giemsa e Bandamento-C. Os pares Ag-NOR são 
evidenciados em caixas. Barra = 5 μm. 

 

Padrões de distribuição de sítios positivos para 5S / 18S DNAr e CMA3 

FISH com as sondas 5S DNAr mostraram sinais evidentes na região 

pericentromérica do par cromossômico 6 em H. niloticus, enquanto em A. gigas esses 

sinais foram evidenciados intersticialmente nos braços q do par cromossômico 1. As 

sondas de DNAr 18S identificaram um único lócus com sinal muito intenso localizado 

no braço p distal do par 15 em H. niloticus e no braço p proximal do par 2 em A. gigas, 

correspondendo aos sítios Ag-NOR em ambas as espécies (Figura 13). A coloração 

com corantes fluorescentes base específicos detectou múltiplas bandas positivas para 

CMA3 nos genomas de ambas as espécies, particularmente na região telomérica de 

cinco pares de cromossomos em H. niloticus (cromossomos 9, 11, 12, 15 e 18) e de sete 

pares de cromossomos em A. gigas (cromossomos 2, 3, 4, 15, 16, 24 e 26), além dos 

sítios Ag-NOR positivos para CMA3 (Figura 13). 
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Figura 13. Cariótipos de Arapaima gigas e Heterotis niloticus após coloração com os 
DNAs ribossomais 18S (vermelho) e 5S (verde) como sondas. Barra = 5μm 

 

Padrões de hibridização genômica comparativa interespecífica 

O experimento de CGH forneceu informações sobre as principais diferenças 

entre os genomas analisados quanto à quantidade e distribuição da fração repetitiva de 

DNA. Como esperado, ambos os genomas compartilharam apenas uma porção menor 

do conteúdo de DNA repetitivo, especificamente apenas um segmento relacionado com 

regiões de DNA positivas para CMA3/NOR/18S, marcadas como sinais amarelos, isto 

é, combinação de verde e vermelho, (Lim et al. 2007; Symonová & Howell, 2018). 

Adicionalmente, em ambos os delineamentos experimentais, a sonda derivada do DNAg 

das espécies cujos cromossomos são submetidos à análise (ou seja, a hibridização contra 

seu próprio complemento cromossômico), hibridizou preferencialmente em blocos 

heterocromáticos abundantemente presentes nas regiões cromossômicas terminais 

(como evidenciado pela análise sequencial com Bandamento-C), mesmo apesar da alta 

quantidade de DNA competitivo/bloqueador (Figuras 14 e 15). No entanto, deve ser 

observado que, apesar de menos intensamente, a sonda genômica co-específica, também 

hibridizou ao longo do restante do material cromossômico. Nossas descobertas estão de 

acordo com os padrões gerais observados em relatórios anteriores baseados em CGH, 

(Traut & Winking, 2001; Valente et al. 2009), no sentido de hibridização tendenciosa 

em regiões heterocromáticas e apontam para o fato de que mesmo uma quantidade alta 

de DNA C0t-1 é frequentemente insuficiente para bloquear completamente as regiões 

altamente repetitivas (heterocromáticas) para discussão relacionada, ver Trifonov et al. 

(2009).  



 

 90 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Hibridação genômica comparativa em cromossomos metafásicos de Heterotis 

niloticus, (a) DAPI; (b) padrão de hibridização com sondas derivadas de DNAg de H. 

niloticus (verde); (c) padrão de hibridização com sondas derivada de DNAg de Arapaima 

gigas (vermelho); (d) sobreposição de ambas as sondas de DNAg mostrando as 
sequências compartilhadas entre as espécies (amarelo). Barra = 5µm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Hibridização genômica comparativa (CGH) em cromossomos metafásicos 
de Arapaima gigas, (a) DAPI; (b) padrão de hibridização com sondas derivadas de 
DNAg de A. gigas (vermelho); (c) padrão de hibridização com sondas derivadas de 
DNAg de Heterotis niloticus (verde); (d) sobreposição de ambas as sondas de DNAg 
mostrando as sequências compartilhadas entre as espécies (amarelo). Os cromossomos 
foram contracorados com DAPI (azul). Barra = 5 μm 
 

1 
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Análises de diversidade genética usando os dados DArT-seq 

Produção de genotipagem DArT-seq (Tabela 1 suplementar) consistindo em 

uma matriz “ausência/ presença” (0/1) para cada espécie de Arapaimidae e Notopteridae 

(colunas) para um dado alelo ID (linhas), em que os SNPs foram classificados com 

bases em diferentes medias estatísticas. Uma visão geral dos dados de genotipagem 

mostrou que dos 1537 alelos SNPs encontrados, 57% apresentaram mutações do tipo 

transição, 88% apresentaram apenas um SNP ao longo da sequência e 19% foram 

encontrados em heterozigose (Tabela 1 Complementar). Análises de componentes 

principais (PCA) utilizando apenas os alelos SNP, mostraram espécies de Notopteridae 

e Arapaimidae agrupadas de acordo com sua distribuição geográfica. Resultados 

parciais para Notopteridae também foram discutidos em Barby et al. (2018) (Figura 

16). 

 

 
Figura 16. Análise de componentes principais (PCA) dos dados de SNPs de alelos 
DArT-seq encontrados em sete espécies de Osteoglossiformes. Mapa de fatores 
individuais usando 3074 alelos (alelos de referência e alternativos). Amostras 
Osteoglossiformes e presença/ausência de SNPs foram estruturados como observações 
(individuais) e variáveis, respectivamente, como dados da matriz de entrada. Gêneros 
Notopteridae (Papyrocranus, Xenomystus, Notopterus e Chitala) e gêneros 
Arapaimidae (Heterotis e Arapaima), juntamente com sua distribuição geográfica 
(África, Sudeste Asiático e América do Sul); as variáveis categóricas são resumidas nos 
quadrados preto (África), verde (Sudeste Asiático) e vermelho (América do Sul). 
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Discussão 

Osteoglossiformes representam uma das linhagens de teleósteos mais 

ancestrais, ainda que pouco estudadas, está presente em todos os continentes, exceto na 

Antártida. Os poucos dados provavelmente estão associados à ampla distribuição 

geográfica desse grupo, com táxons endêmicos a diferentes continentes, dificultando um 

estudo integrativo que permitiria uma visão globalizada de seus processos evolutivos. 

Portanto, o presente estudo enfoca na família Arapaimidae, com o objetivo de investigar 

esse modelo exclusivo de peixes com ferramentas de citogenética molecular avançada e 

citogenômica, na perspectiva de explorar e tentar esclarecer alguns eventos que 

moldaram a sua história evolutiva e de distribuição. 

Os dados citogenéticos ainda são escassos e bastante incompletos para os 

Osteoglossiformes em geral, limitando o progresso na compreensão das tendências 

evolutivas que operam neste grupo. Apesar disso, os dados mostram que esses peixes 

possuem números cromossômicos diversificados, variando de 34 em Gymnarchus 

niloticus a 56 em A. gigas e Osteoglossum bicirrhosum e cariótipos dominados por 

cromossomos acrocêntricos na maioria das espécies osteoglossiformes (Barby et al. 

2018; Da Rosa et al. 2009; Hatanaka et al. 2018). No entanto, alguns representantes das 

famílias Mormyridae, Gymnarchidae e Notopteridae compartilham certas características 

cariotípicas, como a redução do número diploide e cariótipos com a presença de 

cromossomos de dois braços, indicando uma relação mais próxima entre elas (Ráb et al. 

2016). Por outro lado, enquanto a maioria das espécies de osteoglossiformes tendem a 

manter os cariótipos com cromossomos acrocêntricos, como dito anteriormente, os 

membros de Arapaimidae e Gymnarchidae representam exceções a esta regra geral. De 

fato, nossos dados demonstram 2n = 56 e um cariótipo composto por 28 m/sm + 28 

cromossomos st/a para A. gigas (NF = 84), concordando com alguns relatos anteriores 

de Da Rosa et al. (2009) e Marques et al. (2006), mas diferindo de Urushido (1975). Por 

sua vez, H. niloticus apresenta 2n = 40 e um cariótipo composto de 40 m/sm 

cromossomos (NF = 80), também diferindo do único registro de Hirata & Urushido 

(2000), que encontraram o mesmo número diploide (2n = 40) mas inferiu a composição 

cariotípica distinta (26m + 10sm + 4a cromossomos) para uma população da África 

Ocidental. Alguns problemas técnicos na classificação dos cromossomos, ou mesmo 

para a diferenciação geográfica de H. niloticus, podem explicar essas discrepâncias 

(Figura 13). Além disso, a sonda DNAr 18S identificou um único lócus cromossômico 

em ambas as espécies, com um sinal muito conspícuo e, portanto, indiscutivelmente 
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muito evidenciado no par 15 de H. niloticus e no par 2 de A. gigas, correspondendo aos 

sítios Ag-NOR em ambas espécies. A maioria das espécies de peixes Osteoglossiformes 

analisadas, possuem apenas um par de cromossomos contendo sequências de DNAr 18S 

e 5S, com algumas exceções, observadas em C. Chitala, P. afer, X. nigri e 

Petrocephalus microphthalmus (para referências e informações mais detalhadas sobre 

distribuição das sequências de DNAr 18S e 5S disponíveis até à data em outras espécies 

de osteoglossiformes (Figura 17). 

 

 
Figura 17. Idiogramas representando 2n e padrões de distribuição do DNAr em 
espécies osteoglossiformes. Nos cromossomos, os locais de distribuição do DNAr 18S 
são destacados em verde, 5S DNAr em vermelho e Interstitial Telomeric Sites (ITS) em 
azul. HNI = Heterotis niloticus; AGI = Arapaima gigas; PMI = Petrocephalus 

microphthalmus; SWA = Stomatorhinus walkeri; MMO = Marcusenius moorii; GPE = 
Gnathonemus petersii; RNI = Gymnachus niloticus; CBL = Chitala blanci; CCH = 
Chitala chitala; COR = Chitala ornamentado; CLO = Chitala lopis; NNO = Notopterus 

notopterus; XNI = Xenomystus nigri; PAF = Papyrocranus afer; e PBU = Pantodon 

buchholzi. Os dados são baseados em Barby et al. (2018); Hatanaka et al. (2018) e 
Ozouf-Costaz et al. (2015). 

 
Um único sítio (isto é, um par de loci) para cada agrupamento de DNAr parece 

ser também a tendência geral relatada para a maioria dos teleósteos(Gornung, 2013 

Sochorová et al. 2018) e para os antigos peixes actinopterígeos não teleósteos 

(Majtánová et al. 2017; Symonová et al. 2017). A localização de tais sequências em 

posições semelhantes de cromossomos semelhantes podem ser evidências de 
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cromossomos homeólogos, veja mais em Milhomem et al. (2013). Entre os 

Arapaimidae, os sítios de DNAr 18S estão associados à heterocromatina rica em GC 

(Figura 13), uma característica também compartilhada com outras espécies de 

Osteoglossiformes, como as pertencentes às famílias Notopteridae e Gymnarchidae 

(Barby et al. 2018; Hatanaka et al. 2018), apoiando a visão de que provavelmente 

representa o padrão ancestral de peixes actinopterígeos (Symonová et al. 2017). 

Entretanto, além de um único sítio 18S DNAr/CMA3+, múltiplos sinais adicionais de 

CMA3+ também foram observados para ambas as espécies, similarmente ao padrão 

observado em P. buchholzi (Ráb et al. 2016), tornando assim seus genomas uma notável 

exceção aos teleósteos em geral. 

Para obter uma visão mais profunda da dinâmica subcromossômica em escala 

bruta no nível de composição e distribuição de sequências repetitivas de DNA, 

realizamos experimentos de CGH de maneira comparativa interespecífica. Essas 

comparações com CGH mostraram uma divergência genômica geral alta entre as duas 

espécies em estudo, como seria de se esperar, devido ao seu estágio avançado de 

divergência evolutiva (Figuras 14 e 15). De fato, ambas as sondas genômicas 

colocalizaram-se apenas nas regiões da NOR que geralmente mantêm um alto 

conservadorismo de sequências (Hillis & Dixon, 1991). Portanto, quando basicamente 

apenas as regiões da NOR são evidenciadas de maneira mais intensa após a hibridização 

cruzada, ela aponta para uma grande divergência genômica entre as duas espécies. Tal 

cenário também foi observado em muitas plantas e outros grupos de animais. (Por 

exemplo: Lim et al. (2007); Symonová et al. (2018)). 

Em resumo, os genomas de A. gigas e H. niloticus apresentam notável 

divergência cromossômica, em termos de sua macroestrutura cariotípica, conteúdo e 

distribuição de DNA repetitivo. Em contraste marcante, os estudos de diversidade 

genômica através de análises de PCA, demonstraram uma distância genética muito 

baixa entre esses peixes no nível de regiões de sequencias de cópia única (Figura 16). 

Este cenário contrasta ainda mais profundamente com o encontrado para os 

representantes africanos e asiáticos dos antigos knifishes, família Notopteridae, onde 

um padrão oposto foi descoberto, ou seja, cariótipos altamente conservados, apesar de 

pelo menos 80 Ma de isolamento entre as espécies (Barby et al. 2018). Assim, o que 

teria contribuído para essa enorme diversidade cromossômica e a baixa distância 

genética entre as espécies de Arapaimidae? 
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Embora separados por mais de 50 a 80 Ma (Lavoué, 2016), A. gigas e H. 

niloticus ainda mantêm algumas características morfológicas, fisiológicas e 

comportamentais semelhantes, como respiração branquial e aérea obrigatória, 

preferência por ambientes lênticos pouco oxigenados, baixa atividade migratória e 

atividades de cuidado parental com a prole. Consequentemente, ambas as espécies são 

sedentárias, vivendo em pequenas populações com alto grau endogamia (Adite et al. 

2005; Hrbek et al. 2005). Estudos moleculares de espécimes da bacia amazônica 

utilizando marcadores microssatélites e genes mitocondriais mostraram que diferentes 

populações de A. gigas apresentam um pequeno grau de isolamento por distância e 

fragmentação apenas em populações separadas por distâncias maiores que 1000 km 

(Araripe et al. 2013; Hrbek et al. 2005). De fato, a maior variabilidade cariotípica 

geralmente está presente em grupos de peixes com baixa mobilidade e estabelecimento 

de pequenas populações isoladas, em contraste com espécies de peixes caracterizadas 

por maior mobilidade e densidade populacional (Bertollo et al. 1986). Nesse contexto, 

os rearranjos cromossômicos se espalham e se instalam mais facilmente em pequenas 

populações, onde a probabilidade de gerar formas rearranjadas homozigotas, livres de 

problemas de segregação meiótica, é maior do que em grandes populações (Pellestor et 

al. 2011). A especiação tem sido vista como resultado de processos aleatórios que 

requerem isolamento geográfico (Bird et al. 2012). 

No entanto, esta perspectiva mudou recentemente e a evolução das barreiras 

reprodutivas sem isolamento espacial é agora considerada um cenário plausível (Smadja 

& Butlin, 2011). Em sua fase inicial, a especiação com o fluxo gênico é supostamente 

caracterizada pela forte seleção disruptiva em alelos localmente adaptados, resultando 

em ilhas genômicas de divergência, que tendem a se disseminar por meio de caronas 

genéticas. A seleção é oposta ao fluxo gênico, que homogeneíza a variação nas regiões 

genômicas remanescentes. Novos modelos teóricos postulam que modificadores de 

recombinação seriam favorecidos pela seleção sob especiação com fluxo gênico (Ortiz-

Barrientos et al. 2016). Desta forma, a grande diversidade de tipos cromossômicos em 

cariótipos de Arapaima em relação a Heterotis é o resultado de vários rearranjos 

cromossômicos acumulados ao longo de milhões de anos, além do acúmulo de 

diferentes classes de DNAs repetitivos em seus genomas. Um cenário semelhante já foi 

observado em outra espécie de osteoglossiformes, a aruanã asiática Scleropage 

formosus, onde DNAs repetitivos são considerados os principais contribuintes para a 

diversidade cromossômica observada nesta espécie (Bian et al. 2016). 
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Nossos dados confirmam que cariótipos altamente rearranjados tendem a 

ocorrer em osteoglossiformes sul-americanos. A. gigas (2n = 56) e o aruanã sul-

americano - O. bicirrhosum (2n = 56) - possuem os 2n maiores encontrados na ordem. 

Isso também foi documentado e verificado em peixes ciclídeos, em que representantes 

da região Neotropical exibem 2n = 48 cromossomos, com uma maior diversidade 

cariotípica em comparação aos africanos (Feldberg et al. 2003; Poletto et al. 2010). 

Vários táxons fósseis foram atribuídos aos Arapaimidae e/ou linhagens estreitamente 

relacionadas (Figura 11), e, embora suas inter-relações evolutivas não estejam bem 

estabelecidas (Guo-Qing et al. 1997; Hilton, 2003; Li et al. 1996; Taverne, 1998), não 

podemos desconsiderar que os números 2n intermediários tenham ocorrido entre ele e 

os A. gigas e H. niloticus existentes. 

 

Conclusões 

Em conjunto, os genomas de A. gigas e H. niloticus exibiram notável 

divergência cromossômica e da fração repetitiva do genoma. Os resultados obtidos 

demonstraram algumas tendências gerais compartilhadas pela maioria dos 

Osteoglossiformes analisados até o momento, como a presença de apenas um par de 

cromossomos portadores dos sítios de DNAr 18S e 5S; cariótipos dominados por 

cromossomos acrocêntricos; e sítios de DNAr que estão associados a heterocromatina 

rica em GC, apoiando a visão de que estas características provavelmente representa o 

estado ancestral para os peixes teleósteos. Por outro lado, a diversidade genômica 

estudada através de análises de PCA demonstrou uma distância genética muito baixa 

entre estes peixes, apesar de histórias evolutivas separadas abrangendo 

aproximadamente 50 a 80 Ma (Lavoué, 2016). 
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Resumo 

 

A região Neotropical exibe a maior diversidade de peixes de água doce do mundo e a 
história demográfica de vários clados está relacionada com a história geomorfológica e 
climática desta região. Portanto, métodos analíticos de alta resolução são necessários 
para o melhor entendimento dessa grande diversidade. Duas das principais bacias 
hidrográficas da região Neotropical, a Amazônica (Am) e a Tocantins-Araguaia (To-Ar) 
são altamente dendríticas e ecologicamente diversas. Elas são ricas em peixes 
endêmicos, incluindo um de seus representantes mais emblemáticos o pirarucu, espécie 
do gênero Arapaima (Teleostei, Osteoglossiformes). Aqui, avaliamos a diversidade 
citogenômica e a história demográfica do pirarucu, combinando abordagens como 
citogenética molecular, análise de genética de populações utilizando SNPs e seleção de 
modelos de aprendizagem profunda. Foram analisadas amostras de quatro populações 
naturais da bacia Am, três da bacia To-Ar além de amostras oriundas de três 
pisciculturas. Observamos um nível maior de diversidade genética nas populações da 
bacia Am, quando comparado ao observado na bacia To-Ar. Além disso, encontramos 
uma alta diferenciação genética entre as populações das diferentes bacias. Ao 
incluirmos amostras de piscicultura, foi possível evidenciar o ancestral mais provável 
das matrizes reprodutoras, levantando preocupações sobre o uso de reprodutores fora da 
distribuição de sua população genética. Não houve diferenciações cromossômicas 
significativas na estrutura cariotípica e nas composições de DNAs repetitivos mapeados 
entre as populações estudadas. Embora as principais vias para a colonização de 
Arapaima na América do Sul ainda não estejam claras, as redes neurais convolucionais 
(CNN) aplicadas aos nossos dados empíricos indicam um cenário no qual a bacia do 
Am foi a primeira a ser colonizada, seguida da bacia To-Ar. Outros estudos devem se 
concentrar em uma reconstrução biogeográfica histórica mais ampla da ordem 
Osteoglossiformes, que pode potencialmente explicar sua relação com o rompimento do 
Gondwana e a presença deste táxon na América do Sul. 
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Introdução 

A região Neotropical exibe um dos maiores níveis de biodiversidade do mundo 

(Rull, 2018; Silvestro et al. 2018a). Dentro desta região, a Amazônia destaca-se pela 

excepcional riqueza de espécies (Fine & Lohmann, 2018; Silvestro et al. 2018b). A 

bacia do rio Amazonas (Am) contém a fauna de peixes mais especiosa do mundo (Reis 

et al. 2016), um resultado provável de sua complexa história geomorfológica e climática 

(Figueiredo et al. 2009; 2010; Hoorn et al. 2017; Van Soelen et al. 2017). Essa 

intrincada história também é refletida por seus complexos padrões biogeográficos 

(Dagosta & Pinna, 2017; Ribas et al. 2012). A bacia do Tocantins-Araguaia (To-Ar), 

embora não seja um afluente da bacia amazônica, já que flui diretamente para o 

Atlântico (Carvalho & Albert, 2012 é considerada parte da ecorregião aquática da 

Amazônia (Albert & Reis, 2011; Dagosta & Pinna, 2017). Um alto nível de espécies 

endêmicas é observado na Bacia To-Ar, maior inclusive, que o presente nas outras 

bacias do escudo brasileiro e comparável aos níveis observados na Amazônia, 

provavelmente devido a conexões históricas com esta última (Albert & Reis, 2011; 

Dagosta & Pinna, 2017; Rossetti & Valeriano, 2007). A bacia To-Ar está localizada em 

uma região tectônica ativa, e sua fauna aquática é possivelmente o resultado da troca 

com as cabeceiras de todas as grandes drenagens vizinhas (Bloom & Lovejoy, 2012; 

Lima & Ribeiro, 2011). A avaliação da diversidade genética e cromossômica em táxons 

que ocorrem em regiões com uma história geomorfológica e climática tão intrigante 

pode fornecer evidências sobre os processos evolutivos que atuam na biodiversidade 

dessas bacias. 

Entre as ordens de peixes com representantes nas bacias Am e To-Ar, os 

Osteoglossiformes destacam-se por ser uma das três primeiras linhagens irmãs de todos 

os outros teleósteos modernos (Arratia, 1999; Hilton & Lavoué, 2018; Near et al. 2012) 

e é restrita a água doce (Lundberg, 1993). As espécies de Osteoglossiformes são 

naturalmente distribuídas ou introduzidas em todos os continentes, com exceção da 

Antártida (Adite et al. 2005; Hilton & Lavoué, 2018; Nelson et al. 2016). Atualmente, 

esta ordem compreende seis famílias, Pantodontidae, Notopteridae, Gymnarchidae, 

Mormyridae, Osteoglossidae e Arapaimidae. No entanto, alguns autores recentemente 

consideram os Arapaimidae como subfamília Arapaiminae, dentro da família 

Osteoglossidae (Cavin, 2017; Nelson et al. 2016). Aqui, consideraremos o status de 

família para Arapaimidae, sendo composta por apenas dois gêneros existentes, o 

africano monotípico Heterotis Rüppell (1829), e o sul-americano Arapaima Müller 
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(1843) (Nelson et al. 2016). O gênero Arapaima é amplamente distribuído em grande 

parte das bacias To-Ar e Am no Brasil e no Peru (Castello, 2008; Reis et al. 2003) e 

representa uma das maiores espécies de peixes de água doce, com alguns indivíduos 

atingindo até 200 kg de massa corporal e até quatro metros de comprimento (Nelson et 

al. 2016; Stone, 2007; Bezerra et al. 2013). O gênero Arapaima foi considerado 

monotípico por muitos anos, com A. gigas sendo a única espécie válida. No entanto, 

Stewart (2013a) e (2013b) analisou cuidadosamente os tipos existentes desta espécie e 

descobriu que eles representam espécies facilmente diagnosticáveis. Como resultado, o 

autor descreveu formalmente a nova espécie A. leptosoma e indicou duas outras ainda 

não formalmente descritas (Stewart, 2013a; 2013b). 

Estudos citogenéticos em espécies de Arapaimidae ainda são escassos onde 

apenas alguns estudos foram realizados para o pirarucu na bacia To-Ar (Da Rosa et al. 

2009; De Oliveira et al. 2019, Marques et al. 2006), envolvendo a descrição cariotípica, 

o mapeamento dos genes ribossômicos 18S e 5S e alguns outros bandamentos 

cromossômicos convencionais. Estudos prévios sobre a diversidade genética das 

populações de pirarucu com marcadores moleculares apontaram, em geral, a ausência 

de estruturação genética nas bacias do Am e do Baixo Tocantins, e uma estruturação 

mais pronunciada na porção superior da bacia To-Ar. Essas análises anteriores focaram 

em poucas sequências de mtDNA (Hrbek et al. 2005) e marcadores nucleares 

associados a regiões repetitivas (Hrbek et al. 2007; Leão, 2009; Vitorino et al. 2015; 

2017). Diferentemente da maioria das tecnologias que obtêm sequências genômicas 

aleatórias, tais como CRoPS (Redução da Complexidade de Sequências Polimórficas), 

GBS (Genótipo por Sequenciamento) e RAD (Restrição do Site de DNA Associado) 

(Baird et al. 2008; Elshire et al. 2011; Van Orsouw et al. 2007), o DArT (Diversity 

Arrays Technology) é um método de redução da complexidade genômica que enriquece 

regiões hipometiladas do genoma e, portanto, principalmente regiões ativas do genoma 

são recuperadas  (Jaccoud et al. 2001; Kilian et al. 2012). Portanto, é possível detectar 

regiões genômicas que podem estar sob o efeito de pressões seletivas. Além disso, 

quando combinadas com tecnologias de sequenciamento de próxima geração (NGS) 

(Dart-Seq), milhares de SNPs podem ser gerados em um período relativamente curto, 

tornando-os ferramentas poderosas para a investigação genômica (Kilian et al. 2012). 

Além disso, o advento da filogeografia estatística (Knowles, 2009) permitiu 

inferências baseadas em modelos refinados em conjuntos de dados multilocus. Usando 

conjuntos de dados contendo centenas de milhares de loci (Garrick et al. 2015), 
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juntamente com estratégias de seleção de modelos demográficos (Carstens et al. 2013), 

é possível comparar cenários complexos e fazer estimativas mais precisas de parâmetros 

demográficos em modelos mais realistas (Thomé & Cartens, 2016). Recentemente, 

métodos de aprendizado de máquina e aprendizagem profunda foram incorporados em 

genética de populações (Schrider & Kern, 2018; Sheehan & Song, 2016) e aplicados 

para comparação de modelos demográficos (Flagel et al. 2018; Villanea & Schraiber, 

2019). Esses procedimentos têm a vantagem de utilizar as informações presentes em 

grandes conjuntos de dados e altamente multivariados obtidos com o NGS, sem a 

necessidade de reduzir essas informações com estatísticas resumidas (Flagel et al. 

2018). 

Aqui, usamos a comparação de modelos de aprendizagem profunda para 

avaliar modelos demográficos em diferentes populações de Arapaima e testar 

explicitamente se: (1) espécimes das duas bacias podem ser considerados uma única 

população genética; (2) a população localizada na bacia Am foi colonizada pela bacia 

To-Ar; ou (3) ocorreu a via de colonização oposta, com Am colonizando To-Ar. Para 

isso, integramos abordagens de citogenética molecular (mapeamento de DNAs 

repetitivos, hibridização genômica comparativa) e análises genéticas baseadas em SNPs 

derivados de sequenciamento DArT-seq para estimar sua diversidade genética e 

cromossômica.  
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Material e métodos 

Indivíduos examinados e extração de DNA 

Espécimes de pirarucu foram coletadas de sete localidades das bacias dos rios 

Am (quatro pontos de amostragem) e To-Ar (três pontos de amostragem). Além disso, 

amostras de três diferentes pisciculturas foram analisadas (Figura 18 e Tabela 1). Os 

indivíduos foram amostrados utilizando armadilhas (redes de espera de nylon) e, após a 

captura, os animais foram transportados para a estação de pesquisa ou processados em 

campo. A coletas tiveram autorização prévia das agências ambientais brasileiras 

ICMBIO / SISBIO (Licença nº 48290-1) e SISGEN (A96FF09), os espécimes foram 

depositados nas coleções de peixes do Museu de Zoologia da Universidade de São 

Paulo (MZUSP) (Tabela 1). Foram coletados fragmentos de fígado de todos os 

indivíduos e armazenados em etanol a 96% para extração de DNA, seguindo (Sambrook 

& Russell, 2001). Os experimentos seguiram condutas éticas e anestésicas, de acordo 

com o Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de São 

Carlos (Processo número CEUA 9506260315). 

 

Figure 18: a) Mapa do Brasil indicando os locais de coleta de Arapaima das bacias 
Tocantins-Araguaia (amarelo) e Amazônia (verde), codificadas de acordo com a Tabela 
1. Os locais de amostragem das pisciculturas são representados por triângulos 
alaranjados, enquanto as amostragens naturais são mostradas como círculos vermelhos. 
b) resultados do fastSTRUCTURE para K de 2 a 4 e para K = 3 na análise no 
GENELAND. Cada amostra é representada como uma barra vertical mostrando a 
proporção de seu genoma pertencente a cada um dos grupos K. Linhas pretas separam 
indivíduos de diferentes localidades.  
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Análises de Citogenética Convencional e Molecular 

Indivíduos de seis locais de amostragem (SFA, PEI, JAV, COD, CAS e MAM) 

foram analisados citogeneticamente. Os cromossomos mitóticos foram obtidos através 

do método descrito em De Oliveira et al. (2019). A coloração convencional foi realizada 

utilizando solução de Giemsa a 5% em tampão fosfato, pH 6,8, durante 10 min. A 

heterocromatina C positiva foi detectada seguindo o protocolo descrito em Sumner 

(1972). 

Um total de dez sequências repetitivas de DNA, incluindo três famílias 

multigênicas (U2 snDNA, 5S e 18S rDNAs) e sete repetições de microssatélites (A)30, 

(CA)15, (GA)15, (CAC)10, (CGG)10 , (GAA)10 e (GAG)10 foram mapeadas por 

procedimentos de hibridação fluorescente in situ (FISH) seguindo Yano et al. (2017). 

As sondas microssatélites foram diretamente marcadas com Cy3 durante a síntese de 

acordo com Kubat et al. (2008). Ambas as sequências de DNAr 18S e 5S foram isoladas 

seguindo Cioffi et al. (2009) e Pendás et al. (1994), respectivamente. As sequências de 

U2 snDNA foram produzidas de acordo com Silva et al. (2015). Todas estas sondas 

foram diretamente marcadas com Spectrum Orange-dUTP por nick translation, de 

acordo com as recomendações do fabricante (Roche, Mannheim, Alemanha), com 

exceção do DNAr 5S, que foi diretamente marcado com Spectrum Green-dUTP, 

também por nick translation (Roche Mannheim, Alemanha).  

 

Experimento de Hibridização Genômica Comparativa (CGH) 

Experimentos de Hibridização Genômica Comparativa (CGH) foram 

realizados para comparar a composição genômica de indivíduos de uma população 

representativa de cada bacia hidrográfica analisada: JAV (To-Ar) e MAM (Am). O 

DNAg da população de Arapaima de JAV foi comparado com o DNAg de Arapaima da 

população MAM utilizando cromossomos metafásicos de indivíduos de ambas as 

populações. Para esses propósitos, o DNAg de indivíduos da população MAM foi 

marcado com biotina-16-dUTP usando BIO-nick-translation Mix (Roche, Mannheim, 

Alemanha), enquanto o DNAg de indivíduos da população JAV foi marcado com 

digoxigenina-11-dUTP Mix DIG-nick-translation (Roche). Para o bloqueio das 

sequências repetitivas, utilizou-se o DNA de C0t-1 preparado de acordo com Zwick et 

al. (1997). O mix final da sonda para cada lâmina foi composto por 500ng de DNAg de 

indivíduos da população MAM + 500 ng de DNAg de indivíduos da população de JAV 

+ 30μg de COt-1 DNA derivado de cada espécime. As sondas foram precipitadas com 
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etanol e o pellet foi diluído em uma solução de hibridização contendo 50% de 

formamida, 2xSSC, 10% SDS, 10% de sulfato de dextrano. 

 

Análise Microscópica e Processamento de Imagens 

Pelo menos 30 metáfases por indivíduo foram analisadas para confirmar o 

número diploide, a estrutura cariotípica e os resultados de FISH. As imagens foram 

capturadas usando um microscópio Olympus BX50 (Olympus Corporation, Ishikawa, 

Japão) e processadas usando o software Image Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics, Silver 

Spring, MD, EUA). Os cromossomos foram classificados como acrocêntricos (a), 

subtelocêntricos (st), submetacêntricos (sm) e metacêntricos (m), de acordo com suas 

relações de braço (Levan et al. 1964). 

 

 

Extração de DNA e genotipagem DArTseq 

Fragmentos de fígado foram obtidos e armazenado em etanol a 96% para 

extração de DNA, através do protocolo descrito por Sambrook & Russell (2001). O 

DNAg de todos os indivíduos foi analisado com a tecnologia DArT-seq (Kilian et al. 

2012) pela empresa DArT (Diversity Arrays Technology Company, Canberra, 

Austrália). Utilizou-se uma combinação de enzimas PstI e SphI para construir as 

bibliotecas utilizando os passos descritos em Kilian et al. (2012) e sequenciados na 

plataforma de próxima geração Illumina Hiseq2500. Os dados brutos extraídos das 

amostras sequenciadas foram submetidos a filtragem e convertidas em genótipos de alta 

qualidade utilizando o software de propriedade da DArT. Os genótipos foram 

codificados como uma matriz de SNPs com loci nas linhas e indivíduos nas colunas. 

Para cada genótipo, os dados foram armazenados como 0 para homozigotos de estado, 1 

para heterozigotos e 2 para estados homozigóticos alternativos. 

 

Diversidade Genética e Isolamento por Distância 

As estatísticas sumárias para diversidade genética foram calculadas usando o 

programa GENODIVE (Meirmans & Van Tienderen, 2004) para cada localidade 

amostrada, a partir de estimativas de heterozigosidade esperada (HE), heterozigosidade 

observada (HO) e coeficiente de endogamia (FIS). Uma matriz de FST par-a-par (Weir & 

Cockerham, 1984) também foi calculado entre os locais de amostragem, com 

significância avaliada usando 10.000 permutações. 
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O isolamento por distância (IBD) foi testado apenas para populações de 

ocorrência natural e para cada bacia separadamente. A distância geográfica simples foi 

usada para populações no To-Ar, já que elas se conectam na estação chuvosa. Para a 

bacia Am, distâncias acompanhando a extensão dos rios foram usadas. Foi realizado um 

teste de Mantel (Mantel, 1967) e análise de redundância canônica (RDA), um método 

que combina PCA e regressões múltiplas, decompondo a variância genética com base 

nas frequências alélicas (Orsini et al. 2012). Para o RDA, as distâncias de fluxo na bacia 

de Am foram transformadas em coordenadas com o comando cmdscale no R. Ambos os 

conjuntos de coordenadas espaciais foram então convertidos em polinômios ortogonais 

de terceiro grau, com uma versão modificada dos scripts de Meirmans (2015). Também 

obtivemos o componente espacial da variação genética total multiplicando a 

porcentagem de variação restrita pelo valor global do FST, como sugerido por Meirmans 

(2015). 

 

Estrutura Populacional 

A estrutura populacional para todos os locais de amostragem coletados foi 

investigada com o método não espacial fastSTRUCTURE v. 1.0 (Raj et al. 2014), uma 

variação do popular método de agrupamento bayesiano STRUCTURE (Pritchard et al. 

2000) otimizado para grandes conjuntos de dados genotípicos. A preparação e a análise 

de dados foram realizadas com o auxílio do pipeline “lizards-are-awesome” (Melville et 

al. 2017). A estrutura populacional das localidades naturais também foi avaliada com a 

estratégia espacial implementada no GENELAND (Guillot et al. 2009), usando 

frequências correlacionadas por 500.000 iterações amostradas a cada 200. As corridas 

do fastSTRUCTURE foram repetidas para um intervalo de K (número de populações) 

de 1 a 11 e no GENELAND de 1 a 8. Os resultados de ambas as análises foram 

processados com a ferramenta online CLUMPAK (Kopelman et al. 2015), que 

simplifica o uso de DISTRUCT (Rosenberg, 2004) e CLUMPP (Jakobsson & 

Rosenberg 2007) para resumir e plotar os resultados. 

 

Seleção de Modelo Demográfico 

Simulamos dados genéticos similares ao conjunto de dados amostrados para 

localidades de ocorrência natural no programa ms (Hudson, 2002). Foram considerados 

três cenários possíveis para a história demográfica de A. gigas: (1) uma população 

panmítica abrigando todas as amostras coletadas nas duas bacias; (2) colonização da 
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bacia do Am, simulada como evento fundador seguido de expansão populacional 

exponencial; e (3) colonização da bacia To-Ar. 

Para realizar nossas simulações de coalescência, adotamos um tempo padrão de 

geração, amostrado de uma distribuição uniforme de 4 a 5 anos (Hrbek et al. 2005). Foi 

utilizada uma taxa de mutação de 1,25 × 10-9 substituições por sítio por ano, calculada a 

partir dos tempos de divergência e quantidade de diferenças genômicas entre A. gigas e 

Scleropages formosus (Vialle et al. 2018). Realizamos simulações de dados (20.000 

para cada modelo) com scripts modificados de Perez et al. (2016). Os valores de θ, o 

parâmetro que mede o equilíbrio mutação-deriva, foram calculados para cada simulação 

usando a taxa de mutação e o tamanho efetivo populacional, amostrado a partir de uma 

distribuição uniforme de 100 a 500.000 indivíduos, Hrbek et al. (2005) sugerem cerca 

de 150.000 fêmeas mortas por ano na transição dos séculos 19 a 20, com base em 

indivíduos comercializados). O tempo de divergência para a bacia Am e To-Ar (τ2) foi 

amostrado a partir de uma distribuição uniforme entre 200 mil anos atrás (kya) a 2 

milhões de anos atrás (Mya), que inclui a estimativa de idade do rio Tocantins para 

alcançar seu curso moderno, no limite entre Plioceno e Pleistoceno sugerido por Rosseti 

& Valeriano (2007) e 1,8 Mya sugerido por Silva-Santos et al. (2018). Para o tempo de 

divergência da população de Codajás em relação às outras localidades da bacia Am, foi 

utilizada uma distribuição uniforme entre 0-200 kya. A magnitude do efeito fundador 

durante a colonização (usada nos modelos 2 e 3) foi calculada como a taxa de contração 

durante a colonização (θrF-A), estimada como a razão entre o valor θ durante o evento e 

esse mesmo valor na população ancestral (com distribuição variando de 0,001 a 0,1). A 

intensidade de expansão da população após a colonização (θrC-A) foi estimada como a 

razão entre o valor atual de θ e o θ da população ancestral (amostrada de 0,1 a 1). 

Os diferentes cenários demográficos foram comparados usando uma 

abordagem recente descrita em Flagel et al. (2018). Essa estratégia é baseada na 

conversão das matrizes de SNPs em imagens e na extração de informações através de 

redes neurais convolucionais (CNNs; para detalhes do método, ver Flagel et al. (2018). 

Utilizando um script em python, convertemos nossos dados simulados no ms para 

matrizes NumPy contendo indivíduos nas linhas e loci como colunas. Então, para cada 

simulação, agrupamos os indivíduos por distância genética e transpusemos a matriz para 

manter cada indivíduo em uma coluna e os marcadores como linhas. Os arranjos 

NumPy resultantes foram então embaralhados e 10.000 simulações aleatórias foram 

separadas para serem usadas como conjunto de validação, enquanto os 50.000 restantes 
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foram usados como dados de treinamento. Os dados de treinamento foram submetidos a 

uma CNN baseada na arquitetura sugerida por Flagel et al. (2018), com ligeiras 

modificações (Figura suplementar 5). Resumidamente, foram utilizadas três camadas 

convolucionais 1D com um tamanho de kernel de 2 (a primeira camada contendo 250 e 

as outras duas 125 neurônios), intercaladas com camadas de agrupamento por média, 

seguido por duas camadas totalmente conectadas com 125 neurônios e uma camada de 

saída sigmoide com 3 neurônios, correspondentes aos 3 cenários utilizados para simular 

os dados. A CNN foi executada com um tamanho de mini-lote de 250, com funções de 

ativação de unidade linear retificada e um dropout de 25% e 50% de neurônios 

aleatórios nas camadas convolucionais e densamente conectadas, respectivamente. Uma 

função de perda de entropia cruzada categórica foi usada, juntamente com a otimização 

de Adam (Kingma & Ba, 2015). 

 

 
Figura suplementar 5: Esquema de treinamento de redes neurais convolucionais 
(CNN), aplicadas a dados empíricos de Arapaima das bacias Amazônica e Tocantins-
Araguaia. 
 
Modelagem Paleogeográfica 

O nicho climático para Arapaima foi estimado a partir de 85 ocorrências 

naturais, baseadas em nossas coletas (8 pontos), em estudos publicados previamente 

(Hrbek et al. 2007) 11; (Torati et al. 2019) 4; (Vitorino et al. 2017) 1 e 57 ocorrências 

disponíveis na Global Biodiversity Information Facility (GBIF), que foram checados 

manualmente para evitar inconsistências. Foi realizada uma combinação de nove 

algoritmos de distribuição com o pacote biomod2 (Thuiller et al. 2009). Foram 
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utilizados modelos lineares generalizados GLM (Mccullagh & Nelder, 1989), ranhuras 

de regressão adaptativa multivariada MARS (Friedman, 1991), análise de árvore de 

classificação CTA (Breiman et al., 1984), análise discriminante de mistura MDA 

(Hastie et al. 1994), redes neurais artificiais ANN (Ripley, 2014), modelos 

generalizados impulsionados GBM (Ridgeway, 1999), florestas aleatórias (Breiman, 

2001), envelope de superfície SER (Busby, 1991) e Máxima Entropia (Phillips et al. 

2006). A calibração do modelo foi realizada com as condições climáticas atuais, com 

resolução de 30 arco-segundos, enquanto projeções para o último máximo glaciais 

(LGM, 21 kya) e último máximo interglacial (120 kya) foram realizadas com uma 

resolução de 2,5 arco-minutos. Foi adotado um método conjunto com 5 simulações para 

cada algoritmo, mantendo apenas simulações com TSS maior que 0,7. Das 19 variáveis 

bioclimáticas disponíveis no WorldClim (Hijmans et al. 2004), 15 foram avaliadas (as 

variáveis 8, 9, 18 e 19 foram omitidas por terem intervalos artificiais; (Bonatelli et al. 

2014) para evitar correlação. Para variáveis com alta correlação (índice de Pearson > 

0,85), apenas a variável com maior capacidade explicativa foi mantida, após uma 

rodada preliminar. 

 

Resultados 

Análise Citogenética 

Machos e fêmeas de todas as populações analisadas apresentaram o mesmo 

número diploide composto de 2n = 56 cromossomos com fórmula cariotípica (28 m-sm 

+ 28 st-a) e número fundamental NF = 84. Bandas heterocromáticas C-positivas foram 

observados nas regiões centromérica / pericentromérica de todos os cromossomos, com 

alguns sítios adicionais na região telomérica para alguns pares cromossômicos. As 

sequências de DNAr 5S e 18S foram localizadas intersticialmente nos braços longos do 

par número 1 e nos braços curtos do par número 2, respectivamente (Figura 19 e 21-

25). Estes resultados corroboram achados anteriores de (Marques et al. 2006, Da Rosa et 

al. 2009 e De Oliveira et al. 2019). 
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Figura 19: Cariótipos de Arapaima macho (a, b, c) e fêmeas (d, e, f) arranjados 
sequencialmente por coloração de Giemsa (a, d), bandeamento C (b, c) e double-FISH 
com sondas de DNAr de 5S e 18S rDNA (c, f). Barra = 5µm. 

 
 
Microssatélites e Distribuição de snDNA U2 

As repetições de DNAs microssatélites (GC)15, (CAA)10, (CAC)10, (CAG)10, 

(CAT)10, (CGG)10, (GAA)10 e (GAG)10 apresentaram sinais intensos dispersos em todo 

o genoma de todos os indivíduos de todas as populações. Especificamente repetições 

(CGG)10 exibiram marcações conspícuas coincidentes com as NORs (Regiões 

Organizadoras de Nucléolo). Embora alguns sinais bastante distintos para alguns 

microssatélites específicos tenham sido evidenciados em algumas populações, essa 

variação não foi substancial. O U2 snDNA foi mapeado na posição intersticial de um 

pequeno par acrocêntrico em todos os espécimes analisados de todas as populações. Os 

resultados de uma população representativa de cada bacia, ou seja, Javaé (To-Ar) e 

Mamirauá (MAM) foram selecionados para ilustrar os resultados (Figuras 20-25).  
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Figura 20: Placas metafásicas de Arapaima da população de Javaé (JAV) (bacia 
Tocantins-Araguaia) hibridizadas com sequências de DNAs repetitivos, incluindo 
microssatélites mono di e trinucleotídeos e as famílias multigênicas U2 snDNA. Barra = 
5 µm. 

 
Figura 21: Placas metafásicas de Arapaima da população da Reserva de 
Desenvolvimento Sustentável Mamirauá (MAM) (bacia Amazônica) hibridizadas com 
sequências de DNAs repetitivos, incluindo microssatélites mono di e trinucleotídeos e 
as famílias multigênicas U2 snDNA. Barra = 5μm 
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Figura 22: Placas metafásicas de Arapaima da população de Castanho, Manaus-AM 
(CAS), bacia Amazônica, hibridizadas com sequências de DNAs repetitivos, incluindo 
microssatélites mono, di e trinucleotídeos e as famílias multigênicas U2 snDNA. Barra 
= 5μm. 

 
Figura 23: Placas metafásicas de Arapaima da população de Codajás, AM (COD), 
bacia Amazônica, hibridizadas com sequências de DNAs repetitivos, incluindo 
microssatélites mono, di e trinucleotídeos e as famílias multigênicas U2 snDNA. Barra 
= 5μm. 
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Figura 24: Placas metafásicas de Arapaima da população de Peixes, TO (PEI), bacia 
To-Ar, hibridizadas com sequências de DNAs repetitivos, incluindo microssatélites 
mono, di e trinucleotídeos e as famílias multigênicas U2 snDNA. Barra = 5μm. 
 

 
Figura 25: Placas metafásicas de Arapaima da população de São Félix do Araguaia, 
MT (SFA), bacia To-Ar, hibridizadas com sequências de DNAs repetitivos, incluindo 
microssatélites mono, di e trinucleotídeos e as famílias multigênicas U2 snDNA. Barra 
= 5μm. 
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Hibridização Genômica Comparativa (CGH) 

A hibridização genômica comparativa com sondas de DNA genômico de 

indivíduos das populações JAV (To-Ar) e MAM (Am) produziram essencialmente 

muitos sinais sobrepostos, destacando os blocos heterocromáticos que ocorrem nas 

regiões centromérica e terminal de alguns cromossomos. Alguns destes sinais foram 

consideravelmente mais fortes e relacionados com os principais locais de DNAr. No 

entanto, a hibridização contra cromossomos metafásicos de indivíduos da população 

MAM destacou particularmente alguns sinais super-representados, provavelmente 

ligados a um maior número de cópias de sequências repetitivas em algumas regiões 

cromossômicas (Figura 26). 

 
Figura 26: Experimentos de Hibridização Genômica Comparativa (CGH) em 
cromossomos metafásicos de indivíduos de Arapaima das populações Javaé (JAV) (a-d) 
e Mamirauá (MAM) (e-h). Primeira coluna (a, b): imagens de cromossomos corados 
com DAPI; segunda coluna (b, f): padrão de hibridização utilizando DNAg de 
Arapaima da população MAM (vermelho): terceira coluna (c, g): padrão de hibridização 
utilizando o DNAg de Arapaima da população JAV (verde); quarta coluna (d, h) 
sobreposição das imagens. As regiões compartilhadas são destacadas em amarelo. As 
setas indicam a maior abundância de algumas repetições em indivíduos da população 
MAM. Barra = 5μm. 
 
 
Genotipagem DArTseq e Diversidade Genética 

O sequenciamento dos marcadores DartSeq nas 70 amostras genotipadas 

resultou em 2.364 SNPs filtrados, com 3,14% de dados faltantes. Os níveis de 

diversidade foram maiores para as populações naturais na bacia Am quando comparadas 

com as populações naturais da bacia To-Ar (os valores de HE e HO foram pelo menos 

uma ordem de grandeza mais altos - Tabela 2). Amostras das pisciculturas ABV e 

SJBV mostraram níveis de diversidade semelhantes aos observados na bacia do Am, 

enquanto os níveis de diversidade dos indivíduos da piscicultura CRI foram semelhantes 
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aos presentes na bacia To-Ar (Tabela 2). O estimador de endogamia (GIS) apresentou 

valores negativos na maioria das localidades, exceto para MAM e FBO na bacia do Am 

(0,052 e 0,130, respectivamente), JAV na bacia To-Ar (0,004) e piscicultura ABV 

(0,113). O FST par-a-par variou de 0,035 (entre MAM e FBO) para 0,771 (entre CAS e 

JAV). Em geral, valores mais altos foram observados em comparações pareadas das 

localidades da bacia Am e To-Ar (Figura 27). As amostras de piscicultura mostraram 

padrões diversos, com CRI apresentando valores de FST mais altos quando comparados 

com as localidades da bacia Am, ABV com índices mais dissimilares às localidades To-

Ar e SJBV mostrando valores moderados de FST em relação a todas as outras 

localidades (Figura 27). 

 
Tabela 2. Estatísticas sumárias para diversidade genética, calculadas usando o 
GENODIVE (Meirmans & Van Tienderen, 2004) para as populações amostrada de 
Arapaima da bacia Am e To-Ar, com estimativas de heterozigosidade esperada (HE), 
heterozigosidade observada (HO) e coeficiente de endogamia (GIS). 

População Bacia A HO HE GIS 

CAS Am 1.226 0.190 0.142 -0.336 

MAM Am 1.361 0.218 0.230 0.052 

FBO Am 1.355 0.200 0.229 0.130 

COD Am 1.306 0.229 0.183 -0.255 

PEI To-Ar 1.023 0.019 0.015 -0.265 

JAV To-Ar 1.064 0.040 0.040 0.004 

SFA To-Ar 1.058 0.044 0.037 -0.200 

CRI Farm 1.048 0.037 0.030 -0.233 

ABV Farm 1.235 0.144 0.167 0.133 

SJBV Farm 1.186 0.144 0.112 -0.292 
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Figura 27: Estatísticas sumárias para diversidade genética observada em comparações 
par-a-par para Arapaima das bacias Am e To-Ar. 
 

Isolamento por Distância 

Comparações de distância genética e geográfica com teste de Mantel sugeriram 

uma pequena correlação não significativa entre as duas variáveis na bacia do Am (r = 

0,3057; p = 0,2917) e alta correlação não significativa na bacia do rio To-Ar (r = 

0,8771; p = 0,1250). A análise da redundância apontou para uma correlação 

significativa na bacia do Am (RDA = 0,5532; p = 0,0417), que resultou em um valor 

que indica ausência de IBD quando multiplicado por FST (RDA * FST = 0,0457), 

segundo (Meirmans, 2015). A RDA para a bacia de To-Ar não foi capaz de selecionar 

nenhuma variável, sugerindo uma ausência de correlação entre distâncias geográficas e 

genéticas. 

 

Estrutura Populacional 

Os resultados do comando chooseK no fastSTRUCTURE sugeriram uma 

máxima verossimilhança marginal com K = 2 e K = 4 como o modelo de complexidade 

necessária para explicar os dados. Portanto, decidimos mostrar resultados de 

agrupamento para 2 a 4 grupos. Todos os resultados agruparam todas as populações To-

Ar, juntamente com a piscicultura CRI. Populações da bacia de Am também foram 

agrupadas quando K = 2 foi usado, juntamente com amostras da piscicultura ABV. 

Quando K = 3 e K = 4 foram usados, a localidade COD foi alocada sozinha em um novo 
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grupo. Amostras da piscicultura de SJBV apresentaram ancestralidade misturada, com a 

maioria do genoma pertencente à bacia do To-Ar (Figura 1). Os resultados de Geneland 

sugeriram três como o número ótimo de agrupamentos genéticos. O resultado obtido foi 

amplamente congruente com K = 3 em fastSTRUTURE, agrupando todas as populações 

To-Ar em um grupo, COD sozinho em um segundo grupo e as demais localidades da 

bacia Am em um terceiro grupo (Figura 18). 

 

Seleção de modelo demográfico 

Com base na congruência dos resultados das duas análises de agrupamento 

realizadas (Figura 18), decidimos utilizar três grupos nas simulações dos cenários 

demográficos (Figura 28). Após 20 épocas, nossa CNN mostrou uma precisão de 

0.9827 no conjunto de treinamento e 0.9705 no conjunto de validação. Nosso 

procedimento de validação cruzada mostrou uma alta proporção de simulações 

corretamente previstas para o seu modelo gerador, e os cenários de colonização foram 

os mais difíceis de prever com a nossa abordagem (98,0 e 93,4% das previsões corretas 

para colonização das bacias Am e To-Ar respectivamente), enquanto o cenário 

panmítico mostrou proporções muito altas de previsões corretas (99,9%) (Figura 29).  

 

 

 

Figura 28: Representação gráfica dos cenários simulados testados para Arapaima. O 
modelo 1 considera a distribuição amostrada como uma população panmítica em todos 
os momentos; o modelo 2 simula um evento de colonização na bacia amazônica; e o 
modelo 3 um evento de colonização na bacia Tocantins-Araguaia. Os símbolos 
representam os parâmetros estimados de theta (θ) nas populações atuais em todos os 
modelos, bem como os tempos de divergência entre bacias (τ2) e da população COD 
(τ1), tamanhos populacionais durante o evento fundador (θrF-A) e tamanhos 
populacionais durante e após o evento fundador (θrC-A). 
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Figura 29: Validação cruzada da abordagem de aprendizagem profunda para investigar 
a história demográfica do gênero Arapaima na América do Sul 

 

Quando os dados empíricos foram submetidos à CNN treinada, o cenário mais 

provável foi a colonização da bacia To-Ar (Figura 28), com uma probabilidade 

posterior (PP) de 0,9933, enquanto a colonização de Am mostrou a menor probabilidade 

(PP = 0,0000). 

A estimativa de parâmetros (Tabela 3) com base no cenário selecionado 

sugeriu que nosso conjunto de dados contém informações para estimar com maior 

precisão os tamanhos efetivos da população (Ne; RMSE = 0,186; Spearman’s  = 

0,765) e o tempo de divisão das bacias Am e To-Ar (τ2 ; RMSE = 0,294; Spearman’s 

 = 0,757). O tempo de divergência para COD (τ1; RMSE = 0,612; Spearman’s  = 

0,621), magnitude do evento fundador (θrF-A; RMSE = 0,738; Spearman’s  = 0,498) e 

magnitude do crescimento desde o evento fundador (θrC-A; RMSE = 0,665; 

Spearman’s  = 0,516) apresentaram menor capacidade de estimativa. O tamanho 

efetivo da população foi recuperado em uma magnitude similar dos tamanhos 

populacionais efetivos estimados por (Hrbek et al. 2005), com valor mediano de 

144.089 indivíduos (Intervalo = 135.559,9-152.782,0 indivíduos). A separação das 

bacias Am e To-Ar foi estimada no Mioceno (Mediana = 922.058,5 anos; Intervalo = 

864.8147 - 977.475,6 anos). 
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Tabela 3: Estimativa de parâmetros com base nas redes neurais convolucionais (CNN), 
com base nos testes de modelo. Tamanho populacional efetivo (Ne), tempo de divisão 
das bacias Am e To-Ar (τ2), tempo de divergência para a população COD (τ1), 
magnitude do evento fundador (θrF-A) e magnitude do crescimento desde o evento 
fundador (θrC-A). 
Parametros RMSE Spearman's  Mediana Intervalo 

Ne 0.186 0.765 144089.9 135559.9-152782.0 

τ1 0.612 0.621 89489.5 84205.0-96683.2 

τ2 0.294 0.757 922058.5 864814.7-977475.6 

θrF-A 0.738 0.498 0.0571 0.054-0.059 

θrC-A 0.665 0.516 0.5266 0.496-0.567 

 

 

Modelagem paleogeográfica 

Após avaliar as correlações variáveis e a capacidade explicativa, apenas 7 

variáveis bioclimáticas (1, 2, 3, 4, 14, 15 e 16) foram mantidas. Projeções para o 

presente mostraram as distribuições mais amplas, em grande parte congruentes com a 

distribuição atual (Figura 30). A projeção do período glacial (LGM) exibiu a extensão 

mais restrita, com uma área estável na região central da Amazônia e outra na costa norte 

da América do Sul. A projeção para o período interglacial LIG apresentou áreas mais 

estáveis que o LGM, especialmente no centro e oeste da Amazônia, na bacia do To-Ar, 

em algumas áreas ao longo da costa norte da América do Sul. 
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Figura 30: Modelagem da distribuição climática de Arapaima, construída com base nos 
pontos de distribuição atuais (A). Áreas climáticas adequadas são mostradas de acordo 
com um gradiente para o presente (B), (C) último máximo glacial (LGM - 21 mil anos) 
e (D) último máximo interglacial (LGI - 120 mil anos). 
 
 

Discussão 

Diversidade Cromossômica e Genética entre as Populações 

Foram observadas em todas as populações analisadas características 

citogenéticas preservadas, representadas pela similaridade na composição cariotípica e 

mapeamento cromossômico de vários DNAs repetitivos. Através de uma abordagem 

apropriada para analisar a divergência do genoma entre espécies e/ou populações 

intimamente relacionadas (De Moraes et al. 2017; Sember et al. 2018; Symonová et al. 

2015), as comparações do CGH mostraram uma baixa divergência genômica entre as 

duas populações analisadas. Processos de diversificação cariotípica e de padrões 

morfológicos são frequentemente indicadores do estilo de vida de uma espécie, onde o 

tipo de comportamento social desempenha um papel crucial (Pellestor et al. 2011; 

Rabosky et al. 2013). O pirarucu é considerado uma espécie sedentária, ou seja, de 

baixa atividade migratória, com preferência por ambientes lênticos pouco oxigenados, 

com cuidados parentais especializados e alto grau de endogamia (Hrbek et al. 2005). 
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Entretanto, espécies de peixes com tal conjunto de comportamentos, geralmente 

apresentam uma alta variabilidade cariotípica entre suas populações, como demonstrado 

anteriormente para espécies do gênero Channa (Cioffi et al. 2015), família Erythrinidae, 

Hoplias malabaricus e Erythrinus erythrinus (revisado em Cioffi et al. 2012) e 

Synbranchidae, Synbranchus marmoratus e Monopterus albus (revisado em (Supiwong 

et al. 2019), entre outros. Essa baixa diferenciação evolutiva entre populações de 

Arapaima não foi observada em nossas análises de conjuntos de dados de SNPs. 

Detectamos baixos níveis de diversidade genética para as populações de Arapaima da 

bacia To-Ar, mas a diversidade na bacia Am foi maior e comparável à diversidade de 

SNPs observada em outros táxons da mesma região. A menor diversidade genética nas 

populações To-Ar, especialmente na porção superior da bacia, também foi observada 

em estudos anteriores (Leão, 2009; Vitorino et al. 2015; 2017; Torati et al. 2019). 

Este padrão de baixa variação citogenética não acompanhado totalmente pela 

diversidade genética pode estar relacionado a vários fatores. Primeiro isso pode ser o 

resultado do efeito homogeneizador da migração, impedindo a variação do 

estabelecimento no nível cromossômico, mas não no nível de sequências de 

nucleotídeos. A dinâmica hidrológica das regiões onde o pirarucu é atualmente 

encontrado mostra longos períodos de inundação e ciclos de fluxo, permitindo a 

migração desses peixes por um período mais longo, um processo conhecido como 

migração lateral (Castello, 2008). Além disso, como os rios da bacia To-Ar estão 

situados em uma depressão tectônica ativa, que resultou no desenvolvimento de 

extensas planícies aluviais, há evidências de trocas de ictiofauna entre as cabeceiras do 

rio Tocantins e todas as principais drenagens fluviais com as quais tem limites, 

incluindo vários pertencentes à bacia amazônica (por exemplo, rio Xingu) (Lima & 

Ribeiro, 2011; Rossetti & Valeriano, 2007). Em segundo lugar, juntamente com várias 

outras espécies de peixes, esta espécie mostrou um declínio na diversidade genética e 

populacional devido à perda de habitats naturais e sobre-exploração comercial (Allan et 

al. 2005; Castello et al. 2011). De fato, seu comportamento de respiração aérea 

obrigatória e os ambientes lênticos onde esta espécie habita a torna um alvo fácil para a 

pesca. Por causa disso, o gênero Arapaima foi recentemente listado como "vulnerável" 

na Lista Vermelha de Espécies Ameaçadas da IUCN. Além deste recente declínio 

resultante de atividades antropogênicas, nossas reconstruções paleogeográficas 

indicaram que durante o último período glacial a distribuição do pirarucu foi restringida 

sob condições climáticas severas, com habitats climáticos adequados dispersos e áreas 
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restritas de refúgio (Figura 30). Essas flutuações do tamanho das populações podem ter 

resultado em uma redução demográfica acentuada causando um gargalo populacional 

(Lande, 1988; Wright, 1931). Em conjunto, estas características possivelmente 

desempenharam um papel importante na formação da diversidade genética moderna e 

ausência de variação cromossômica observada entre as populações desta espécie, 

implicando que o padrão de diferenciação observado entre populações distintas está 

provavelmente mais relacionado a características hidrológicas históricas regionais, 

mudanças climáticas e sobre-exploração. 

Além das diferenças nos níveis de diversidade genética, nosso conjunto de 

dados SNPs recuperou uma estrutura que separa as populações de bacias diferentes, 

sugerindo também diferenças na distribuição da diversidade genética. Análises prévias 

da estrutura populacional das populações de Arapaima das bacias do Am e do baixo To-

Ar apontaram a ausência de estrutura genética (Hrbek et al. 2005; 2007) ou separaram 

populações genéticas nas duas bacias (Araripe et al. 2013). No entanto, um estudo 

recente analisando o polimorfismo genômico através do sequenciamento ddRAD de 

pirarucu, incluindo amostras das bacias Am, Alto e baixo To-Ar, encontrou uma alta 

estrutura genética entre as duas bacias, com a porção baixa do To-Ar mostrando 

ancestralidade mista (Torati et al. 2019). Também encontramos uma subestrutura 

genética na bacia do Am, com COD sendo atribuído a um grupo separado das 

populações remanescentes. Outro ponto importante é que os indivíduos analisados da 

piscicultura ABV, que está localizada dentro da área da bacia To-Ar, apresentaram 

genótipos associados às populações do Am, enquanto SJBV localizada na região 

sudeste do Brasil, longe da área natural de ocorrência de Arapaima, apresentou 

indivíduos com composição genética mista com maior percentual da bacia To-Ar 

(Figura 18). 

 

História Demográfica 

A história completa da colonização sul-americana por peixes Arapaimidae não 

está totalmente esclarecida. Lavoué (2016), utilizando marcadores nucleares e 

calibrando as análises com registros fósseis, estimou que o tempo de divergência entre 

as duas linhagens de Arapaimidae (ou seja, Arapaima e Heterotis) ocorreu entre um 

intervalo de 85-50 Ma. No entanto, os dados sugerem que a África e a América do Sul 

começaram a se separar no início do Cretáceo, terminando lentamente no meio do 

Cretáceo 120 a 110 Ma (Pindell et al. 1988). Portanto, as dispersões transoceânicas 
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diretas parecem improváveis por duas razões principais. Em primeiro lugar, estes peixes 

são sobretudo de água doce, principalmente intolerantes à água salgada (Myers, 1949). 

Em segundo lugar, mesmo se os considerássemos como organismos cujos ancestrais 

nem sempre tivessem vivido sempre em água doce e que invasões independentes de 

água doce tenham ocorrido muito cedo no Cretáceo, ainda não foram encontrados 

registros fósseis de osteoglossomorfos marinhos para este período (Bonde, 2008), tendo 

em vista que o Cretáceo é o período Mesozoico com o mais rico registro fóssil de peixes 

de água doce (Cavin et al. 2007). Hilton & Lavoué (2018), especularam que a 

geodispersão entre a África e a América do Sul (ou vice-versa) através da rota holártica 

pode ter ocorrido do final do período Cretáceo até o Eoceno, explicando sua presença 

atualmente na América do Sul. 

Independentemente da trajetória, a presença desses Arapaimidae na América 

do Sul é verificada desde o Cretáceo, uma vez que os registros fósseis para a subfamília 

dessa região variam do Cretáceo Inferior ao Paleoceno no Brasil e na Bolívia. Os fósseis 

brasileiros incluem o Cretáceo Inferior †Laellichthys da Formação Areado (Aptian, 

(Lundberg & Chernoff, 1992) e táxon indeterminado do Cretáceo Superior da Formação 

Adamantina Turonian-Santonian, (Bertini et al. 1993; Candeiro et al. 2006). Nossos 

resultados indicam um cenário em que a colonização sul-americana por esses peixes 

começou na bacia do Am, com uma colonização subsequente da bacia To-Ar a partir da 

população da bacia Am (Figura 23). A abordagem de comparação de modelos adotada 

aqui, baseada em CNNs, permite obter informações diretamente das matrizes de SNP, 

sem o uso de estatísticas sumárias. Além disso, ao contrário de outras abordagens de 

teste de modelo baseadas em uma etapa de rejeição, que descartam a maioria das 

simulações e deixam apenas uma pequena parte que é mais semelhante aos dados 

empíricos como o pacote ABC (Csilléry et al. 2012), CNNs usam informações de todo o 

conjunto de simulações para aprender a distinguir entre cenários concorrentes. Essas 

características resultaram em uma alta capacidade de distinguir entre os modelos de 

colonização simulados em nosso conjunto de dados (Figura 29). 

A etapa de estimação dos parâmetros sugeriu que a colonização de To-Ar 

ocorreu durante o Pleistoceno (τ2; mediana = 922.0585 kya). Essa estimativa está de 

acordo com a idade sugerida no limite Plioceno-Pleistoceno para o desmembramento 

definitivo das bacias Am e To-Ar com base nos sedimentos fluviais (Rossetti & 

Valeriano, 2007). Embora as idades estimadas a partir de árvores filogenéticas datadas 

com base no mtDNA em Inia (Hrbek et al. 2014) e no mtDNA e dois marcadores 
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nucleares em Salminus (Machado et al. 2018) fossem mais antigas que nossas 

estimativas, os intervalos de confiança também foram colocados no limite Plio-

Pleistoceno. O tamanho estimado da população efetiva também foi altamente 

concordante com uma estimativa anterior desse parâmetro usando marcadores de DNA 

(Hrbek et al. 2005). Os parâmetros restantes apresentaram menor acurácia em suas 

estimativas quando os dados simulados foram avaliados por RMSE e Spearman’s , 

mas os valores estimados sugeriram uma separação muito recente da população COD 

(τ1; mediana = 89489,5 kya; intervalo = 84205,0-96683,2 anos), um forte gargalo 

durante a fundação da bacia To-Ar (θrF-A; mediana = 0,0571; intervalo = 0,054-0,059), 

e um tamanho populacional atual para To-Ar que é aproximadamente metade do 

tamanho estimado para a bacia Am (θrC- A; Mediana = 0,5266; Intervalo = 0,496-

0,567). 

 

Conclusões 

Nossas análises mostraram níveis mais altos de diversidade genética para as 

populações da bacia Am do que na bacia To-Ar. Populações de bacias separadas foram 

recuperadas como diferentes grupos na análise estrutural, com uma subestrutura 

adicional na bacia do Am. Fomos capazes de traçar a ancestralidade de peixes de 

diferentes pisciculturas, e nossos resultados levantaram preocupações sobre o uso de 

reprodutores em pisciculturas localizadas fora da ocorrência natural de seu grupo 

genético, pois isso pode resultar em depressão exogâmica. 

A falta de variação cromossômica na estrutura cariotípica e nas comparações 

das sequencias de DNAs repetitivos pode ser o resultado de influências do estilo de vida 

da espécie. Embora os principais caminhos para a chegada dos Arapaimidae na América 

do Sul ainda não estejam claros, o cenário mais provável foi a colonização da bacia To-

Ar por uma população ancestral da bacia Am. Estima-se que este evento tenha ocorrido 

durante o Pleistoceno, de acordo com a idade sugerida no Plio-Pleistoceno para a 

separação definitiva das bacias Am e To-Ar. Estudos futuros enfocarão a reconstrução 

biogeográfica da história de diversificação da ordem e testarão hipóteses biogeográficas 

que potencialmente explicam a estreita relação filogenética de espécies distribuídas em 

diferentes continentes. 

 

 

 



 

 124 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Considerações Finais 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A proposta deste estudo foi investigar a evolução cariotípica ocorrida na 

família Arapaimidae e a caracterização de sua biodiversidade em nível cromossômico e 

genético, considerando uma abordagem investigativa interpopulacional e 

intercontinental em representantes desse importante grupo ictiológico.  

Desta forma foi realizado a caracterização da estrutura cariotípica geral de 

espécimes de Arapaima e Heterotis niloticus, o mapeamento da distribuição 

cromossômica de sítios marcadores associados a diferentes classes de DNAs repetitivos, 

a distribuição da heterocromatina C-positiva, das regiões organizadoras de nucléolos 

(Ag-NORs) e bandas CMA3 positivas, bem como dos genes ribossomais (DNAr 18S e 

DNAr 5S), sequências de DNAs microssatélites di e trinucleotídeos, além de 

experimentos de Hibridização Genômica Comparativa (CGH). Adicionalmente, análises 

genômicas foram realizadas por intermédio das análises de SNPs derivados de 

sequenciamento NGS Dart-Seq, propiciando análises mais robustas acerca da 

diversidade genética, estruturação populacional e história demográfica que moldaram a 

história evolutiva das espécies alvo do presente estudo.  

Todos os espécimes de Arapaima examinados apresentaram 2n=56 

cromossomos (14m/sm + 14st/a), enquanto H. niloticus, significativamente, mostrou 

uma constituição cariotípica bem divergente, com 2n = 40 cromossomos (20m/sm). 

Além desta notável diferenciação macro-cariotípica, ambas divergiram nos padrões 

cromossômicos de distribuição de diferentes classes de DNAs repetitivos e de 

sequencias compartilhadas por experimentos de hibridização genômica comparativa 

(CGH). Entretanto, os dados de diversidade genômica por análises de PCA mostraram 

uma baixa distância genética entre os dois gêneros.  

Dentro do gênero Arapaima, análises interpopulacionais evidenciaram que, 

apesar de diferenças citogenéticas não terem sido observadas, níveis maiores de 

diversidade genética foram evidenciados para as populações da bacia Amazônica (Am) 

quando comparadas com as da bacia Tocantins-Araguaia (To-Ar). Adicionalmente 

foram também evidenciadas uma estruturação populacional separando as populações da 

bacia Am e da bacia To-Ar, além de subestrutura para um terceiro grupo da população 

de Codajás (COD) na região do médio rio Solimões (bacia Am). Já para as populações 

originadas de pisciculturas, a população de CRI agrupou-se a indivíduos provenientes 

da bacia To-Ar, ABV com indivíduos da bacia Am, entretanto indivíduos da 

piscicultura SJB apresentaram características genéticas pertencentes às duas bacias, 
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evidenciando claramente possuírem indivíduos provenientes de cruzamentos através de 

matrizes de Arapaima derivados de ambas as bacias hidrográficas. 

Assim, o que explicaria a ampla divergência cromossômica versus reduzida 

divergência genômica observada entre Arapaima e Heterotis? Nossas análises sugerem 

que fatores diversos, tais como ecologia e estilo de vida bem como características 

fisiológicas e comportamentais estão provavelmente evolvidos. Adicionalmente, fatores 

associados com a própria organização do genoma destas espécies devem ter 

desempenhado um papel significativo nos resultados observados. 

Embora os principais caminhos para a chegada de arapaimídeos na América do 

Sul ainda não estejam claros, quando aplicamos as redes neurais convolucionais 

treinadas (CNN) aos dados empíricos, o cenário selecionado foi a colonização da bacia 

To-Ar por indivíduos provenientes de populações da bacia Am. Este evento ocorreu 

durante o Pleistoceno, concordante com o tempo proposto de ocorrência da separação 

definitiva das bacias Am e To-Ar. Estudos futuros que enfoquem a junção de 

sequenciamento massivo paralelo de elementos ultraconservados (UCEs) em conjunto 

com registros fósseis poderão recuperar as relações filogenéticas entre as linhagens de 

osteoglossiformes ancestrais e estimar os tempos de divergência entre elas. Isso nos 

permitirá realizar uma reconstrução da história demográfica e da diversificação da 

ordem, testando hipóteses biogeográficas que potencialmente explicam a estreita relação 

filogenética de espécies Osteoglossiformes amplamente distribuídas em diferentes 

continentes. 
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6. BIOGRAFIA 

Filho de produtores rurais, nasceu em Crixás uma pequena cidade do interior 

do Estado de Goiás, Brasil, quando criança viveu na “Fazenda Morro do Espia” um 

pequeno sítio da família localizado naquele município. Aos seis anos iniciou sua 

trajetória escolar, para conclusão da educação básica estudou em quatro escolas (Escola 

Estadual Manoel Lino de Carvalho e Colégio Estadual João Xavier Ferreira em Crixás, 

GO, Centro de Ensino Médio Ary Ribeiro Valadão Filho e Colégio Paroquial Bernardo 

Sayão em Gurupi, TO), aos dezessete anos iniciou com apenas o ensino médio 

concluído, sua carreira como professor na Escola Rural Municipal de 1º Grau Nova Suiá 

e Escola Estadual Presidente Tancredo de Almeida Neves em São Félix do Araguaia – 

MT, lecionando para alunos do ensino fundamental e ensino médio. Em 2003 ingressou 

no curso de Licenciatura e Bacharelado em Ciências Biológicas pela Universidade do 

Estado de Mato Grosso (UNEMAT) em Luciara, MT, finalizado em 2007. Em 2009 

tornou-se professor efetivo de biologia pela Secretaria de Estado de Educação de Mato 

Grosso, durantes os anos de 2009 e 2010, atuou como professor Formador no Centro 

Formação e Atualização dos Profissionais da Educação Básica (CEFAPRO-MT) em 

São Félix do Araguaia, MT, no período de 2011 e 2012 atuou como coordenador do 

Ensino Médio Regular e do Ensino Médio Técnico em Computação na Escola Estadual 

Presidente Tancredo de Almeida Neves em São Félix do Araguaia, MT, ainda em 2012 

concluiu pela Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT) o curso de Especialização 

em Gestão Pública e em 2014 concluiu pela AVM (Faculdades Integradas) em Brasília, 

DF o curso de especialização em Biologia Molecular. Neste mesmo ano ingressou no 

curso de Mestrado em Genética Evolutiva e Biologia Molecular pela Universidade 

Federal de São Carlos em São Carlos, SP, finalizando em 2015, no mesmo mês iniciou 

na mesma instituição o doutorado, que foi concluído em julho de 2019. 
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Abstract

Osteoglossiformes represents one of the most ancestral teleost lineages, currently wide-

spread over almost all continents, except for Antarctica. However, data involving advanced

molecular cytogenetics or comparative genomics are yet largely limited for this fish group.

Therefore, the present investigations focus on the osteoglossiform family Arapaimidae,

studying a unique fish model group with advanced molecular cytogenetic genomic tools. The

aim is to better explore and clarify certain events and factors that had impact on evolutionary

history of this fish group. For that, both South American and African representatives of Ara-

paimidae, namely Arapaima gigas andHeterotis niloticus, were examined. Both species dif-

fered markedly by diploid chromosome numbers, with 2n = 56 found in A. gigas and 2n = 40

exhibited byH. niloticus. Conventional cytogenetics along with fluorescence in situ hybridiza-

tion revealed some general trends shared by most osteoglossiform species analyzed thus

far, such as the presence of only one chromosome pair bearing 18S and 5S rDNA sites and

karyotypes dominated by acrocentric chromosomes, resembling thus the patterns of hypo-

thetical ancestral teleost karyotype. Furthermore, the genomes of A. gigas andH. niloticus

display remarkable divergence in terms of repetitive DNA content and distribution, as

revealed by comparative genomic hybridization (CGH). On the other hand, genomic diversity

of single copy sequences studied through principal component analyses (PCA) based on

SNP alleles genotyped by the DArT seq procedure demonstrated a very low genetic distance

between the South American and African Arapaimidae species; this pattern contrasts sharply

with the scenario found in other osteoglossiform species. Underlying evolutionary mecha-

nisms potentially explaining the obtained data have been suggested and discussed.
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Introduction

Freshwater fishes represent an important model group for biogeographic studies, as their evo-

lution is often tightly linked with (and affected by) the Earth’s geological development that

shapes the freshwater networks [1,2]. Consequently, each continent presents characteristic

freshwater fish faunas, where the proper distributional patterns are modified by physical barri-

ers that blocked the dispersion of ancestors for many present-day species. The freshwater

order Osteoglossiformes is an important model for biogeographic studies [3–5] as it represents

one of the main ancestral teleostean lineages [6–8] that shows a worldwide distribution, with

at least one representative in each continent of the southern hemisphere, except for Antarctica.

According to the current taxonomy, Osteoglossiformes includes the suborders Osteoglossoidei

(including the Osteoglossidae, Arapaimidae, Pantodontidae families) and Notopteroidei

(including the Gymnarchidae, Mormyridae, and Notopteridae families) [6,9].

Arapaimidae includes the South American genus Arapaima and the African genusHetero-

tis, which are distributed in various freshwaters of these continents (Fig 1).Heterotis is reput-

edly represented by the sole bonytongue species H. niloticus, but the actual species diversity is

unknown, with some preliminary reports indicating possible fast ongoing genetic differentia-

tion [10,11]. The African bonytongue can reach up to 1 m in length, and, due to the demand

and popularity of their meat [10], this species has experienced a huge population decrease and

has been recently included in the list of endangered species [12].

Arapaima has been considered monotypic since Günther grouped A. arapaima, A.mapae,

and A. agassizii into a single taxon, A. gigas [13–15]. However, recent studies have led to the

conclusion that all three taxa are valid as separate, well-diagnosed species and one additional

new species, A. leptosoma, has been described, with further indications that the list of Ara-

paima´s species will likely continue to grow [14,15]. Hence, Arapaima genus lost the mono-

typic status, encompassing more species than appreciated for more than one century. The real

problem may be represented by the fact that these species are known just from their holotypes

and their actual distribution is unknown, because all Arapaima individuals are recognized as

A. gigas, popularly known as “pirarucus”. The natural distribution of these fishes covers a large

part of the Brazilian Araguaia–Tocantins and Amazon River basins [16,17]. They live preferen-

tially in lentic environments such as floodplains and lakes, with significant sedentary behavior

[18,19], displaying complex reproductive strategies, including nest building and a high level of

Fig 1. Geographical distribution of Arapaimidae fishes and the sampling locations.Distribution areas of extant
Arapaimidae species (red) and the currently described fossil records (crosses). The fossil records are based on
descriptions reported by [4,9,22–27]. The sampling sites are marked by triangle for Arapaima gigas (Brazil) and square
forHeterotis niloticus (Nigeria).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214225.g001
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parental care [20, 21]. Being one of the largest freshwater fishes of the planet, with individuals

measuring up to 4 m in length, they have been subjected to extensive fishery activities for years

[6].

The break-up of Gondwana has been discussed as being the driving force for the speciation

and intercontinental distribution of the extant arapaimids. However, based on the fossil

record, common ancestors of living Arapaimidae were widespread in the world, inhabiting

both Laurasia and Gondwanaland (Fig 1). This is also consistent with molecular evidences sug-

gesting that the diversification into osteoglossiform (sub-) families started before the Pangea

break-up [3,5]. Extant living arapaimids are represented by only two genera, namely the Afri-

canHeterotis which is native to all basins of the Sahelo-Sudanese region, Senegal, Gambia,

Corubal, Volta, Ouémé, Niger, Bénoue, Chad and Nile basins, and the South American Ara-

paima, widely distributed throughout the Amazon lowlands, Araguaia-Tocantins river basin

and Guiana. Consequently, an intriguing question arises: how do the living arapaimids reach

the South American territory? In this sense, speculations on the role of vicarious events in the

divergent process among such species are plausible. However, while geological data suggest

that Africa and South America started to separate in the early Cretaceous (~135 Mya) [28],

slowly settling in the middle of the Cretaceous between 120–110 Mya with the increase of the

Atlantic Ocean to the south [29], by using nuclear and mitogenomic markers and calibration

with fossil records, it was estimated that the time of divergence between these two lineages

occurred within the range of 85 to 50 Mya [5], thus requiring alternative biogeographic

hypotheses to explain the current intercontinental distribution of these fishes. Therefore,

diversified approaches, including karyotype and high-resolution sequencing analyzes have

been employed and interpreted within the context of Arapaimidae biogeographic history, in

order to provide novel complex insight into this matter.

Advances in cytogenetic techniques have provided evidence that repetitive DNA sequences

play an important role in the structural and functional organization of the genomes [30,31]. In

the last two decades, large amounts of data were generated concerning the chromosomal map-

ping of repetitive DNAs in several fish species [32]. However, the cytogenetic data for repre-

sentatives of Osteoglossiformes are still scarce and, when available, they originate from studies

performed in the early 1970s and are mainly restricted to the description of the diploid num-

ber (2n) and the karyotype structure. A summary table with such information can be found in

Ráb et al. [33]. Within Arapaimidae, only two studies reporting the distribution of the consti-

tutive heterochromatin and the mapping of rDNA sequences in chromosomes have been per-

formed up to now [34,35].

Comparative genomic hybridization (CGH) is a FISH-based method that utilize total geno-

mic DNAs (gDNAs) of the investigated organisms as a hybridization probe. Through CGH, it

is possible to compare the genomic content from two (or more) different sources on the level

of gross molecular composition, once the probes are simultaneously hybridized onto chromo-

somal preparations of interest [36–39]. The principle of the method is based on the differential

distribution of already divergent genome-specific repetitive DNA classes, as this highly abun-

dant genomic fraction display faster evolutionary rate than the single-copy regions [31,40,41].

Such methodology has been, for instance, successfully applied for i) the identification of paren-

tal genomes in hybrids/allopolyploids, ii) delimitation of sex-specific regions on both homo-

morphic and heteromorphic sex chromosomes or iii) the genome comparisons among related

species (for references, see [42]).

Here we performed comprehensive molecular cytogenetic analysis for the representatives

of Arapaimidae family by applying differential cytogenetic methods, such as C-banding, CGH

and physical mapping of certain repetitive DNA classes through FISH, complemented with

DArT-seq molecular analysis using single nucleotide polymorphisms (SNPs). The main goal
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was to investigate and compare patterns of the chromosomal and the gross-scale genome evo-

lution in two representatives of Arapaimidae from two different continents and to interpret

them within the context of known data from other osteoglossiform fishes, bringing thus new

insights into evolutionary trends within the group.

Materials andmethods

Animals, mitotic chromosome preparation, and banding procedures

Individuals unambiguously identified asHeterotis niloticus (four females and four males; Oluwa

River (Africa), 6˚16’60.0"N 4˚49’00.0"E) and Arapaima gigas (seven females and eight males;

Tocantins River basin (South America), 11˚5’14.90"S, 49˚56’21.72"W) were analyzed (Fig 1).

All the specimens ofHeterotis niloticus were deposited under voucher number 20558 in the

Museum of Universidade Estadual Paulista (UNESP, Botucatu). The specimens of Arapaima

gigas were deposited in the Museum of Zoology of the University of São Paulo (MZUSP),

under voucher number 121639. Samples were collected with the authorization of the Brazilian

environmental agency ICMBIO/SISBIO (nº 48290–1) and SISGEN (no A96FF09). No authori-

zation for sampling the African specimens was required. The identity of A. gigas was deter-

mined based on diagnostic characters provided by Stewart [14,15]. In order to increase the

number of mitotic cells, animals were first stimulated with yeast suspensions for 48 h [43].

Next, they were euthanized with an overdose of benzocaine (1 g/L) and sacrificed for chromo-

some preparation, which was done following Bertollo et al. [44], with few modifications, but

with one major necessary improvement in the way that we used cells derived from the spleen

instead of kidney to obtain mitotic chromosomes of sufficient quality (full protocol details are

available as S1 Appendix. The experiments were approved by the Ethics Committee on Ani-

mal Experimentation of the Universidade Federal de São Carlos (Process in CEUA

1926260315).

C-banding, silver-nitrate impregnation (Ag-NOR) and Chromomycin A3 (CMA3) staining

were performed following protocols described by Howell and Black [45], Schmid [46] and

Sumner [47], respectively.

Probe preparation and fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis

5S and 18S rDNA fragments were obtained by polymerase chain reaction (PCR) using primers

and thermal profiles described in Martins et al. [48] and Cioffi et al. [49], respectively. The 5S

rDNA probe was composed of 120 base pairs (bp) of the 5S rRNA-encoding gene and 200 bp

of the non-transcribed spacer (NTS), while the 18S rRNA probe encompassed a 1400 bp long

segment corresponding to the 18S rRNA gene. The 18S rDNA probe was labeled with Spec-

trum Orange-dUTP (Vysis, Downers Grove, IL, USA) while the 5S rDNA probe was labeled

with Spectrum Green-dUTP (Vysis, Downers Grove, IL, USA), both by nick translation kit,

according to the manufacturer’s recommendations (Roche, Mannheim, Germany).

Fluorescence in situ hybridization (FISH) was performed following Pinkel et al. [50]. The

chromosome preparations were incubated with RNase (40 μg/mL) for 1.5 h at 37˚C. After

denaturation of the chromosomal DNA for 3min in 70% formamide/2× SSC at 70˚C, spreads

were dehydrated in an ethanol series (70, 85, and 100%), 2 min each. Then, 20 μL of the

hybridization mixture (100 ng of each probe, 50% deionized formamide, 10% dextran sul-

phate) was dropped onto the slides, and the hybridization was performed for 14 h at 37˚C in a

moist chamber containing 2× SSC. The post-hybridization wash was carried out with 1× SSC

for 5 min at 42˚C. A final wash was performed at room temperature in 4× SSC for 5 min.

Finally, the chromosomes were counterstained with DAPI (1.2 μg/mL) and mounted in anti-

fade solution (Vector, Burlingame, CA, USA).
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Comparative genomic hybridization (CGH)

The CGH experiment was performed according to Symonová et al. [39]. For each probe, 1 μg

of gDNA was used in the labeling procedure. A. gigas gDNA was labeled with digoxigenin-

11-dUTP using DIG-nick-translation Mix (Roche), while theH. niloticus gDNA was labeled

with biotin-16-dUTP using BIO-nick-translation Mix (Roche). The hybridization solution for

each slide (25 μL) was composed of 1 μg of each genomic probe and 50 μg of unlabeled C0t-1

DNA (i.e. fraction of genomic DNA enriched for highly and moderately repetitive sequences).

C0t-1 DNA was directly isolated from both species according to Zwick et al. [51]. The chosen

ratio of probe vs. C0t-1 DNA amount was set based on the experiences gained during analo-

gous experiments performed in our previous studies in fishes [42,52–57]. The chosen ratio

1:50 reflects high stringency towards repetitive DNA blocking and yet avoids the probability of

improper probe dissolution in the hybridization buffer, which would otherwise cause artifacts

[39,42].

Chromosome preparations were stored overnight in a freezer; they were passed through an

ethanol row (70, 85, and 100%, 3 min each) before and after the storage. After that, the slides

were aged for 1–2 h at 60˚C and treated gradually with RNase (200 μg/mL, 90 min at 37˚C in a

wet chamber) and with pepsin (50 μg/mL in 10 mMHCl, 3 min, 37˚C). Finally, chromosomes

were denatured in 75% formamide/2× SSC at 72˚C for 5 min, and immediately passed through

70% (cold), 85%, and 100% (Room Temperature) ethanol series (3 min each). The probe mix-

ture (20 μL) was first denatured at at 86˚C for 8 min and then applied onto the slides, which

were then incubated at 37˚C in a dark humid chamber for 72 h. The slides were then washed

twice in 50% formamide/2× SSC for 10 min each and incubated with 500 μL of 3% bovine

serum albumin (BSA)/4× SSC/Tween (20 min, 37˚C). The hybridization signals were detected

with anti-Digoxigenin-Rhodamine (Roche) diluted in 0.5% BSA in PBS, and avidin-FITC

(Sigma) diluted in PBS containing 10% normal goat serum (NGS). The final washes were per-

formed at 44˚C in 4× SSC and 0.01% Tween: three washes, 7 min each. Finally, the chromo-

somes were counterstained with DAPI as described above.

Microscopic analyses and image processing

At least 30 metaphase spreads per individual were analyzed to confirm the 2n number, karyo-

type structure, and results of FISH experiments. Images were captured using an Olympus

BX50 microscope (Olympus Corporation, Ishikawa, Japan) with CoolSNAP, and the images

were processed using Image Pro Plus 4.1 software (Media Cybernetics, Silver Spring, MD,

USA). Chromosomes were classified as metacentric (m), submetacentric (sm), subtelocentric

(st) and acrocentric (a) based on Levan et al. [58].

DNA extraction and DArT-seq analysis

Liver tissue was obtained and stored in 100% ethanol for DNA extraction (for protocol details,

see [59]). BesidesH. niloticus and A. gigas, DNA from other Notopteridae species, namely

Chitala blanci, C. ornata, C. lopis, Notopterus notopterus, Xenomystus nigri and Papyrocranus

afer, was also extracted and used for DArT-seq analysis [60]. The gDNAs were analysed under

the DArT-seq technology [61] by the Diversity Arrays Technology Company (Canberra, Aus-

tralia). A combination of PstI and SphI enzymes was used to construct the libraries using

methods described by [62], and sequenced on the Illumina Hiseq2500 next generation

sequencer. These enzymes were selected since both are 6 base cutter targeting AG and GC rich

regions and thus they indirectly target gene rich regions of the genome. Two libraries were

constructed for each DNA sample and the whole process of data generation was done in full

technical replication (from digestion/ligation step to marker calling). Approximately 2.5
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million sequences were used per sample to produce marker data. Markers were extracted

using DArT PL’s proprietary analytical pipeline which, in addition to allele calling and marker

data metadata reporting, evaluates consistency of allele calling among the technical replicates.

Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) and SilicoDArTs markers were extracted from

the sequences of genomic representations (libraries). SilicoDArTs, which represent presence/

absence of specific restriction fragment in genomic representations were scored as “1” for the

“present” allele and “0” for absence of the fragment/sequence. SNPs were scored in “two row”

format–each row representing a specific allele at the SNP locus. The absence of the allele was

scored ‘0’ and ‘1’ was reported for presence of the allele (see S1 Table for details) [62].

Analysis of genetic diversity between species

From the filtered SNP DArT-seq data matrix, a pair-wise genetic similarity matrix, based on

[63], was computed and utilized for the genetic diversity analyses through R packages. The

principal component analysis (PCA) was performed with FactorMineR [64], while hierarchical

clustering analysis with p-values (AU, Approximately Unbiased p-value and BP, Bootstrap

Probability value) was performed with pvclust [65] using Euclidean distance.

Results

Karyotype analysis and distribution of constitutive heterochromatin

Both species displayed identical karyotypes for males and females, without cytologically detect-

able sex-related heteromorphisms. Individuals of A. gigas exhibited 2n = 56, with karyotype

composed of 28 metacentric (m) to submetacentric (sm) and 28 subtelocentric (st) to acrocen-

tric (a) chromosomes, and with a number of chromosomal arms per cell (FN; Fundamental

number) being equal to 84. On the other hand, karyotype ofH. niloticus consisted of 2n = 40,

with all chromosomes possessing bi-armed (i.e. metacentric or submetacentric) morphology

and FN = 80. In both species, the C-positive bands of constitutive heterochromatin were

found to reside preferentially in the centromeric/pericentromeric regions of all chromosomes,

with some additional conspicuous telomeric blocks being present in a subset of chromosome

pairs. Specifically, conspicuous terminal and interstitial segments of constitutive heterochro-

matin were observed in pairs 2, 3, 6, 8, 13, 15, 16, 18, 19, and 20 inH. niloticus and pairs 1, 2, 4,

6, 7, 9, 10, 21, and 22 in A. gigas, with the bands on pairs 15 (H. niloticus) and 2 (A. gigas) cor-

responding to locations of NORs as revealed by silver-nitrate staining (see Fig 2).

Fig 2. Karyotypes of Arapaima gigas andHeterotis niloticus arranged from Giemsa-stained and C-banded
chromosomes. The Ag-NOR pairs are highlighted in boxes. Bar = 5 μm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214225.g002
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Patterns of 5S/18S rDNA and CMA3-positive sites distribution

FISH with the 5S rDNA probe showsbright signals in the pericentromeric region of chromo-

some pair 6 inH. niloticus, whereas in A. gigas, these signals were placed interstitially on the q

arms of chromosome pair 1. The 18S rDNA probe identified a single locus with a very intense

signal located in the distal p arm of pair 15 inH. niloticus and in the proximal p arm of pair 2

in A. gigas, corresponding to the Ag-NOR sites in both species (Fig 3).

Fluorescence staining detected multiple CMA3-positive bands in the genomes of both spe-

cies, particularly nearby the telomeric region of five chromosome pairs inH. niloticus (chro-

mosomes 9, 11, 12, 15, and 18) and of seven chromosome pairs in A. gigas (chromosomes 2, 3,

4, 15, 16, 24, and 26), in addition to CMA3-positive Ag-NOR sites (Fig 3).

Patterns of cross-specific CGH

The CGH experiments provided information about major differences between analyzed

genomes regarding amount and distribution of the shared vs. genome-specific repetitive DNA

fraction. As expected, both genomes shared only minor portion of repetitive DNA sequences,

specifically only a segment related to CMA3-positive/NOR/18S rDNA regions (showed as yel-

low signals, i.e. combination of green and red). Additionally, in both experimental designs, the

probe derived from the gDNA of the species whose chromosomes are subjected to analysis (i.e.

hybridization back against its own chromosome complement) hybridized preferentially to het-

erochromatic blocks abundantly present in the terminal chromosomal regions (as evidenced

by sequential C-banding analysis), despite the high amount of competitive DNA. It should be,

however, noted that despite less intensely, the conspecific genomic probe hybridized also

along the rest of the chromosomal regions. Our findings are in line with the general patterns

observed in previous CGH-based reports (e.g. [66–69]) in the sense of biased hybridization in

heterochromatic regions and point to the fact that even high amount of C0t-1 DNA is often

insufficient to entirely outcompete highly repetitive (heterochromatic) regions (for related dis-

cussion, see [70]) (Figs 4 and 5).

Genetic diversity analyses using the DArT-seq data

DArT-seq genotyping output (S1 Table) consisting of an “absence/presence” (0/1) matrix for

each Arapaimidae and Notopteridae species (columns) for a given allele ID (rows), in which

SNP calling relies on different statistical measures. An overview of the genotyping data showed

that out of 1537 SNP alleles found, 57% showed transition type mutations, 88% presented only

one SNP along the sequence and 19% were found in heterozygosity (S1 Table). Principal com-

ponent analyses using only the SNP alleles showed Notopteridae and Arapaimidae species

Fig 3. Karyotypes of Arapaima gigas andHeterotis niloticus after Chromomycin A3/DAPI-staining and rDNA
FISH.Dual-colour FISH was performed using 18S (red) and 5S (green) rDNAs as probes. Bar = 5μm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214225.g003
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clustered according to their geographical distribution. Partial results for Notopteridae were

also discussed in Barby et al. [60] (Fig 6).

Discussion

Osteoglossiformes represents one of the most ancestral, yet not well-studied, teleost lineages,

and it is now widespread across all continents, except for Antarctica [71]. The lacking data are

Fig 4. Comparative genomic hybridization (CGH) on metaphase chromosomes ofHeterotis niloticus. (A) DAPI-stained chromosomes(B) Hybridization
pattern with probe derived from gDNA ofHeterotis niloticus (green); (C) Hybridization pattern with probe derived from with gDNA of Arapaima gigas (red);
(D) Superposition of both gDNA probes showing the shared sequences between the species. Chromosomes were counterstained with DAPI (blue). Bar = 5 μm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214225.g004
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probably associated with the wide geographic distribution of this group, with taxa endemic to

different continents, hampering an integrative study that would allow a globalized view of its

accompanying evolutionary processes. Therefore, the present study focuses on the osteoglossi-

form family Arapaimidae, with aims to investigate unique fish model group using advanced

molecular cytogenetic tools in an attempt to better explore and clarify drivers and certain

events that have shaped its evolutionary and distribution history.

Cytogenetic data are still sporadic and quite incomplete for Osteoglossiformes in general,

limiting the progress in understanding of the evolutionary trends operating in this group.

Despite this, the data show that these fishes have diversified chromosome numbers, ranging

from 34 in Gymnarchus niloticus to 56 in A. gigas and Osteoglossum bicirrhosum and karyo-

types dominated by acrocentric chromosomes in most osteoglossiform species (reviewed by

[35]). However, some representatives of Mormyridae, Gymnarchidae, and Notopteridae fami-

lies share specific karyotype features, such as reduced 2n and a karyotype with bi-armed chro-

mosomes, indicating a closer relationship among them (reviewed in [33]). On the other hand,

while the majority of osteoglossiform species tend to maintain the karyotypes with acrocentric

chromosomes, as stated before, the Arapaimidae and Gymnarchidae members represent

exceptions to this general rule. Indeed, our data demonstrate 2n = 56 and a karyotype com-

posed of 28 m/sm + 28 st/a chromosomes for A. gigas (FN = 84), agreeing well with some pre-

vious reports [34,35], but differing from Urushido [72]. In turn,H. niloticus displays 2n = 40

and a karyotype composed of 40 m/sm chromosomes (FN = 80) (Fig 2), also deviating from

the single record previously published [73], who found the same diploid number (2n = 40) but

Fig 5. Comparative genomic hybridization (CGH) on metaphase chromosomes of Arapaima gigas. (A) DAPI-
stained chromosomes (B) Hybridization pattern with probe derived from gDNA of Arapaima gigas (red); (C)
Hybridization pattern with probe derived from gDNA ofHeterotis niloticus (green); (D) Superposition of both gDNA
probes showing the shared sequences between the species. Chromosomes were counterstained with DAPI (blue).
Bar = 5 μm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214225.g005
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inferred distinct karyotype composition (26m + 10sm + 4a chromosomes) for a West African

population. The observed incongruences may have resulted from different morphological clas-

sification of some chromosomal pairs. Similar incongruences between karyotype studies are

known also for osteoglossiform species Pantodon buchholzi, where the technical limitations in

the former study were most likely responsible for improper karyotype characterization [33].

Unfortunately, as the locality of theH. niloticus specimens examined by [73] is not specified

(since just “West Africa” is mentioned), we cannot exclude the possibility that these variations

may also be related to some population variability.

In addition, the 18S rDNA probe identified a single locus in both species, with a very bright

and hence arguably highly amplified signal in pair 15 ofH. niloticus and in pair 2 of A. gigas,

corresponding to the Ag-NOR sites in both species. In most of its analyzed species, osteoglossi-

form fishes possess only one chromosome pair bearing 18S and 5S rDNA sequences, with

some exceptions, observed in C. chitala, P. afer, X. nigri and Petrocephalus microphthalmus)

(for references and more detailed information about distribution of 18S and 5S rDNA

sequences available to date in other osteoglossiform species, see Fig 7).

Fig 6. Principal component analyses (PCA) of SNP data in DArT-seq alleles found in seven osteoglossiform species. Individuals factor map using 3074
alleles (reference and alternative alleles). Osteoglossiform samples and presence/absence SNP were structured as observations (individual) and variable,
respectively, as input matrix data. Notopteridae genera (Papyrocranus, Xenomystus, Notopterus and Chitala) and Arapamidae genera (Heterotis and Arapaima)
together with their geographical distribution (Africa, Southeast Asia and South America); categorical variables are summarized in black (Africa), green
(Southeast Asia) and red (South America) squares.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214225.g006
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A single site (i.e. one pair of loci) for each rDNA cluster appears to be also the general trend

reported for most teleosts [75,76] and ancient non-teleost actinopterygian fishes [77,78]. The

location of such sequences in similar positions of similar chromosomes may be evidence of

homeologous chromosomes (but see [79]). Among arapaimids, 18S rDNA sites are associated

with GC-rich heterochromatin (Fig 3), a feature also shared with other osteoglossiform species,

like the ones belonging to the Notopteridae and Gymnarchidae families [57,60], supporting

the view that it likely represents the ancestral pattern for actinopterygian fishes [78]. However,

besides a single merged 18S rDNA/ CMA3
+ site ,multiple additional CMA3

+ signals were also

observed in both species, similarly to the pattern described in P. buchholzi, [33]. This pattern is

otherwise very infrequent among teleosts (for references, see [80].

To gain deeper insight into gross-scale sub-chromosomal dynamics on the level of compo-

sition and distribution of repetitive DNA sequences, we performed CGH experiments in inter-

specific comparative manner. These CGH comparisons showed overall high genomic diver-

gence between the two species under study as might be expected due to their deep evolutionary

divergence and corresponding advanced stage of repeat turnover (Figs 4 and 5). In fact, both

genomic probes merged only in NOR sites which generally maintain high sequence conserva-

tivism [81]. In fact, when basically only the NOR regions are intensively labeled after cross-

hybridization, it points to a large genomic divergence between both species. Such scenario has

been also observed in several plants and other animal groups (e.g: [37,82]).

In summary, the genomes A. gigas andH. niloticus display remarkable chromosomal diver-

gence, in terms of their karyotype macrostructure and repetitive DNA content and distribu-

tion. In striking contrast, the genomic diversity studies through PCA analyses demonstrated a

very low genetic distance between these fishes on the level of unique/single copy regions (Fig

6). This scenario further deeply contrasts with the one found for African and Asian representa-

tives of Old World knifefishes, family Notopteridae, where an opposite pattern was discovered,

i.e., highly conserved karyotypes despite at least 80 My of isolation among the species [60].

Thus, what would have contributed to such enormous chromosomal diversity between Arapai-

midae species?

Fig 7. Idiograms representing 2n and patterns of rDNA distribution in osteoglossiform species.On the
chromosomes, the distribution sites of 18S rDNA are highlighted in green, 5S rDNA in red, and Interstitial Telomeric
Sites (ITS) in blue. HNI =Heterotis niloticus; AGI = Arapaima gigas; PMI = Petrocephalus microphthalmus; SWA =
Stomatorhinus walkeri;MMO=Marcusenius moorii;GPE = Gnathonemus petersii; GNI = Gymnachus niloticus; CBL =
Chitala blanci; CCH = Chitala chitala; COR = Chitala ornate; CLO = Chitala lopis; NNO = Notopterus notopterus; XNI
= Xenomystus nigri; PAF = Papyrocranus afer; and PBU = Pantodon buchholzi. Data are based on [57,60,74].

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214225.g007
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An important hint may come from recently published genome of Arapaima gigas [83]. It is

noteworthy that according to this study, only 21% of Arapaima gigas genome is composed of

repetitive DNA, while other 33% represent coding regions. Similar proportion between repeti-

tive DNA and coding sequences has been found also in the Asian arowana Scleropages formo-

sus [84]. In the context of these genomic data and with respect to results yielded in this study,

it might be imaginable that a strong selection might be operating in arapaimids to preserve

sequence integrity of coding parts, which encompass substantial part of the genome. A possible

outcome might be that repetitive sequences must accumulate in restricted genome areas and

hence they might promote rearrangements in these specific locations due to elevated local

dynamics (driven, for instance, by illegitimate recombination; e.g., [85]). This way, repetitive

sequences may provide the fuel for karyotype variability, while coding regions retain high

degree of sequence conservativity. The presence of elevated number of CMA+/GC-rich

regions in both studied arapaimids may partly support our hypothesis as GC-rich regions,

especially in conjunction with their terminal location on chromosomes, are more prone to

high recombination rates (e.g., [86–88]). At the same time (or as an alternative explanation),

higher flexibility of chromatin functional arrangement in interphase nuclei would be expected

to be required to facilitate elevated plasticity for genome reshuffling and this flexibility might

be, on the other hand, missing in Notopteridae fishes. This matter warrants further investiga-

tion especially in the context of current models of functional chromatin arrangement basing

on topologically associating domains (TADs) [89–91].

Although separated by more than 50–80 Mya [5], A. gigas andH. niloticus still retain some

similar morphological, physiological, and behavioral characteristics, such as obligatory bran-

chial and aerial respiration, preference for low-oxygenated lentic environments, low migratory

activities, and sophisticated parental care. Consequently, both species are sedentary, living in

flocks with small population sizes and having a high degree of kinship and endogamy [10,92].

Molecular studies on individuals from the Amazon basin using microsatellite markers and

mitochondrial genes have shown that different populations of A. gigas present some small

degree of isolation by distance and fragmentation only in populations separated by distances

greater than 1000 km [92,93]. In fact, higher karyotype variability is usually present in fish

groups with low mobility and establishment of small isolated populations, in contrast with fish

species characterized by higher mobility and population density [94–96]. In this context, chro-

mosomal rearrangements spread and settle more easily in small populations, where the proba-

bility of generating homozygous rearranged forms, free of meiotic segregation problems, is

greater than in large populations [97]. It is, however, worth mentioning that while the older

theoretical models explained chromosomal speciation only in conjunction with geographic

isolation in allopatric populations [98], current views enable to theoretize about this issue to

happen also in sympatry, as the reproductive barriers may still evolve in the persisting presence

of a gene flow [99]. This may happen if the strong selection acts to maintain linkage disequilib-

rium between locally adapted alleles via recombination arrest (through structural rearrange-

ments and/or recombination modifiers), leading to gradual accumulation of sequence

divergence only in a restricted genomic region [100]. In fact, the diversity of chromosomal

types in Arapaima andHeterotis karyotypes is a result of several chromosomal rearrangements

accumulated over millions of years, in addition to the accumulation of different classes of

repetitive DNAs in their genomes. A similar scenario was already observed in another osteo-

glossiform species, the Asian Arowana Scleropage formosus, where repetitive DNAs are

thought to be the major contributors to the chromosomal diversity observed in this species

[84].

Our data support the view that highly rearranged karyotypes tend to occur in South Ameri-

can osteoglossiforms. A. gigas (2n = 56) and the South American arowana–O. bicirrhosum
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(2n = 56)–possess the highest 2n found in the order. This was also documented and verified in

cichlid fishes, in which representatives from the Neotropical region display 2n = 48 chromo-

somes, with a greater karyotype diversity in comparison to the African ones [101,102]. Several

fossil taxa were assigned to the Arapaimidae and/or closely related lineages (Fig 1), and,

although their evolutionary interrelationships are not well established [9,24,103,104], we can-

not exclude that the intermediate 2n numbers have occurred between them and the extant A.

gigas andH. niloticus.

Conclusions

Taken together, the genomes of A. gigas andH. niloticus displayed remarkable chromosomal

divergence and repetitive DNA turn over. Our results demonstrated some general trends

shared by most osteoglossiform species analyzed so far, like the presence of only one chromo-

some pair bearing 18S and 5S rDNA sites; karyotypes dominated by acrocentric chromosomes;

and rDNA sites which are associated with GC-rich heterochromatin, supporting the view that

it likely represents the ancestral state for teleost fishes. On the other hand, genomic diversity

studied through PCA analyses demonstrated a very low genetic distance between these fishes

despite separate evolutionary histories spanning approximately 50–80 My [5] and also the

marked karyotype variability.
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lem: insight from cytogenetics of ancient Nonteleost Actinopterygian fish, bowfin Amia calva. J Exp
Zool Part B Mol Dev Evol. 2017; 328: 620–628.
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Compositional Organization in Gars ShowsMore Similarities to Mammals than to Other Ray-Finned
Fish. J Exp Zool Part B Mol Dev Evol. 2017; 328: 607–619.

79. MilhomemSSR, Scacchetti PC, Pieczarka JC, Ferguson-Smith MA, Pansonato-Alves JC, O’Brien
PCM, et al. Are NORs always located on homeologous chromosomes? A FISH investigation with
rDNA and whole chromosome probes inGymnotus fishes (Gymnotiformes). PLoS One. 2013; 8:
e55608. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0055608 PMID: 23405178
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ments: origin and meiotic behavior. HumReprod Updat. 2011; 17: 476–494.

98. Bird CE, Fernandez-Silva I, Skillings DJ, Toonen RJ. Sympatric speciation in the post “modern synthe-
sis” era of evolutionary biology. Evol Biol. 2012; 39: 158–180.

99. Smadja CM, Butlin RK. A framework for comparing processes of speciation in the presence of gene
flow. Mol Ecol. 2011; 20: 5123–5140. https://doi.org/10.1111/j.1365-294X.2011.05350.x PMID:
22066935
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