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RESUMO

Os Osteoglossiformes sao representados na América do Sul pelos géneros
Arapaima e Osteoglossum, que ocorrem particularmente na regiao
Amazénica, nas bacias Amazdnica e Tocantins-Araguaia. Os estudos
genéticos neste grupo s&o praticamente inexistentes, evidenciando a
necessidade de informagbes para programas de conservagido. A espécie
Arapaima gigas da bacia hidrografica Tocantins-Araguaia apresentou um
2n=56 cromossomos, com férmula cariotipica 28M/SM+28ST/ A. A marcacao
por nitrato de prata evidenciou wuma RON simples localizada
intersticialmente no brago curto do par trés, confirmada pela hibridacao
fluorescente in situ com sonda de rDNA 18S, que evidenciou um
polimorfismo de tamanho nos sitios de RON. A heterocromatina constitutiva
foi localizada na regiao centromérica de todos os cromossomos. Os estudos
genéticos moleculares com marcador RAPD evidenciaram a ocorréncia de
uma unica populagdo de Arapaima gigas na regidao de coleta, com
variabilidade intrapopulacional significativa. Os resultados obtidos no
presente trabalho sdo contribuicbes importantes para o conhecimento da
genética da espécie Arapaima gigas e do grupo Osteoglossiformes,
fornecendo, ainda, subsidios para programas de manejo e conservagao
genética da espécie Arapaima gigas no Médio Araguaia, estado do Mato

Grosso, Brasil.



SUMMARY

In South America the osteoglossiforms are represented by the Arapaima and
the Osteoglossum sorts, which are mostly found in the Amazonic basin,
Tocantins — Araguaia. There are virtually no genetic studies on this group,
which highlights conservation groups’ need for information. The Arapaima
gigas species, of the hydrographic basin Tocantins — Araguaia, showed a
2n=56 chromosomes, with cariotypical formula: 28M/SM+28ST/A. Silver
nitrate marking revealed a simple RON, located intersticially in the shorter
arm of pair three, confirmed by a fluorescent hybration in situ, with a rDNA
18S probe, that highlighted a polymorphism in the RON sites. The
constituent heterocromatin was found in the centromerical region of all
chromosomes. The molecular genetic studies with RAPD marker showed the
presence of only one Arapaima gigas population, with a significant
intrapopulational variation. The results obtained in this work are an
important contribution to the understanding of the genetics of the Arapaima
gigas species and the Osteoglossiforms group, providing, moreover,
subsidies for genetic handling and conservation of the Arapaima gigas

species in the Médio Araguaia, state of Mato Grosso do Sul, Brazil.
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1 - INTRODUGAO
1.1 - Utilizagdo dos Recursos Pesqueiros

A manutencdo e a conservacao dos recursos naturais sdo preocupacdes
de abrangéncia mundial e resultam em interesses sociais, politicos e cientificos
voltados para as questbes ambientais. Como consequéncia, atualmente a meta é
0 uso sustentavel desses recursos, com base em pesquisas detalhadas dos seus

diversos aspectos bioldgicos.

Atualmente, ndo se pensa mais em recursos naturais como simples fontes
de beneficios, mas também como unidades que possuem caracteristicas
particulares, que devem ser consideradas no planejamento do seu uso.
Populagdes individuais diferem significativamente em suas caracteristicas
bioldgicas, incluindo recrutamento e mortalidade de individuos, como respostas
a explotagdo e requerendo, portanto, manejos diferenciados (Ferguson et al.,
1995).

Segundo Ryman (1991), a habilidade de uma populagdo para se adaptar
a um determinado ambiente é inteiramente dependente de suas caracteristicas
genéticas - os alelos que ela carrega, suas combinagdes e suas freqléncias.
Portanto, ao se estudar duas populacdes distintas de uma mesma espécie,
situadas simpatricamente ou alopatricamente, pode-se esperar encontrar
diferencas genéticas ou de padrdes comportamentais e fisioldgicos, que sao
adaptacbées ao ambiente em que ocorrem. Duas populagbes geneticamente
isoladas, por motivos geograficos ou ecoldgicos, tendem a acumular diferentes
alelos, em consequéncia de selegédo, mutagao ou deriva genética (Barker, 1994).
Assim, quando ha um interesse voltado para a conservacdo de estoques
naturais, inicialmente deve-se ter uma preocupacdo com a manutencao das

caracteristicas ecolégicas das espécies ou populagdes envolvidas no processo.

No mundo inteiro, uma das caracteristicas da exploracdo dos recursos
pesqueiros é o extrativismo, ou seja, a exploragdo sem reposi¢dao dos recursos
naturais. Portanto, em regides onde a pesca é economicamente indispensavel,
os problemas de impacto ambiental por esta atividade tém gerado uma série de

impasses so6cio-econdmicos e ecoldgicos.



A conservacao genética de populagcdes naturais e de recursos genéticos
animais visa fornecer as bases para as decisbes racionais concernentes a
conservagao da biodiversidade (Barker, 1994). Essas decisdes racionais estao
normalmente inseridas em programas de manejo de recursos de interesse
econdbmico e, mais raramente, de interesse puramente ecolégico. O manejo
cientifico de pescarias implica que a taxonomia, ecologia e distribuicdo das
populagcdes de peixes sejam conhecidas; que dados confiaveis de captura sejam
registrados anualmente; que haja uma expectativa realistica de qual lista de
peixes €& proposta para a economia e dieta da regido; e que haja uma infra-

estrutura burocratica capaz de forcar a legislagdo desejada (Goulding, 1983).

Manejo de recursos naturais € o gerenciamento ou administracdo por
meio de leis, decretos e resolucdes. A pesca & especialmente enfocada na
tomada de medidas de normatizagdo em planos de manejo. Essas medidas
visam a promog¢ao do uso racional dos recursos pesqueiros, uma vez que a
sobre-pesca é uma das maiores razdes da reducao em tamanho das populacdes
selvagens de peixes. Quando se planeja o manejo de estoques pesqueiros,
geralmente se adota alguma das seguintes opg¢bes: limitar acesso as areas
pesqueiras (zoneamento); restringir o uso de determinados aparelhos de pesca;
controlar ou limitar o tamanho da malha das redes de pesca; proibir a pesca em
estacdes definidas (defeso); controlar o esforgco de pesca por meio de cotas e
licencas para barcos de pesca e criar reservas em que se proiba a pesca ou
esta seja limitada a pesca de subsisténcia (Bayley, 1981; Ribeiro e Petrere Jr.,
1990; Petrere Jr., 1992). Essas medidas devem ter suporte cientifico para serem
aplicadas com sucesso, uma vez que por meio das pesquisas as variaveis nas

populagdes alvos tornam-se bem conhecidas (Barthem ef al., 1997).

Uma das metas finais dos planos de manejo de recursos naturais € a
condugdo do desenvolvimento econdmico-regional de forma a garantir a
continuidade dos recursos naturais para usos futuros, promovendo o “uso
sustentavel” e levando ao “desenvolvimento sustentavel”, que tem sido tépico
obrigatdério nos projetos politicos, econémicos e cientificos. De acordo com
Mattos et al. (2000) o desenvolvimento e o meio ambiente estéo,
indissoluvelmente vinculados e devem ser tratados mediante a mudanca do
conteudo, das modalidades e das utilizagbes do crescimento, seguindo trés

critérios fundamentais, simultaneamente: eqlidade social, prudéncia ecoldgica e



eficiéncia econdémica. O desenvolvimento sustentavel envolve a maximizacao
dos beneficios liquidos do desenvolvimento econémico, sujeito a manter os
servigos e a qualidade dos recursos naturais ao longo do tempo (Pearce e
Turner, 1991).

Segundo Mattos et al. (2000) o desenvolvimento sustentavel envolvera,
primordialmente, mudancgas estruturais dentro da sociedade e da economia,
mantendo os servigcos e a qualidade da ag¢&o de recursos com o passar do
tempo, implicando a aceitagdo de (a) utilizagdo dos recursos renovaveis com
taxas menores ou iguais a taxa natural de regeneragdo e (b) otimizagdo da
eficiéncia dos recursos nao renovaveis utilizados, sujeito a substituicdo desses

recursos por novas tecnologias.

Portanto, para haver um desenvolvimento sustentavel & preciso que o
crescimento seja definido de acordo com a capacidade de suporte dos
ecossistemas. A utilizagdo planejada dos recursos naturais é fundamentalmente
ecolégica e econOmica, constituindo um aspecto positivo, pois abrange a
preservacdo, manutengio, utilizacdo sustentavel, restauracao e melhoria do
ambiente natural (FAO,1971).

1.2 - Osteoglossiformes

Os Osteoglossiformes atuais s&o peixes predominantemente de agua
doce, que ocorrem na india e Africa (Notopterus, Papyrocranus, Xenomystus,
Clupsudis, Gymnarchus e Pantondon), regido Indo-Australiana (Scleropages),
Ameérica do Sul (Arapaima e Osteoglossum) e América do Norte (Hiodon)
(Greenwood et al., 1966). A ampla distribuicdo geografica dos
Osteoglossiformes e as caracteristicas que levam este grupo a posigao basal na
classificagdo geral dos peixes, como descrito por Greenwood et al. (1966),
Patterson e Rosen (1977), Lé et al. (1993) e Nelson (1994), acentuam o
interesse para a sua sistematica e evolugédo. Este grupo tem sido utilizado para
comparagdes em estudos filogenéticos por autores como Greenwood et al.
(1966), Patterson e Rosen (1977), Lé et al. (1993), Nelson (1994), Cavin e Forey
(2001), Inoue et al. (2001), Elmerot et al. (2002) e Obermiller e Pfeiler (2003).

Este grupo de peixes também tem sido alvo de muito interesse para

3



estudos bioquimicos. Isaacks et al. (1977) e Val et al. (1992) registraram a
presenca de inositol pentafosfato (IPP) como principal modulador da afinidade
hemoglobina-oxigénio nos eritrocitos de pirarucu. Val et al. (1992), observaram
as variagcdes nos niveis de IPP em eritrécitos durante o crescimento de
exemplares no primeiro ano de vida. Hochachka et al. (1979), encontraram
variagdes nos mecanismos de transporte de oxigénio em branquias dos
osteoglossideos Arapaima gigas, cuja respiragdo depende obrigatoriamente do
ar atmosférico, e Osteglossum bicirrhosum que respira obrigatoriamente pelas
branquias. Os autores compararam, nestas duas espécies, os ciclos malato-
aspartato e a-glicerofosfato (a-GP) e registraram que, comparado ao ciclo a-
glicerofosfato, o ciclo malato aspartato foi relativamente mais ativo em pirarucu

que no aruana.

Diferentes aspectos morfolégicos dos osteoglossiformes tém sido
estudados. Pinese (1996) explicou que as caracteristicas morfologicas do
sistema digestivo de Arapaima gigas levam aparentemente a deducdo de uma
origem filtradora, apesar de seu habito restritamente piscivoro. Emde e Prechtl
(1999) encontraram conecgdes entre as areas do telencélo dorsal

correspondentes a audigdo e a linha lateral em Gnathonemus petersii.

Alguns estudos comparativos tém sido feitos utilizando caracteristicas
anatdébmicas em osteoglossiformes. Cavin e Forey (2001) a partir de descrigdes
dos ossos do cranio de Palaeonotopterus greenwoodi encontraram relacdes de
semelhancgas deste peixe com notopterideos e mormiroideos. Sanford Fls (2001)
comparou a estrutura da lingua éssea, uma das principais caracteristicas de
osteoglossiformes, entre Xenomystus nigri e Chitala ornata (familia

Notopteridae).

A genética de Osteoglossiformes, entretanto, ainda € pouco conhecida.
Nayyar (1965) registrou um numero dipldide igual a 48 cromossomos (12M+36A)
para duas espécies da familia Notopteridae, N. notopterus e N. chitala.
Entretanto, Akinori e Yoshio (1998) encontraram numero diploide de 42
cromossomos acrocéntricos na espécie Notopterus chitala. Ojima et al. (1976)

registraram um 2n=56 (1SM+1ST+54A). para Osteoglossum bicirrhosum.

Farias et al (2003) realizaram estudos em Arapaima gigas utilizando 14

marcadores moleculares de microssatélites para determinar niveis de



variabilidade genética das popula¢gdes da bacia amazbnica e registraram um alto
nivel de variabilidade intra-populacional, o que significa, segundo os autores,
que a populagado estudada tem condigdes genéticas satisfatérias para se manter

no ambiente.

A ordem Osteoglossiformes abrange seis familias, 29 géneros e cerca de
217 espécies (Nelson, 1994). Na América do Sul sdo encontrados os géneros
Arapaima e Osteoglossum, que ocorrem na regido Amazbnica, nas bacias
Amazénica e Tocantins- Araguaia. Nelson (1994) descreveu o género Arapaima
dentre os quatro géneros da familia Osteoglossidae, modificando a classificagao
proposta por Fowler (1948), que situou a espécie Arapaima gigas (Cuvier) como

unico representante da familia Arapaimidae.

O pirarucu, Arapaima gigas, esta entre as espécies de maior porte dos
peixes primarios de agua doce. Por essa caracteristica, este peixe despertou
grande interesse para a exploragdo pesqueira, tornando-se, segundo Goulding
(1983), a primeira base econdmica pesqueira de consideravel escala na regiao
amazobnica, em parte, em virtude da crenga na super-abundancia de seus

estoques.

Menezes (1951) ressaltou o valor do pirarucu na economia nacional e a
necessidade de sua protecdo e do aperfeicoamento dos métodos para sua
industrializagdo. Esse autor cita, ainda, o trabalho pioneiro de criagdo desse
peixe em cativeiro, no Brasil, realizado em 1935, no Museu Paraense Emilio
Goeldi (Belém, Para). Desde a década de 40, essa espécie vem sendo
introduzida em acudes localizados em estados do Nordeste brasileiro, visando a

sua manutencgao e propagagao em cativeiro.

A tentativa de entender a biologia do pirarucu foi iniciada pelos estudos
de Gudger (1943) e Fontenele (1948), que descreveram alguns dos aspectos
biolégicos, tais como habito alimentar, padrao reprodutivo e comportamental

deste peixe.

O pirarucu realiza desova parcelada e apresenta baixa fecundidade, que
€ compensada pelos cuidados dispensados a prole, evitando a predacdo da
ninhada por outros peixes (Fontenele, 1948). Uma das caracteristicas mais
notaveis deste peixe é a de que cerca de 90% do oxigénio de que necessita é

adquirido por respiracao aérea pela bexiga natatoria.



Pinese (1996) descreveu o pirarucu como presumivelmente de origem
filtradora, apresentando padrbes anatémicos caracteristicos de animais onivoros
ou até filtradores. Entretanto, o pirarucu é essencialmente piscivoro (Fontenele,
1948; Menezes, 1951; Pinese e Peret, 2001). Assim, seu habito alimentar
reforca uma importancia ecoldogica além da econbOmica, ja que espécies
predadoras participam do equilibrio ambiental como reguladoras das populagdes
de outras espécies. De acordo com Nikolsky (1976), os peixes carnivoros
constituem elementos que aumentam a estabilidade do ecossistema, na medida

em que regulam a abundancia de diferentes espécies forrageiras.

A morfologia desse peixe foi estudada por autores como Greenwood e
Liem (1984), Meunier (1984), Tsuneki (1986) e Saidel e Braford (1987). Estudos
do crescimento de Arapaima gigas foram realizados por Wosnitzamendo (1984)
e Honczaryk e Maeda (1998). Muitos aspectos bioquimicos desta espécie sao
bem conhecidos (Isaacks et al., 1977; Fields et al, 1978; Galdamesportus et al.,
1979; Val et al., 1992 e West et al., 1999).

A espécie Arapaima gigas tem o tamanho minimo de captura definido em
150 cm na Bacia Amazbnica (Portaria do IBAMA N° 08/96), nas bacias dos rios
Araguaia e Tocantins (Portaria IBAMA N° 107/98) e no trecho entre as
cabeceiras do rio Araguaia em Goias até a altura do municipio de Antonico Rosa
em Mato Grosso e o Parque Nacional do Araguaia em Tocantins (Portaria IBAMA
N° 106/98). O periodo de defeso desta espécie vai de outubro a margo nos rios

Araguaia e Toacantins (Portaria IBAMA N° 480/91) (www.ibama.gov.br).

1.3 - A bacia Tocantins-Araguaia

O rio Araguaia nasce no limite sul da divisa entre os estados de Mato
Grosso e Goias. Proximo a essa regido partem duas grandes bacias
hidrograficas brasileiras: a bacia Parana-Paraguai, cujos primeiros afluentes
correm rumo ao sul do continente e uma das mais importantes bacias do Brasil,

a bacia Tocantins-Araguaia.

Segundo Borges (1987), menos de 30 km de chapadbes da Serra dos
Caiap6s separam muitos dos pequenos afluentes com destino norte e sul. As

nascentes do rio Araguaia situam-se nesta mesma serra, na divisa entre os
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estados de Mato Grosso e Goias, a cerca de 850 m de altitude, dirigindo-se ao
norte, num percurso quase paralelo ao rio Tocantins, no qual desagua. Sua
extensdo total atinge 2.115 km (Innocencio, 1989) e suas aguas sao
relativamente calmas, diferentes daquelas que caracterizam grande parte do rio
Tocantins, antes da confluéncia. Estes dois grandes sistemas hidrograficos séao
geralmente considerados, por muitos ictiologistas, como a grande bacia

Tocantins-Araguaia.

As margens do rio Araguaia, na altura do municipio de Araguaiana (Mato
Grosso), correspondente a regiao do Médio Araguaia, sao sazonalmente sujeitas
a inundagdes, facilitando a invasdao das diversas espécies de peixes da regiao
em novos habitats nos campos alagados, com maior fornecimento de alimento e
protecdo. Ao secar, ha a formagao de lagoas nas quais fica retida boa parte das
populagdes de peixes. No entanto, na nova estagdo de cheias, os sobreviventes
tém acesso a um novo aporte de agua e alimento. Essa dindmica certamente
influencia a ecologia das diversas espécies animais da regido. Particularmente
as populacdes de peixes respondem a estas variagbes com flutuagdes na sua
estrutura quanto a alimentagéo, estratégias de reprodugdo, crescimento em

numero de individuos devido a estagcao de reprodugédo e estrutura genética.

1.4 - Estudos citogenéticos de peixes

A citogenética tem gerado resultados importantes na compreensao das
relagbes de parentesco entre ou dentro de diferente ordens, familias e géneros
de peixes. Em peixes ha registros de grande numero de variagdes
cromossOmicas que significam, em parte, a adaptabilidade das espécies aos

diferentes ambientes onde ocorrem.

Oliveira et al. (1998), em revisao, listaram as formulas cariotipicas de 433
espécies de peixes neotropicais de agua doce e observaram que destas, 11,3%
apresentam variagbes no numero de cromossomos, 5,8% tem cromossomos
sexuais morfologicamente diferenciados e 2,3% tem cromossomos

supranumerarios.

Segundo Galetti et al. (1994), de forma geral, dois padrdées de

diversificagdo cromossdmica podem ser verificados em Characiformes. Géneros
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como Hoplias e Astyanax mostram um padrdo heterogéneo de diversificacao
cromossdmica, caracterizado por extensa variacdo numérica e estrutural dos
cromossomos. Num segundo grupo estdo aquelas familias que mostram uma
acentuada constadncia na macroestrutura cariotipica, tais como Anostomidae,

Curimatidae, Prochilodontidae, Chilodontidae, Hemiodontidae e Parodontidae.

Ha registros de conservadorismo cariotipico em Siluriformes da familia
Pimelodidae, nas espécies Pimelodus maculatus, P. fur e Pimelodus sp. nas
quais o 2n=56 e a formula cariotipica é 30M+14SM+12 A (Toledo e Ferrari,
1976). Entretanto, Oliveira et al. (1988) descreveram nesta ordem de peixes uma
variacao de numeros dipléides de 22 a 102, com maior freqiéncia de 2n=58. Os
autores sugeriram que as mudangas cromossdOmicas foram freqlUentemente

associadas com processos de especiagao.

Segundo Nelson (1994), sob o ponto de vista morfoldégico, a ordem
Perciformes é a mais diversificada de todas as ordens de peixes. Entretanto,
essa diversidade nao se reflete no complemento cromossémico das espécies do
grupo. Molina e Galetti Jr. (2002), por exemplo, afirmaram que a maioria das
espécies de Pomacentridae mostram preferencialmente cariétipos conservados
de 48 cromossomos, com diferengas na férmula (Numero Fundamental igual a
48-90). Estes autores, entretanto, registram variagdes no numero dipléide de
trés espécies dessa familia coletadas na regido costeira dos estados da Bahia e
Espirito Santo, onde a espécie Chromis multilineata tem 2n=48 cromossomos
acrocéntricos, C. flavicauda tem 2n=38 (9IM+6SM+38 A) e C. insolata apresentou
dois citotipos de 2n= 46 (4M+6SM+36 A) e 2n=47 (3M+6SM+38 A). Os autores

atribuiram essa variedade cariotipica a rearranjos Robertsonianos.

Feldberg et al. (1999) também encontraram algumas diferengas
cariotipicas em duas espécies de Perciformes. A espécie Plagioscion
squamisissimus apresentou um numero dipldide de 48 cromossomos
acrocéntricos. Em Plagioscion sp. foram registrados dois citétipos. O citétipo a
com 48 cromossomos (2M+46 A) e o citétipo b com 48 cromossomos
acrocéntricos. Os autores acreditam que o surgimento do citétipo “a” se deu a
partir do citétipo “b” por inversdes pericéntricas. Os autores sugerem, ainda, que
atualmente ambos os citétipos podem corresponder a duas espécies cripticas,

com mesma morfologia e distribuicdo geografica, mas geneticamente distintas.



1.5 - Genética molecular de peixes

Uma das metas dos estudos baseados em marcadores moleculares é a
reconstrugado do padrao evolutivo de uma dada espécie ou de uma determinada
populagdo, que segundo Eizirik (1996) esta bastante ligada a determinacéo de
prioridades para a conservagao biolégica. O autor ressaltou que a reconstrugao
do padrdo evolutivo intra-especifico é também de grande importancia para a
determinagdo de estratégias adequadas para a conservagido bioldégica, pois
permite a identificacdo de estrutura geografica e subdivisbes populacionais

histéricas e/ou atuais em espécies ameacadas.

Trabalhar com marcadores genéticos significa utilizar caracteristicas
herdaveis em individuos de uma dada populagédo, considerando que todos os
marcadores refletem diferengas nas seqiéncias de DNA (Sunnucks, 2000).
Variantes genéticas podem ser aplicadas como marcadores para estudos em
populagdes de peixes, na identificacdo de espécies e de hibridos,
estabelecimento da filogenia ou da histéria filogeografica de populagbes e
espécies, medida do nivel de variagdo genética em populagdes cultivadas e
selvagens, determinacédo do impacto da introducdo de individuos de populacdes

cultivadas em populagdes selvagens (Ferguson et al., 1995).

Os marcadores uniloco sao caracteristicamente co-dominantes, ou seja,
em um individuo dipléide, ambos os alelos de um determinado loco sao
identificados, o que os torna altamente informativos. Sdo0 marcadores uniloco os
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e as sequéncias de DNA
repetitivo minissatélites e microssatélites. Os marcadores multiloco permitem a
visualizagcdo de muitos genes anbénimos simultaneamente. Entretanto, sua
caracteristica dominante, onde somente um dos alelos é identificado, torna-os
pouco informativos. No entanto, esses marcadores, tais como RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), sdo largamente utilizados em estudos populacionais, pois, com
base em eventos recentes, permitem a inferéncia de relagbes de parentesco
entre individuos de uma dada populagdo e da historia de divergéncia entre

populacdes de uma mesma espécie.

Os estudos moleculares acerca das variagcbes genéticas nas diversas

espécies animais e vegetais tiveram inicio com o desenvolvimento da



eletroforese, nos anos 50, quando poucas marcas uni-loco foram descobertas
(Parker et al., 1998). Sua base esta na migragéo diferenciada de moléculas com
cargas diferentes quando submetidas a um campo elétrico. As pesquisas nesse
campo fundamentam-se nas multiplas formas moleculares (alélicas) da mesma
enzima (isoenzimas) que ocorrem em uma espécie e que desempenham,
portanto, a mesma atividade catalitica, mas que podem ter diferentes
propriedades cinéticas (Ferreira e Grattapaglia, 1995), podendo-se inferir que as
diferengas apresentadas entre as isoenzimas sejam resultantes de diferengas ao

nivel das sequiéncias de DNA que as codificam.

Uma das vantagens técnicas deste marcador é a expressao co-dominante
das bandas geradas em gel de eletroforese. Para interpretagdo do padréo de
bandas é necessario o conhecimento da estrutura quaternaria da enzima. Assim,
uma enzima monomeérica (constituida por uma Uunica cadeia polipeptidica)
apresentara duas bandas no heterozigoto, uma enzima dimérica (formada pela
unido de duas cadeias polipeptidicas) apresentara trés bandas no heterozigoto e

uma enzima tetramérica apresentara cinco (Solferini e Scheepmarker, 2001).

As enzimas tém sido usadas em pesquisas de biologia evolutiva
principalmente através do estudo detalhado de um loco e as suas variantes
alélicas (alozimas) e a utilizacdo de muitos locos para estudos populacionais.
Lembrando, entretanto, que mutagdes no material genético nem sempre levam a
alteragbes na estrutura protéica e nem toda alteracdo na sequéncia de
aminoacidos provoca diferencas na mobilidade eletroforética, de forma que os
niveis de variabilidade podem ser subestimados (Solferini e Scheepmarker,
2001). Toledo Filho et al. (1992) consideraram que a eletroforese de proteinas é
a mais aconselhada para o monitoramento de estoques de peixes em projetos de
repovoamento, pois constitui uma das técnicas mais eficientes para a analise
genética de populacdes de peixes. As proteinas também tém sido utilizadas em
estudos de filogenia (Tringali et al., 1999) e variabilidade de populagbées de
peixes (Calcagnotto e Toledo-Filho, 2000). Entretanto, para Sunnucks (2000)
este marcador molecular revela pequenas variagbes e gera informacgdes
genealdgicas limitadas. O autor ressalta, portanto, as vantagens do uso de DNA

para estudos em populacgdes.

Ao contrario de marcadores enzimaticos, o DNA pode ser extraido de

tecidos fixados por tempo ilimitado e permite a visualizacdo direta das variacdes
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ocorridas no genoma individual. Outra vantagem surgiu com o uso da reagdo em
cadeia da enzima polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR) permitindo a
amplificagao in vitro de acidos nucléicos, resolvendo os problemas relacionados

a quantidade de DNA a ser utilizado nas rea¢cdes em laboratoério.

Segundo Matioli e Passos-Bueno (2001) a concepgéao inicial da técnica da
PCR foi de Kary Mullis, um bioquimico que trabalhava com sintese quimica de
oligonucleotideos em uma firma biotecnolégica da Califérnia, a Cetus
Corporation. A PCR consiste, basicamente, na repeticdo in vitro dos ciclos de
duplicagdo da fita de DNA, ja conhecidos através dos estudos de biologia
molecular possibilitando a amplificagdo exponencial de segmentos de DNA
flanqueados por seqiéncias iniciadoras (primers). A técnica consiste em
submeter uma mistura de primers, tampdes, nucleotideos, enzima polimerase e
o DNA de interesse a uma seqliéncia de cerca de 35 ciclos de variagdes de
temperatura o6tima para o pareamento dos primers (variando conforme a
sequUéncia e o tamanho do primer utilizado) e para a extensdo do segmento a ser
amplificado. Os produtos da amplificagdo podem ser visualizados diretamente

em gel de agarose ou poliacrilamida.

No uso de RFLP, as variagdes (polimorfismos) apresentadas séo
baseadas na aceitacdo de que o sitio de corte de uma mesma enzima encontra-
se em diferentes pontos do DNA de individuos diferentes. Assim, nao ¢
necessario o conhecimento prévio das sequéncias de DNA a serem utilizadas e
isto constitui uma das vantagens observadas neste método. As variagbes sao
explicadas pela diferenca entre os tamanhos dos fragmentos gerados pela
digestdo com enzimas escolhidas pela especifidade dos seus sitios de corte
(chamadas enzimas de restricdo). Se ha a segregagdo Mendeliana de tais
fragmentos, conclui-se que elas representam um loco de RFLP e, portanto,
podem ser utilizadas como marcador genético (Ferreira e Grattapaglia, 1995).
Uma caracteristica importante do marcador RFLP ¢é sua expressao co-
dominante, que o torna vantajoso para estudos de segregacao alélica, estimativa

da variabilidade genética populacional e geragédo de arvores filogenéticas.

O uso mais amplo para as enzimas de restricgdo nos estudos de
populacdo tem sido o estudo da diversidade alélica e diferenciacdo de
populagcdes em DNA mitocondrial, onde a freqiéncia alélica pode ser

quantificada pela presenca ou auséncia de sitios de restricdo entre os individuos
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(Parker et al., 1998). Os autores explicam que grandes moléculas como DNA
nuclear ndo podem ser analisadas pelo uso direto de enzimas de restricdo
devido a grande quantidade de sitios de clivagem enzimatica, gerando padroes
de bandas de dificil interpretacdo. Este problema é solucionado com o uso da
técnica de hibridizagdo em membrana, apds eletroforese, com sondas que

consistem de seqUéncias complementares aos segmentos de interesse.

RFLP tem sido aplicado com sucesso em estudos de populacdes de
peixes, na determinagado de variagdes genéticas (O’Connell et al., 1995; Wolf et
al., 2000), avaliagdo de impacto da introdugdo de individuos de cativeiro em
populagdes selvagens (Ferguson et al., 1995; Clifford et al., 1998) e filogenia
(Michael e Phillips, 1995).

Moysés e Almeida-Toledo (2002) aplicaram RFLP na analise de DNA
mitocondrial para caracterizar espécies e populagdes do género Astyanax das
bacias do Alto Parana e do S&o Francisco e encontraram a ocorréncia de

padrdes de bandas espécie-especificos nos géis analisados.

Apesar da vasta utilizagcdo do marcador RFLP, ha uma série de
desvantagens, tais como a necessidade de grandes quantidades de DNA, uma
vez que esta técnica nao utiliza a PCR, e os gastos em termos de tempo e
dinheiro no procedimento de hibridizagdo em membrana (Southern Blot

Hybridization).

Células de eucariotos apresentam DNA nuclear e DNA de organelas, tais
como mitocdndrias em animais e cloroplastos em plantas denominados
“‘genomas extranucleares” (Zaha et al., 1996). O DNA de organelas apresenta
fita dupla circular. Segundo Arias e Infante-Malachias (2001), o DNA
mitocondrial animal codifica aproximadamente 5% de toda maquinaria
necessaria para o funcionamento da mitocéndria, onde sédo descritos 37 genes,
dos quais 13 codificam RNAs mensageiros para proteinas envolvidas
diretamente no processo de transporte de elétrons e fosforilagcdo oxidativa, dois
para subunidades riboss6micas e 22 para RNAs transportadores e ha uma
regido nao codificadora conhecida como A+T nos invertebrados e como D-loop
nos vertebrados, que contém o controle da replicagdo e transcricdo desse
genoma. Ao contrario do DNA nuclear de heranca biparental, o DNA de

organelas encontra-se no citoplasma e, portanto, apresenta heranc¢a uniparental.
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Suas sequéncias sdo extremamente conservadas. Assim, comparacdes de
genodtipos nucleares e mitocondriais podem ajudar a reconhecer individuos
hibridos, acasalamentos preferenciais e efeitos estocasticos sobre variantes
para as quais o taxa ancestral foi polimérfico, podendo-se gerar arvores

filogenéticas (Sunnukcs, 2000).

O DNA mitocondrial, em virtude de sua alta taxa de mutacdo em
comparagcao com DNA nuclear de fita simples (scnDNA), em adigdo a sua
heranga maternal e falta de recombinacido, oferece muitas vantagens para

estudos de populagdes (Ferguson et al., 1995).

Segundo Pereira (2000), o DNA mitocondrial de varios vertebrados tem
sido amplamente utilizado para estudos de populagdo. O autor também explica
que a regido controle do genoma mitocondrial é freqlientemente usada em
estudos de populagdes devido a alta variabilidade em suas seqUéncias de
nucleotideos, cujos genes codificantes de proteinas tais como citocromo b (Cyt

b), sdo geralmente usados para analises filogenéticas.

Regides de DNA mitocondrial animal podem exibir consideravel variagao
intra e entre populagdes (Parker et al., 1998). Assim, o DNA mitocondrial foi
usado com sucesso nos estudos realizados em diversas espécies de peixes, tais
como no género Salmo (Fergunson et al., 1995), em estudos de filogenia de
peixes (Morita, 1999; Harris e Mayden, 2001; Nagl et al., 2001; Perdices et al.,
2002; Obermiller e Pfeiler, 2003), assim como em estudos de estrutura de
populagdo (Chenoweth e Hughes, 1997) e de impacto da introdugdo de
individuos cultivados em populagdes selvagens (Clifford et al., 1998). Martins et
al. (2003) utilizou com sucesso a regidao D-Loop do DNA mitocondrial para
estimar niveis de variabilidade intra e interpopulacionais em seis populacdes

selvagens de Leporinus elongatus.

No genoma de diversas espécies ocorrem sequUéncias repetitivas
organizadas em tandem cujos tamanhos podem variar. Sdo0 chamados DNA
satélite ou VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) e representam Jocos
individuais onde alelos sdo compostos por repeticdes em tandem que variam no
numero de unidades do cerne (Nakamura et al., 1987). O DNA satélite foi
primeiro identificado na década de 60, quando o DNA centrifugado sob certas

condi¢cdes foi separado em duas ou mais camadas: uma banda média contendo
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genes e bandas secundarias que tornaram-se conhecidas como bandas
satélites, onde foram encontradas as seqUéncias de DNA repetitivo (Moxon e
Wills, 1999). Quando os blocos de DNA repetitivo sdo compostos por 10 a 64
pares de bases, cujo tamanho total varia de 0,1 a 7,0 Kb, estas sequéncias sao
denominadas minissatélites (Jeffreys et al., 1985). Os minissatélites tém sido
marcadores muito eficientes na identificagdo dos estoques pesqueiros (Beacham
et al., 1996; Angers et al., 1995; Galvin et al., 1995; Tessier et al., 1995).

Segundo Schldtterer e Pemberton (1998) as seqliiéncias denominadas
DNA microssatélite tém unidades de repeticdo de 1 a 5 nucleotideos. Estes
marcadores, também chamados “simple sequence repeats (SSRs)”, séo
hipervariaveis, co-dominantes e revelam variagbes de comprimento entre os
alelos (Parker et al., 1998; Sunnucks, 2000).

Sondas baseadas em VNTRs podem detectar simultaneamente grande
quantidade de locos hipervariaveis, fornecendo um padrao “fingerprint” utilizavel
para identificagcdo de individuos, testes de paternidade e mapeamento genético
(Jeffreys et al., 1985; Nakamura et al., 1987). Em estudos de populagbes, o uso
de VNTRs é considerado um dos métodos mais efetivos para avaliar o nivel de
variabilidade genética em casos de redugdes do numero de alelos e de
heterozigosidade (Fergunson et al., 1995). Devido a expressdo co-dominante e
ao multialelismo, os marcadores microssatélites sdo os que possuem 0 mais
elevado conteudo de informacdo de polimorfismo, ideais para mapeamento
genético e fisico de genomas, identificagcdo e discriminagdo de gendétipos e
estudos de genética de populagdes (Ferreira e Grattapaglia, 1995). O fator
limitante para o emprego de microssatélites € a disponibilidade de informacgdes
em termos das sequéncias de nucleotideos das regides de repeticbes no
genoma do organismo que se deseja estudar, sendo necessaria a construgao de
uma biblioteca genémica do organismo em questdo (Matioli e Passos-Bueno,
2001).

Varios microssatélites tém sido isolados e caracterizados a partir de DNA
de algumas espécies de peixes, principalmente em salmonideos (Estoup et al.,
1993; Pfeiffer et al., 1997; Banks et al., 1999; Ostberg e Thorgaard, 1999).
Poteaux et al. (1999) utilizaram microsatélites para investigar o impacto genético

da restocagem de truta marrom do Mediterraneo (Salmo trutta).
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Segundo O’Reilly e Wright (1995), o0s microsatélites exibem
caracteristicas que os tornam particularmente adequados como marcadores
genéticos para varias aplicagbes em pesquisas em aquicultura e pesca, tais
como (1) sao abundantes no genoma; (2) exibem variados niveis de
polimorfismo; (3) exibem alelos co-dominantes de herangca mendeliana; (4) a
técnica que utiliza os microsatélites requer pouca quantidade de tecido e (5) os

locos sao conservados em espécies proximas.

Na RAPD, é desnecessario o conhecimento prévio da sequéncia do DNA,
uma vez que as variagdes gendmicas detectadas por este método baseiam-se
na diferenca, entre individuos, da distribuicdo dos sitios complementares a um
primer curto (10 bases), de sequéncia aleatdria. Utilizando-se um unico primer
por reacao, observa-se a geragdo de numerosos segmentos amplificados, cujas
sequUéncias sado desconhecidas e os tamanhos sao variados. Assim, assume-se
que diferentes individuos produzem distintos padroes de fragmentos
amplificados com base nas diferentes localizagbes dos sitios de hibridacdo dos
primers ao longo da fita de DNA. As analises s&o feitas considerando a
distribuicdo, presenga e auséncia das bandas geradas pela reacdo de

amplificagao.

Apesar do uso de seqUéncias desconhecidas e aleatdrias, a RAPD
permite as analises de grau de parentesco, de estrutura de populagdes (como
por exemplo, grau de diversidade genética, tamanho efetivo da populagdo e grau
de consanglinidade) e identificagdo de individuos (Haig, 1998). Nas analises
estatisticas dos padroes da RAPD considera-se que (1) a interpretagdo dos
padrdes de bandas pode ser realizada de maneira ndo-ambigua; (2) os alelos de
diferentes locos ndo co-migram no gel e que (3) o investigador é completamente
capaz de comparar bandas de diferentes individuos no mesmo gel e entre
diferentes géis e é também assumido que cada loco pode ser tratado como um
sistema de dois alelos com somente um dos alelos por loco sendo amplificavel
por PCR (Lynch e Milligan, 1994).

Técnicas baseadas em RAPD nao necessariamente envolvem regides
gendmicas responsaveis por adaptagbes evolutivas em populagdes locais ou
espécies (Allendorf, 1995; Dergam et al.,, 2002). Marcadores RAPD-PCR séao
considerados como derivados de regides repetitivas do genoma (Haymer, 1994)

e assumidos como neutros (Dergam et al.,2002).

15



Visto que os primers utilizados na RAPD consistem de sequéncias
aleatérias e ndo discriminam entre regides codificadoras e nao-codificadoras, é
razoavel supor que esta técnica amostra o genoma de uma forma mais aleatéria

que os outros métodos de analise do genoma (Lynch e Milligan, 1994).

Os marcadores RAPD podem ser uma ferramenta extremamente util na
diferenciagcdo de populagdes geograficamente e geneticamente isoladas
(Hatanaka e Galetti Jr., 2003), permitindo a avaliagdo da estrutura genética de

populacdes selvagens de peixes.

Os marcadores RAPD foram eficientes na diferenciagdo de populagdes de
Hoplias malabaricus na bacia hidrografica do Rio Doce (Dergam et al., 2002) e
também revelou alta diversidade genética intrapopulacional, baixa distancia
genética e alto fluxo génico de duas populacdes de Astyanax altiparanae e uma

populagédo de A. bimaculatus (Prioli et al., 2002).

Segundo Gravilets e Hastings (1996) marcadores moleculares multiloco
sdo sensiveis a curtos periodos de isolamento genético e, devido aos baixos
niveis de fluxo génico, populagdes podem acumular diferengas genéticas num
espaco de relativamente poucas gerag¢des. Assim, o marcador RAPD é aplicavel
em estudos de populagbes de peixes para estimativa de variabilidade e
similaridade entre populacdes, possibilitando a inferéncia da histéria recente de
determinadas populagdes. Os marcadores RAPD séao eficientes na discriminagéao
de espécies onde a identificagdo por caracteristicas morfolégicas tem se
mostrado limitada, como por exemplo em peixes do género Barbus (Callejas e
Ochando, 1998). Além do uso classico na estimativa de similaridade genética
entre populacgdées, os marcadores RAPD foram utilizados com sucesso em
grande numero de pesquisas em peixes na obtencdo de padrdes espécie
especificos (Dinesh et al., 1993, Takagi e Taniguchi, 1995 e Callejas e Ochando,
1998) e na estimativa de relagdes filogenéticas entre espécies e subespécies
(Bardakci e Skibinski, 1994, Callejas e Ochando, 1998).

Segundo Comincini et al. (1996), a analise de RAPD é um método
eficiente e sensivel para estimar a posicdo de organismos de sistematica

controversa.

Em estudo de diversidade genética, marcadores RAPD foram eficientes
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para revelar que o pool génico das variedades cultivadas € menor que o das

variedades selvagens de acara-disco (Symphysodon spp.) (Koh et al., 1999).

A principal limitacdo dos marcadores de RAPD é o baixo conteudo de
informagao genética por loco, pelo fato de ser dominante e, portanto, nao
permitir a detecgdo de gendtipos heterozigotos (Ferreira e Grattapaglia, 1995).
Ha, também, a possibilidade de que produtos de diferentes locos apresentem
peso similar e sejam, portanto, indistingliveis no gel, devido a comigracao
(Lynch e Milligan, 1994).
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2 - OBJETIVOS

Esse estudo teve como objetivo contribuir para o conhecimento das
caracteristicas genéticas do pirarucu, Arapaima gigas (Cuvier), do Médio
Araguaia, regido compreendida entre os paralelos 15° 30°S/15° 45’'S e 52°W/51°
45’W, bacia hidrografica Tocantins-Araguaia, Estado do Mato Grosso, sob os

seguintes aspectos:

1 — Descrever as caracteristicas citogenéticas basicas de Arapaima gigas,
utilizando a coloragcao convencional Giemsa para caracterizagdo do cariotipo; a
coloragdo com nitrato de prata para a localizagdo das regides organizadora de
nucléolos (RONs) e a hibridagdo in situ com sondas de DNAr 18S e 5S para
localizagdo dos genes ribossdmicos 45S e 5S, respectivamente; o bandamento

C para o estudo da heterocromatina constitutiva.

2 — Inferir sobre o grau de variabilidade genética da amostra considerada de

Arapaima gigas do Médio Araguaia, com o uso da técnica de PCR-RAPD.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Material coletado

Utilizou-se vinte e cinco exemplares de pirarucu, Arapaima gigas (Cuvier)
(Figura 1) no presente estudo. As coletas foram realizadas em dois anos

consecutivos, 1999 e 2000, nos meses setembro e novembro, respectivamente.

O pirarucu ocorre originalmente nas bacias amazbnica e Tocantins-
Araguaia. Assim, optou-se pela realizagdo do presente estudo na regido do
Médio Araguaia, onde ha necessidade de estudos genéticos deste peixe. Os
locais de coleta foram lagoas marginais do rio Araguaia, no municipio de
Araguaiana, Estado do Mato Grosso. A regido de coleta esta compreendida
entre os paralelos 15° 30’S/15° 45’S e 52°W/51° 45’W, articulagdo compativel
com a escala 1:50.000 (IBGE) (Embrapa Monitoramento por Satélite).

As duas amostragens consistiram de peixes mortos durante o processo de
transporte de uma lagoa que estava secando para uma lagoa permanente,
realizado pelo proprietario da fazenda onde foi realizado o estudo, o que
facilitou o acesso aos locais de ocorréncia do pirarucu e a obtengdo dos
exemplares estudados. Assim, ndo houve risco de repeticdo da coleta de DNA
de um mesmo animal nos dois anos. Nos meses de coleta foram obtidos

somente exemplares juvenis, com comprimento total médio de 80 cm.

A figura 2 mostra vistas parciais das duas lagoas onde foram coletados

0s peixes e o tanque utilizado para o transporte dos animais.
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Figura 1: Pirarucu, Arapaima gigas (Cuvier), coletado no Médio Araguaia, municipio de
Araguaiana/MT.
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Figura 2: a) Lagoa onde foi realizada a coleta de 1999; b) Lagoa onde foi realizada a coleta
de 2000 e que recebe os peixes provenientes da primeira lagoa; c) Tanque utilizado para o
transporte de peixes.
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3.2 — Preparagao dos cromossomos mitéticos

As preparagbes dos cromossomos mitéticos foram feitas no campo e no
laboratorio do Instituto de Ciéncias e Letras do Médio Araguaia da Universidade
Federal do Mato Grosso (UFMT), no municipio Pontal do Araguaia — MT. Todos
os outros procedimentos utilizados no presente estudo foram realizados no
Laboratério de Citogenética de Peixes da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar), em Séo Carlos — SP.

3.2.1 - Cultura de células do sangue

A fim de se obter cromossomos mitéticos para os estudos citogenéticos,
foi realizada cultura de células do sangue, adaptada a partir da técnica descrita
por Fenocchio e Bertollo (1988) que consiste em colocar sangue periférico
(obtido de um vaso dorsal do corpo do peixe) em meio de cultura, contendo L-

glutamina, com soro fetal bovino, antibiéticos e fitohemaglutinina.

Apds incubacdo por 72 a 120 horas, a uma temperatura de 27°C,
adicionou-se colchicina a cultura, deixando-a agir por cerca de 45 minutos (a
acao da colchicina por mais de 45 minutos resulta numa perda da qualidade dos
cromossomos por condensacao excessiva dos mesmos, sem, entretanto,

aumento da quantidade de metafases por material preparado).

Em seguida o material foi hipotonizado (KCI 0,075M) e fixado (alcool
metilico:acido acético, 3:1), como o descrito para preparagdes diretas por
Bertollo et al. (1978).

3.2.2 - Preparacées de culturas de curta duragcao a partir de

suspensao celular

Devido a dificuldade em se obter material satisfatério para as técnicas de
citogenética, optamos por utilizar a técnica descrita por Fenocchio et al. (1991)
que consiste em cultivar as células de pequenas porgdes de tecido solido.
Utilizamos todos os tecidos que apresentam atividade mitética, em maior ou
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menor grau. Assim, foram coletadas amostra do rim, intestino, bacgo, branquia e
base das escamas. Essas amostras foram colocadas em recipientes contendo 5
mL de meio de cultura TC 199, suplementado com 20% de soro humano ou de
feto bovino e antibiéticos. Nesse meio, o tecido foi dissociado com auxilio de
seringa de vidro, até obtengdo de um macerado homogéneo, que permaneceu
em estufa a 30°C durante 4 a 12 horas. A colchicina foi adicionada ao preparado

40 minutos antes do final da incubagao.

Apos a incubacao, foram realizados os procedimentos de hipotonizagéo
(KCI 0,075M) e fixagao (alcool metilico:acido acético, 3:1), como o descrito para

preparagdes diretas por Bertollo et al. (1978).

A preparagédo que forneceu melhor resultado foi a de células do bago,

com duracgao de 6 horas, embora com poucas metafases.

3.3 — Deteccgao das regides organizadoras de nucléolos (RONs)
3.3.1 - Impregnacao com Nitrato de Prata (AgRON)

Para a detecgao das regides organizadoras de nucléolos, foi empregada a
técnica descrita por Howell e Black (1980), que consiste em pingar sobre uma
lamina preparada conforme a técnica adotada para cromossomos mitéticos, 6
gotas de gelatina a 2% (acrescida de acido formico na propor¢gdo de 1 mL para
cada 100 mL de solugdo). Sobre a gelatina foi adicionada 5 gotas de solugao

aquosa de nitrato de prata a 50%, misturar bem e cobrir com laminula.

A preparacido foi mantida em banho-maria a 60 C por 2 a 3 minutos
conforme a coloragdo da lamina e dos cromossomos ao microscopio. Em
seguida, foi lavada em agua destilada e coloragdo com Giemsa a 5% em tampao

fosfato pH 6,8 por 1 minuto.

As metafases que apresentaram marcacdo com nitrato de prata foram
registradas em tabela com as freqliéncias dos numeros de cromossomos
marcados. Assim, definiu-se o numero de RONs ativas na intérfase na

populagao estudada.
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3.3.2 - Hibridacao in situ com sondas de DNAr 18S e 5S

Para confirmagdo do numero e localizagao das regides organizadoras de
nucléolos foi utilizada a hibridacdo in situ com sondas de DNA 18S e 58S,

adaptada a partir da técnica descrita por Pinkel et al. (1986).

A sonda de DNAr 18S foi cedida pelo Dr. Claudio Oliveira (Unesp -
Botucatu/SP), obtida a partir do genoma de tilapia (cerca de 1700 pb)
amplificado com primers universais 18S RNAI e 18S RNAIIl. O fragmento foi
clonado no vetor pGEM-T e utilizado para transformar bactérias da linhagem JM
109 (Promega).

A sonda de DNAr 5S foi obtida de Leporinus elongatus (Martins e Galetti
Jr, 1999)

Marcacédo da sonda (Kit Bionick Labeling System Gibco)

1 - Pipetar os seguintes componentes em tubo de 1,5 mL no gelo: 5uL de dNTP
Mix 10x; xuL de DNA (quantidade em pL que varia com a concentragdo da sonda
estocada e que deve equivaler a 1ug de massa de DNA); 5uL de Enzima mix 10x

(DNAse + DNApolimerase |); Agua qsp 45uL.
Se desejar, a reagao padrao (1ug) pode ser aumentada linearmente.

2 - Misturar, centrifugar brevemente (cerca de 5 segundos) e incubar a 16 °C

durante 2 horas;
3 - Adicionar 1/10 do volume de tampéo de parada para finalizar a reacgao;

4 - Precipitar o DNA com acetato de s6dio 3M (1/10 do volume total) mais etanol
100% (2 volumes) e precipitar a -20 °C por um tempo minimo de 3 horas (melhor

overnight);

5 - Centrifugar 10 minutos, descartar o sobrenadante e lavar o pellet com etanol
70%. Secar e diluir em agua (para uso imediato) ou TE (para ser armazenada

por um periodo maior).

Tratamento com RNAse
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1 - Lavar as laminas em tampao PBS 1x durante 5 minutos a temperatura

ambiente, mantidas em shaker;

2 - Desidratar as laminas em série alcodlica 70, 85 e 100%, 5 minutos cada;

3 - Incubar as laminas em 90 puL de RNAse 10mg/mL em 2xSSC (0,4%

RNAse/2xSSC) a 37 °C por 1 hora em camara umida com agua milli-Q;

4 - Lavar 3 x por 5 minutos em 2xSSC;

5 - Lavar durante 5 minutos em PBS 1x.

Tratamento com pepsina

1 - Incubar as l&minas por 10 minutos em solugao de pepsina 0,005% (em 10mM
HCI) a 37 °C;

2 - Lavar em PBS 1x durante 5 minutos em shaker a temperatura ambiente;

3 - Fixar em formaldeideo 1% em PBS 1x/50mM MgCl, durante 10 minutos a

temperatura ambiente;
4 - Lavar em PBS 1x por 5 minutos (shaker);
5 - Desidratar as laminas em série alcodlica (70,85, 100 %) por 5 minutos cada.

Pré-hibridacédo

1 - Desnaturar o DNA cromossémico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por

5 minutos;

2 - Desidratar o material em série alcodlica 70, 85 e 100% durante 5 minutos

cada. Obs. O alcool 70% devera estar a -20°C.
Hibridagéo
1 - Preparar a camara umida com formamida 60% em 2xSSC pH 7,0;

2 - Solugao de Hibridagdo: 50% de Formamida; Sulfato de Dextrano 50%
(concentracéo final de 10%); 20xSSC; DNA de placenta 10mg/ml (1ul/ 1&mina);

Sonda + agua para completar o volume total de 50uL por lamina.
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3 — Lavar a solugdo de hibridagdo a 100°C por um periodo de 10 minutos para

desnaturacdo do DNA de placenta e passa-la imediatamente ao gelo;

4 - Montar cada ldamina com 50 pL de solugé&o de hibridacdo e deixar “overnight”
a 37°C;

Lavagens

1 - Lavar 4 vezes em formamida 30%/2xSSC pH 7.0 a 42°C durante 5 minutos

cada, em Shaker;

2 - Lavar as laminas 3 vezes em 0,1xSSC a 60°C, por 5 minutos cada, em
Shaker;

3 - Lavar durante 5 minutos em Tween 20-20xSSC, a temperatura ambiente em
Shaker.

Deteccéo
1 - Incubar as laminas em tampéao 5% NFDM/4xSSC;

2 - Colocar 90 uL de NFDM sobre a lamina e incubar durante 15 minutos em

camara umida (com agua);

3 - Lavar duas vezes com Tween 20, 5 minutos cada. Apds a primeira lavagem

remover a laminula;

4 - Incubar as laminas com 90 uL de FITC (1 uL FITC/1000 uL NFDM) durante

30 minutos em camara umida e escura, a temperatura ambiente;

5 - Lavar 3 vezes em Tween 20, 5 minutos cada, a temperatura ambiente em
Shaker;

6 - Incubar com 90 ul de anti-avidina (7 pul anti-avidina/700 ul de NFDM) durante

30 minutos em camara umida e escura, a temperatura ambiente;

7 - Lavar 3 vezes em Tween 20, 5 minutos cada na temperatura ambiente, em
Shaker;

Repetir os passos 6 e 7 trés vezes, terminando com FITC.
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8 - Lavar em alcool 70, 85 e 100%, 5 minutos cada.

Montagem da lamina

Montar a lamina com 1 uL de iodeto de propidio (50 ug/ mL) e 25 uL de

antifading. Guardar no escuro.

3.4 — Deteccao de heterocromatina constitutiva (bandamento C)

A técnica utilizada foi baseada na descrita por Sumner (1972), com
algumas modificagdes. Num primeiro procedimento, ld&minas recém preparadas
foram tratadas com uma solugédo de acido cloridrico (HCI) 0,2N por 2 minutos,
em banho-maria a 42°C. Apos esse tratamento, o material foi lavado com agua
destilada e secado ao ar por cerca de 5 minutos. A |lamina foi tratada durante 55
segundos em solugdo de hidréoxido de bario [Ba(OH),8H.0] 5%, recém
preparada e filtrada a 42°C e lavada, logo apds, rapidamente em HCI 0,2N, para
interromper a acdo da solugdo de hidroxido de bario e retirar seu excesso. A
lAmina foi lavada em agua destilada e secada ao ar. Foi realizada a incubacao
deste material em solucdo de 2xSSC a 60°C, por 15 minutos, para reintegracéo
da estrutura da cromatina. Lavar em agua destilada e deixar secar ao ar. A
coloragao foi feita em solucdo de Giemsa a 5% em tampao fosfato pH 6,8

durante 30 minutos, seguida de lavagem com agua destilada.

A partir desta técnica foi obtido um pequeno numero de metafases com
cromossomos bandeados. Assim, seguimos um segundo procedimento (Born,
2000), que consiste em tratar a l1dmina (“envelhecida” por trés dias numa estufa
a 37°C) com uma solucéo de acido cloridrico (HCI) 0,2N por 2 minutos a 25°C e,
em seguida, lava-la com agua destilada e deixa-la secar ao ar. Incubar a [dmina
durante 15 minutos em 2xSSC a 25°C. Apds este procedimento, a preparagéo foi
incubada em solucao de hidroxido de bario (Ba(OH)28H,0) 5%, recém preparada
e filtrada a 60°C. Mergulhar a lamina rapidamente em HCI 1N, para interromper a
acao da solucao de bario e retirar seu excesso, e depois banha-la em agua
destilada e seca-la ao ar. Manté-la em solugcdo de 2xSSC a 60°C, por 30
minutos, lavar em agua destilada e deixar secar ao ar. Os cromossomos
bandeados foram corados em solucado de Giemsa a 5% em tampao fosfato pH
6,8 durante 30 minutos.
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3.5 — Extracao de DNA

O DNA total foi extraido de nadadeira e figado seguindo o protocolo de
Sambrook et al. (1989). Em seguida foi quantificado por comparagdo com
padrdes de DNA de concentragcdes conhecidas. Apdés a quantificagcdo, foram
separadas alicotas de DNA diluido a uma concentragao final de 50 ng/uL para
uso na PCR (Polymerase Chain Reaction). Um conjunto de 17 primers

decameros da Gibco BRL foi testado no presente trabalho.

3.5.1 - Extracao de DNA de figado e nadadeira

A extragdo de DNA consistiu em fragmentar o tecido (figado e nadadeira)
em N, liquido. O macerado foi, entdo, suspenso em 4 mL de tampao de digestao
(100 mM NaCl; 10 mM Tris HCI pH 8; 25 mM EDTA pH 8; 0,5% SDS) para 100
mg de tecido. Apds este procedimento, a amostra foi colocada em agitacdo a
50°C por 2 horas.

O DNA foi, entdao, extraido com um volume igual de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) em suave agitagcdo por 5 minutos,
seguido de centrifugagcao por 35 minutos a 2.800 rpm. A camada superior foi,
entdo, transferida para um novo tubo e adicionou-se % volume (em relagdo a
esta) de 7,5M de acetato de ambnia ou NaCl 1M e 2 volumes ou 100% etanol ou
isopropanol. O tubo foi agitado gentilmente para precipitar o DNA durante 10
minutos e centrifugou-se por 2 minutos a 2800 rpm. Em seguida, o pellet foi

lavado em etanol 70% por 20 minutos e centrifugar por 2 minutos a 3.000 rpm.

O DNA extraido foi ressuspendido em TE, pH 8,0 por algumas horas até a

solubilizagéo.
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3.6 — Reagcdao em cadeia da polimerase para identificagcao de
polimorfismos de DNA amplificado com primers arbitrarios (PCR-
RAPD)

As seqUéncias e caracteristicas dos produtos de amplificagdo dos 17

primers decameros (Gibco BRL) estdo na tabela Ill.

3.6.1 — Ensaios RAPD

A solugado de amplificagao consistiu em 1 uL de DNA de concentragao 50
ng/uL, 50 ng de um dos “primers”, 200 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM de KClI,
MgCI2 1,5 mM, dNTPs (12,5 uM cada, dATP, dGTP, dCTP e dTTP), 1U de Taq
DNApolimerase (Pharmacia Biotech) e agua deionizada q. s. p. o volume final de
25 ul.

O programa de amplificagdo consistiu de 35 ciclos com temperatura de
desnaturagdo de 94°C (4 minutos) e 92°C (1 minuto), temperatura de hibridagao
de 37°C (1 minuto e 30 segundos) e temperatura de extensdo de 72°C (3
minutos) em termociclador Perkin Elmer modelo 2400. Para visualizagdo dos
padrdes gerados, foram aplicados 15 uL de cada amostra + tampao de corrida

em gel de agarose 1,5%, sob voltagem constante de 75V por 4 horas.

Apos a eletroforese, o gel contendo os produtos de amplificagdo foi
corado com brometo de etideo e em seguida colocado em um transiluminador,
fotodocumentado e analisado através do Kodak EDAS (Eletrophoresis

Documentation and Analysis System) 290.

3.6.2 - Analise dos resultados

Os dados foram analisados por meio do software NTSYS (Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System) versdao 1.7 (Rohlf, 1993). Os
padrdes obtidos nos géis foram introduzidos no programa de analise na forma de

variaveis binarias, ou seja, de presenga (1) e auséncia (0). Desta forma foram
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construidas matrizes de similaridade, utilizando o coeficiente de similaridade de
Jaccard (Jaccard, 1901). Trés matrizes foram originadas separadamente para
cada primer, representando a amostragem do primeiro ano, do segundo ano e do

total.

Através do programa NTSYS, foram realizadas analises de agrupamento
hierarquico (modo SAHN clustering) pela aplicagdéo do método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Average) (Sneath e Sokal,
1973), gerando-se dendogramas representando as relagdes entre os exemplares

das duas amostragens separadamente e em conjunto.

Utilizou-se o programa computacional POPGEN 1.31 (Yeh et al., 1999) a
fim de calcular as freqUéncias génicas para cada loco analisado e o teste de
homogeneidade das frequéncias (X?). Ainda por este programa, foi testada a
significancia da similaridade para cada primer entre as duas amostras

analisadas, usando o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis.
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4 - RESULTADOS
4.1 - Caracterizagcao citogenética

Na tabela | estdo registradas as freqUéncias dos numeros dipldides
encontrados na amostra analisada citogeneticamente (2 machos, 7 fémeas e 5
individuos com sexo nao determinado). O numero dipléide modal foi 56

cromossomos.

O caridétipo ¢é constituido por 14 pares de cromossomos
metacéntrico/submetacéntrico e 14 pares subtelocéntrico/acrocéntrico (Figura
3). Esta apresentacdo se deve ao fato de n&o se conseguir preparagdes com
qualidade que permitisse a separagédo entre metacéntricos e submetacéntricos.
N&do ha uma variagdo brusca de tamanho entre os pares de cromossomos
colocados lado a lado no cariétipo. Mas, observou-se que os quatro primeiros
cromossomos tém tamanhos muito préoximos e sdo cerca de cinco vezes maiores

que os ultimos cromossomos do cariotipo.

Uma conspicua constricdo secundaria foi observada na posigcéo

subterminal do brago curto do par cromossémico numero 3.
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Tabela | — Numeros cromossémicos observados em Arapaima gigas do
Médio Araguaia/MT. A tabela mostra o numero de metafases por individuo
por numeros cromossdmicos encontrados. 2n (numero dipléide). M

(machos). F (fémeas).

Nimeros cromossomicos Total de
N° do S metafases
peixe ®X® | 2n=53 | 2n=54 | 2n=55 | 2n=56 | 2n=57 °bseprc‘>'fdas
individuo
13905 4 9 3 12 1 29
13910 0 0 0 1 0 1
13955 F 0 0 0 2 0 2
13958 0 1 0 3 0 4
13959 F 0 2 2 8 1 13
13960 0 3 1 10 1 15
13961 0 0 0 1 0 1
13962 F 0 0 0 1 0 1
13963 F 0 0 0 1 0 1
13966 M 0 0 0 2 0 2
13967 M 0 1 0 1 0 2
13968 F 0 2 2 8 0 12
13971 F 0 1 0 1 0 2
13972 F 0 1 1 5 0 7
Total 14 ind. 4 20 9 56 3 92
Total % 4,35% 21,74% 9,78% 60,87 % 3,26% 100%
A anadlise das regides organizadoras de nucléolos por meio de

impregnacg¢ao por prata mostrou a ocorréncia de um uUnico par de cromossomos
portador desta regido ativa em 100% das laminas marcadas, no qual um dos
cromossomos €& portador de uma constricdo secundaria visivel na maioria das
metafases coradas com Giemsa (Figura 3). A RON simples foi confirmada pela
hibridacdo in situ com sonda de DNAr 18S, onde foi observada a ocorréncia de

polimorfismo de tamanho deste sitio (Figura 4).

Apesar de cinco tentativas de hibridacdo in situ fluorescente com sonda
de DNAr 58S, com diferentes concentragdes, ndo houve marcagcao desta regiao
em nenhum dos cromossomos. Embora tenham sido observados nucleos

marcados.

As técnicas utilizadas para deteccdao da heterocromatina constitutiva
evidenciaram a distribuicdo desta em blocos centroméricos, pouco corados, em

todos os cromossomos (Figura 4).
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Figura 4: a) Metafase mostrando os cromossomos portadores de RON através da impregnagao por nitrato de
prata; b, c) FISH com sonda de DNAr 18S mostrando somente um par de cromossomos portador de RON e
diferenca de tamanho das RONSs; d) Metafase mostrando blocos centroméricos de heterocromatina constitutiva.
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4.2 — Analise de RAPD

Dezessete primers foram testados e destes, sete foram selecionados para
as analises estatisticas porque geraram produtos de amplificagdo polimérficos e
com repetibilidade (Tabela Ill). Nas analises pelos programas POPGEN 1.31 e
NTSYS foram utilizados 18 individuos da amostragem de 1999 e 7 da
amostragem de 2000. Nenhuma banda diagnostica foi detectada entre os dois
anos considerados separadamente, indicando ndo haver diferengas

imediatamente visiveis entre as amostra de 1999 e 2000.

Nos géis (Figuras 5 a 10) observa-se também o padrdo de bandas de dois
individuos da espécie Osteglossum bicirrhosum (aruana) utilizados para
comparacdo, que, obviamente, nao foram considerados nas analises

estatisticas.

Tabela Il: Seqiliéncias dos primers testados e caracteristicas dos produtos
de amplificagao.

Primer Sequéncia (5'>3’°) Repetibilidade Polimérfico
A GTG AGG CGTC N -
B CAT TCG AGC C N -
C CCC GCTACAC S S
D CAC AGG CGG A S S
E AAC GCG TCG G N -
1 GCG CCT GGA G N S
2 AAC GGG CAG G S S
3 GGC TGC GGT A S S
4 GCG GAG GTC C S S
5 GGA CGC CCT G S S
6 GCG TCG AGG G S S
A9 GGG TAACGCC N -

A10 GTG ATC GCA G N -
A20 GTT GCG ATC C N -
B11 GTAGACCCGT N -
B14 TCC GCT CTG G N -
B20 GGA CCC TTAC N -

S=Sim; N=Nao.
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Figura 5: Padrdo RAPD-PCR em Arapaima gigas nos anos 1999 (1-18)/2000 (19-25) em conjunto — primer C. m=marcador 1 Kb. A=aruana.
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Figura 6: Padrdo RAPD-PCR em Arapaima gigas nos anos 1999 (1-18)/2000 (19-25) em conjunto — primer 2. m=marcador 1 Kb. A=aruana.
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Figura 7: Padrédo RAPD-PCR em Arapaima gigas nos anos 1999 (1-18)/2000 (19-25) em conjunto — primer 3. m=marcador 1 Kb. A=aruana.

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1718 A A 19 20 21 22 23 24 25

1,018 -
517-

396 -

296 -

Figura 8: Padrdo RAPD-PCR em Arapaima gigas nos anos 1999 (1-18)/2000 (19-25) em conjunto — primer 4. m=marcador 1 Kb. A=aruana.
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Figura 9: Padrao RAPD-PCR em Arapaima gigas nos anos 1999 (1-18)/2000 (19-25) em conjunto — primer 5. m=marcador 1 Kb. A=aruana.
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Figura 10: Padrdo RAPD-PCR em Arapaima gigas nos anos 1999 (1-18)/2000 (19-25) em conjunto — primer 6. m=marcador 1 Kb. A=aruana.
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As analises pelo POPGEN 1.31 revelaram que a amostra utilizada no
trabalho (1999 + 2000) consiste de uma unica populagdo, visto que a diferenca
entre os valores de similaridade é insignificante (teste Kruskal-Wallis; KW=
1,0472, P=0,3062, Tabela IV e V).

Tabela Ill: Comparacgao estatistica entre os coeficientes de similaridade de
Jaccard obtidos para cada primer e por ano de coleta (1999 e 2000) (teste
Kruskall-Wallis: KW= 1,0472, P=0.3062).

MédiatDesvio Padrao

Primer
1999 2000
c 0,68+0,31 0,71+0,46
d 0,56+0,41 0,43+0,46
2 0,55+0,23 0,27+0,35
3 0,80+0,12 0,70+0,32
4 0,89+0,15 0,39+0,36
5 0,61+0,22 0,66+0,24
6 0,45+0,27 0,59+0,19
total 0,65+0,15 0,54+0,17

Tabela IV: Medidas de identidade genética e distancia genética de Nei (Nei,
1972) entre os anos de coleta. Identidade genética (acima da diagonal) e
distancia geneética (abaixo da diagonal).

Populacao 1 2
1 wrEE 0,8455
2 0,1678 FHEE

Considerando o resultado da aplicagdo do programa POPGEN 1.31 e,
portanto, utilizando um total de 25 individuos como uma uUnica amostragem
(1999+2000), as analises estatisticas utilizando o programa NTSYS através de
agrupamento hierarquico (modo SAHN clustering) pela aplicagdo do método
UPGMA geraram um dendograma representando as relagcbes entre os
exemplares das duas amostragens em conjunto (Figura 11), que revelou
diferengas significativas entre os individuos da amostragem total, demonstrando

ocorréncia de variabilidade intrapopulacional.
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Figura 11: Dendograma baseado no Coeficiente de Jaccard pelo método UPGMA
para a amostragem total (1999+2000) de Arapaima gigas da regiao do médio
Araguaia (todos os primers). As letras de “a” a “r” correspondem a amostra
coletada em 1999. As letras de “s” a “y” correspondem a amostra coletada em
2000.



Na amostra do ano 1999, foram analisados 65 locos, dos quais 50
locos sdo polimdrficos, correspondendo a 76,92%. Na amostra de 2000, o
numero de locos foi 65, sendo 39 polimérficos, equivalente a uma
percentagem de 60%. Quando considerados 1999+2000, do total de 65 locos
analisados, foram registrados 63 locos polimorficos, perfazendo 96,92%. Os
valores revelam alto grau de variabilidade intrapopulacional. A significancia

da freqliiéncia génica em 1999+2000 esta na tabela VI.

Tabela V: Teste de homogeneidade (X?) para as freqiiéncias génicas das
amostras 1999+2000. * significa as frequéncias alélicas significativamente
diferentes entre os individuos das amostragem.

Alelo Xz P
C1 0,201306 0,653668
C2 7,608577 0,005809*
C3 1,178568 0,277648
C4 1,178568 0,277648
D1 3,614180 0,057289
D2 3,614180 0,057289
D3 0,903386 0,341875
D4 5,020182 0,025054*
D5 5,020182 0,025054*
D6 5,020182 0,025054*
D7 5,020182 0,025054*
D8 3,873237 0,049062*
D9 2,759433 0,096682
P2-1 2,598161 0,106988
P2-2 2,437283 0,118481
P2-3 3,634285 0,056601
P2-4 5,020182 0,025054*
P2-5 2,598161 0,106988
P2-6 4,252668 0,039189*
P2-7 0,417530 0,518172
P2-8 5,020182 0,025054*
P2-9 0,748116 0,387073
P2-10 14,428566 0,000146*
P3-1 0,510993 0,474709
P3-2 0,510993 0,474709
P3-3 1,503719 0,220100
P3-4 3,862729 0,049370*
P3-5 0,715357 0,397671
P3-6 0,417530 0,518172
P3-7 1,363560 0,242921
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P3-8
P3-9
P3-10
P3-11
P3-12
P3-13
P3-14
P4-1
P4-2
P4-3
P4-4
P4-5
P4-6
P4-7
P4-8
P4-9
P5-1
P5-2
P5-3
P5-4
P5-5
P5-6
P5-7
P5-8
P5-9
P6-1
P6-2
P6-3
P6-4
P6-5
P6-6
P6-7
P6-8
P6-9
P6-10

7,608577
7,608577
0,003257
11,314858
0,000000
7,608577
7,608577
5,292676
0,857787
1,363560
0,510993
11,314858
17,259968
11,314858
2,070351
0,270940
0,028608
1,363560
0,201306
0,259169
4,047437
0,305848
0,000000
3,634285
5,945472
0,126449
0,020892
1,755929
5,945472
1,178568
4,561636
0,270940
2,131611
3,0701175
4,252668

0,005809*
0,005809*
0,954491
0,000769*
1,000000
0,005809*
0,005809*
0,021415*
0,354359
0,242921
0,474709
0,000769*
0,000033*
0,000769*
0,150187
0,602702
0,865688
0,242921
0,653668
0,610692
0,044238*
0,580239
1,000000
0,056601
0,014755*
0,722143
0,885074
0,185133
0,014755*
0,277648
0,032696*
0,602702
0,144289
0,079741
0,039189*
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5 - DISCUSSAO

5.1 - Caracterizagao citogenética

Nayyar (1965) registrou um numero dipldide igual a 48 cromossomos e a
formula cariotipica 12M+36A para duas espécies da familia Notopteridae, N.
notopterus e N. chitala. Entretanto, Akinori e Yoshio (1998) encontraram numero
dipléide de 42 cromossomos acrocéntricos na espécie Notopterus chitala. Ojima
et al. (1976) registraram um 2n=56 para Osteoglossum bicirrhosum, sendo a
formula cariotipica 1SM+1ST+54A. O pirarucu, Arapaima gigas, coletado no
Médio Araguaia, no presente estudo, apresentou numero dipléide igual a 56
cromossomos, sendo 28M/SM+28ST/A. Esses poucos estudos citogenéticos
realizados em Osteoglossiformes revelaram a ocorréncia de diversidade
cromossdmica e ja mostram auséncia de conservadorismo durante a

diferenciagao deste grupo.

A distribuicdo geografica dos Osteoglossiformes abrange a india, Africa,
regido Indo-Australiana, América do Sul e América do Norte (Greenwood et al.,
1966 e Uyeno, 1973). Esta distribuicdo pode ter contribuido para a variedade de
cariotipos e numeros dipldides encontrados neste grupo, considerando que as
diferengas registradas podem ter ocorrido em fungcdo da necessidade das

espécies de se adaptarem aos diferentes ambientes onde ocorrem.

Autores como Ohno et al. (1968) propéem que o numero dipléide de 48
cromossomos acrocéntricos seja a caracteristica mais primitiva para os
teledsteos. Entretanto, Denton (1973) afirmou que parece haver uma tendéncia
para a reducao do numero de cromossomos em paralelo a especializagdo. Em
adigdo a essa idéia, Brum e Galetti Jr (1997) explicaram que os Clupeiformes
podem ser o unico clado basal entre os grupos mais primitivos de teledsteos
com 2n=48 cromossomos. Segundo esses autores, essa caracteristica seria
mais plausivelmente uma sinapomorfia dos Clupeocephala originada a partir de

um cariétipo com 2n=60, vista nos Gynglimodi e Halecomorpha.

A ocorréncia de numero dipléide igual a 56 cromossomos em Arapaima
gigas, no presente estudo, e em Osteoglossum bicirrhosum (Ojima et al., 1976)

também contradiz a idéia de ancestralidade do 2n=48, uma vez que sob o ponto
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de vista filogenético, o grupo Osteoglossomorpha tem sido considerado o tronco
basal, onde Clupeomorpha e Euteleostei corresponderiam ao tronco mais apical
dentro da classificagdo geral dos peixes (Greenwood et al., 1966; Patterson e
Rosen, 1977; Lé et al., 1993; Nelson, 1994).

Os resultados deste trabalho mostram que o cariotipo de Arapaima gigas
apresenta variagdes significativas de tamanhos cromossomais, sendo que nao
ha variagdes bruscas entre os pares de cromossomos colocados lado a lado no
cariotipo e o decréscimo de tamanho do par um ao par 28 se da de forma
gradativa. Foi encontrado nos cariétipos de outras espécies de Osteglossiformes
(N. notopterus, N. chitala e Osteoglossum bicirrhosum) que 0S Cromossomos
apresentam variagdes pouco significativas de tamanhos (Nayyar, 1965; Ojima et
al., 1976; Akinori e Yoshio, 1998). Porém, as comparagdes sao dificultadas pela
pouca quantidade de estudos publicados acerca da citogenética das espécies de
Osteoglossiformes. Em adigcdo, uma caracteristica do cariétipo de Arapaima
gigas em relagédo as outras espécies do seu grupo é uma grande frequéncia de
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, em contraste com a grande
quantidade de acrocéntricos nas espécies do género Notopterus e na espécie

Osteoglossum bicirrhosum.

Em Arapaima gigas, a heterocromatina constitutiva esta localizada em
blocos fracamente corados somente na regido centromérica de todos os
cromossomos, caracterizando os cromossomos desta espécie como
relativamente pobres em regides heterocromaticas. Este padrao ja foi relatado
em Osteoglossiformes. Akinori e Yoshio (1998) observaram a ocorréncia de
blocos heterocromaticos na regido centromérica de todos os cromossomos do
cariotipo da espécie Notopterus chitala. Os autores registraram, ainda, a
presenca de banda C intersticial em trés pares, incluindo o par portador da RON,

diferindo, assim, do que foi descrito para Arapaima gigas em nosso estudo.

Esses resultados sugerem a ocorréncia de variagdes dentro dos
Osteoglossiformes quanto a distribuicdo da heterocromatina constitutiva.
Todavia, o caminho evolutivo desta caracteristica obviamente também ainda nao

pode ser delineado.

A importdncia da ocorréncia de um determinado padrdo de

heterocromatina constitutiva no cariétipo € ligada as suas caracteristicas
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estruturais. A heterocromatina é constituida por DNA fortemente condensado e
associado a proteinas estruturais e dividida em heterocromatina facultativa e
constitutiva. A heterocromatina constitutiva é caracterizada por DNA satélite,
altamente repetitivo, de replicacdo tardia (Hsu et al., 1975) e aparece
geralmente associada as RONs, aos centrdmeros e aos teldmeros, ou entao
intercaladas em outras regides cromossdmicas. Existem indicagbes do papel
estrutural da heterocromatina constitutiva, possivelmente, na protegdo de areas
vitais do genoma e no pareamento dos homdlogos durante a meiose, provendo

meios para diversidade evolucionaria e especiagédo (Verma, 1988).

A espécie Arapaima gigas da populagcdo do Médio Araguaia apresentou
RON simples, seguindo um padrado freqiente em varios grupos de peixes.
Também em Osteoglossiformes, Akinori e Yoshio (1998) registraram RON
simples em Notopterus chitala. Entretanto, em virtude da escassez de estudos
das RONs neste grupo, o caminho evolutivo desta caracteristica ainda precisa
ser esclarecido. Nossos resultados, portanto, representam uma contribuicao

relevante para estudos futuros acerca deste aspecto neste grupo de peixes.

Acredita-se que a técnica AgRON permite apenas a detecg¢do de sitios
ativos na interfase precedente (Schmid et al., 1987). Em Arapaima gigas ha
ocorréncia elevada de marcagao por prata em somente um dos homdélogos do
par portador de RON. Esses resultados podem ser devidos a problemas de
resolucdo do método usado, uma vez que as metafases submetidas a técnica
FISH apresentaram uma expressiva diferenca de tamanho entre os sitios de
DNAr 188S, revelando um polimorfismo estrutural. Assim, o tamanho do sitio de
RON de um dos homodlogos seria tdo pequeno que dificultaria a visualizagao da

marcacao pelo nitrato de prata.

Polimorfismos de tamanho de RONs podem ser resultado de duplicacbes
cromossOdmicas regionais produzidas tanto por "slippage" da DNA polimerase
quanto por "crossing-over" desigual (Warburton e Henderson, 1979; Jhanwar et
al., 1981; Lucchini et al., 1993). Em adi¢cdo, a tendéncia para a associagao
durante a organizagdo nucleolar poderia facilitar translocagcées desiguais entre
as regides organizadoras de nucléolos (Goodpasture e Bloom, 1975; Ruiz, 1982;
Schmid et al., 1987). Todos esses processos podem ser facilitados pela

redundancia génica das regides de DNAr (Vifas et al., 1996).
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As regides organizadoras de nucléolos s&o os sitios cromossémicos onde
se localizam os genes para RNA ribossomal (rRNA), classificados em quatro
tipos, de acordo com a suas constantes de sedimentacdo: 5,8S, 18S e 28S
(derivados de um mesmo precursor de alto peso molecular denominado RNA
45S) e o 5S que geralmente ndo se localiza no cromossomo portador do 45S
(Sumner, 1990; Wilson, 1982). Os genes para RNA ribossédmico sdo compostos
por multiplas copias dispostas em tandem, intercaladas por espacadores néao-
transcritos, chamados IGS. A regidao cromossdémica ocupada por estes genes
pode ser utilizada como marcador, util em comparagdes entre populagbes ou na
deteccdo de polimorfismos intrapopulacionais devido a sua caracteristica
conservadora. Assim, muitos estudos tém sido realizados sobre este aspecto e
sabe-se atualmente que polimorfismos de RONs sdo eventos muito comuns na
maioria das espécies de vertebrados, incluindo mamiferos, répteis e anfibios
(Hsu et al., 1975; Schmid, 1982).

Segundo Gold e Zoch (1990), o uso de RONs, ou qualquer outro carater,
como um meio para inferir relagbes filogenéticas depende em grande parte da
estabilidade deste carater e do grau no qual ele varia dentro de um taxon. As
informagdes ditas acima refletem a nédo aplicabilidade do aspecto numero de
RONs para auxiliar na explicacdo de posicionamentos taxondmicos, excegao
feita as inferéncias entre populagcdes de uma mesma espécie. Em adi¢cao, Glover
(1983) ressalta que os genes ribossdbmicos tém, de fato, sido extremamente

conservados € mostram consideravel homologia entre as espécies.

Galetti Jr. (1998) afirma que varios grupos de peixes apresentam padrdes
conservados de distribuigdo das RONs, ao passo que outros grupos apresentam
variagbes na localizacdo de tais regidbes. Em peixes neotropicais, a RON
aparece como um trago heterogéneo, ocorrendo num unico par de cromossomos

em alguns grupos ou em varios pares em outros (Bertollo, 1996).

5.2 — RAPD e estrutura populacional

A espécie Arapaima gigas que ocorre na bacia hidrografica Tocantins-
Araguaia esta sujeita aos processos naturais particulares desta. Nesta regido ha

uma variacao ciclica de periodos de cheia e de seca. Na seca, as margens do
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rio Araguaia sdo caracterizadas pela formagdo de lagoas, que podem ser
perenes ou temporarias, onde ficam retidas aglomerag¢des das diversas espécies
de peixes que ocorrem na regido. Esse regime sazonal determinou a realizagao
do transporte de peixes das lagoas temporarias para lagoas perenes. Essa
atividade é uma tentativa de manejo a fim de promover a conservagao da
ictiofauna, sobretudo do pirarucu, onde um certo numero de individuos seriam
salvos e passariam a ocupar um local protegido e com disponibilidade de

alimentos.

Nesta regido, considerando o pouco deslocamento caracteristico da
espécie Arapaima gigas e a possivel utilizagcédo, por este peixe, das lagoas para
protecdo e alimentagao, poderia-se encontrar diferentes populagbes de pirarucu
utilizando sitios preferenciais para acasalamentos e desovas. Entretanto,
comparando duas amostragens feitas com o intervalo de um ano, encontrou-se
alta similaridade genética entre elas, que pode ser resultado da atividade de
transporte da lagoa temporaria para a perene, ou pode refletir uma similaridade

pré-existente, sugerindo a ocorréncia de uma populagao uUnica na area estudada.

Segundo Menezes (1951) a reprodugdo do pirarucu na natureza ocorre no
periodo de chuvas, quando o nivel de agua sobe. Assim, o regime de cheias da
regido de estudo pode ser um facilitador da ocorréncia de uma unica populagao
de pirarucu e de cruzamentos aleatérios na populagdo nos diferentes anos,
sendo que este processo pode ser uma possivel justificativa da variabilidade
genética intra-populacional significativa encontrada na espécie Arapaima gigas

no Médio Araguaia.

Os resultados do presente estudo sugerem que a transferéncia de peixes
durante o periodo de seca, realizada por proprietarios de fazendas e até mesmo
pelo IBAMA, pode nao representar perigo para a conservagao da espécie
Arapaima gigas na regido do Médio Araguaia, se houver uma unica populagéo

na area.

Outras possiveis implicagbes negativas do transporte de peixes de uma
lagoa para outra no periodo de seca do Médio Araguaia podem estar nas
caracteristicas ecoldgicas, tais como o desequilibrio na proporgdo de peixes
carnivoros e forrageiros nas regides de manejo. O aumento da aglomeragéo de

predadores piscivoros, como o pirarucu, resultaria numa maior pressao de caga
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em espécies forrageiras e de competicdo entre espécies carnivoras. Esses
impactos ainda necessitam ser estudados no Médio Araguaia, com trabalhos de
enfoque genético e ecoldgico acerca das diversas espécies de peixes da mesma
regido de ocorréncia do pirarucu. Faltam, ainda, estudos sobre o impacto do
transporte sobre o peixe, considerando o estresse e possiveis danos fisicos
resultantes do manuseio.

Estudos de genética molecular em Arapaima gigas sao praticamente
inexistentes, sendo um unico registro os resultados publicados por Farias et al
(2003), que utilizaram 14 marcadores moleculares de microssatélites para
determinar niveis de variabilidade genética das populagbes da bacia amazobnica
e registraram um alto nivel de variabilidade intra-populacional, o que significa,
segundo os autores, que a populacdo estudada tem condi¢cdes genéticas

satisfatorias para se manter no ambiente.

Neste trabalhos foram utilizados marcadores RAPD e analises estatisticas
baseadas na medida de distancia genética formulada por Nei (1972, 1978) e de
similaridade de Jaccard (1901), afim de verificar uma possivel estruturagdo de
populagdes de Arapaima gigas. As medidas de distdncia genética tém sido
largamente utilizadas em estudos de genética evolutiva, para descrever
estrutura de populacdes de uma espécie ou para determinar as relacdes
evolutivas entre espécies (Barker, 1994). Como a maioria dos procedimentos
estatisticos usa frequéncias alélicas preferencialmente as frequéncias
genotipicas, Ferguson et al. (1995) explicaram que é necessario considerar que
a amostra esta em equilibrio de Hardy-Weinberg, de outro modo as freqliiéncias

alélicas ndao seriam representacdes verdadeiras.

A validacdo do uso de RAPD como marcador para estudos de estrutura
populacional em peixes brasileiros pode ser fortalecida pelos resultados de
Sanches (2002), que registrou a ocorréncia de estruturagcdo de populagbes de
Brycon microlepis, com variagdo genética significativa numa sub-bacia do rio
Miranda, regido de Bonito/Serra da Bodoquena no estado do Mato Grosso do
sul. Também Hatanaka e Galetti Jr. (2003) encontraram populag¢bes estruturadas
em Prochilodus marggravii, coletado na regido da barragem de Trés Marias (MG)
no rio Sado Francisco. Resultados semelhantes foram registrados por Wasko

(2000) em Brycon lundii, também coletado na regido de Trés Marias.
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No processo de estruturagdo de populacdes esta implicita a aquisicao de
caracteristicas adaptativas em resposta as variagbes ambientais (por fatores
bidticos e abioticos) ou processos historicos. Duas ou mais populagdes de uma
dada espécie podem estar separadas por barreiras geograficas ou genéticas. Os
estudos em biologia evolutiva geralmente tém por meta a compreensio de
padrbes e processos histéoricos ou a caracterizacdo de processos atuais
relacionados ao surgimento, manutencdo e transformacdao da diversidade
genética, morfoldgica, filogenética, biogeografica, ecolégica ou comportamental
(Eizirik, 1996). Hatanaka e Galetti Jr. (2003) consideraram padrdes
comportamentais de migracdo reprodutiva e alteragbes do ambiente pela
construgido de barragem, para explicar a estruturagdo de populagbes na espécie

Prochilodus marggravii, na regido de Trés Marias no rio Sdo Francisco.

A capacidade de se adaptar é considerada extremamente dependente da
presenca de variabilidade genética nas populagbes selvagens dos diversos
grupos animais e vegetais. Gilpin e Soulé (1986) explicaram que a perda da
variabilidade genética associada com endogamia e “direcionamento genético”
aumenta a probabilidade de extingdo de pequenas populagdes. Segundo
Vrijenhoek et al. (1985), populagbes depauperadas geneticamente tém sua
viabilidade reduzida. Entretanto, Vrijenhoek (1994) ressaltou que faltam
evidéncias de que estes fatores tenham causado extingdo na natureza. Para
Hughes (1991), a perda da diversidade n&do seria uma causa para preocupagao

visto que a maioria dos polimorfismos genéticos sao seletivamente neutros.

Segundo Reed e Bryant (2000), a manutencado da variabilidade genética
adequada para que ocorram respostas evolutivas a longo prazo depende do
balanco entre o “input” de variacdo causado por novas muta¢cdes e a perda da
variagdo por meio de selegdo. Isto ocorre concomitantemente as modificacdes
das caracteristicas ambientais e eventos particulares de uma dada populagao

que podem influenciar a sua variabilidade genética.

A regidao onde foi coletada a amostra do presente estudo é fortemente
impactada pela pesca, caga e uso da terra para agricultura e pecuaria. A
ocorréncia de variabilidade genética na populagao de Arapaima gigas estudada
€ um bom indicativo de que apesar da intensa pressao de pesca nessa espécie
e alteragbes no ambiente, este peixe tem caracteristicas genéticas que

possibilitam a sua permanéncia naquela regiao.
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Assim, relacionando as caracteristicas genéticas as caracteristicas
ambientais citadas, os resultados do presente estudo podem ser utilizados na
elaboragcdao de programas de manejo visando a conservagao da espécie

Arapaima gigas na regido do Médio Araguaia.

Em estoques pesqueiros que sofrem intensa pressdo de exploragdo, a
redugédo do tamanho da populacao € um evento caracteristico. As populacdes de
pirarucu da bacia hidrografica Tocantins-Araguaia estdao sujeitas a pesca em
grande escala, sendo necessario avaliar a capacidade de suporte desses
estoques pesqueiros. A amostragem do presente estudo aproveitou a atividade
de transferéncia de peixes de uma lagoa secando para uma lagoa perene e a
deteccdo de variabilidade genética significativa nesta amostra valida a idéia de
que ha a capacidade de permanéncia daquela populagdo no ambiente e o seu
papel de excelente modelo para programas de manejo, sobretudo quando

consideramos as caracteristicas biolégicas da espécie.

Farias et al. (2003) sugeriram a ocorréncia de reducdo da populagéo de
Arapaima gigas da regido amazbnica com base em analises de marcadores
microssatélites, nas quais registraram uma deficiéncia nos niveis de
heterozigosidade e conseqliente desequilibrio génico. Entretanto, apesar desses
resultados, os autores ressaltam que esta espécie possui um grande potencial
para recuperagcao, o que também pode ser inferido para as populagdes de

pirarucu do Médio Araguaia com base nos resultados do presente estudo.

Segundo Ferguson et al. (1995), em populagbes pequenas isoladas a
variabilidade genética pode ser substancialmente reduzida po meio do
direcionamento genético e consanglinidade resultando na perda de alelos e
declinio na heterozigosidade e na diminuicdo do fitness (valor adaptativo) e
eventual extincdo. A reducdo do tamanho de uma populagcdo é a caracteristica
mais evidente e indicadora da reagcao da mesma as pressdes do ambiente. Este
evento a torna mais suscetivel a extingdo (Shaffer, 1981), promovendo a
diminuicdo do numero de acasalamentos e/ou facilitando a ocorréncia de
endogamia, alterando o grau de variabilidade genética até um nivel prejudicial
para sua capacidade de permanéncia no ambiente. Esse processo pode ter
efeitos mais fortes em ambientes impactados, levando até mesmo a extingdo de

populagdes ou espécies.
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Segundo Reed e Bryant (2000), flutuagbes no tamanho e redugédo de
variabilidade genética sao provavelmente comuns em muitas populagdes

naturais

O pirarucu néo realiza migragdes rio acima no periodo de reprodugdo. Os
deslocamentos desta espécie sao curtos, baseados na procura por alimento e
abrigo e podem variar sazonalmente ou com a fase de vida do peixe. Assim, no
Médio Araguaia, onde o regime de cheias permite a formagao de nichos para o
pirarucu nas distintas fases jovem e adulta, observa-se a facilidade de encontro
entre machos e fémeas, com abundéancia de locais propicios ao desenvolvimento
dos alevinos e juvenis, com protecao e sem restricdes de alimentagido. Essa
caracteristica de pouco deslocamento desta espécie foi registrada por Crossa
(2001) que utilizou radiotelemetria durante um periodo de cerca de seis meses
para monitorar o deslocamento de espécimes de Arapaima gigas em lagos de

varzea da regido Amazdnica.
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6 - CONCLUSOES

No presente estudo, concluiu-se que:

1 - A espécie Arapaima gigas do Médio Araguaia apresenta 2n=56
cromossomos, reforcando a idéia de que o numero dipléide basal dos teledsteos
€ superior a 2n=48. Em adigdo, ndo foi registrada a presenga de sistema
cromossdmico de diferenciacdo sexual. Com relacdo a regido organizadora de
nucléolos, a espécie apresenta RON simples, com polimorfismo estrutural de
tamanho. A heterocromatina constitutiva foi localizada em blocos centroméricos

na maioria dos cromossomos do cariétipo.

2 — De acordo com os resultados da metodologia RAPD-PCR, as amostras
estudadas apresentam entre si uma grande homogeneidade genética, que pode
indicar a ocorréncia de uma unica populacdo na area estudada ou pode ser
reflexo da atividade de transporte dos peixes de uma lagoa temporaria (local da
primeira amostra) para uma lagoa perene (local da segunda amostra). O uso de
marcadores RAPD revelou, ainda, alto grau de variabilidade genética dentro da
amostra utilizada, que pode indicar que o transporte de peixes nao esta afetando
negativamente a conservagcao da espécie. Entretanto, ndo se pode afirmar que
esta atividade esteja promovendo a conservagdo do pirarucu na regido de

estudo.

3 — Os resultados do presente estudo representam contribuicdes importantes
para o conhecimento das caracteristicas genéticas de Arapaima gigas, além de
fornecerem importantes subsidios para programas de manejo que visem a

conservagao ou a exploragao sustentavel da espécie no Médio Araguaia/MT.
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