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RESUMO

Arapaima gigas, conhecido no Brasil como pirarucu, € uma das espécies
economicamente mais importantes da bacia Amazobnica. No entanto, o
conhecimento sobre alguns aspectos da biologia, comportamento e
crescimento, em qualquer modalidade de criacéo intensiva, ainda € escasso. O
pirarucu apresenta um comportamento reprodutivo complexo e durante esse
periodo, observacdes de criadores e de outros autores afirmam que: ocorre a
formacao de casais, construgcdo de ninhos e o cuidado parental da prole que é
realizado pelo macho. O presente trabalho teve o intuito de fornecer
informacdes sobre o parentesco genético, entre filhotes de pirarucu,
provenientes de areas de cativeiro e de area semi-aberta (Santarém), utilizando
marcadores microssatélites. A técnica mencionada tem sido a ferramenta
molecular mais utilizada pelos pesquisadores para revelar niveis de
relacionamento genético dentro e entre grupos de irmdos e parentes mais
proximos. As analises de parentesco foram feitas utilizando-se nove (0s mais
polimdrficos) microssatélites desenvolvidos para A. gigas. As genotipagens
foram realizadas no seqlenciador automatico de DNA MegaBace 1000
utilizando-se o programa Genetic Profiler v1.2. As frequéncias alélicas e os
valores de heterozigosidade esperadas e observadas foram obtidos através do
programa ARLEQUIN e GENETIX v. 4. Genotipos para todos os filhotes das
duas ninhadas, foram usados para calcular os coeficientes de relacionamento
dos pares e a relacdo de parentesco, usando o programa de computador
KITNSHIP v1.2, baseado em todos os locos. As categorias de relacionamento
foram estimadas usando o programa ML-RELATE. Nossos resultados
indicaram que as ninhadas, das areas de cativeiro apresentaram, em média,
estimativas altas de relacionamento, variando de 0,48 em Itacoatiara 2 e Rio
Preto da Eva a 0,51 em Itacoatiara 1. Nas amostras de Santarém, os valores
médios encontrados variaram de 0,46 a 0,80 em STM G2 e STM G3,
respectivamente. As matrizes das categorias de relacionamento, mostram que
tanto nos grupos de cativeiro, como nos grupos de area semi-aberta, a maior
freqUéncia observada nos filhotes é da categoria ndo-relacionados (U). Quando
analisamos separadamente cada amostragem, percebemos outros niveis de
relacdes de parentesco ou categorias de relacionamento nos filhotes. Esses
resultados indicam que, apesar dos filhotes estarem altamente relacionados, a
hipotese de uma “maternidade ou paternidade extra” aos pares do
acasalamento, ndo pode ser ignorada. Tais resultados demonstram uma
estratégia reprodutiva natural e efetiva, para a manutencdo da variabilidade
genética na prole de Arapaima gigas.

Palavras-chave: Arapaima gigas, microssatélites, sistema reprodutivo,
estimativas de relacionamento.



ABSTRACTS

Arapaima gigas, known in Brazil as pirarucu, is on of the most
economically important species in the Amazon watershed. However there is
scarce knowledge of some aspects of its biology, behavior and growing rates in
any modality of intensive farming. Pirarucu presents a complex reproductive
behavior, including formation of couples; nest building; and parental care by
male, as observed by farmers and other authors. The present work aim to
generate information about genetic kinship between nestling of pirarucu from
captivity and semi-open areas (Santarém), by means of microsatellite markers.
This technique is the most used molecular marker to reveal leveis or genetic
relationships within and between group of brothers and dose relatives. Kinship
analyses were carried out with nine (the most polymorphic) microsatellite
developed for A. gigas. The genotypes were done in the automatic DNA
sequencer MegaBace 1000 using the software Genetic Profiler v1.2. Allelic
frequencies and expected and observed heterozigosity values were obtained in
the software ARLEQUIN and GENETIX v. 4. Genotypes of all the nestling of
two offspring were used to calculate the pairwise kinship relationships and
kinship relationships using the software KINSHIP vl. 2, based on all loci. The
reitionships categories were estimated in the sofiware ML-RELATE. Our results
indicated that, on average, the captivity offspring presented a high estimative of
relationship, varying from 0.48 in Itacoatiara 2 e Rio Preto da Eva, to 0.51 in
Itacoatiara 1. In Santarém samples, the average values varied from 0,46 to 0,80
in STM G2 e STM G3, respectiveiy. The relationship categories matrixes show
that the higher frequency observed in nestling is the category of non-related (U),
both in captivity groups as semi-open areas groups. When we analyzed
separately each sample, we find other level of kinship reiationships or kinship
categories in the nestling. These results indicate that, despite the nestling are
highly related, the hypotheses of an “extra maternity or paternity” of the pair of
reiationship can not be ignored. These results demonstrate a reproductive
strategy natural and effective to keep the genetie variability in the nestling of
Arapaima gigas.

Key-words: Arapaima gigas, microsateliite, reproductive system,
relationship.
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1 —Introducéo

1.1 — Consideracfes Gerais

Na regido amazonica, a pesca se destaca em relacdo as demais regides
brasileiras, pela rigueza de espécies exploradas, pela quantidade de pescado
capturado e pela dependéncia da populacao tradicional desta atividade. A riqueza
da ictiofauna da bacia Amazbnica ainda é pouco conhecida, sendo esta
responsavel pelo grande numero de espécies da regido neotropical, que pode
alcancar 8.000 espécies (Vari,& Malabarba, 1998).

De acordo com Ostrensky et al.,(2000), na area da piscicultura, a regiao
norte do Brasil, por uma série de fatores conjunturais, tende a permanecer muito
abaixo da producdo alcancada nas demais regides do pais. Talvez a
popularizacdo dos cultivos de tambaqui (Colossoma macropomum) ou dominio
completo das técnicas de producdo de pirarucu (Arapaima gigas) venha
descortinar novos horizontes para a piscicultura regional.

Petrene (1998), relata que a maior demanda de alimentos na cidade de
Manaus, inclusive de peixe, resultou na sobrepesca das duas espécies com maior
aceitacdo pelos consumidores, o tambaqui (C. macropomum) e o pirarucu (A.
gigas). Crossa (1997) afirma que os estoques de pirarucu na Bacia Amazonica

encontram-se aparentemente num estado de sobrepesca por crescimento.
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1.2- O Pirarucu (Arapaima gigas)

Segundo Fontenele (1948) e Imbiriba et al., (1996), a palavra pirarucu é
de origem indigena, constituida pela unido de “pira” = peixe e “urucu” = vermelho,
devido a intensa coloracdo de sua orla posterior. Chamado de “paiche” na
Amazonia peruana, “arapaima” na Guiana e “pirarucu” no Brasil, o pirarucu (Figura
1) € um verdadeiro documento na evolucao da vida, sendo o Unico representante
vivo da remota familia Arapaimidae, da ordem Osteoglossiformes (Nelson, 1994;

Li & Wilson, 1996).

Figural: Filhotes de pirarucu (Arapaima gigas).

Fonte: http://www.arowana.net/www/arapaima.htm

Taxonomicamente o pirarucu é classificado como Arapaima gigas (Cuvier,
1817), pertencente a familia Osteoglossidae ( Nelson, 1994; Li & Wilson, 1996),
onde ocorrem dois géneros: Osteoglossum (com duas espécies, O. bicirrhosum e

O. ferreirai) e Arapaima (com uma Unica espécie, A. gigas). Ambos o0s géneros so
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ocorrem nha Amazonia e estdo relacionados aos géneros Scleropages, da Australia
e Heterotis, que ocorre na Africa (Venturieri & Bernardino, 2002). Os
Osteogolossomorpha sdo um dos grupos mais antigos de teledsteos vivos, que
surgiram durante o periodo Jurassico, possivelmente no supercontinente Pangea.
S&o considerados um dos elos entre os peixes do mundo primitivo e da idade
moderna (Souza & Val 1991; Gerri 1995).

O pirarucu € uma das espécies economicamente mais importantes da
bacia Amazobnica. Tradicionalmente, o pirarucu faz parte da culinaria do povo
amazonida, sendo uma importante fonte de alimento, este peixe tem sido bastante
explorado. Devido a esta extensiva exploracdo comercial, esta espécie tornou-se
escassa entre os anos 70-80 e tornou-se comercialmente extinta préximo as
grandes cidades amazénicas (Goulding, 1980). Em 1975, o pirarucu (Arapaima
gigas) foi listado no apéndice 1l da CITES (Convencdo sobre o Comércio
Internacional de Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extingéo ), o
qual define uma espécie que ndo esta necessariamente ameacada de perigo de
extingdo, mas em uma situagdo na qual o seu uso comercial deve ser controlado
para evitar uma utilizagcdo incompativel com a sobrevivéncia da espécie. No
comeco de 2001, o governo brasileiro proibiu a pesca total do pirarucu, exceto na
Reserva de Desenvolvimento Sustentavel de Mamiraua. Esta reserva esta
localizada na juncéo dos rios Solimdes e Jurua e tem obtido sucesso no manejo
participativo dos recursos naturais, coordenado pelas comunidades locais e
cientificas. Os lagos sdo monitorados e a pesca esta organizada com base
rotacional, evitando assim, a superexploragdo local do pirarucu (Queiroz &

Cramptonn 1999; Castelo 2004, apud: Farias et al.,2006)
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Apesar de ha muitos anos, ser explorado comercialmente, ainda existe
uma grande falta de conhecimento sobre esta espécie. Na atual lista vermelha da
IUCN (Unido Internacional para a Conservacédo da Natureza) Arapaima é listada
como “Data Deficient”, na qual caracteriza uma espécie que ndo se tem
conhecimento suficiente para enquadra-la em uma das categorias.

Segundo Cavero et al. (2003), o pirarucu é provavelmente a espécie mais
promissora para o desenvolvimento da criagcdo de peixes em regime intensivo na
regido Amazodnica. Isto se deve a fatores tais como: alta velocidade de
crescimento, podendo alcancar até 10 kg no primeiro ano de criagdo (Carvalho &
Nascimento, 1992; Imbiriba, 2001), grande facilidade de manuseio e respiragédo
aérea (Fontenele, 1953,1955), condicdo que pode facilitar sua criacdo em
tanques-rede de pequeno volume, além de ndo manifestar canibalismo quando
confinado em altas densidades (Cavero, 2002). Além disso, o pirarucu, pode ser
facilmente treinado a aceitar alimentagdo com racdo extrusada (Crescéncio,
2001). No entanto, o conhecimento sobre alguns aspectos da biologia,
comportamento e crescimento do pirarucu, em qualquer modalidade de criacao

intensiva, ainda é escasso.

1.3- Biologia do pirarucu (Arapaima gigas)

O pirarucu é um dos maiores peixes de agua doce chegando a alcancar até
no maximo 3m de comprimento e a pesar até 200 Kg (Fontenele 1953, 1955;
Imbiriba et al., 1996; Baca 2001). De acordo com Hrbek et al.,(2005), sua
distribuicdo se da predominantemente na Bacia AmazOnica, mas se tem registro

de sua ocorréncia desde a parte mais alta da bacia de Essequibo até as Guianas
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(Ldling, 1964). Evidéncias fosseis indicam seu surgimento no Rio Colémbia, na
Bacia de Magdalena (Lundberg & Chernoff, 1992).

No Brasil, além de habitar preferencialmente as regides de lagos das
Bacias Amazbnica, o pirarucu, pode ser racionalmente criado nas regides
Nordeste, Centro-Oeste, e, determinados locais da regido Sudeste, onde nao

ocorrem grandes variacOes de temperatura (Imbiriba 2001).
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Figura 2: Mapa mostrando aproximadamente a distribuicdo natural de Arapaima gigas ,
na Bacia do Ric Amazonas.
Fonte: Hrbek et al., 2005

Esta espécie tem respiracdo aérea obrigatoria, indo regularmente a
superficie para renovar o ar de sua bexiga natatdria bastante vascularizada, onde
se d4 a troca gasosa (Almeida & Val, 1990; Brauner & Val, 1996). Ironicamente,
esta adaptacdo que Ihe da vantagens para viver em ambientes pobre em oxigénio
o torna vulneravel aos pescadores, que o0 esperam vir a superficie para arpoa-lo

(Verissimo, 1975).
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Seu hébito alimentar € do tipo ictiofago, ou seja, se alimenta de outros
peixes. Nao existem caracteristicas externas para diferenciar o macho da fémea.
Somente durante o periodo de reproducdo o dimorfismo sexual pode ser mais
evidente.

A maturacdo sexual ocorre do terceiro ao quinto ano de vida, quando
atinge em média 1,6 m de comprimento e 40 a 50 Kg de peso. Fontenele (1953),
sugere que durante a época da desova nota-se -caracteristicas sexuais
secundarias extragenitais nos reprodutores, 0 macho passa a apresentar uma
coloracdo escura na parte superior da cabeca e dos flancos, o ventre e a parte
caudal apresentam uma coloracdo avermelhada (Fig.2). Entretanto, como
observado por Baca (2001), essas ndo podem ser sempre observadas em todos
0S espéecimes. Internamente os machos apresentam um testiculo funcional a
esquerda e as fémeas um ovario funcional a esquerda também. O testiculo e o
ovario a direita sdo atrofiados (Imbiriba et al., 1996; Baca, 2001). Os ovos sdo
depositados em ninhos, e 0os machos sdo o0s responsaveis pela protecdo dos

filhotes.

Figura 2: Pirarucu reprodutor com 8 anos de idade
Fonte: Workshop Pirarucu — Iquitos 2003
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1.4- Comportamento Reprodutivo do pirarucu (Arapaima gigas)

Os primeiros estudos feitos sobre a reproducdo em cativeiro de Arapaima
gigas (pirarucu), foram iniciados por Oliveira (1944) e Fontenele (1948), os quais
conseguiram importantes dados sobre a anatomia e habitos de procriacdo do
pirarucu, como por exemplo: € uma espécie que desova em agua parada e
pertence ao grupo das espécies de maturacdo sexual parcial, dando origem a
desovas parceladas. Esses dados sé&o confirmados por Imbiriba (1994); Imbiriba
(2001) e Baca (2001). Esses autores afirmam ainda que a desova coincide com
periodo chuvoso que, na Amazobnia, se estende de dezembro a junho. Imbiriba
(2001), relata que a reproducgdo do pirarucu estd intimamente relacionada com a
intensa dinamica do nivel das aguas dos rios da Amazonia.

De acordo com Imbiriba (2001), a reproducdo do pirarucu ocorre de
maneira semelhante tanto na natureza quanto no cativeiro, com a corte,
construcdo do ninho, acasalamento e guarda da prole. Em cativeiro a sequéncia
inicia-se com a falta de interesse pelo alimento por parte dos reprodutores. As
fases do acasalamento, onde algumas vezes podem se observar verdadeiras
“lutas” entre os mesmos, ndo se sabendo ainda se s&o por exclusividade do
dominio do local escolhido para a desova ou pela disputa pelas fémeas, séo
seguidas por um periodo de tranquilidade, perturbado apenas, a longos intervalos,
pela subida lenta de um reprodutor do casal, de cada vez, para respirar. Esse
periodo de tranquilidade dura de quatro a cinco dias; depois, 0s reprodutores
podem ser vistos um de cada de cada vez, em posicdo vertical, de cabeca para
baixo; quando a profundidade onde estd o ninho é rasa, 0s peixes mostram a

nadadeira caudal parcialmente fora da agua.
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A &gua, nesse periodo, fica turva devido a escavacdo do ninho, que é
circular e popularmente chamado de “panela” (Figura 3.). O local de preferéncia
para o preparo do ninho é no fundo dos lagos, em locais de terra argilosa, sem
vegetacdo, nos lugares mais rasos e em Aaguas tranquilas (Sawaya 1946,
Fontenele 1952; Bard & Imbiriba 1986; Imbiriba et al., 1996). Depois de o ninho
estar preparado, a Fémea, coloca os évulos no ninho e o0 macho os fertiliza com o
liguido seminal. Apdés a eclosdo dos ovos, as larvas permanecem no ninho,
durante cinco dias, guardados préximo do macho, até a absorcdo da vesicula
vitelina. As larvas séo pretas e nadam sobre a cabeca e regido dorsal do pai, que
as protegem, e somente sdo visiveis apos atingirem uma semana de vida. Nesse
periodo ja vém a superficie da dgua, no exercicio da respiracdo aérea (Imbiriba et

al., 1996).

Figura 3: Comportamento reprodutivo do pirarucu: A- Macho construindo o
ninho para a desova da fémea; B- Ninho ou panela construida no fundo do
lago e C- Cuidado parental com os filhotes, feito pelo macho
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Notavelmente os peixes possuem uma diversidade extraordinaria em seu
comportamento reprodutivo (Breder, 1936; Cross e Sargent, 1985; Taborsky,
1994; Taborsk, 1998). Muitos estudos genéticos, sobre o comportamento
reprodutivo de peixes, tém sido feitos em espécies que apresentam um cuidado
parental com os filhotes. Nos peixes 6sseos (Osteichtyyes- onde o pirarucu esta
incluido), aproximadamente 89 das 422 familias taxondmicas (21%) contém
algumas espécies em que os filhotes possuem cuidado parental em
aproximadamente 70% das familias, esse cuidado é realizado pelo macho (Avise
et al.,2002).

O estudo do comportamento reprodutivo em peixes com a manifestacdo de
poliandria (uma fémea copulando com varios machos), poligamia (um macho
copulando com vérias fémeas) ou a constatacdo de um sistema reprodutivo
monogamico, pode ser eficientemente avaliado e suportado por métodos
moleculares como a técnica de DNA microssatélites. Essa técnica tem sido a
ferramenta na qual os pesquisadores tém solucionado questdes dificeis de serem
respondidas apenas por observacdes de campo, devido a grande dificuldade na
visualizacdo de todos os estdgios que compreendem o sistema reprodutivo de
varios peixes. De acordo com Avise et al., (2002), os marcadores moleculares
podem quantificar a incidéncia de um comportamento reprodutivo “escondido” de

um organismo, ou seja, diferente do observado p6 pesquisadores de campo.
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1.5—- Os Microssatélites e o estudo do comportamento reprodutivo de peixes

O padrao reprodutivo e 0 sucesso reprodutivo de machos sdo pouco
conhecidos na maioria das espécies de peixes. O habitat desses peixes
normalmente dificulta as observacdes do seu comportamento reprodutivo e de
seus padrdes de parentesco. Além disso, a maioria dos peixes possui fecundacao
externa aumentando a possibilidade de ocorrer uma competicdo de esperma
(Stockley et al., 1997).

Recentemente, inferir parentesco baseado em técnicas moleculares tem
sido a ferramenta sucessivamente utilizada para investigar o sistema reprodutivo
em um grande numero de taxa e espécies. Em peixes, a ferramenta molecular,
geralmente tem sido usada para estimar a contribuicdo relativa da paternidade
como uma estratégia reprodutiva dos machos envolvidos no acasalamento
(Birkhead & Moller, 1998).

Colbourne et al. (1995), afirma que os marcadores moleculares, baseados
em DNA microssatélite, sdo uma ferramenta poderosa para os estudos de
parentesco e o fluxo génico em populagbes de peixes. Em seus estudos, os
autores, isolaram e caracterizaram 60 sequéncias repetidas de microssatélites a
partir do genoma do peixe-sol de guelra azul “Bluegill sunfish” (Lepomis
macrochirus), para avaliar o sucesso reprodutivo nessa espécie. Os resultados
deste estudo, indicaram que sete loci de microssatélites sdo potencialmente
informativos para estudos de parentesco. Os peixes-sol de guelra azul habitam
lagos de 4gua-doce na parte mais central e oriental da América do Norte (Lee et
al., 1980). Eles desovam em colonias com muitos ninhos. Os machos possuem

um polimorfismo discreto que € caracterizado por dois termos: os “pais
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verdadeiros” (paternal) e os pais aproveitadores” (cuckolder). Os pais
verdadeiros atingem a maturidade sexual aos sete anos de idade e ficam aptos
para construir seu ninho na coldnia, os pais aproveitadores atingem a maturidade
sexual precocemente e se aproveitam de um momento de distragdo da fémea
para fertilizar seus ovos em ninhos que foram feitos para serem fertilizados pelos
pais verdadeiros.

Da mesma forma Jones et al. (1998), utilizou marcadores de DNA
microssatélites (quatro loci polimorficos) para avaliar o sistema reprodutivo e o
parentesco biolégico de uma espécie de cavalo-marinho (Hippocampus angustus)
da Australia Ocidental. Esse peixe € da familia Syngnathidae, onde o macho,
assim como o pirarucu, apresenta cuidado parental com os filhotes. A fémea
transfere os ovos para o saco ventral do macho, que os fertiliza e os protege até o
nascimento. Diferentemente dos outros peixes dessa familia os cavalos-marinhos
sdo socialmente monogamicos, exibindo uma formacdo de pares por um logo
prazo. Essa interacdo entre eles se manifesta através de um ritual diario de
acasalamento que pode ser observado entre 0s mesmos pares na época da
reproducdo. Os resultados das analises genéticas, obtidas nesse estudo, séo
consistentes com o padrao reprodutivo monogamico em H. angustus, onde ambos
(macho e fémea) foram fieis aos seus pares durante o periodo reprodutivo. Esse
padrdo de sistema reprodutivo também foi observado em outras espécies de
cavalos-marinhos como: H. fuscus, H. zosterae e H.vohitei.

Bekkevold et al. (2002), desenvolveu um estudo com Gadus morhua
(Bacalhau), um peixe importante economicamente e superexplorado, que forma

uma grande populagéo no Atlantico Norte, e é considerado o mais nobre bacalhau.
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O objetivo desse estudo foi estimar a competicdo reprodutiva em machos de G.
morhua, através da analise de parentesco baseada em DNA microssatélites,
sustentando a hipétese de que o dominio de territério determina o sucesso
reprodutivo dessa espécie; e que essa dominancia esta relacionada ao tamanho
do corpo, com o propésito de fornecer informagdes que possam auxiliar no manejo
e monitoramento dos estoques pesqueiros dessa espécie. Esses peixes possuem
um comportamento reprodutivo que se caracteriza basicamente pela formacao de
pares. Os machos e as fémeas se agregam, e elas desovam repetidamente por
um a dois meses, produzindo um grande numero de ovos. A quantidade de ovos,
produzidos pela fémea, e a quantidade de esperma, produzido pelos machos, esta
positivamente relacionado com o tamanho do corpo. Os machos cortejam as
fémeas através da conquista de territorio, travando verdadeiras lutas, seguida de
uma visita, feita pela fémea, ao macho vencedor. O macho mais atrativo e
dominante tem mais chances para o acasalamento e para o sucesso reprodutivo.
Os seus resultados desse estudo indicaram que um grande numero de ovos foi
fertilizado por varios machos e que a diferenca de tamanho macho-fémea teve um
efeito no sucesso reprodutivo do macho; mostrando ainda como o Sistema
Reprodutivo do Bacalhau pode afetar geneticamente o tamanho efetivo da
populacdo/ indice do tamanho populacional e contribuir no conhecimento da
estrutura genética da populacdo dessa espécie.

Em 2004, Chapman et al., realizou um estudo com uma espécie de
tubaréo: o tubardo-martelo (Sphyrna tiburo), com o objetivo de responder algumas
questdes relacionadas ao padrdo do comportamento reprodutivo dessa espécie,

dificilmente observado na natureza, a fim de contribuir com estratégias de manejo
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e conservacdo desses elasmobranquios; que € uma espécie que sofre reducdes
populacionais em 89% desde 1986, devido a captura ndo dirigida e ao preco
exorbitante de mercado de suas barbatanas. Esses peixes possuem fertilizagdo
interna, onde as crias desenvolvem-se no interior do Utero materno até ao
momento do nascimento. As fémeas de S. Tiburo sdo altamente sociais e podem
estocar esperma por até cinco meses. Essas espécies ocorrem frequentemente
nas mesmas areas dos tubarfes-limdo (Negaprion brevirostris) e os tubarbes—
protetores (Ginglymostoma cirratum), que apresentam a paternidade multipla
como uma estratégia de vida. Embora as observa¢des de campo sugiram que 0s
tubardes-martelo possam ter um sistema mdultiplo de acasalamento, nossos
resultados demonstraram que a maioria das fémeas amostradas foi geneticamente
monogamica, dentro do ciclo reprodutivo observado, dando a primeira evidéncia
de um sistema reprodutivo com a predominancia de Paternidade simples nesses
elasmobranquios. Mostrando ainda que, esse sistema, pode ser complexo e

altamente variavel entre as espécies de tubardes.

1.6- Justificativa

Apesar das vérias informacdes, que se tem hoje, sobre o comportamento
reprodutivo do pirarucu, os conhecimentos sobre a sua fisiologia reprodutiva ainda
sd0 muito escassos. Seu comportamento reprodutivo € bastante complexo, e
envolve a formacgdo de casais, construgdo de ninhos e cuidado parental com o
ninho e a prole (Imbiriba, 2001), mas ainda ndo se sabe como realmente o sistema

reprodutivo acontece, por exemplo: se a fémea é poliandrica ou se o macho é
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poligdmico, ou até mesmo confirmar o que as observacdes de campo sugerem:
um padréo reprodutivo monogamico.

Com o intuito de contribuir com o conhecimento sobre o Padrdo do
Sistema Reprodutivo de Arapaima gigas, achamos valido utilizar a técnica de DNA
microssatélite para testar a paternidade nessa espécie. Farias et al., (2003),
realizaram um trabalho de isolamento e caracterizacdo, que resultou no
desenvolvimento de 14 marcadores moleculares de microssatélites, altamente
varaveis para Arapaima gigas. Por serem altamente polimorficos e principalmente
co-dominantes, tais marcadores, tornaram-se especiais para estudos em nivel
populacional, individual, bem como para analise de parentesco em pirarucu
(Farias, 2003). Considerando a importancia econémica desta espécie e 0 escasso
namero de informagfes sobre seus padrées de reproducdo natural, formulamos a
seguinte hipétese de trabalho:

Ho: A reproducédo de Arapaima gigas (pirarucu), realiza-se na proporcao
de um macho para cada fémea, apresentando um padrdo reprodutivo
monogamico.

H1: A reproducdo de Arapaima gigas (pirarucu), realiza-se na proporgao
de mais de um macho para cada fémea, ou vice versa, apresentando um padrao

reprodutivo ndo monogamico (poligamico ou poliandrico).

1.7 — Objetivos
1.7.1 - Objetivo Geral
e Utilizar marcadores moleculares de microssatélites, para testar a

paternidade em pirarucu (Arapaima gigas), com o intuito de fornecer
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informacbes sobre o perfil genético da prole e o padrdo do sistema

reprodutivo de espécie.

1.7.2 - Objetivos Especificos

e Estimar os niveis de variabilidade genética nos ninhos estudados de
uma populagdo local de Arapaima gigas, através de marcadores
moleculares repetitivos - microssatélites.

e Avaliar a variabilidade genética e relaciona-la com a paternidade dos
filhotes estudados.

e Comparar os mecanismos de paternidade entre os ninhos estudados.

2. — Material e Métodos
2.1 — Locais de coleta e amostragem

As amostras utilizadas para esse estudo sdo provenientes de areas, semi-
abertas (lagos) e de cativeiro. As de ambientes semi-abertos sdo provenientes da
llha de S&o Miguel (Santarém, PA), as de cativeiro sdo provenientes do municipio

de Itacoatiara (Manaus, AM) e do municipio de Rio Preto da Eva (Manaus, AM).

2.1.1.- Caracteristicas da area semi-aberta (lagos)
As amostras de ambiente semi-aberto (lagos) sédo provenientes da llha de
Sdo Miguel em Santarém-PA; onde vem sendo desenvolvido um projeto de

estratégia de manejo do pirarucu em colaboracdo com o pesquisador do IPAM
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(Instituto de Pesquisa Ambiental da Amazénia) Marcelo Crossa. Nessa regido os
lagos sdo monitorados e a coleta dos filhotes foi feita com u7m puca, quando se
observou um macho com uma “nuvem preta” de filhotes sobre sua cabeca. Para
esse estudo, foram utilizados um total de 11 filhotes, oriundos de trés ninhadas

diferentes como mostra a tabela abaixo:

Tabela 1: Quantidade de filhotes de pirarucu provenientes de S&o Miguel
(Santaréem-PA).

Sé&o Miguel
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Total
(Santarém- PA)
Filhotes 3 5 3 11 filhotes

2.1.2- Caracteristicas das areas de cativeiro (viveiros de barragem)

As amostras da area de cativeiro foram obtidas a partir de dois locais:
Itacoatiara e Rio Preto da Eva, municipios que estao proximos de Manaus-AM.

Em ltacoatiara, as matrizes de pirarucu, sdo provenientes do aningais
(vegetacéo tipica dos lagos do local) localizados nas proximidades da cidade. S&o
mantidas em viveiros de barragem a mais de sete anos. Foram obtidas duas
amostragens provenientes de Itacoatiara, realizadas no periodo de 16 de marc¢o
de 2005 e 14 de maio de 2005 respectivamente, cada uma corresponde a uma
ninhada de casais de reprodutores diferentes, coletados nas mesmas condicdes
das amostras de Sao Miguel.

Quando os filhotes foram coletados havia 68 pirarucus adultos no viveiro

de barragem e ndo se tem conhecimento de quantos machos e fémeas existiam
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no local e, no periodo da coleta, apenas uma ninhada foi observada no viveiro

(Bruno Cavero, professor da UFAM- comunicacgéo pessoal).

Tabela 2: Quantidade de filhotes de pirarucu provenientes de Itacoatiara

(Manaus-AM).

Iltacoatiara 1

(2 ninhada)

Iltacoatiara 2

(2 ninhada)

Total

Filhotes

20

24

44 filhotes

Em Rio Preto da Eva, os 20 individuos adultos de pirarucu sdo mantidos, também
em viveiros de barragem, a aproximadamente cinco anos; a procedéncia dessas
matrizes ndo é conhecida ao certo, sabe-se apenas que existe um peixe
proveniente da Bolivia e outro de Manacapuru (interior de Manaus), os demais sédo
oriundos de trocas com piscicultores da regido. No periodo desta coleta, apenas
uma ninhada foi observada no viveiro (Alexandre Honczaryk, pesquisador do
IMPA — Comunicacdo Pessoal). O numero amostral de cada coleta (filhotes) das

areas de cativeiro pode ser visto na tabela abaixo:

Tabela 3: Quantidade de filhotes de pirarucu provenientes das areas de cativeiro:
Itacoatiara e Rio Preto da Eva - AM

Local de ltacoatiara 1 ltacoatiara 2 Rio Preto da
. . TOTAL
Coleta (1 ninhada) (2 ninhada) Eva
Filhotes 20 24 25 69 filhotes
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2.2 - Extracdo do DNA e Amplificacdo dos locos microssatélites

Para a extracdo de DNA, foram utilizadas amostras de escamas e tecido
da nadadeira caudal dos filhotes de pirarucu. Essas amostras foram mantidas em
alcool e congeladas até a extracdo do DNA. O procedimento utilizado para a
extracdo do DNA das escamas e do tecido dos filhotes, foi através do Kit de
extracdo de DNA QIAGEN de acordo com o protocolo do fabricante.

Os primers dos loci de microssatélites utilizados foram desenvolvidos por
Farias et al., (2003), cujas caracteristicas estdo na tabela 04. Dos quatorze loci de
microssatélites caracterizados, apenas nove (CAm2, CAm15, CAm13, CAm16,
CTm3, CTm4, CTm5, CTm7 e CTm8) foram utilizados, para amplificagdo do DNA
das amostras obtidas a partir de cada area de estudo.

A reacdo de PCR foi ajustada para um volume total de 10 yL (para cada
amostra) contendo 4,1 pL de Agua MiilliQ, 0,81uL de MgC12 (25mM), 0,8 1iL de
dNTP 2,5 mM para cada dNTP), 1,0uL de Tampéao 10x Buffer (100 mM de Tris-
HC1, 500 mM de KCI), 1,0uL do primer forward (2,0 mM) e 1,0uL do primer
reverse, (2,0mM) O0,2uL de Taq Polimerase (5U/ul) e 1,0uL de DNA
(aproximadamente 10 ng de DNA). As reacOes foram realizadas em um
termociclador Thermo (PXE 0.2 — Thermal Cycler).

A temperatura inicial de desnaturacédo foi de 92° C por 2 minutos, com um
ciclo, seguida por 35 ciclos a 92° C por 40 segundos, 58° C (temperatura de
anelamento do primer) por 35 segundos e 72° C por 1 minuto e 30 segundos. Em

seguida um ciclo & 72° C com uma extenséo final por 30 segundos e temperatura
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final de quatro (4° C). Todos os primers forward foram marcados com
fluorescéncias do tipo FAM -6 e HEX.

O produto da PCR foi visualizado em gel de agarose 0,8%, utilizando um
DNA de 100bp (pares de bases) como marcador. ApGs essa etapa, preparou-se 0
mix de genotipagem com um volume fina de 10uL.

Este mix continha 3ul do produto do PCR diluido 10 vezes com Agua
MilliQ, 0,25 ul do marcador de tamanho conhecido ET-400 (Amershan Bioscience)
e 7,75 ul de Tween 20 (0,1%). Os mix de genotipagens foram colocados em uma
placa, a qual foi aquecida a 93° C por 4 minutos (desnaturagdo do DNA).

Apés os 4 minutos, a placa foi colocada imediatamente no gelo e em
seguida analisadas em sequenciador automatico MegaBACE1000, com utilizacdo
de software especifico para genotipagem (MegaBACE Fragment Profiler). Esse
processo se repetiu para todos os microssatélites e amostras, utilizadas nesse

trabalho.

Tabela 4: Caracteristicas dos microssatélites desenvolvidos por Farias et al.
(2003) utilizados na genotipagem das 80 amostras de filhotes de A. gigas. Sendo:
Ta= temperatura de anelamento do primer, Ho= Heterozigosidade observada e
He= Heterozigosidade esperada.

Tipo de Tamanho do Nimero Ta
Loco Repetigio fragmento em de Alelos °C) Ho He
pares de bases

CAm2 (CA)22 295-323 10 58 0,650 0,760
CAmi3 (GTA)2(CA)27 300-334 12 58 0,725 0,733
CAml5 (CA)19 226-244 6 58 0,925 0,664
CAmle (CA)19 247-273 5 58 0,587 0,603
CTm3 (CT)15 293-299 8 55 0,600 0,767
CTm4 (C1M22 . 275-283 & 58 0,450 0,525
CTm5 (CT)29 258-280 9 58 1 0,855
CTm7 = (CT)29 277-299 | 58 0,975 0,862
CTm8 (CT)5S AT(CT)3 AT (CT)4 272-274 2 58 0,475 0,373
Media 0,710 0,682
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2.3 - Analises Genotipicas

As genotipagens foram analisadas utilizando o programa MegaBACE
Genetic Profiler e Fragment Profiler (versdo 1.2), para que seja identificado o
genotipo de cada locus para os individuos amostrados (Figura.5). Com isso foi
construida uma matriz de dados individual para cada loco genotipado, com as
informacdes dos gendtipos presentes nos filhotes de A. gigas amostrados. Em

seguida foram feitas as analises estatisticas para as amostras em estudo.

Figura 5: Variabilidade alélica do loco CAm13, visualizada no programa Fragment
Profiler (versdo 1.2).

31



2.4 - Analises Genéticas

Variagbes no tamanho dos loci microssatélites formam determinadas
através da frequéncia de heterozigotos (observada e esperada) e testadas para o
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Testes de EHW podem resultar numa
melhor visdo de selecdo. exocruzamento, endocruzamento, alelos nulos (que
causa excesso de homozigotos devido a alelos ndo detectados) e efeito de
Wahlund (excesso de homozigotos devido a unido de populacdes geneticamente
subdivididas).

Desta forma, estas analises foram implementadas no programa
ARLEQUIN 3.01 (Excoffier et al., 2005). A andlise dos resultados neste programa
permitiu o conhecimento da variabilidade genética dos individuos dos diferentes
ninhos, emitindo a determinacéo do grau de diferenciacdo genética entre eles. A
significancia dos métodos foi avaliada por testes de permutacédo (1.000 - 10.000
replicacoes)

A variabilidade genética é quantificada por meio da heterozigosidade
esperada (Nei 1973), usualmente chamada de diversidade genética (DG). A
medida dessa variabilidade € feita por meio da diversidade (DA), que € o numero
de alelos de um l6cus em particular ou a média sobre todos os loci presentes em
uma populacéo.

Parametros, de estimativa da variabilidade genética, também foram feitos
através das analises das frequéncias e distribuicdo dos alelos de cada I6cus
microssatélites com o programa GENETIX v.4 (Belkhir et al., 2004). O programa
GENETIX também calcula a variabilidade genética por meio das andlises das

frequéncias e distribuicdo dos alelos de cada l6cus de microssatélites na
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populacéo total e por populacéo, fornecendo gréaficos, como diagnéstico, dos loci
analisados com parametros como: numero de alelos por locus, numero de

individuos em cada populacdo e numero de alelos por l6cus e por populacéo.

2.5 — Anélises de Parentesco

Com base nas frequiéncias alélicas dos nove jocus de microssatélites,
calcularam-se as probabilidades de identidade genética (I), por loco e combinada,
segundo Paetkau et al.(1995) e (Selvin, 1980). Da mesma forma, foram
determinadas as probabilidades de exclusdo de paternidade (Q) de excluséo
conjunta (QC) dos locos analisados.

A probabilidade de identidade genética (1), é um parametro que
demonstra o poder de discriminacdo dos loci de microssatélites nas amostras
analisadas. Por exemplo: € a probabilidade de dois individuos, néo relacionados,
possuirem gendtipos iguais, dentro de uma populacdo. Quanto mais baixos os
valores de identidade genética, maior sera o potencial de discriminacdo dos
microssatélites utilizados (Selvin, 1980).e (Slate et al., 2000).

As probabilidades de exclusdo de paternidade(Q) e de exclusdo de
paternidade conjunta (QC), sdo parametros que se baseiam na exclusdo de varios
machos, envolvidos no acasalamento, mais que podem ser estatisticamente
distinguidos.

A partir deste parametro, ndo descobre quem é o pai mais provavel. torna
possivel a exclusdo de provaveis nado-pais escolhidos ao acaso na populagédo
estudada. Por exemplo: se os valores de probabilidade de exclusao conjunta (QC)

forem altos, ou seja, proximos de 1 ou 100%, indicam uma probabilidade de quase
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100% de excluir corretamente um individuo n&o-pai escolhido ao acaso a
populacdo estudada.

Gendtipos para todos os filhotes de uma unica ninhada, foram usados
para calcular coeficientes de relacionamento de pares e a relacdo de parentesco
entre o0os ninhos (“pairwise-relatedness coefficients”). Os indices de
relacionamentos entre pares de individuos, usando dados de microssatélites,
foram obtidas através do programa de computador KINSHIP versdo 1.2
(Goodnight, 2000). O programa ML-RELATE (Kalinowski et al., 2006), também foi
usado para calcular a estimativa de maxima erossimilhanca de relacionamento e
determinar o nivel de parentesco entre os pares de individuos.

De acordo com Konovalov et al. (2004), o KINSHIP tem sido uma das
mais poderosas e flexiveis plataformas para calcular o grau de parentesco,
estimar o eficiente de relacionamento entre individuos e também para calcular a
relacdo existente entre eles. Esse programa, ndo é dependente do conhecimento
do gendtipo dos pais e a partir das freqiiéncias alélicas, pode-se gerar uma matriz
de relacionamento para cada par de filhotes para estimar o coeficiente de
relacionamento (r) em cada grupo estudado.

Para o calculo desse coeficiente, € necessario uma estimativa prévia das
frequéncias dos alelos encontrados na populacdo da qual os animais sdo
provenientes. Desta forma, foram utilizados em nossas andlises, individuos
adultos de pirarucu, provenientes das localidades mais proximas da procedéncia
de cada grupo de filhotes. Por exemplo, para a amostragem de Itacoatiara 1 e 2,
utilizaram-se frequéncias de Manaus (24 individuos); para a amostragem de Rio

Preto da Eva, utilizaram-se frequéncias de Manacapuru (11 individuos), Purus (21)
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e Jurua (15). Para a amostragem de Santarém, utilizaram-se frequéncias de
Santarém (31 individuos). As genotipagens dos individuos destas localidades
foram obtidas do banco de dados genéticos das populagbes de pirarucu
pertencentes ao Grupo de pesquisa da Prof. Izeni Farias (dados nédo publicados).

O coeficiente de relacionamento varia de (-1 a 1), os valores de (-1 a 0)
indicam os filhotes menos relacionados e os valores de (0 a 1) indicam os filhotes
mais relacionados. Esses valores refletem a probabilidade dos individuos serem
irmaos (hipétese 1) ou ndo (hipotese nula), dando a relacdo entre essas duas
hipoteses. Altos valores da relagcdo favorecem a hipotese 1 e baixo rejeitam em
favor da hipétese nula. As situagbes consideradas para as analises foram duas:
Hipdtese 1= total irmandade (contribuicdo de 50% pela linhagem materna, e 50%
pela linhagem paterna); Hipétese nula 1= ndo irméos; Hip6tese nula 2= meio-
irmaos (relacionados apenas através de um dos pais).

O programa ML-RELATE segundo Kalinowski et al. (2006), assume que 0
parentesco genealdgico é representado de forma convincente, por meio de
probabilidades matematicas baseadas em estimadores de maxima
verossimilhanga, por exemplo: probabilidades dos individuos compartilharem zero
(Ko), um (K;) ou dois (K3), alelos entre todos os loci analisados. Dois individuos
séo considerados pai-filhotes (PO) quando Ko = 1, K; = 0 e K, = 0; dois individuos
sdo irmaos verdadeiros (FS), quando Ko, K; e K, forem iguais a 0,25, 0,5 e 0,25
respectivamente. Os valores de 0- 0,125 correspondem a categoria de nao
relacionados (U); de 0,125 a 0,25 a primos; de 0,25 a 0,50 a meio irméos; e de
0,50 a 1 a irmaos verdadeiros. (ver Lynch & Walsh (1998); Blouin (2003);

Buckleton et al.,(2005) e Fernandez & Toro (2006), para mais detalhes).
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O ML-RELATE apresenta sumario estatistico que envolve: tamanho
amostral para cada l6cus, nimero de alelos observados em cada I6cus, freqiiéncia
alélica observada e heterozigosidade esperada. Através de maxima
verossimilhangca o programa estima os niveis de relacionamento em quatro
categorias de parentesco para cada par de individuos; ndo relacionados/U (ko,=1,
k;=0, k;=0), meio-irmao/HS (k,=0,5, ki=0,5, k»=0), irm&os - verdadeiros/FS
(ko=0,25, k1=0,5, k»=0,5) e Pai-filhotes/PO ((ko=0, k;=1 k,=0), fornecendo uma

matriz dados corresponde a cada par de individuos.

3. Resultados
3.1 — Variabilidade Genética

Dos nove loci de microssatehtes, genotipados para os filhotes
amostrados, o l6cus CTm8 apresentou o menor niumero de alelos para as quatro
amostragens (Tabela 5). Na maioria dos casos, 0s oito loci restantes mostraram
consideravel grau de polimorfismo. O namero total de alelos detectados por locus
polimérfico para todas as amostras de filhotes de pirarucu variou de 2 (CTm8) a 12

alelos (CAm13) (Figura 6).

Nimero de alelos por loco

Frequéncia

& i B | %l
CTm5 CTm7 CTm8 CAmi3 CTmd CAm16 CTm3 CAmi5 CAn2

Microssatélites

Figura 6: Nimero de alelos pbr 16cus das quatro amostragens de filhotes de pirarucu.
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Tabela 5: Alelos e freqiiéncias dos nove Joci de microssatélites encontrados
nas genotipagens, g)para as amostragens de Itacoatiara 14 2, Rio Preto daEvae

Santarém.
__Amostras das areas de cativeiro
Itacoatiara 1 .
CAm2 CAml3 CAml5 CAml6 CTm3 CTm4 CTm5 CTm7 CTm8
Alelos Alelos Alelos Alelos Alelos Alelos Alelos  Alelos Alelos
297/0,25 305/0,35 231/0,50 256/0,72 +294/0,12 280/0,30 260/0,17 281/0,17 277/0,77
299/0,07 319/0,37 247/0,22 258/0,27 x296/0,10 286/0,70 274/0,22 295/0,20 279/0,22
311/0,52 339/0,02 249/0,27 298/0,52 280/0,27 301/0,30
321/0,15 300/0,25 284/0,32 305/0,30
Rio Preto da Eva
297/0,34 317/0,04 231/0,28 254/0,66 ' 284/0,22 280/0,24 256/0,26 277/0,26 277/0,78
299/0,30 319/0,78 239/0,22 256/0,34 -294/0,10 286/0,76 268/0,24 289/0,24 279/0,22
311/0,24 321/0,14 247/0,50 296/0,24 280/0,24 297/0,28
315/0,06 298/0,12 276/0,26 301/0,22
325/0,06 -300/0,30
Itacoatiara 2
297/0,20 303/0,04 231/0,50 256/0,72.7294/0,06 280/0,22 260/0,25 281/0,25 277/0,68
299/0,14 305/0,43 247/0,35 258/0,25 296/0,14 286/0,77 274/0,29 293/0,04 279/0,31
311/0,54 319/0,14 249/0,14 298/0,20 280/0,20 295/0,29
321/0,10 339/0,35 300/0,54 284/0,22 301/0,20
304/0,04 305/0,20
Amostras da drea semi-aberta
Santarém grupo 1
315/0,50 305/0,33 2310,50 256/0,83 K296/0,33 278/1,00 274/0,33 295/0,83 277/0,83
313/0,16 319/0,16 233/0,33 248/0,16a 302/0,66 276/0,50 299/0,16 279/0,16
311/0,33 323/0,16 247/0,16 278/0,16
333/0,16
335/0,16
Santarém grupo 2
311/0,30 305/0,30 231/0,60 256/0,30 v300/0,60 278/1,00 260/0,20 287/0,20 277/1,00
325/0,20 319/0,30 245/0,10 258/0,60 302/0,40 268/0,20 279/0,20
313/0,10 329/0,20 247/0,30 260/0,10 276/0,30 295/0,30
315/0,10 333/0,10 280/0,30 299/0,30
327/0,20
Santarém grupo 3
325/0,75 305/0,50 2470,66 254/0,50 '300/0,50 278/0,83 268/0,16 287/0,16 277/0,66
335/0,50 231/0,33 258/0,33 302/0,16 284/0,16 276/0,50 295/0,50 279/0,33
260/0,16 296/0,33 278/0,33 297/0,33
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3.2 — Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e indices de diversidade genética.

A heterozigosidade média observada (Ho) e esperada (He), sobre todos os
loci, para cada localidade variou de 0,71 (amostragem de Rio Preto da Eva) a 0,73
(amostragem de Itacoatiara 1) (Tabela 6). Os indices de diversidade genética
variaram de 0,584 + 0,31 (RPE) a 0,620 £ 0,34 (STM). A diferenca entre os pares
variou de 4.580 + 2,77 (STM) a 5,261 + 2,58 (RPE). A amostragem de Santarém
apresentou a maior diversidade (0,620 + 0,34) dentre todas as amostragens
analisadas. A amostragem de Rio Preto da Eva foi a que apresentou menor
diversidade genética (0,584 + 0,31) (Tabela 6).

Os valores de Ho e He, obtidos a partir de cada loco de microssatélite, para
cada amostragem esta discriminado na Tabela 7. O valor de endogamia (FIS),
calculado para as quatro amostragens, foi baixo e n&o significativo (0.19777),
entre os individuos; indicando pouca quantidade de homozigotos dentro de cada

grupo analisado.

Tabela 6. Médias da diversidade genética e equilibrio de Hardy-Weinberg em amostras
filnotes de pirarucu das quatro localidades estudadas.

Diversidade Diferencas entre N° de HWE
Populacio N Genética 0s pares Alelos Hy - Hg
Ita. 1 20 0,597 + 0,32 5,376 £ 2,64 3,5 0,73 - 0,601
R.P.E. 25 0,584 + 0,31 5,261 2,58 3,6 0,71 -0,517
Tta. 2 24 0,594 + 0,32 5,350+ 2,62 3,7 0,72—0,598
STM 11 0,620+ 0,34 4,580 £2,77 4,5 0,72 — 0,647
Todas 80 0,681 + 0,36 6,132 +2,93 3.8 0,71 - 0,683
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3.4 — Potencial dos microssatélites para as analises de parentesco

Com relacdo ao poder desses microssatélites para analises de paternidade
e de parentesco, a probabilidade de identidade genética (1) variou de 0,08279595
(CAm2) a 4,44454820 (CTm8); ja a probabilidade de exclusdo de paternidade (Q),
variou de 0,18473263 (CTm8) a 0,54149703 (CAm2).

O resultado de probabilidade de identidade genética conjunta (IC) foi baixo
(4,88461818 x 10"), demonstrando o alto poder de discriminacdo desses locos
nos filhotes de A. gigas. A probabilidade de exclusdo conjunta (QC) calculada foi
alta 0.98725124), indicando uma probabilidade de quase 99% de excluir

corretamente um individuo ndo-pai escolhido ao acaso na populacéo (Tabela 8).

Tabela 8 - Caracteristicas dos locos microssatélites analisados em A. gigas. Sendo: A=
ntimero de alelos, Ho=Heterozigosidade observada, I= probabilidade de identidade
genética, Q=probabilidade de exclusio de paternidade, IC= probabilidade combinada

de identidade genética, QC= probabilidade de exclusdo conjunta para os cinco locos.

Loco A Ho - He I Q
CTm5 6 0,856 0,16056195 0,44771069
CTm7 6 0,863 0,16056195 0,44771069
CTmS8 3 0,374 0,44454820 0,18473263
Caml3 7 0,734 0,10196567 0,53299453
CTmd 3 0,450 0,26259521 0,31985706
| CAm16 6 0,588 0,33671193 0,24472912
CTm3 3 0,600 0,22525884 0,32435706
CAml15 5 0,925 0,25347567 0,31015709
CAm2 7 0,650 0,08279595 0,54149703
Média 4,28 0,671 IC=4,88461818 x 107 QC=0,98725124
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3.5 - Anédlise de Parentesco

Considerando o conjunto de alelos encontrado nos grupos de filhotes, de
cada localidade estudada, e a auséncia das amostras dos pais, iniciamos com
uma analise simples, com base nos padrdes basicos de heranca mendeliana, ou
seja, considerando que cada filhote possui 50% do gendétipo da mae e 50 % do
gendtipo do pai naturalmente, a quantidade de alelos encontrados nas
genotipagens de cada filhote seria de no maximo quatro, caso os dois pais fossem
heterozigotos.

A presenca de cinco alelos na ninhada sugere uma possivel contribuicdo
extra de um dos pares do acasalamento (dois alelos maternais, dois alelos de um
macho, e o0 quinto de um extra-par). A quantidade de homozigotos presentes no
conjunto de alelos dos filhotes foi importante para se fazer uma pré-estimativa de
guantos individuos adultos poderiam estar contribuindo geneticamente em cada
grupo de filhotes (Tabela 9). Por exemplo, um dado alelo materno pode ser
inferido quando um filhote é homozigoto de um dado locos (AA), e o gendtipo
maternal completo pode ser inferido, quando filhotes sdo homozigotos para dois
diferentes alelos (AA e BB; gendtipo materno = AB).

Dos loci analisados, neste estudo, dois CAm2 e CTm3 (ambos nas
amostras de RPE), apresentaram cinco alelos nas ninhadas analisadas das areas
de cativeiro (Figura 7). Esse resultado sugere que, para o locus CAm2, quando
observamos o gendétipo do unico filhote homozigoto (297/297), e inferimos que um
dos pais possui 0 genoétipo 297/299, podemos sugerir trés possibilidades (A, B e
C) para o aparecimento dos alelos 299, 315 e 325 observados na prole (ver

figura 7).
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Possibilidade A: digamos que o0 gendtipo dos pais seja 297/299 x 297/ i; os
genotipos dos filhotes seria: 297/297, 297/299, i /297 e i/ 299, isso explicaria 0
aparecimento do homozigoto 297/297 nas genotipagens feitas com o l6cus CAm2.
Possibilidade B: considerando que o genotipo dos pais seja 297/299 x 325i, os
gendtipos dos filhotes serdo 297/325, 297/i, 299/325 e 299/i, justificando a
presenca do alelo 325 e do gendtipo 299/311, que aparece doze vezes nas
genotipagens desses filhotes com o locus CAm2.

Possibilidade C: tendo corno gendtipo dos pais 315/i x 297/299 e dos
filhotes 315/297, 315/299, i/297 e /299, podemos explicar a presenca do alelo 315
no gendtipo desses filhotes.

Diante dessas trés possibilidades para o CAm2, percebemos que no
minimo trés individuos adultos contribuiram geneticamente para essa ninhada.

No caso do loco CTm3, para a mesma ninhada, temos a presenca de dois
filhotes homozigotos (alelos 300 e 298), sugerindo duas alternativas: 13- a
presenca de pelo menos dois casais diferentes contribuindo geneticamente para
essa ninhada, que poderia explicar a presenca dos alelos 284, 294 e 296, visto
gue eles aparecem no minimo 3 vezes no genadtipo dos filhotes; 22 - a presenca de
dois pares iguais de heterozigotos (298/300 x 298/300) para explicar a presenca

dos alelos 300 e 298 na ninhada.
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ALELOS CAm2 (RPE)
297/297 (7x)
299/311 {(12x)
299/315 (3x)
299/325 (3x)

Possibilidade A
297/i x 297/299
297/297
297/299

it297
i/299

Possibilidade B
297/299 x 325/ i
297/325
297/ i

- 299/325
299/ i

Possibilidade C
315/ i x 2971299

A

Frrequéncla Alélica

o
&

locus CAm2
Rio Preto da Eva

325 [EE

ALELOS CTm3 (RPE)
300/300 (3x)
298/298 (2x)
296/300 (3x) ?
284/204 (3x) ?
284/296 (6x) ?
284/294 (3x) ?

Casal 1
300/i x300/i
300/300
filhote

Casal 2
298/ i x 298/ i
298 / 298
filhote

315/297 S S =
315/299 N Al
i/297 Alelos
i/299
B

Frrequéncia Alélica

0,45

04 1
0,35 |

o
(]

0.25

o
N

0,15

o
-

0,05

locus CTm3
Rio Preto da Eva

Alelos

Figura 7: Alelos encontrados nos filhotes de Rio Preto da Eva,

CTm3).

onde A (loco CAm2) e B (loco
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Tabela 9: Quantidade de Homozigotos (Hm) e Heterozigotos (Ht) presentes no

conjunto alélico, dos filhotes de pirarucu, de cada localidade estudada.

Amostras Cativeiro

Loco Itacoatiara 1 Rio Preto da Eva Itacoatiara 2
Alelos Hm Ht Hm Ht Hm Ht
CAm2 6/311, 3/297,1/299 10 7/297 18 6/311 18
CAml3 1/305 19 13/319,1/317 11 4/305 20
CAml5 0 20 0 20 0 24
CAmié6 9/256 11 9/254,1/256 15 10/256 14
CTm3 7/298,3/300 10 3/300,2/298 20 9/300,3/298 13
CTmd 8/286 12 13/286 12 13/286 11
CTm5 0 20 0 25 0 24
CTm?7 0 20 0 25 0 24
CTmS8 11/277 9 14/277 11 9/277 15
Total 49 131 63 157 42 163
Amostras de Areas Semi-abertas (lagos)

Loco Santarém Grupo 1 Santarém Grupo 2 Santarém Grupo 3
Alelos Hm Ht Hm Ht Hm Hit
CAm2 0 3 1/311 4 1/325 1*
CAm13 0 3 0 5 0 3
CAml5 1/231 2 2/231 3 2/247,1/231 0
CAmlé 2/256 1 1/258 4 0 3
CTm3 1/302 2 1/300 4 1/300,1/296 1
CTm4 0 3 0 5 0 3
CTm5 0 3 0 5 0 3
CTm7 0 3 0 5 0 3
CTm8 21277 1 5/277 0 1/277 2
Total 6 21 10 35 7 18

Considerando-se que ataxa de mutagéo de microssatélites, em peixes, € de

2 x 107 por geracdo (Jones et al., 1999), existe a probabilidade de que ocorra o

aparecimento de novos alelos que nédo sejam provenientes de relacionamento

entre os pares. Desta forma, assumimos a seguinte situacdo: se um grupo de

filhotes apresentou um alelo inesperado, em um Unico l6cus, esse alelo pode ser

proveniente de uma mutacdo nova; mas, se esse quadro se repetiu em diferentes

I6cus de microssatélites no mesmo individuo, poderemos inferir que esses alelos

sdo provenientes de pais diferentes, sugerindo uma contribuicdo extra de um dos

pares do acasalamento. Assim, os alelos derivados de novas mutagbes foram

excluidos das analises.
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3.5 — Coeficiente de relacionamento (r)

e Grupos de filhotes de areas de cativeiro: as matrizes de relacionamento

para cada par de filhotes, de cada localidade, geradas no programa KINSHIP;

mostraram que as médias dos coeficientes de relacionamento variaram de 0,480

(Ita 2 e RPE) a 0,51 (Itacoatiaral); com méxima de 1,00 em Itacoatiara 1 e Rio

Preto da Eva, e minima de - 0,076 em Itacoatiara 2, como descrito na Tabela 10, A

distribuicdo dos valores de (r) podem ser observados nos gréaficos da figura 8.

Tabela 10: Valores de relacionamento (minimo, médio ¢ méximo) observados nas
matrizes entre cada par de filhotes, de cada grupo estudado nas dreas de cativeiro,

Todos da drea

Localidades Ita 1 RPE ITA2
de cativeiro
Minima 0,05 -0,12 0,08 ' 0,05
Média 0,51 0,48 0,48 0,48
Mixima 1 I 0,94 0,85 ,
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e Grupos de filhotes de areas semi-abertas (lagos): nos filhotes de
Santarém, as meédias dos coeficientes de relacionamento variaram de 0,46 (STM
G2) a 0,80 (STM G3); com maxima de 0,73 no grupo 1 e minima de 0,29, também
no grupo 1, como descrito na tabela 11. Os valores do coeficiente de
relacionamento (r), variaram de 0,20 (STM G2) a aproximadamente 1,00 grupo 3
de Santarém, indicando que, no geral, todos os filhotes sdo relacionados, mas
podemos observar no grupo 2 a presenca de dois subgrupos mais relacionados,
um com (r) entre (0,20-0,50) e (0,60-0,90) respectivamente, A distribuicdo dos

valores de (r) podem ser observados na figura 09.

Tabela 11: Valores de relacionamento (minimo, médio e méximo) observados nas
matrizes entre cada par de filhotes, de cada grupo estudado nos filhotes de Santarém.

Localidades STM G1 STM G2 sTMG3 | 1odosdadrea
de cativeiro
Minima 0.2 0,34 0,49 0.29
Média 0,51 0.46 0.80 0.51
Maxima 0.73 0.66 0.62 0.73
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3.6 — Categorias de relacionamento:

As matrizes de categorias de relacionamento, fornecidas pelo programa
ML-RELATE, mostraram as comparacoes feitas entre cada par de filhotes de cada
grupo estudado. Os resultados mostram que tanto nos grupos de cativeiro, como
nos grupos de area semi-aberta, a maior frequiéncia observada nos filhotes é da
categoria nao relacionados (U) (Figura 10 e 11); mesmo quando analisamos cada
grupo separadamente, assim como, quando estdo todos juntos formando dois
grandes grupos: todos os grupos de cativeiro e todos de Santarém.

Esses resultados sugerem a existéncia de subgrupos dentro de cada grupo
de filhotes analisados; isso € devido as probabilidades matematicas, baseadas em
estimadores de maxima verossimilhanca, calculadas no programa ML-RELATE.
Quando as comparag0Oes séao feitas, irmandades sao agrupadas de acordo com 0s
alelos compartilhados entre os filhotes, em que (k), € uma constante das
categorias de relacionamento, ou seja, indica as probabilidades dos alelos dos
individuos, ndo compartilharem alelos (Ko), compartilharem um (K;) ou dois (Ky),
alelos entre todos os loci analisados. Dois individuos sdo considerados pai-filhote
(PO) quando Kp = 1, K; =0 e K; 0 ; irmaos verdadeiros (FS), quando Ko, K; e K3
forem iguais a 0,25, 0,5 e 0,25, - meio-irmdos (HS), quando KO, K1 e K2 forem
iguais a 0,50, 0,50 e 0 e ndo-relacionados quando Ko, K; e K, forem iguaisa 1, 0 e
0, respectivamente (Kahnowski et al., 2006).

Baseando-se nessas comparacdes e no compartilhamento de alelos, os
filhotes presentes em cada irmandade, quando comparados uns com 0S outros,
sao classificados dentro de cada categoria, numa matriz de relacionamento.

Quando analisamos separadamente cada matriz, percebemos que: em ltacoatiara
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1, as comparacdes feitas entre cada par de filhotes mostram a presenca de trés
categorias de relacionamento irméos-verdadeiros (FS), meio-irméaos (HS) e néo-
relacionados (U). Para essa amostragem, notamos que 66 comparacdes entre
filhotes, apresentaram duas categorias de relacionamento, onde uma nao pode
ser descartada em funcdo da outra, por exemplo: na comparacéo dos filhotes I1T1-
01/1T1-02, temos a presenca das categorias FS/HS (ver tabela 13).

Nos filhotes de Itacoatiara 2 e Rio Preto da Eva, essas mesmas condi¢des
se repetem, sendo que em ITA-2 e RPE, notamos que, respectivamente, apenas
29 e 32 comparagbes entre os filhotes apresentaram duas categorias de
relacionamento.

Os valores médios e as frequéncias observadas em cada categoria, para

cada grupo, das areas de cativeiro e semi-aberta, estdo discriminados na tabela 12.

T.abela 12: Freqiiéncias das categorias de relacionamento dos filhotes de
pirarucu das dreas de cativeiro e de area semi-aberta.

Grupos de Cativeiro

Localidades Categorias de relacionamento

FS HS U
ITA 1 . 38 13 139
ITA2 58 20 195
RPE 60 22 210
Média 52 18,33 181,33
TODOS 477 254 1615

Grupos de drea semi-aberta

Localidades Categorias de relacionamento

FS HS U )
STM G1 0 0 3
STM G2 1 0 9
STM G3 1 0 ‘ 2
Média 0,67 0 4,67
TODOS 3 4 48
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Itacoatiara 1 Itacoatiara 2

Rio Preto da Eva Todos os grupos 1

Figura 10: Categorias de relacionamento irmios-verdadeiros (FS), meio-irmaos (HS) e ndo-relacionados
(U), dos filhotes das 4reas de cativeiro,
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Santarém G1 Santarém G2

Santarém G3 Santarém todos os grupos

figura 11: Categorias de relacionamento irméos-verdadeiros (FS), meio-irméos (HS) e nao-relacionados
U), dos filhotes da drea semi-aberta (Santarém).
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Tabela 16: Matriz das categorias de relacionamento do grupo de filhotes de pirarucu,
provenientes de area semi-aberta (Santarém) . Sendo: FS= irm&os-verdadeiros, HS=
meio-irmaos e U= nao relacionados. Dados com nivel de significancia = 0,05.

SANTAREM TODOS OS GRUPOS

§T-I.I ST-1.2 ST-1.3 ST-21 ST-22 ST-23 ST-24 ST-25 ST-3.1 ST-32 ST-33

ST-1.1 -
ST-I2 HS -
ST-13 HS/U U . '
ST-21 U U U -
ST-22 U U U FS/HS -
ST23 U U U U HS/U -
ST-24 U U U U U u "
ST-25 U HS/U U U U U HS/U -
ST-31 U U U U U U U U .
ST-32 U U U 8] U U U U 'ES -
ST-33 U U U U U U U U U U -
SANTAREM- GI SANTAREM- G3
ST-1.I ST-1.2 ST-1.3 ST-%] SI32 ST-33
ST-I.I - ST-3.1 -
ST-12 U - ST-32 FS/HS -
ST-13 U U = ST-33 U U -
SANTAREM- G2
ST-21 ST-22 ST-23 ST-24 ST-25

ST-21 -

ST-22 FS/U -

ST-23 U U -

ST-24 U U U -

ST25 U U U U <
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4. Discusséo

Este trabalho investigou a eficiéncia dos microssatélites para analises de
parentesco em filhotes de pirarucu (Arapaima gigas), com o auxilio de programas
computacionais, atualmente utilizados, para estimar relacdes de parentesco ou
categorias de relacionamento entre individuos. Os resultados mostram que as
informacdes, obtidas por meio das relacdes de parentesco, geram uma ferramenta
poderosa para avaliar o sistema ou padrdo reprodutivo dessa espécie, mostrando
quais as possiveis estratégias ou taticas reprodutivas que podem ser utilizadas

pelos pirarucus para a manutencdo da diversidade genética.

4.1 — Variabilidade genética das amostras estudadas

Altos niveis de variabilidade genética e baixos niveis de endocruzamento,
sdo 0s maiores objetivos dos programas de conservacdo. A variacdo genética €
um pré- requisito para que as populacdes estejam aptas para possiveis mudancas
e para os processos naturais de selecao (Frankham et al., 2002).

Quando observamos o0s valores de heterozigosidade observada e
esperada, percebemos que, em sua maioria, a Ho € maior que a He (ver tabela 7).
Esses valores ndo correspondem aos valores encontrados para Arapaima gigas
nos estudos ja realizados, com popula¢cdes naturais desta espécie, pelos autores
Hrbek et al. (2005) e Farias et al.(2006). Acreditamos que nossos resultados sé&o
fruto de uma amostragem nao aleatéria, pois € constituida de filhotes
proximamente relacionados.

Entretanto, a variabilidade alélica, encontrada no filhotes de pirarucu,

analisados neste trabalho, sdo congruentes com os valores encontrados nas
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populacdes naturais de Manaus e Santarém, estudadas por Farias et al. (2006), e
refletem o grande potencial de recuperacdo genética dessa espécie; quando
manejado (no caso das amostras de area semi-aberta) ou mesmo em ambientes
de cativeiro (ITA1, 2 e RPE) visto que, 0 sucesso reprodutivo esta diretamente
relacionado com os niveis de diversidade genética e fluxo génico (Flagstad et al.,
2003; Randi et al., 2003).

Esses resultados corroboram ainda com a afirmagéo de Avise et al. (2002)

“A variabilidade alélica na maioria das populacdes de peixes é extremamente alta”.

4.2 — Anélise de Parentesco

De acordo com Avise et al. (2002), a analise de dados provenientes de
microssatélites, permite a obtencéo de informacdes poderosas sobre o parentesco
genético dos peixes. O acumulo dessas informacfes entre cem ou milhBes de
peixes, a partir de varios ninhos, podem revelar com sucesso as Taticas
Reprodutivas Alternativas (ARTsS) que poderiam ser um sistema reprodutivo
presente em populagdes naturais de peixes.

Das 30 espécies de peixe-sol da América do Norte, uma espécie, 0 peixe-
sol de guelra azul (Lepomis macrochirus), tem sido o sistema modelo para o
estudo das ARTs (Gross, 1979; 1996 e Neff & Gross 2000). Varios autores
(Taborsk, 1994; Breder & Rosen, 1996; Taborsk, 1998 e Taborsk, 2001) discutem
os diversos comportamentos e taticas reprodutivas encontradas em peixes,

algumas delas estéo listadas na Tabela 17.
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Tabela 17: Algumas T4ticas Reprodutivas Alternativas (ARTS) utilizadas por peixes.

ARTs Caracteristicas Espécies de peixes
Fertilizam vdérias desovas que
ndo sdo suas.
Desovam em varios ninhos que
ndo sdo seus.
“Machos Utilizam a corte e o tamanho do

“Pais-aproveitadores” Lepomis macrochirus

&& ~ hd . -
Mies aproveitadoras” Micropterus salmoides

_ o Gadus morhua
. ” corpo, em lutas por territorios,

Competidores parlg atrair as fémeI;s. (Bacalhau)
“Tomadores de Tomam posse de ninhos alheios L.macrochirus e L.
ninho” para realizar seu acasalamento.  gibbosus
“Acasalamentos . n . .
miltiplos  de  pais V_a.rlas Femeas.desovam' em um L. marginatus, L. auritus
verdadeiros” ninho de um pai verdadeiro. e L. punctatus
“Imitadores de ovos” Utilizam ovas de outros ninhos Etheostoma virgatum

para atrair fémeas gravidas.
Fémeas que fazem multiplos
“Fémea Promiscua” acasalamentos para garantir seu
(Poliandria) sucesso reprodutivo, evitando Poecilia reticulata
que todos os seus filhotes corram
o risco da predagio.

Quando observamos as varias téticas reprodutivas alternativas, realizadas
pelos peixes citados acima, e comparamos com nossos resultados, obtidos com
os filhotes de pirarucu analisados, percebemos que esta espécie pode possuir um
sistema de acasalamento que ndo esta restrito apenas a um padrdo reprodutivo
monogamico. Segundo Berglund et al., 1989; Vincent et al., 1992 e Avise et al.,
2002, muitas espeécies de peixes (p.ex. 0s Syngnantideos), possuem um sistema
de acasalamento baseado em estratégias de “regras sexuais reversas” que
envolvem selecdo sexual e dimorfismo sexual, onde a fémea compete mais
intensamente pelo macho durante o periodo do acasalamento. Os dados
genéticos sobre o sistema de acasalamento desses Syngnantideos podem variar
dentro dos varios tipos de comportamento reprodutivo: Poligenia - um macho
acasalando com varias fémeas; Poliandria - uma fémea acasalando com varios

machos; Monogamia - um macho acasalando apenas com uma fémea e vice-
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versa, e Poligamia - um macho acasalando com varias fémeas e uma fémea
acasalando com varios machos.

Um caso interessante foi o estudado por Liebgold et al.,, (2006), que
observaram multipla paternidade em anfibios (Plethodon cinereus), com
comportamento social monogamico. Os autores concluiram que a monogamia, fez
parte do comportamento de apenas 15% das fémeas estudadas e que a poliandria
foi o comportamento predominante, no sistema de acasalamento nessa populacéao
de Plethodon cinereus.

As suspeitas sobre a afirmacdo de que Arapaima gigas, ndo possui um
sistema reprodutivo restrito ao padrdo monogamico sao suportadas quando
visualizamos os coeficientes de relacionamento (r), onde todos os filhotes tanto os
de Santarém (area semi-aberta) quanto os das é&reas de -cativeiro sao
proximamente relacionados.

Quando analisamos as categorias de relacionamento, percebemos que
apesar dos filhotes estarem proximamente relacionados, sédo classificados em
categorias de relacionamento diferentes como: 1- irmaos-verdadeiros/FS (r = 0,5),
categoria presente em todas as amostras analisadas; 2- meio-irmaos/HS (r =
0,25), categoria que pode ser observada em Ita 1 , 2 e RPE (&reas de cativeiro) e
no grupo 2 das amostras de area semi-aberta - Santarém; 3- categoria de primos
(r = 0,125) observados em Ital e 2 (cativeiro) e no grupo 2 de Santarém (semi-
aberta); sustentando a hipotese de possiveis “contribuicbes- extra” dos pares no
acasalamento.

As amostragens de Ita 2 e RPE, apresentaram a categoria de meio-irmaos

(HS) e também cinco alelos diferentes, genotipados com o l6cus CTm3, indicando
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gue houve uma possivel contribuicdo “extra” com um dos pares do acasalamento,
principalmente quando levamos em consideracdo as condi¢cdes de cativeiro em
que os peixes adultos ficam no mesmo viveiro, 0 que pode facilitar a ocoiféncia de
alguma tatica reprodutiva alternativa dessa espécie para “driblar” um dos pais.

Para as amostras de Santarém (area semi-aberta - lagos), os resultados
obtidos demonstram que as possibilidades de “Contribuicdo extra-par’ séo
altissimas, principalmente quando comparamos a variabilidade alélica, coeficiente
e categorias de relacionamento.

Certamente ndo podemos desconsiderar, que esses resultados possam ter
sido influenciados pelo niumero amostral reduzido dessa area e por uma provavel
migracado de filhotes de uma ninhada para outra (na hora da coleta). Acreditamos
que o aumento do numero de amostras de Santarém, para estudos posteriores,
seria indispensavel para a confirmacéo e consolidacédo desta hipodtese.

Provavelmente os altos indices da categoria de ndo-relacionados, em todas
as amostragens estudadas, seja devido a pequenos subgrupos de irmaos
(irmandades provenientes de combinacdo de pelo menos um parente diferente),
dentro de cada grupo analisado, pois as comparagdes séo feitas aos pares e
quando alelos ndo sdo compartilhados, entre essas irmandades, sdo entdo
classificados como néo-relacionados (ko=1, k;=0 e k,=0) e (r) = 0.

Nos casos em que as comparagdes dos filhotes apresentaram mais de uma
categoria de relacionamento (p.ex. FS/HS, FS/U e HS/U, ver Tabelas 13,14 e 15),
a abordagem de nossos resultados foi considerada como proposto por Steven et
al., (2006). Os referidos autores encontraram em seus estudas com hienas (sendo

considerada uma espécie com comportamento social monogamico), que O0s
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resultados de relacionamento (gerados no programa ML-RELATE) apresentaram
duas categorias: irmaos-verdadeiros e nao-relacionados (FS/U). Essas hienas
foram consideradas em sua maioria como irmas-verdadeiras (FS), entretanto os
autores nao puderam excluir a possibilidade delas serem néo-relacionadas (U),
pois os indices de verossimilhangca entre 0s pares para esta categoria foram
também significativamente altos.

Da mesma forma, interpretamos nossas matrizes das categorias de
relacionamento, em que todas as comparacbes que apresentaram mais de uma
categoria (FS/HS, FS/U e HS/U), a primeira alternativa € predominante sobre a
segunda mas, esta Ultima, ndo pode ser descartada pois, tanto a primeira quanto a
segunda alternativa de categoria de relacionamento sao estatisticamente

possiveis.

4.3 — Implicacfes para a conservacgao

Acreditamos que as informacdes obtidas, por meio de nossos resultados,
tém grande importancia e fortes implicacdes para a conservacdo de Arapaima
gigas pois, esta espécie, possui grande importancia econémica para a regido
Amazobnica e ja passou por grandes niveis de exploracdo, hoje mais ou menos,
mas nao inexistentes.

As suspeitas, fortemente suportadas em nossos resultados, de que o
pirarucu possui um sistema reprodutivo que nao esta restrito ao padrédo
monogamico é muito vantajosa, e se revela como uma estratégia natural da
espécie para a manutencdo de sua diversidade genética nas proximas geracoes.

Em contrapartida, se nossos resultados mostrassem que 0 pirarucu possui um
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sistema reprodutivo, restrito ao padrdo monogamico, seria preocupante, pois
demonstraria a vulnerabilidade de Arapaima gigas a catastrofes naturais,
superexploracdo e endocruzamento, sujeito a um gargalo de garrafa.

Dessa forma, nossos resultados, subsidiardo estudos futuros e mais
complexos sobre o sistema de acasalamento e as possiveis taticas reprodutivas
alternativas realizadas pelos reprodutores de pirarucu; contribuindo com uma
importante ferramenta para as pesquisas e criagdo de pirarucus em cativeiro,
como por exemplo uma sugestao baseada nos resultados aqui obtidos seria a
manutencdo de varios casais reprodutores nos tanques de criacao.

Consideramos nossos resultados como mais uma contribuicdo dos métodos
biotecnologicos para a pesquisa, 0 manejo e a conservacao do pirarucu, que é
importante ndo somente para a preservacado da biodiversidade, mas também para
gue se garanta a manutencdo de um alimento importante a nivel local. Portanto,
estudos genéticos, relacionados ao comportamento reprodutivo e ao perfil
genético da prole, feitos com Arapaima, sdo imprescindiveis para estimar a
contribuigao relativa dos pares, envolvidos no acasalamento, e considera-la como
uma estratégia reprodutiva natural para a conservagdo da diversidade genética
dessa espécie. Com importantes implicacBes para a ecologia, estrutura genética

das populacdes e monitoramento dos estoques pesqueiros.
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